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INCONSTANCIA DOS BENS DO MUNDO

Nasce o Sol, e ndo dura mais que um dia,
Depois d3 Luz se seque a noite escura,
Em tristes sombras morre a formosura,
Em continuas tristezas 3 alegria.

Porém, se acaba o Sol, por que nascia?

Se & tio formosa a Luz, por que njo dural
Como a beleza assim se transfigural
Como o gosto da pena assim se fia?

Mas no Sol, e na Luz falte 3 firmeza,

Na formosura nio se dé constincia,

E na alegria sinta-se tristeza.

Comeca o mundo enfim pela ignorincia,
E tem qualquer dos bens por natureza

A firmeza somente na inconstincia.

(Gregério de Matos Guetrra)
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INTRODUCAO GERAL

Os flavonéides, fitoquimicos bioativos, tém recebido grande destaque em
trabalhos cientificos de diversas reas. Divididos em grandes grupos, como as isoflavonas,
flavonas, antocianinas, flavondis e flavanéis, os flavondides sio amplamente distribuidos
na natureza, e assim, presentes em muitas fontes na dieta alimentar. O presente trabalho
tem especial enfoque sobre os flavondis e flavanéis (catequinas) e os polifendis teaflavinas,
que sdo produtos de condensagdo de catequinas e caracteristicas de cha preto. O cha preto,
como o verde sdo infusdes de folhas da mesma planta, a Camellia sinensis, e diferem
quanto ao seu processamento. Juntos, colocam o cha como a segunda bebida mais
consumida no mundo, perdendo apenas para a agua.

A agdo benéfica a saude, ainda em potencial, tem bons avangos em estudos
in vifro, in vivo e epidemioldgicos em relagdo a diminuicio de risco de doengas
degenerativas, como o céncer e doengas cardiovasculares. No que diz respeito ao cancer, os
estudos in vitro ja possibilitaram verificar que os flavonéides podem ter acio em todas as
fases de carcinogénese. Em doengas cardiovasculares, varios mecanismos também ja foram
estudados. Estudos em animais ap6iam os estudos in vitro, mas os resultados dos estudos
epidemiologicos sdo ainda inconsistentes.

Os chas verde e preto ja foram analisados em termos de flavonois,
catequinas e teaflavinas. No entanto, ha uma grande variagdo nos resultados. Uma parte

desta variabilidade pode ser devido ao efeito geografico, condigdes de plantio e



processamento. Mas, pela magnitude de variagdo, erros analiticos parecem ser também
envolvidos.

No Brasil, o consumo de infusdes tem contribuigio macica do ch4 mate, mas
sua composi¢ao quanto a flavondides ndo ¢ conhecida. O mesmo ocorre com chas de ervas,
flores e frutas, muito apreciados no pais. Um estudo para caracterizagdo destes produtos
teria grande importincia & populagdo brasileira, inclusive para levar este item da dieta a
categoria de alimento funcional, a exemplo dos chas verde e preto.

O presente trabalho teve como objetivos: (a) quantificar flavonois em chas
comercializados no Brasil; e (b) quantificar catequinas e teaflavinas também em chas

comercializados no Brasil.



RESUMO GERAL

Os flavondides, mais precisamente flavono6is e flavandis, tém merecido
destaque nas publicagdes cientificas. As evidéncias cientificas da sua potencial agdo contra
doencas degenerativas, embora ainda com alguma controvérsia, sdo os propulsores dos
estudos nas diversas fontes alimenticias. O cha ¢ uma fonte rica destes compostos, assim
como de outro grupo de polifendis caracteristico de cha preto: as teaflavinas.

Os teores dos flavondis miricetina, quercetina e kaempferol foram
determinados em uma marca de ban-cha, duas marcas de cha verde e quatro marcas de cha
preto. Trés lotes para cada marca foram analisados em duplicata por cromatografia liquida
de alta eficiéncia. A metodologia analitica consistiu de extragdo aquosa, transformagdo para
as formas agliconas por hidrdlise e cromatografia liquida de alta eficiéncia. Foi utilizada
uma coluna de fase reversa Novapak C;s (3,9 x 150 mm, 4um) e como fase movel, um
gradiente de agua e metanol, ambas em acido formico. Quercetina (2,5 — 3,4 mg/g de folha)
predominou em todas as amostras, seguida por kaempferol (1,0 — 2,0 mg/g de folha), com
exce¢do de uma amostra na qual kaempferol e miricetina tiveram teores iguais. Houve
variagdo entre os tipos de chas e mesmo entre marcas do mesmo tipo. Miricetina (tragos —
1,9 mg/g de folha) foi o flavonol que mais variou e foi encontrado em nivel menor nos chas
pretos. Amostras de chas muito consumidas no Brasil também foram investigadas quanto a
presenga e teor destes flavonois. Em chas de frutas (magd e morango) e de ervas (erva doce,
camomila, erva cidreira, horteld, boldo, mate e erva mate), ndo foi datectada a miricetina,

enquanto que quercetina foi encontrada em quatro chas (camomila, boldo, morango e erva



mate) e kaempferol, em dois chas (boldo e erva-mate), em concentragdes de 0,4 a 2,5 ¢ 0,4
a 2,6 mg/g de folha, respectivamente. Conclui-se que estes chas sdo fontes de flavonéis na
dieta brasileira, embora com teores menores que em chas verde e preto.

O contelido de catequinas e teaflavinas também foi determinado nas mesmas
amostras de chas verde e preto. Em chas verdes, os teores de catequinas variaram
substancialmente: catequina, de 0,8 a 2,8 mg/g de folha; epigalocatequina, de 23 a 44;
epigalocatequinagalato, de 26 a 50; epicatequina, de 4,4 a 8,5 e epicatequinagalato, de 4,6 a
7,3. Ja em Ban-cha, os niveis (mg/g folha) foram: catequina 1,8; epigalocatequina, 8;
epigalocatequinagalato, 11; epicatequina 2,3; epicatequinagalato, 3,1. No caso dos chas
pretos, as concentragdes de catequinas estiveram nas faixas, em mg/g folha, de: 10 a 40 de
epigalocatequina, 14 a 37 de epigalocatequinagalato, 5 a 8,7 de epicatequina e de 10 a 21
de epicatequinagalato. As teaflavinas apresentaram variagio de teores menor: entre 5
(teaflavina 3’-galato) e 13 mg/g de folha (teaflavina 3-3’-digalato). Ndo foram encontradas
catequinas e teaflavinas em nenhuma das amostras de chas de magd, morango, erva doce,

camomila, erva cidreira, horteld, boldo, mate ou erva mate.
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POLIFENOIS EM CHAS: IMPORTANCIA,

ANALISE E COMPOSICAO'

Simara Matsubara, Delia B. Rodriguez-Amaya**

RESUMO

Os flavonoides, mais precisamente flavonois e flavanois, tém merecido destaque nas
publicagdes cientificas. As evidéncias da sua agdo potencial contra doengas degenerativas,
embora ainda com alguma controvérsia, sdo os propulsores dos estudos nas diversas fontes
alimenticias. O cha é uma fonte rica destes compostos, assim como de outro grupo de
polifenois caracteristico de cha preto: as teaflavinas. No presente trabalho sdo revisados os
métodos analiticos para estas importantes classes de compostos em chas verde e preto.
Varios aspectos relevantes em uma metodologia analitica sdo abordados de forma a tragar
um panorama da situagdo atual. Teores de catequinas, teaflavinas e flavonodis sédo

apresentados a fim de realizar uma avaliagdo comparativa.

Palavras-chave: cha, polifendis, flavonoides, atividade biologica, analise, composi¢ao.



SUMMARY

Flavonoids, particularly flavonols and flavanols, have drawn considerable attention in the
scientific literature. Scientific evidences for their potential action against degenerative
diseases, although still controversial to some extent, have been the incentive for the
investigation of diverse food sources. Tea is a rich source of these compounds, as well as
another group of polyphenols characteristic of black tea, the teaflavins. In this paper, the
analytical methods for these important classes of compounds in green and black tea are
reviewed. Various relevant aspects to an analytical methodology are addressed to give an
insight of the present situation. Reported values of catechins, theaflavins and flavonols are

presented to allow a comparative evaluation.

Keywords: tea, polyphenols, flavonoids, biological activities, analysis, composition.

1 Recebido para publicagio em
2 Departamento de Ciéncia de Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de

Campinas, C.P. 6121, Campinas, SP, Brasil, CEP 13083-970; e-mail:delia@fea.unicamp.br
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1-INTRODUCAO

O cha tem sido consumido em muitos paises ha tempos e hoje é um produto
de crescente interesse, devido as publicacdes cientificas que mostram potenciais beneficios
a saude que a bebida pode trazer, como a diminuicdo do risco de doengas cronicas,
principalmente cancer e doengas cardiovasculares. Este efeito benéfico é freqiientemente
atribuido a presenga de polifenois, sobretudo dos flavondides, em sua composi¢do. Como

uma rica fonte destes compostos, o cha pode ser classificado como alimento funcional.

2 — EFEITOS BENEFICOS A SAUDE

Apesar dos estudos sobre os beneficios dos polifendis a saide humana
receberem grande atengao do meio cientifico, resultando em numerosos artigos de revisao
[15, 18, 23, 45, 58, 67], o numero de estudos em si e seus resultados sio ainda
considerados inconsistentes ou insuficientes para comprovar definitivamente esta agio.

Os estudos in viro encontram-se bem avangados, mostrando possiveis
mecanismos de acdo, principalmente de catequinas e teaflavinas, que cobrem todas as
etapas do desenvolvimento do cdncer. Na etapa de iniciagdo, os mecanismos sdo: reducdo
da formagdo [62] e da ativagdo do carcindgeno [50, 57], aumento da detoxificagio do
carcinogeno [40], redugdo da ligagdo carcinogeno-DNA [36], atividade antioxidante [77] e
reducdo da alquilagdgo do DNA [60]. Na etapa seguinte, a promogdo, 0s mecanismos sio:
redugdo da ligagdo do promotor [1, 16, 79], protecdo da comunicagdo célula-célula [41] e
reducdo de lipoperoxidagdo [29]. Por fim, na propagagdo, ha a diminuigao da conversio da

4



célula benigna a maligna [35], diminui¢do do crescimento de tumores [5, 51] e a reducdo
da metastase [66].

Estudos com animais (ratos) sdo também expressivos e revelam que a
administragdo de polifenois de cha, principalmente as catequinas e teaflavinas, reduziu o
numero ou a proliferagdo de tumores no trato gastro-intestinal [17], colon, [78], estdmago
[70, 73, 80], pulmdo [70, 73, 80] e pele [48], induzidos por teleocidina, azoximetano,
nitrosamina, benzo[a]pireno, tetradecanoilforbol acetato, dimetilbenzo[a]antraceno e luz
ultravioleta B. Também utilizando nitrosamina e benzo[a]pireno como carcindgenos,
extratos de cha verde tiveram acdo em dois estdgios da iniciagdo (aumento da
detoxificagdo do carcinégeno e atividade antioxidante) e em dois da propagacdo
(diminuigdo do crescimento de tumores) de tumores em pulméo e estémago de ratos [37].
A inibigdo do crescimento e/ou regressdo de papilomas provocados por nitrosamina,
tetradecanoilforbol acetato, dimetilbenzo[a]antraceno e luz ultravioleta B, foram mostrados
em pele de ratos [74]. E importante notar que ha diversidade de tipos de cancer estudados,
assim como 0s carcinogenos empregados nos experimentos.

Os estudos epidemiologicos, no entanto, ndo forneceram resultados
conclusivos ou consistentes. TAJIMA & TOMINAGA [64] n3o constataram uma
correlagdo significativa entre o consumo de chas verde e preto com o risco de cancer de
estomago e colon em 550 japoneses. Ja KONO ef al. [43], também no Japdo, observaram
uma correlagdo inversa entre consumo de cha verde e a incidéncia de cancer gastrico em
2991 individuos. Outro estudo com 8000 japoneses [22] revelou uma correlagdo direta
entre consumo de chas pretos e cancer no reto, enquanto que para cancer de prostata, a

correlagdo foi inversa. No mesmo estudo, ndo houve correlagdo entre a ingestdo de cha
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preto e cancer pancreatico e de bexiga. HERTOG ef al. [27], num estudo em sete paises
orlentais e ocidentais e 12763 homens, ndo encontraram relagio entre consumo de
flavonois e flavonas com mortalidade por cincer de pulmio e colo-retal. Para o cancer de
estdmago, o consumo destes flavondides teve correlagio direta com a mortalidade. Em
pesquisas mais recentes, os resultados apresentam-se mais promissores. OHNO ef al. [52]
avaliaram a relagdo entre consumo de cha Okinawa (parcialmente fermentado) e a
incidéncia de céncer de pulmido em 1000 japoneses, concluindo que houve correlagio
inversa entre eles, especialmente entre mulheres. Resultado similar foi constatado por JI
[33] em 3618 chineses: a correlagdo inversa entre consumo de cha verde e cincer
pancreatico e colo-retal foi encontrada apenas entre mulheres japonesas dentre os
participantes envolvidos no estudo. A pesquisa de SUGANUMA et al. [63], também com
japoneses (8552 individuos), revelou que mulheres com consumo minimo diario de 10
xicaras de cha verde manifestaram cancer de mama em média quatro anos mais tarde em
relagdo as que consumiram menos de 3 xicaras.

Os estudos em animais a respeito da agdo dos polifendis sobre doencas
cardiovasculares sdo poucos, mas concordantes. TUBURG et al. [68] pesquisaram a
eficacia dos chas verde e preto sobre o desenvolvimento de lesdes aterosclerdticas em
coelhos, concluindo que o consumo de cha verde proporcionou uma tendéncia a redugio,
embora o cha preto néo tivesse afetado significativamente a formacdo de lesdes. IKEDA et
al. [32], em estudo com ratos, observaram que as catequinas de cha verde, principalmente
os ésteres galato, reduziram efetivamente a absor¢do de colesterol pelo intestino, pela

reducédo da solubilidade micelar do colesterol.



Doengas cardiovasculares também foram relacionadas com consumo de
chas em alguns estudos epidemiologicos. HERTOG e al. [24] constataram entre idosos na
Holanda, que a ingestdo de flavonodides em cha preto e mortalidade por doencas do coragado
tém correlagdo inversa, assim como concluiu KELI ef al. [39], também na Holanda, com
relagdo a efeito protetor contra derrames. KNEKT ef al. [42] na Finlindia, RIMM et al.
[55] nos EUA e GELELNSE et al. [18] na Holanda, também observaram correlagdo
inversa. Entretanto, na populagio de Welsh, Reino Unido, HERTOG et al. [28] ndo
observaram relagdo entre consumo de cha preto e incidéncia de doencas cardiovasculares
isquémicas, muito embora, nesta populagdo o consumo do cha seja no leite, o que anularia
a capacidade antioxidante da bebida. Diminui¢do dos niveis de colesterol foi constatada
por KONO et al. [44], STENSVOLD et al. [61] e por GREEN et al. [20], no Japdo, na
Noruega e em Israel, respectivamente.

Inicialmente, os efeitos benéficos a saude foram atribuidos somente ao cha
verde, nos estudos subsequentes t€ém mostrado os mesmos efeitos pelo cha preto. Portanto,
os beneficios podem ser trazidos ndao somente pelo cha verde do Oriente, mas existe uma
perspectiva similar do Ocidente, referente ao cha preto [14].

Para que as davidas a respeito dos chas sejam esclarecidas, € imprescindivel
que mais dados confiaveis sobre os seus polifendis constituintes sejam obtidos. Para isso,
métodos analiticos capazes de quantificar com exatiddo estes compostos de diferentes tipos

de cha devem ser disponiveis, com a identificagio igualmente confiavel.



3 - CHAS E POLIFENOIS

Dentre os chas de maior consumo mundial estio os chas preto e verde.
Respondendo por cerca de 78% deste consumo, o cha preto é altamente consumido na
Europa e nos demais paises ocidentais; o verde por sua vez detém 20% do mercado, com
concentragdo de consumo no Oriente [45]. O Brasil ndo tem tradigdo de consumo de chas,
mas registra-se um destacado crescimento de sua participagdo no mercado de bebidas,
sendo a infusdo de mate a mais consumida.

Os chas verde e preto sdo produzidos a partir de folhas da Camellia sinensis.
O processamento do cha verde compreende a inativagdo da enzima polifenoloxidase por
inje¢do direta de vapor ou aplicagdo de calor indireto. Em seguida, as folhas sdo secas e
tostadas. No processamento do cha preto, a presenca da polifenoloxidase ¢ de extrema
importancia. E a enzima que promove, juntamente com o oxigénio, a oxidagio das
catequinas a teaflavinas. A primeira etapa do processamento € uma secagem das folhas.
Em seguida, sdo trituradas em rolos para rompimento das paredes celulares e exposi¢do das
catequinas ao oxigénio do ar e a enzima contida no meio celular. Esta etapa ¢ conhecida
como fermentagdo apesar de ndo se tratar de um processo fermentativo propriamente dito.
O termo consagrou-se ha muito tempo, quando se atribuia a produgio do gas carbonico do
processo oxidativo a uma suposta fermentagdo. Por fim, as folhas sdo tostadas, onde a
oxidagao € interrompida pela aplicagdo de calor [65].

O cha mate € produzido tendo como matéria-prima /lex paraguariensis. Seu
processamento envolve basicamente etapas de trituragdo, secagem e tostagem das folhas. A

erva mate difere do cha mate apenas pela auséncia de etapa de tostagem.
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Os flavonodides sdo compostos polifendlicos de origem vegetal. Dos
inumeros grupos conhecidos como flavondides estio as flavonas, isoflavonas,
antocianinas, flavonois e flavanéis. Para o cha verde, os dois ultimos sio destacados. Um
grupo de compostos caracteristicos de cha preto é o das teaflavinas, que sdo polifendis,
mas ndo sdo classificados como flavonéides. Sdo produtos de condensacdo dos flavanoéis,
mais conhecidas como catequinas.

Os flavondis sdo flavondides caracterizados pela presenga dos grupos
carbonilico na posi¢o 4 e hidroxilico na posi¢ao 3 do anel C (Figura 1). Sdo geralmente
encontrados na natureza em sua forma glicosidica. O agucar, ligado na posigdo 3 do anel C,
€ geralmente glicose, ramnose ou galactose. A sua presenga confere carater mais
hidrossoluvel aos flavonois, que sdo encontrados nos vaciiolos das células vegetais. Apesar
da duvida em relagdo a forma em que os flavonodis sdo absorvidos, ha trabalhos que
mostram absor¢do na forma glicosidica [30, 31, 54], encontrando-as inclusive no plasma.

Com respeito a metodologia analitica, grande parte dos trabalhos determina as agliconas.

Ry R, R,

@ o Miricetina OH OH

He Q Q Rz Quercetina OH H
OH Kaempferol H H

OH O

FIGURA 1. Estrutura basica de flavonoides e de flavondis agliconas presentes em chas.



Os flavanois, ou catequinas (Figura 2), correspondem a 75% do conteido de
flavondides encontrados no cha verde. Estes compostos conferem sabor a bebida e por esta
razao, no Oriente, seu teor nas folhas € indicativo de qualidade e valor agregado ao
produto. No processamento da folha e no preparo do cha, as catequinas podem sofrer
epimerizacdo. Trata-se de uma reagdo estereoquimica,, resultando na conversio das
catequinas majoritarias em seus correspondentes isémeros [71]. Ocorre na posi¢io 2 do
anel C devido a diferentes causas como altos valores de pH e de temperatura e presenca de
ions. Durante o processamento do ché preto, por efeito térmico, esta reagdo pode ocorrer,
acarretando uma diminuicdo da concentragéo das teaflavinas. [21].

As teaflavinas (Figura 2) sdo responsaveis por grande parte do sabor da
infusdo de cha preto. Contribuem também para a formagdo de cor, tendo coloragio
variando de amarela a marrom [7]. As teaflavinas sdo formadas pela condensagio das
catequinas duas a duas. Na Tabela 1 estdo apresentados os pares de catequinas € as

teaflavinas resultantes.
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(-)Epicatequinagalato H galato H
FIGURA 2. Estruturas das catequinas e teaflavinas
TABELA 1. As teaflavinas formadas a partir de pares de catequinas

CATEQUINAS TEAFLAVINAS
Epicatequina (EC) + Epigalocatequina (EGC) Teaflavina (TF1)

Epicatequina galato (ECG) + Epigalocatequina (EGC)
Epicatequina (EC) + Epigalocatequina galato (EGCG)

Epicatequina galato (ECG) + Epigalocatequina galato (EGCG)

Teaflavina 3-galato (TF2)
Teaflavina 3’-galato (TF3)

Teaflavina 3-3°-digalato (TF4)

Referéncia: ROBERTSON (1992) [56]

4 - METODOLOGIA ANALITICA

Os métodos analiticos empregados para a quantificagio de flavonéides sio

bastante diversificados, embora utilize-se macicamente a cromatografia, em especial a
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cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), sem duvida a técnica mais empregada. A
eletroforese capilar € uma técnica bastante promissora, mas os relatos ainda sio modestos
em comparagdo a CLAE. Quanto a identificagdo dos compostos, é muito comum utilizar a
detec¢do por espectrofotometria de absorgdo na regiio UV. Neste caso, a identificagdo é
feita por comparagdo dos tempos de retengdo e dos perfis de espectros de absorc¢ao obtidos
de padrdes isolados. A forma mais conclusiva de identificagdo ¢ utilizar a espectrometria

de massas.

4.1 - Extracao

4.1.1 — Solvente extratante e o bindomio tempo/temperatura

A extragdo mais empregada para polifenois é a aquosa por infusdo de folhas,
sendo varidveis desta etapa a temperatura e o tempo de infusio. A temperatura mais
comumente utilizada em extragdo aquosa ¢ de 100°C, seja em infusdo por trés [9] ou dez
minutos [25, 38, 47, 59], ou fervura por trés minutos [72] ou uma hora [13]. Ja TOYODA
et al. [69] usaram banho para manter por cinco minutos a temperatura de 95°C, assim
como LEE & ONG [46] para 90°C por 30 minutos. O banho foi utilizado a 80°C por
AMAROWICZ & SHAHIDI [2] por uma hora e por BAILEY et al. [6] e DALLUGE et al.
[12] por dez minutos. A temperatura de 70°C, mantida por 40 minutos foi a mais baixa
para extracdo aquosa [8].

Quando o objetivo do trabalho é a avaliagio quantitativa do teor dos

polifendis nas folhas e ndo nos chas como consumidos pelo homem, os solventes de
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extragdo sdo os orgéanicos e ndo a agua. GOTO et al. [19] extrairam catequinas de cha
verde com mistura de acetonitrila-dgua (1:1, v/v), mantida a temperatura ambiente por 40

minutos em constante agita¢io.

4.1.2 - Razio de folhas e agua

No que diz respeito a quantidade de folhas em relagdo a agua, ha uma
grande diversidade de proporgdes mencionadas. BRONNER et al. [9] utilizaram a mistura
mais diluida: 0,3% (p/v). HERTOG et al. [25] e LEE & ONG [46] empregaram a
porcentagem de 1,0%, sendo as infusdes de BAILEY et al. [6] e BAPTISTA ef al. [8] um
pouco mais concentradas (4,0 e 5,0%, respectivamente). AMAROWICZ & SHAHIDI [2] e
LIN et al. [47] prepararam infusdes com 10%, sendo esta a mais concentrada dentre as
demais.

YOSHIDA ef al. [81] investigaram o efeito da razdo folhas:agua na
eficiéncia de extracdo das catequinas. Foram estudadas razdes que variavam entre 0,2 e
3,0% e estudou-se o efeito nas catequinas individualmente. A variagio da razio ndo alterou
a eficiéncia da extrag@o das formas livres, ou seja, epicatequina e epigalocatequina. Para as
formas galato, epicatequina galato e epigalocatequinagalato, a eficiéncia foi menor em
relacdo as catequinas livres e diminuiu com o aumento da proporgdo do cha até 2%, sendo
que a 0,25 € 0,5% a eficiéncia foi de mais de 80% e, a partir de 2%, foi de apenas 65-70%,

mantendo-se aparentemente constante em propor¢des maiores de cha.
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4.1.3 - Epimerizacio de catequinas durante a extracio

A epimerizacdo de catequinas, que ocorre durante o processamento, pode
também acontecer na extragdo, dependendo do pH, temperatura e presenca de ions no meio
aquoso de extragao.

YOSHIDA et al. [81] estudaram trés meios de extragdo com diferentes pHs
(6, 7 € 8). Embora o conteido total de catequinas totais ndo variou, as catequinas
individuais variaram. Com o aumento do pH, os niveis das catequinas majoritarias
diminuiram e das minoritérias aumentaram, indicando ocorréncia de epimerizaggo.

WANG & HELLIWELL [71] compararam extratos a partir de agua
deionizada e agua de torneira, que € a forma usual dos consumidores ingerirem o cha.
Constataram que a presenga dos ions na agua de torneira favorecia grandemente a
epimerizag@o € potencializava o efeito da temperatura durante a extracdo. Em agua
deionizada, até 80°C a epimerizagdo foi minima, enquanto que para extrato em agua de

torneira, a 40°C a reagdo ja era observada.

4.1.4 - Hidrolise de flavonéis

A hidrolise dos flavonoéis glicosidios a suas formas agliconas € realizada em

meio acido com aquecimento. HERTOG et al. [26] testaram os acidos sulfirico (H2SOj) e

cloridrico (HCI) quanto 4 eficiéncia de hidrolise e constataram que o ultimo apresentou as

melhores taxas de conversao em diferentes tempos de reagéo.
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HERTOG et al. [25] determinaram condi¢es oOtimas de hidrolise para
algumas bebidas, inclusive o cha. Dentre as concentragdes e tempos avaliados, com a
temperatura fixada em 90°C, concluiu-se que para o cha, a concentragio de 1,2M HCI
mantendo por 2 horas foi a melhor condigdo. Apesar deste ser 0 método mais amplamente
utilizado [34, 38], o trabalho de TOYODA et al. [69] propde nova otimizagdo do tempo de

hidrolise para 30 minutos, mantendo as demais condigdes.

4.1.5 - Tipo de filtro

Na filtragdo das amostras ao final da extragdo, o cuidado na escolha do
material filtrante € decisivo. GOTO ef al. [19] e, mais tarde YOSHIDA er al. [81],
estudaram diferentes materiais de membranas para filtragdo de cha verde:
politetrafluoroetileno (PTFE) com superficie hidrofilica, celulose regenerada (RC),
polivinildifluoreto (PVDF) e acetato de celulose (CA). As porcentagens de recuperagdo de
catequinas foram maiores para PTFE, sendo que CA apresentou resultados razoaveis.
Como os teores foram medidos para as catequinas separadamente, foi possivel verificar
que as formas galato sio mais afetados pelos diferentes materiais, mostrando que o

desempenho na recupera¢ao destas formas € o fator limitante na escolha do filtro.

15



4.2 - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

4.2.1 - Colunas

A fase estacionaria consensualmente utilizada para separagdo dos polifendis
€ de fase reversa C;g. As dimensdes das colunas sdo variadas, assim como o tamanho das
particulas.

Um dos objetivos principais do trabalho de DALLUGE et al. [12] foi a
selegao de colunas para a separagdo de catequinas em cha verde. Foram testadas seis
colunas, dentre elas fases mono e poliméricas, mas com didmetro de particula e dimensdes
fixas, Sym e 4,6 x 250 mm, respectivamente. Os resultados mostraram que a completa
separagdo das catequinas e a qualidade cromatografica sdo dependentes da coluna, com
preferéncia pelas fases estacionarias desativadas, com silica ultrapura e maxima cobertura
de suporte. Presumiu-se que o motivo para esta constatagdo € que essas fases estacionarias
sdao projetadas para eliminar interagOes indesejaveis entre analitos e superficie da silica,
melhorando a seletividade e diminuindo a formag@o de caudas nos picos. Dentre as colunas
testadas, a melhor foi coluna Zorbax Eclipse XDB-C;s (Rockland Technologies
Inc./Dupont), cuja descrigdo €: capeada, monomérica e de silica ultrapura.

Em um outro trabalho, BAPTISTA et al. [8] compararam o desempenho de
duas colunas distintas, ambas C;s. A coluna Ultropac Spherisorb ODS2 (3um; 100 x
4,6mm) apresentou melhor resolugdo das catequinas presentes em cha verde. A sua

vantagem em rela¢ao a outra coluna, Novapak Cig (4um; 150 x 3,9mm) (também utilizada
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por KARAKAYA & EL [38]), foi decorrente da sua maior hidrofobicidade, porcentagem
de carbonos (12 contra 7,3% da Novapak) e menor tamanho de particulas. Mais tarde, mais
duas colunas foram avaliadas [72], Kingsorb e Nucleosil, ambas C;s e de mesmas
dimensGes: Sum e 150 x 4,6mm. A melhor resolugdo foi mostrada pela Kingsorb.

A temperatura em que a coluna € mantida durante o processo
cromatografico tem importancia na diminui¢do de tempos de retengdo e na resolucdo de
picos. GOTO e al. [19] observaram em uma avaliagdo de diferentes temperaturas de forno
(30, 40 e 50°C), que & medida que a temperatura aumentava, os tempos de retencdo de
todos os analitos diminuia, mas a magnitude da variagdo era diferente para cada composto.
Para a seqiiéncia do trabalho, os autores utilizaram a temperatura de 40°C. Esta escolha é
reforcada pelo seu amplo uso em outros trabalhos, como em GOTO ef al. [19], TOYODA
et al. [69] e CHANG ef al. [10]. BAPTISTA et al. [8] realizaram estudo similar, variando a
temperatura e alcangando 50°C. O valor escolhido foi de 35°C, por oferecer melhor
resolugdo. Temperaturas um pouco mais baixas, 32°C ou 30°C foram empregadas por LEE

& ONG [46], WANG & HELLIWELL [71] e WANG et al. [72].

4.2.2 - Fases moveis

A presenga de acido na fase moével para separagdo de flavondides é
essencial, tanto para a resolugdao dos compostos e especialmente para a diminui¢do de
caudas nos picos [12]. Esta constatagdo converge com a freqiiéncia em que o acido é

empregado em fases moveis nas varias publicagdes sobre o assunto. Muitos deles
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estudaram a concentragdo e o tipo de acido, mas sua presenga é, indubitavelmente um
COnsenso.

As fases moveis constam, de maneira geral, de metanol ou acetonitrila
associados as solugdes diluidas dos acidos. Quando a fase orginica é o metanol, os acidos
mais utilizados sdo o acético [13, 53] e o formico [34, 47]). Em todos os casos, a
concentragdo dos acidos ndo ultrapassa 1,0% (0,5 e 0,1% para acético e 0,3 e 1,0% para
formico). Além dos citados, o acido ortofosforico foi utilizado por WANG e HELLIWELL
[71] a 0,1% e o acido fosférico a 0,5% por TOYODA et al. [69]. DING et al. [13] optaram
pelo acido acético apos testes comparativos realizados com acido fosférico. A
concentragdo mencionada também foi obtida através de testes preliminares, que mostraram
que o efeito da concentragdo do acido sobre a separagdo é pequeno quando compreendida
pela faixa entre 0,05 e 0,5%.

Junto com a acetonitrila, o 4cido acético também € muito utilizado [59], em
concentragdes que alcancam 2% [6]. Outros acidos sdo o trifluoroacético a 0,035% [46], o
ortofosforico a 0,1% [8] e o fosforico a 0,05% [19]. Também foram utilizados tampdes,
como o fosfato em pH 2,4, usado por HERTOG et al. [25] e mais tarde, por KARAKAYA

& EL [38], e o tampao acetato [9] em pH mais elevado, 4,5.

4.2.3 - Deteccao

O detector de arranjo de diodos é o mais utilizado dentre as publicagdes

acerca de flavonoides e teaflavinas em que se usa CLAE como técnica analitica.
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A quantifica¢do de flavonois foi feita a 349 nm por TOYODA et al. [69], e
entre 365 e 370nm por HERTOG et al. [25] e por CROZIER et al. [11]. BAILEY et al. [6]
fizeram as medidas a 380 nm, destacando ainda, em seu trabalho, que esse grupo de
compostos apresenta outra faixa de maximo de absorgdo, em torno de 255 e 269nm.

As catequinas tém maximo de absorg¢do também em dois comprimentos de
onda distintos: 227 e 275 nm [6]. Muitos autores fizeram a detecgdo em 280 nm [2, 6, 8,
47, 53, 59]. No entanto, BRONNER et al. [9], DALLUGE et al. [12], LEE & ONG [46] e
WANG ef al. [72] usaram 210 nm, sendo esta escolha justificada, pelos tultimos autores,
pela razdo sinal/ruido melhor comparado a leituras a 280 nm. Por outro lado, GOTO ef al.
[19] e DING et al. [13] utilizaram 231 nm e CHANG et al. [10], 270 nm, por perceberem
que a 210 nm, apesar da sensibilidade ser trés vezes maior, a faixa de linearidade foi
substancialmente menor.

BAILEY ef al. [6] monitoraram as teaflavinas em 280, 380, 460 ¢ 510 nm.
SHAO et al. [42] quantificaram as teaflavinas a 450 nm, e LEE & ONG [32] a 205 nm.

ARTS & HOLLMAN [4] compararam os detectores de fluorescéncia e de
ultravioleta (UV) para catequinas em frutas e legumes. Como esperado, o de fluorescéncia
apresentou limites de deteccdo dez vezes maiores que o de UV. Catequina e epicatequina
apresentaram alta fluorescéncia (emissdo) em 310 nm, quando excitados a 280 nm. No
entanto, epigalocatequina, epigalocatequinagalato e epicatequinagalato mostraram menor
fluorescéncia que catequina e epicatequina, um problema que tentaram contornar sem

SuUCE€ss0.



5 - COMPOSICAO DE POLIFENOIS EM CHAS

5.1 - Catequinas

As catequinas, dentre os flavonodides estudados em chas, € a classe com
maior nimero de trabalhos, sobretudo de quantificagdo. As Tabelas 2, 3 e 4 apresentam
teores no extrato liquido e nas folhas. Os valores apresentados revelam grande variagio
entre amostras. Embora grande parte disso possa ser atribuida a variagdo natural das
amostras, devido a fatores como variabilidade ambiental no cultivo, considerando o grau
de variagdo entre resultados obtidos por diferentes laboratorios, uma parte é aparentemente
proveniente da analise, principalmente do preparo do extrato. No entanto, existe variagdo
mesmo entre resultados provenientes de extragdes aquosas e entre resultados obtidos por

meio de solventes organicos.
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TABELA 2. Composicdo de catequinas de chas verde e preto em amostras liquidas

Referéncia

Técnica Amostra Extracdo Concentragio (pg/mL)
analitica
C EC ECG EGC EGCG
Chas verdes
[76] Eletroforese  Cha enlatado A Pronto para consumo 96,4 48,3 46,5 244 188,5
i Cha enlatado B 23 26 364 337 1632
Cha enlatado C 224 33,5 21,6 15,9 1247
Cha enlatado D 12,8 36,3 26,4 25,5 156,6
CLAE Ch4 enlatado D 11,5 344 297 25,8 163,5
[72] CLAE Gunpowder 3 g/150 mL 4gua/5 min 6,9 55,8 426 297,0 3260
RGT 12.2 64,8 50,3 3100 314,0
Sencha 14,1 95.4 492 3620 2880
[9] CLAE Dragon Well 0,25 2/80 mL 4gua/3min  na 10,0 30,0 20,0 60,0
Dragon Well na 20,0 50,0 400 90,0
[49] CLAE Cha Pronto para consumo 8 27 69 39 286
Chas pretos
[76] Eletroforese Ché enlatado A Pronto para consumo 36,1 10,5 25,8 31,3 9,2
capilar Cha enlatado B 226 126 334 246 364
Ch4 enlatado C 14,5 20,6 23,8 28.8 248
Cha enlatado D 174 224 236 21,8 48.8
CLAE Cha enlatado D 15,8 22,7 25,8 213 54,1
[72] CLAE Keemun 3 g/150 mL agua/5 min nd nd 11,9 9,0 9.5
Sri Lanka 5.0 14,5 29,2 18.4 11,6
[9] CLAE Lipton 2,2 ¢/237 mL agua/3 min na 40,0 110,0 60,0 120,0
[49] CLAE Cha Pronto para consumo 4 7 20 5 29
[3] CLAE English mélange 2 g/200 mL dgua/5 min 5.2 22,1 714 122 56,0
(Albert Heijn)
English mélange 3,5 12.7 46.6 6.4 272
(Pickwick DE)
Ceylon 87 62,4 100,0 92,7 128.4
(Albert Heijn)
Ceylon 8.8 477 79.1 88.4 100,4
(Pickwick DE)
Earl Grey 6,0 13,5 70,5 2,9 51,3
(Albert Heijn)
Earl Grey 6.2 151 60,6 6,5 43,7
(Pickwick DE)

Catequina (C), epicatequina (EC), epicatequina galato (ECG), epigalocatequina (EGC), epigalocatequina galato (EGCG),

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), ndo avaliado (na), ndo detectado (nd)
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TABELA 3. Composicdo de catequinas em folhas de chas verdes

Referéncia  Técnica analitica Amostra Concentragéo (mg/g folhas)
C EC ECG EGC EGCG
[12] CLAE Lung Ching 0,6 3.8 3.2 15,4 21,7
[59] CLAE Quingmao 1 66.4 20,0 1448 19,0 65,2
Quingmao 2 68,8 21,6 150,83 206 71,2
Folha “steamed” 1 42,0 26,0 1328 18,0 716
Folha “steamed” 2 444 20,0 1396 14,0 76,0
[47 CLAE Fu-Chien Mao-Feng nd 0,1 0,4 0,1 15
He-Nan Hsin-Yang Mao-Chien nd 0.1 0,3 0,1 1.8
Hu-Pei He-Feng Fu-His nd nd 0,3 nd 1,7
Chue-Chiang longjing nd 6,8 1,7 3,0 1,7
Hu-Pei San-Hsia Mao-Chien nd nd 0,3 nd 1,2
Shan-His Tsu-Yang nd nd 0,2 nd 1.4
He-Nan Hsin-Yang Yun-Woo nd nd 0,3 nd 1.4
Che-Chiang Hang-Chou longjing nd nd 0,5 nd 1,2
An-Hui Huang-Shan Yun-Woo nd nd 0,3 nd 0.9
An-Hui Pi-Luo-Chun nd nd 0,3 nd 0,9
Bei-Jing Mo-Li-Hua nd 0,1 0.4 0,1 1,6
Fu-Chien Hu-Chiu Mo-Li-Hua nd nd 0.2 0.1 1,3
Ssu-Chuan Cheng-Tou Mo-Li-Hua nd nd 0.2 nd 1,0
Ssu-Chuan Yung-Chuan Mo-Li-Hua nd 0.1 03 0,1 1.4
San-Shya, Taipei longjing nd 0,1 03 0,1 1,3
[13] CLAE Yunnan 0,1 1.3 0.4 0,6 1,0
Guangdong 0.1 0,7 0.3 0.8 0,7
Jinghua nd 0.8 1.4 0.4 0.6
[53] CLAE Loong Ching na 0,2 0,1 04 0.4
Grand Tea Co. na 0,1 0,1 0.4 0,3
Special Chunmee na 0,1 0.1 0.4 0,3
Jasmine Tea - Fujian na 0.1 0,1 0,3 0,3
Sen Cha Uji Tsuyu na 0,2 0,1 0,5 0.4
Daigo Sen Cha na 0.2 0,1 0,5 0.2
Lung Ching China na 0,2 nd 0,5 0,3
Jamine Tea ‘Bulk’ na 0.1 0,1 0,3 0.4
[19] CLAE High Grade Matcha na nd 0,1 02 0,6
Low Grade Matcha na 0,1 0,2 0.3 0,8
High Grade Sencha na 0,1 0,2 0.4 08
Low Grade Sencha na 0,1 0,2 0.4 0,9

Catequina (C), epicatequina (EC), epicatequina galato (ECG), epigalocatequina (EGC), epigalocatequina galato (EGCG),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). ndo avaliado (na), ndo detectado (nd)
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TABELA 4. Composigdo de catequinas em folhas de chas pretos

Referéncia  Técnica  Amostra Concentragio (mg/g folhas)
analitica
C EC ECG EGC EGCG
[59] CLAE Preto 1 30,0 13,6 872 13,0 10,0
Preto 2 24.8 176,0 86,0 15,6 6.4
Pu’ er 1(1993)* 1,6 nd nd nd 3,6
Pu’ er 2 (1993) 1,6 nd nd nd 40
Pu’ er (1920) 0,6 nd nd nd 1,6
Pu’ er (1930) 14,4 1.2 228 nd 9,6
Pu’ er (1940) 16,0 2,0 23 nd 7,6

Catequina (C), epicatequina (EC), epicatequina galato (ECG), epigalocatequina (EGC), epigalocatequina galato (EGCG),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), nfo avaliado (na), ndo detectado (nd)

5.2 - Teaflavinas

Ao contrario do que se observa para catequinas, as teaflavinas ndo tém
grande destaque em trabalhos de quantificagdo. Um motivo possivel esteja na falta de
disponibilidade de padrdes: os comerciais apresentam-se em forma de mistura das quatro
teaflavinas. Na Tabela 5, os resultados de teaflavinas individuais foram obtidos com

padrdes isolados por cromatografia em coluna classica.

TABELA 5. Teores de teaflavinas em cha preto

Refs. Técnica Amostras Concentragdo (mg/g folhas)
analitica
TF1 TF2 TF3 TF4 TF totais
[59] CLAE Cha preto 1 4.8 4.5 1.3 2,7 -
Cha preto 2 44 4.0 1.3 2.9 -
[46) CLAE Puerh - - - - 1,03

Teaflavina (TF1), teaflavina 3-galato (TF2), teaflavina 3’-galato (TF3). teaflavina 3-3’-digalato (TF4), cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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5.3 - Flavonois

Miricetina, quercetina e kaempferol sdo os flavonois reconhecidamente mais
presentes em chéas, comumente nas formas glicosidicas. O numero de trabalhos sobre os
teores de flavonois em chas ainda é pequeno, e as concentragdes relatadas sdo bastante
diferentes (Tabelas 6 e 7). Parte disto pode ser atribuida as variagdes naturais devido a
fatores como condi¢des de cultivo e forma de processamento das folhas, como mostra a
variagdo dos resultados de HERTOG et al. [25] obtidos com o mesmo procedimento
analitico no mesmo laboratério. Porém, a magnitude de variagdo entre resultados de
diferentes laboratorios indica que a variabilidade analitica é também envolvida,
demonstrando que o aprimoramento da metodologia ainda € necessario, como no caso de

catequinas e teaflavinas.
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TABELA 6. Composicdo de flavonois agliconas de chas verde e preto em amostras

liquidas
Ref.  Tecnica  Amostras Extragdo Concentragdo (pg/mL)
analitica
M Q K

[25] CLAE Pickwick DE melange preto 4 /500 mL agua/5 min 32 19,0 15,0
Van Nelle melange preto 2.8 17,0 14,0
Albert Heijin melange preto 3,0 17.0 13,0
Pickwick DE Earl Grey preto 3.5 21,0 17,0
Lay’s English Breakfast preto 1,7 10,0 6,3
ST. Michael preto extra forte 5 ¢/500 mL 4gua/5 min 25 21,0 15,0
Lipton Brisk preto 52 25,0 16,0
Jacksons Earl Grey preto 25 12,0 16,0
Lay’s After Dinner preto 2,5 10,0 12,0
Cha verde japonés “Sencha” 12,0 23,0 15,0
Cha verde chinés “Gunpowder” 52 14,0 9.1

[38] CLAE Cha preto 5 2/250 mL 4gua/10 min na 34,849 11049

[34] CLAE Cha, sem especificacdo Promnto para consumo 0,1+0,1 0,140,1 0,240,1

[49] CLAE Cha preto Pronto para consumo 3,0 17,0 14,0
Cha verde Pronto para consumo 8.0 23,0 13,0

Miricetina (M), quercetina (Q), kaempferol (K.), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), ndo avaliado (na)

TABELA 7. Composi¢ao de flavonois agliconas em folhas de chas verde e preto.

Referéncia Técnica analitica Amostras Concentragao (mg/g folhas)
M Q K
[69] CLAE Cha verde japonés “Sencha” 1,310,1 1,640,2 1,540.2

Miricetina (M), quercetina (Q), kaempferol (K), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).



6 — CONSIDERACOES FINAIS

Crescentes evidéncias sobre o papel dos polifendis na saide humana sio
encontrados na literatura, especialmente em relagdo aos estudos bioquimicos que apontam
mecanismos de agdo ao longo de todo o processo de carcinogénese e de outras doencas
degenerativas. Estdo faltando estudos epidemiologicos e de intervengdo. Com isso, ha
necessidade de mais dados confidveis sobre os niveis destes compostos em alimentos. Os
dados existentes sdo ainda restritos e bastante variaveis. Para chegar as bases de dados
adequadas, maiores esfor¢cos no aprimoramento e validagdo dos métodos sdo necessarios.
Cabe ressaltar que ndo foi encontrada nenhuma publicagdo sobre polifendis de chas

brasileiros.
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Capitulo 2

Conteudo de miricetina, quercetina e kaempferol

em chas comercializados no Brasil

(Artigo a ser enviado ao Food Chemistry)
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Resumo

Os teores de miricetina, quercetina e kaempferol foram determinados em uma marca de
ban-cha, duas de cha verde e quatro de cha preto. Analisou-se trés lotes para cada marca em
duplicata por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Quercetina (2,5 — 3,4 mg/g de folha)
predominou em todas as amostras, seguida por kaempferol (1,0 — 2,0 mg/g de folha), com
excecdo de uma amostra na qual kaempferol e miricetina tiveram teores iguais. Houve
variagdo entre os tipos de chas e mesmo entre marcas do mesmo tipo. Miricetina (tragos —
1,9 mg/g de folha) foi o flavonol que mais variou e que esteve em menor nivel nos chas
pretos. Amostras de chas muito consumidas no Brasil também foram investigadas quanto a
presenca e teor destes flavonois. Em chas de frutas (maga e morango) e de ervas (erva doce,
camomila, erva cidreira, horteld, boldo, mate e erva mate), ndo foi detectada miricetina,
enquanto que quercetina foi encontrada em quatro chas (camomila, boldo, morango € erva
mate) e kaempferol, em dois chas (boldo e erva-mate), em concentragdes de 0,4 a 2,5 e 0.4
a 2,6 mg/g de folha, respectivamente. Conclui-se que estes chas sao fontes de flavonois na
dieta brasileira, embora com teores menores que em chas verde e preto.

Palavras-chave: chas, flavondis, miricetina, quercetina, kaempferol
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1. Introducio

Flavonoides sdo polifendis que ocorrem naturalmente em alimentos de origem
vegetal e sdo comuns em dietas de todo o mundo. Sdo metabolitos secundarios de plantas, e
podem ser subdivididos em 6 classes: flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavondis,
flavanois e antocianinas. O que diferencia os flavonois dos demais flavonoides € a presenga
do grupo hidroxilico (na posigdo 3) e do grupo carbonilico (na posig¢do 4) no anel C (Fig.
1). Os flavondis ocorrem em alimentos geralmente como O-glicosideos, com mono, di ou
trissacarideos ligados em sua maioria, na posi¢do 3, e em alguns casos, na posi¢ao 7. Os

glicosideos mais encontrados sio glicose, galactose, ramnose e frutose.

OH R4 R>

HO. O O G Miricetina OH OH
0 2
OH Quercetina OH H

OH O Kaempferol H H

Fig. 1. Estrutura bésica de flavonéides e de flavonois agliconas presentes em chas.

O cha, uma das bebidas mais consumidas no mundo, ¢ uma das fontes mais ricas em
flavonoides. Produzidos a partir de folhas de Camellia sinensis, os chas verde e preto sdo
largamente consumidos em paises orientais e ocidentais, respectivamente. O cha verde €

constituido de folhas secas colhidas de diferentes partes da planta, 0 que determina os



varios tipos de chas disponiveis. Ja o cha preto passa por diversas etapas de processamento,
dentre elas a de “fermenta¢@o”, que consiste, na verdade, de uma oxidagio enzimatica dos
flavanois a teaflavinas, que constituem um grupo caracteristico deste tipo de cha. No Brasil,
o0 cha mate € a infusdo mais consumida, seguida do cha preto e de outros tipos, como por
exemplo, os de frutas (magd e morango) e ervas (erva doce, erva cidreira, camomila,
horteld, boldo). Muitos dos chas de ervas sdo consumidos para fins medicinais segundo a
sabedoria popular. Em alguns estados brasileiros, a erva-mate € bastante consumida como
chimarrdo ou tereré, diferindo pela forma de preparo, como a temperatura da agua de
infus@o.

Os altos teores de flavonoides presentes em chas fazem deles alimentos funcionais.
Os estudos sobre o potencial efeito benéfico dos flavonoides para a saude humana sio ainda
inconsistentes ou insuficientes, apesar dos numerosos artigos de revisdo publicados (Cook
& Samman, 1996; Dufresne & Farmnworth, 2000; Hertog, 1996, Hollman & Katan, 1997 e
1999; Kinlen, Willows, Goldblatt & Yudkin, 1988; Geleijnse, Launer, Hofman, Pols &
Witteman, 1999; Schramm & German, 1998; Visioli, Borsani & Galli, 2000; Wang, Provan
& Helliwell, 2000). Embora muitos dos trabalhos envolveram os chas verde e preto, e nao
substancias especificas, os efeitos benéficos sdo geralmente atribuidos as catequinas e
teaflavinas. Além das catequinas e teaflavinas, os chas também contém flavonois como
miricetina, quercetina e kaempferol.

Estudos in vitro realizados por Rodgers e Grant (1998) mostraram que os flavonois
(miricetina e quercetina) diminuiram o crescimento de celulas cancerosas de mama
humana. Miricetina, quercetina e kaempferol inibiram tumores em ratos (Mukhtar, Das,

Khan, Wang, Bik & Bickers, 1988, Verma, Johnson, Gould & Tanner, 1988). Por outro
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lado, Pamukcu, Yalginer, Hatcher e Bryan (1980) observaram em seu estudo, que a
quercetina € carcinogénica para o epitélio do intestino e bexiga de ratos. No estudo
epidemiologico de Hertog ef al. (1995), ndo houve relagdo entre consumo de flavonois e
flavonas com mortalidade por cancer de pulmdes e colo-retal, mas correlagdo direta com
mortalidade por céncer de estomago. Para a continuagdo dos estudos, € imprescindivel a
disponibilidade de dados confiaveis sobre os teores destes flavondides em chas.

No presente trabalho, os flavondis miricetina, quercetina e kaempferol foram
quantificados, na forma de agliconas, em chas comercializados no Brasil, dentre eles, chas
verde, preto, mate, infusdes de frutas e de outras ervas. A determinagdo na forma de
agliconas simplifica a analise. Além disso, esta €, provavelmente, a forma na qual os

flavonois sdo absorvidos no organismo humano (Merken & Beecher, 2000).

2. Material e métodos

2.1. Amostras

Diversas marcas de chas verde (Camellia sinensis), preto (Camellia sinensis), erva
doce (Foeniculum vulgare), camomila (Matricaria sp), erva cidreira (Cymbopogon
citratus), horteld (Mentha sp), boldo (Peumus boldus), morango (Fragaria sp), maga
(Pyrus malus), mate (Ilex paraguariensis) e erva mate (llex paraguariensis) foram
compradas no mercado local (Campinas, SP). O produto “Ban-chd” ¢ um cha verde
constituido de folhas mais velhas e rasteiras das plantas de Camellia sinensis. O cha verde

propriamente dito é feito de folhas mais novas e tenras. A diferenca da matéria-prima



reflete-se no sabor, cor e, possivelmente, nos teores de flavondides. De todos os produtos
analisados, apenas uma marca de cha verde e uma de camomila tém matéria-prima
importada (Alemanha e Argentina, respectivamente), ambas marcas sendo embaladas no
Brasil. As embalagens variaram de 9 a 1000 g; a diferenca deve-se ao fato de que as ervas
mate, o ban-cha e uma das marcas de cha verde foram comercializadas a granel. As demais
marcas foram adquiridas em sachés. Para cada marca, trés lotes foram analisados em

duplicatas.

2.2. Padroes e reagentes

Os padroes de quercetina, miricetina e kaempferol utilizados neste estudo foram
adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, EUA). Solugdes-estoque foram preparadas
com metanol, em concentragdes em torno de 1 mg/ml, armazenadas a —20°C por no
maximo 2 meses. Para a preparagio de solugdes-trabalho, pequenos volumes de solugio-
estoque tiveram o metanol evaporado por fluxo de nitrogénio e os flavondis redissolvidos
em solugdo aquosa de metanol 50%. Em testes preliminares, os padrdes injetados em
metanol puro apresentaram caudas. Por outro lado, os padrdes dissolvidos em agua pura
apresentaram baixa estabilidade. Por isso, os padrdes foram estocados em metanol e a
substituigdo por metanol aquoso foi realizada imediatamente antes da injecao.

Metanol, HCl e acido formico, todos grau analitico foram adquiridos da Merck
(Darmstadt, Alemanha), e o butil-hidroxianisol, da Sigma Chemical Co. (St. Louis, EUA).
O metanol grau CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) foi adquirido da

Mallinckrodt (Kentucky, EUA).
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2.3. Preparagdo de amostras e hidrolise

As folhas do mesmo lote foram misturadas e pesadas. Para manter a presenga da
embalagem durante a extragdo mesmo depois de pesadas, as folhas foram reembaladas em
sachés cedidos pela Der Teeladen (Sdo Paulo, SP) e fechadas por termossoldagem de uma
fita de polietileno de baixa densidade. Os novos sachés, assim como as folhas preparadas a
granel, com peso de S5g foram colocadas em 500 mL de 4gua destilada fervente e deixadas
por 5 min (Hertog, Hollman & van de Putte, 1993), com ligeiras agita¢des no inicio, meio e
final do periodo. Em seguida, a infusdo foi filtrada a vacuo em papel de filtro no caso de
folhas a granel, ou o saché removido da infusdo, sendo ento resfriadas 4 temperatura
ambiente. O volume foi elevado a 500 mL com 4gua destilada. A fim de melhor padronizar
a extragdo, ao final do tempo de infusdo, as embalagens foram retiradas e imersas em
aproximadamente 85 mL de 4dgua fria e agitadas, sendo esta agua posteriormente utilizada
para completar o volume de 500 mL para o qual foram elevados os extratos. O mesmo foi
realizado com as amostras filtradas.

Para a hidrolise dos flavonodis (Hertog ef al., 1993), 15 mL destes extratos foram
adicionados de 40 mL de metanol aquoso 62,5% (com 2 g/L butil-hidroxianisol) e, a esta
mistura, 10 mL HCI 6M. Este meio de reagdo resultou em 1,2M HCl em metanol aquoso
50% (v/v). A hidrolise procedeu em banho com refluxo a 90°C por 2 horas. Apds este
periodo, o extrato foi resfriado em banho de gelo e, em baldo de 100 mL, elevado seu
volume com metanol. Aproximadamente 2 mL do hidrolisado foi filtrado em filtro de

politetrafluoretileno 0,22 um hidrofébico (Millipore, EUA) para posterior injegao.
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2.4. Cromatografia

A determinagd%o dos flavon6is foi realizada por CLAE. As separagdes
cromatograficas foram realizadas em coluna de fase reversa Novapak Cis (3,9 x 150 mm,
4um) (Waters, Milford, MA). O equipamento foi um cromatoégrafo liquido Waters,
constituido de bomba quaternaria modelo 600, detector de arranjo de diodos modelo 996,
injetor manual Rheodyne, controlado pelo software Millennium 32.

A eluicdo em gradiente teve como fase movel solvente A, agua/acido formico
(99,7:0,3, v/v) e solvente B, metanol/acido formico (99,7:0,3, v/v). A programacio foi a
seguinte: de 70 a 50%A em 10 min e de 50 a 30%A em 20 min, sempre em gradiente
linear. O fluxo foi de 1,0 mL/min. O volume de amostra injetado foi de 20 pL. A
identificagdo dos componentes baseou-se nos espectros obtidos entre 210 e 600 nm (Anexo
I) e nos tempos de reten¢do, comparados com os de padrdes injetados diariamente. Os

flavonois agliconas foram quantificados a 370 nm.

2.5. Curva padréo

Curvas padrdo de cinco pontos foram construidas para quantificagdo dos flavondis em
concentracdes baseadas nas estimativas dos seus teores nos chas. De uma solugio-mie em
metanol, contendo uma mistura dos padrdes em propor¢do relativa semelhante a das
amostras, volumes de 1, 2, 3, 4 ¢ 5 mL foram retirados para baldes de 5 mL. O solvente foi
evaporado, os flavonois redissolvidos em metanol aquoso 50% e o volume elevado a 5 mL.

Cada solugio constituia um ponto, o qual era injetado em triplicata.
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3. Resultados e discussio

3.1. Caracteristicas da curva padréo
As curvas padrdo passaram pela origem (Anexo II) e apresentaram-se lineares nas
faixas de concentragdo que cobriram as das amostras. A Tabela 1 mostra os dados obtidos

de cada curva.

Tabela 1: Propriedades das curvas padrdo de flavonois

Flavonol Faixa de concentragdo Coeficiente de correlagio Coeficiente de variacio entre
(pg/mL) triplicatas (%)*

Miricetina 1,8-9,1 0,9885 2,5

Quercetina 11,4 -56.8 0,9944 1.7

Kaempferol 8.9-444 0,9972 1,8

* Médias de 15 valores

Os coeficientes de correlagdo foram bons para quercetina e kaempferol, ambos
maiores que 0,99. Para miricetina, observa-se que o coeficiente de correlagdo foi mais
baixo. Isto ocorreu porque sua concentragdo € bem menor que a dos outros flavondis. Os
coeficientes de variagdo entre as triplicatas de cada ponto foram, em média, de 1,7 a 2.5,

com a miricetina apresentando a maior variagao também pela sua concentra¢do bem menor.

3.2. Repetitividade

Para avaliar a precisdo intralaboratorial do método como um todo, foram realizados
testes de repetitividade com as amostras de chas verde e preto. Duplicatas de uma mesma
embalagem foram analisadas para cada marca de produto. Os coeficientes de variagdo (CV)
entre duplicatas de chas verdes foram os seguintes: miricetina, 3,0%; quercetina, 4,1%; para

kaempferol, 1,9% (médias de seis amostras). Em chas pretos, os CVs foram: miricetina,

50



3,3% (média de quatro amostras); quercetina, 4,4%; kaempferol, de 2,5% (médias de oito
amostras para quercetina e kaempferol). Duas marcas de cha preto continham miricetina em
quantidades menores que 0,5 mg/g de folhas, o que resultou em CV de 20%. Deste
resultado, observou-se que para a miricetina nestas amostras, o limite de quantificacdo foi

em torno de 0,5 mg/g de folhas, equivalente a inje¢do de 15 ng de miricetina.

3.3. Teores de flavonois agliconas em chds verde e preto

A Fig. 2 mostra cromatogramas tipicos de flavonois em chas verde e preto.
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Fig. 2. Cromatogramas tipicos dos flavonois de chas: verde (A) e preto (B). Condigdes cromatograficas: 70 a
50%A em 10 min e de 50 a 30%A em 20 min, sendo A: H,O/4c. formico (99.7:0.3, v/v) e B: MeOH/4c.
formico (99.7:0.3, v/v), fluxo 1,0 mL/min. Picos:miricetina (1) quercetina (2) e kaempferol (3).
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A Tabela 2 mostra os teores de flavondis agliconas em chas verde e preto
encontrados no comércio de Campinas. Em todas as amostras, a quercetina predominou,
seguida por kaempferol, com excegdo de uma amostra, na qual o teor de kaempferol e
quercetina foram iguais. Observa-se variagao dos flavondis entre os tipos de chas, e mesmo
entre marcas do mesmo tipo. A miricetina é o componente com teores mais variados.
Enquanto em chas pretos sua concentra¢io variou entre tragos e 0,7 mg/g de folha, em chas
verdes varia entre 0,7 e 1,9 mg/g de folhas. A quantidade menor em chas pretos pode ser
decorrente do processamento, pois as folhas para cha preto sofrem um tratamento térmico
mais drastico e a miricetina ja se mostrou o flavonol menos estavel dentre os estudados. A
amostra ban-chid e o chd verde marca A sio do mesmo fabricante. Os teores menores
encontrados no ban-cha reforgam a idéia de que as folhas mais tenras, que constituem o cha
verde, apresentam melhor qualidade ndo apenas sensorial, mas também quanto a presenca
de flavondides. Outra caracteristica ¢ a homogeneidade da amostra: no ban-cha, além de
folhas mais velhas, ha grande presenga de galhos, o que resulta em menor homogeneidade

que o cha verde, onde ha apenas folhas.
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Tabela 2: Teores de flavonois agliconas em chas verde e preto*

Miricetina Quercetina Kaempferol

Amostra Marca  mg/g folha pug/mL.  mg/g folha pug/mL  mg/g folha pg/mL
extrato extrato extrato

Ban-cha A 1,140,1 1,640,1 2,540,1 3,840,2 1,0£0,1 1,540,1
Cha verde A 1,940,1 2,840.1 3,440,1 5,240,1 1,940.1 2,840,1
B 0,740,1 1,0+0,1 2,540,1 3,740,1 1,140,1 1,640,1

Cha preto A trago** trago 3,110,2 4,740,3 1,640,1 2,440,1
B trago trago 2,740,5 4,040,7 2,040,1 3,040,2

C 0,5+0,2 0,740,2 3,240,1 4,740,2 1,840,2 2,740,3

D 0,740,1 1,140,1 3,240,2 4.8+0,3 2,040,1 3,040,2

*médias e desvios padrdo de 3 lotes diferentes analisados em duplicatas
**aproximadamente 0,3 mg/g de folha, o limite de quantificagdo do método foi de 0,5 mg/g de folha
A matéria-prima do chi verde marca B foi importada da Alemanha, sendo as demais amostras de
producdo brasileira. Ban-ché e ch4 verde marca A estavam a granel e as demais amostras, em sachés.
Toyoda, Tanaka, Hoshino, Akiyama, Tanimua e Saito (1997) quantificaram os
mesmos flavonois em diversos tipos de chas, encontrando, para cha verde teores em mg/g
de folha de 1,3 para miricetina, 1,6 para quercetina e 1,5 para kaempferol. Com excecio de
quercetina, para o qual os teores relatados sao superiores no presente estudo (2,5-3,4 mg/g
folha), os valores para miricetina e kaempferol s@o concordantes. No trabalho de Hertog et
al. (1993), em diferentes marcas de chas pretos, os teores, em ug/mL de extrato variaram
entre 1,7 e 5,2 para miricetina, 10 € 25 para quercetina, entre 6 e 17 para kaempferol. Estes
valores s3o superiores os obtidos no presente trabalho. Em chas verdes, as faixas foram de

52a12 14a23 e9al5 ug/ml de extrato para miricetina, quercetina e kaempferol,

respectivamente, teores também maiores que os encontrados nos chas verdes disponiveis no
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Brasil. Os contetidos de quercetina e de kaempferol em cha preto analisado por Karakaya e
El (1999) sdo muito maiores aos encontrados nas amostras brasileiras (35 e 110 pg/mL,

respectivamente).

3.4.Estudo de flavondis agliconas em outros chds comercializados no Brasil

Como ja ressaltado, o consumo de chas tradicionalmente consumidos e estudados na
Asia e Europa (verde e preto, respectivamente) nao é expressivo no Brasil. A posigdo
destacada do cha mate ¢ indiscutivel, sendo outros tipos de chas, como de frutas e ervas,
merecedores de atengdo. Para se conhecer a composi¢do destes chas em termos de flavonéis
agliconas, aplicou-se a mesma metodologia usada para chas verde e preto. A Tabela 3
mostra os resultados obtidos. A Fig. 3 mostra os cromatogramas das infusdes hidrolisadas

nas quais foram encontrados flavonéis agliconas.
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Fig. 3. Cromatogramas de amostras de chas: (a)camomila, (b)boldo, (c)morango e (d)erva mate. Condigdes
cromatograficas: 70 a 50%A em 10 min e de 50 a 30%A em 20 min, sendo A: H,O/4c. formico (99,7:0,3, v/iv)
e B: MeOH/4c. férmico (99,7:0,3, v/v), fluxo 1,0 mL/min. Picos: quercetina (1) e kaempferol (2).
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Tabela 3: Teores de flavonois em chas comercializados no Brasil

Concentragdo (mg/g de folhas)*

Amostras Marca M Q K
Erva doce Foeniculum vuigare A nd nd nd
Camomila Matricaria sp A nd 0,940.1 nd

B nd 0,740,1 nd

C nd 0,610,1 nd
Erva cidreira Cymbopogon citratus A nd nd nd
Hortelad Mentha sp A nd nd nd
Boldo Peumus boldus A nd 1.6+0.3 2,540,5

B nd 2,040,1 2,040,2

e nd 2,040,1 2,640,3
Morango Fragaria sp A nd 0,440,1 nd
Magid Pyrus malus A nd nd nd
Mate Ilex paraguariensis A nd nd nd
Erva mate Ilex paraguariensis A nd 2,510,1 0.40,1

B nd 2,040,3 0,310,1

& nd 3,340,3 0,620,1
Nio detectado (nd)

*média e desvio padrio de 3 lotes diferentes
A matéria-prima para a camomila marca A foi importada da Argentina. Com excegdo da erva-mate, que

estava a granel, as demais amostras estavam em sachés.

Nas folhas de camomila analisadas, foi encontrada quantidade razoavel de
quercetina, embora cerca de 3 vezes menor que 0s teores presentes em chas verde e preto.
Em boldo, observou-se quantidade um pouco superior de quercetina, muito embora o que
chama a atencdo ¢ o teor de kaempferol, que foi maior, dentre os chds analisados neste
trabalho. Em morango desidratado para infusdo, para o qual foi analisada apenas a Unica
marca encontrada no mercado, a quercetina foi o unico flavonol presente e em quantidade

bem reduzida. Por fim, na erva mate, a quercetina teve valor comparavel ao dos chas verde
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e preto, embora o kaempferol esteja em baixos teores. Curiosamente, nenhum flavonol foi
encontrado no cha mate, apesar deste ser proveniente de mesma fonte que a erva mate.
Uma explicagdo possivel seria o efeito do processamento sobre cada um dos produtos,
atribuindo-lhes caracteristicas distintas. A torragem das folhas para obtencdo do cha mate

poderia ter degradado os flavonois.

4. Conclusao

Os teores de flavondis miricetina, quercetina e kaempferol encontrados em chas
verde e preto comercializados no Brasil sdo comparaveis aos resultados encontrados na
literatura. Miricetina ndo foi encontrada em nenhuma das amostras de chas de frutas, de
flores e de ervas consumidos no Brasil, enquanto que a quercetina foi observada em quatro
amostras em uma faixa menor (camomila, boldo ¢ morango) que a de chas verde e preto,
com excegdao da erva mate, que estava com valores semelhantes. Duas amostras (boldo e
erva mate) apresentaram kaempferol, no boldo em concentragdo igual ou maior que as de
chas verde e preto. Desta constatagdo, conclui-se que estes chas sdo fontes de flavonéis na

dieta brasileira, embora com teores menos significativos que em chas verde e preto.
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Capitulo 3

Quantificagdo simultdnea de catequinas e teaflavinas

em chas comercializados no Brasil

(Artigo a ser enviado ao Journal of Agricultural and Food Chemistry)
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Departamento de Ciéncia de Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos,
Universidade Estadual de Campinas, C.P. 6121, Campinas, SP, Brasil, CEP 13083-970

RESUMO

No presente trabalho, foram determinados os teores de catequinas e teaflavinas em trés
marcas de cha verde e quatro de cha preto comercializadas no Brasil. A metodologia
analitica consistiu de extragdo aquosa bastante simples e cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Foi utilizada uma coluna de fase reversa Novapak C;s (3,9 x 150 mm, 4um) com
um gradiente de agua e metanol ambos em acido formico como fase movel. Em chas
verdes, os teores de catequinas (mg/g de folha) variaram substancialmente: catequina, 0,8 a
2,8; epigalocatequina, 8 a 44; epigalocatequinagalato, 11 a 50; epicatequina, de 2,3 a 8,5 ¢
epicatequinagalato, 3,1 a 7,3. No caso dos chas pretos, as concentragdes (mg/g de folha) de
catequinas estiveram nas faixas de: 10 a 50 de epigalocatequina, 14 a 37 de
epigalocatequinagalato, 5 a 9 de epicatequina e de 10 a 21 de epicatequinagalato. As
teaflavinas apresentaram variagdo menor: entre 5 (teaflavina 3’-galato) e 13 mg/g de folha
(teaflavina 3-3’-digalato). Amostras de chas muito consumidas no Brasil (erva doce,
camomila, erva cidreira, horteld, boldo, mate, erva mate, ma¢a e morango) também foram
investigadas, ndo sendo encontrada nenhuma catequina ou teaflavina.

Palavras-chave: cha verde, cha preto, catequinas, teaflavinas.
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INTRODUCAO

O cha € uma das bebidas mais consumidas no mundo todo. Anteriormente seu
consumo concentrava-se em paises da Asia e Europa, panorama que vem mudando ao
longo dos ultimos anos. O crescente interesse pela bebida deve-se grandemente a estudos
que a mostram como fonte de flavonoides e a relagdo inversa entre seu consumo e o risco
de doencas degenerativas como cancer e doengas do coragdo. Diversos artigos de revisdo
(4, 2, 3,4, 5, 6, 7) mostram o grande nimero de trabalhos abordando o assunto, embora as
evidéncias sejam consideradas ainda inconclusivas. O impacto que a ingestdo excessiva de
flavondides gera sobre a satide foi também revisado (8), abordando principalmente a agdo
dos suplementos alimentares.

Estudos in vitro estdo em estado avangado, mostrando agéo em todos os estagios da
carcinogénese (9). Varios destes trabalhos utilizaram extratos de chas mas atribuiram o
efeito protetor as catequinas e teaflavinas. Utilizando catequinas isoladas de seus extratos,
Ho et al. (10) mostraram em seu estudo, a atividade antioxidante de epigalocatequinagalato
e Nishida ef al. (11), a mnibi¢do do crescimento e secregdo de a-fetoproteina por hepatomas
humanos também sob ag@o de epigalocatequinagalato. A epicatequina aumentou a atividade
da NADPH citocromo ¢ redutase de cé€lulas cancerosas de pulmdes (/2).

Em ratos, os estudos com epigalocatequinagalato sdo predominantes, possivelmente
pelo seu teor maior dentre as catequinas em cha verde. Este composto impediu o

crescimento de tumores de figado (7/) e intestino (73).
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As catequinas pertencem a um grupo de polifendis encontrados nas folhas de
Camellia sinensis, matéria-prima para a produgdo de chas verde e preto. O ché verde é uma
infusdo de folhas apenas secas, enquanto que o cha preto provém de folhas processadas. No
processamento, as folhas sdo oxidadas e secas, sendo a primeira etapa, a mais importante
para o desenvolvimento de cor e sabor da bebida. A oxidagdo é enzimatica por agdo da
polifenoloxidase presente nos vactolos das células. Para a enzima ser liberada destes
vacuolos, as folhas sdo trituradas e deixadas expostas ao oxigénio do ar (/4).
Anteriormente, acreditava-se que o processo era fermentativo e por este motivo, ¢ ainda
conhecido como “fermentagido” para a produgdo do cha preto.

As catequinas s3o compostos incolores, hidrossoluveis, que contribuem para o
amargor e a adstringéncia do cha verde (/5). As teaflavinas s3o compostos responsaveis por
parte da cor (alaranjada) e sabor (adstringéncia) da infusdo (/6) de cha preto. As estruturas

destes dois grupos de compostos estao representadas na Figura 1.
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Figura 1. Estruturas das catequinas e teaflavinas

No presente trabalho foram determinados os teores de catequinas e teaflavinas em

chas comercializados no Brasil.

MATERIAL E METODOS

Amostras. Duas marcas de cha verde (Camellia sinensis), e quatro de cha preto
(Camellia sinensis), assim como diversas marcas de erva doce (Foeniculum vuigare),
camomila (Matricaria sp), erva cidreira (Cymbopogon citratus), horteld (Mentha sp), boldo

(Peumus boldus), morango (Fragaria sp), maga (Pyrus malus), mate (Ilex paraguariensis)
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e erva mate (/lex paraguariensis) foram compradas no mercado local (Campinas, SP). Um
cha verde constituido de folhas mais velhas e rasteiras das plantas de Camellia sinensis,
denominado “Ban-chd”, muito conhecido e apreciado entre a comunidade oriental foi
também analisado. O cha verde propriamente dito é feito de folhas mais novas e tenras. A
diferenca da matéria-prima reflete-se no sabor, cor e, possivelmente, nos teores de
catequinas. De todos os produtos analisados, apenas uma marca de chi verde e uma de
camomila tém matéria-prima importada (Alemanha e Argentina, respectivamente). As
embalagens variaram de 9 a 1000 g; a diferenga deve-se ao fato de que as ervas mate, o
ban-cha e uma das marcas de cha verde foram vendidas a granel. As demais marcas foram

adquiridas em sachés. Para cada marca, trés lotes foram analisados em duplicatas.

Padroes e reagentes. Os padrdes de (+)catequina, (-)epigalocatequina,
(-)epigalocatequinagalato, (-)epicatequina, (-)epicatequinagalato e teaflavinas utilizados
neste estudo foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, EUA). As teaflavinas
estavam disponiveis na forma de mistura das quatro teaflavinas (teaflavina, teaflavina 3-
galato, teaflavina 3’-galato e teaflavina 3-3’-digalato), denominada de “extrato de cha”.
Solugdes-estoque foram preparadas com metanol, em concentragdes em torno de 1 mg/mL,
armazenadas a —20°C por no maximo 2 meses. Para a preparagdo de solugdes-trabalho,
pequenos volumes de solugdes-estoque tiveram o metanol evaporado por fluxo de

nitrogénio e os padr&es redissolvidos em solugio aquosa de metanol 50%.
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Para cromatografia, utilizou-se agua deionizada (18,2 m(2), metanol grau CLAE
(cromatografia liquida de alta eficiéncia) adquirido da Mallinckrodt (Kentucky, EUA) e

acido férmico, grau analitico, da Merck (Darmstadt, Alemanha).

Preparaciao de amostras. As folhas do mesmo lote foram misturadas e pesadas. Para
manter a presenca da embalagem durante a extragdo mesmo depois de pesadas, as folhas
foram reembaladas em sachets cedidos pela Der Teeladen (Sdo Paulo, SP) e fechadas por
termossoldagem de uma fita de polietileno de baixa densidade. Os novos sachés, assim
como as folhas preparadas a granel, com massa de 5g foram colocadas em 500 mL agua
destilada fervente e deixadas por 5 min (/7), com ligeiras agitagdes no inicio, meio e final
do periodo. Em seguida, a mistura foi filtrada a vacuo em papel de filtro no caso de folhas a
granel, ou o saché removido da infusfo e por fim, a infusdo foi resfriada em temperatura
ambiente. O volume foi entdo elevado a 500 mL com agua destilada. A fim de melhor
padronizar a extragdo, ao final do tempo de infusdo, as embalagens foram retiradas e
imersas em aproximadamente 85 mL de agua fria e agitadas, sendo esta agua
posteriormente utilizada para completar o volume de 500 mL. O mesmo foi feito com as
amostras filtradas.

Em seguida, uma aliquota de 4 mL do extrato foi retirada e seu volume
completado com agua destilada para 25 mL em baldo volumétrico, estando esta solucao
final diluida por um fator de 6,25. Aproximadamente 2 mL do hidrolisado foi filtrado em

filtro de politetrafluoretileno 0,22 um hidrofobico (Millipore, EUA) para posterior injec&o.
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Cromatografia. A determinagdo das catequinas e teaflavinas foi realizada por CLAE.
As separag¢des cromatograficas foram realizadas em coluna de fase reversa Novapak Cis
(3,9 x 150 mm, 4um) (Waters, Milford, MA). O equipamento foi um cromatografo liquido
Waters, constituido de bomba quaternaria modelo 600, detector de arranjo de diodos
modelo 996, injetor manual Rheodyne, controlado pelo software Millennium 32.

A eluicdo em gradiente teve, como fase movel solvente A, agua/acido formico
(99,7:0,3, v/v) e solvente B, metanol/acido formico (99,7:0,3, v/v). A programagio foi a
seguinte: 90%A por 6 min, de 90 a 70%A em 14 min e de 70 a 55%A em 20 min, sempre
em gradiente linear. O fluxo foi de 1,0 mL/min. O volume de amostra injetado foi de 10
uL. A identificagdo dos componentes baseou-se nos espectros obtidos entre 210 e 600 nm
(Anexos III e IV) e nos tempos de retengdo comparados com misturas de padrdes injetadas
diariamente. As catequinas e teaflavinas foram quantificadas a 280 nm e curvas de
calibragdo foram construidas obtendo-se faixas lineares para as catequinas em
concentragdes entre 0,6 e 205 pg/ml, e para as teaflavinas, entre 3 e 40 pg/mL.

Inicialmente, pensou-se em determinar os flavonois, catequinas e teaflavinas
simultaneamente. Embora a separa¢do cromatografica destes trés grupos tenha sido
conseguida, esta tentativa foi abandonada, pois a hidrolise requerida para os flavonois

degradava as catequinas.

Curva padrao. As curvas padrdo para quantificagdo de catequinas e teaflavinas foram
construidas com concentra¢des baseadas nas estimativas dos seus teores em chas. De uma

solugdo-ma@e em metanol contendo a mistura dos padrdes, volumes de 1, 2, 3, 4 e 5 mL
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foram retirados para baldes de 5 mL, o solvente foi evaporado e as catequinas e teaflavinas

redissolvidas em metanol aquoso 50%. Cada solugdo constituia um ponto, o qual era

injetado em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracteristicas da curva padrdo. As curvas padrio passaram pela origem e
apresentaram-se lineares nas faixas de concentragdo em que se encontraram as amostras

(Anexos V e VI). A Tabela 1 mostra os dados obtidos de cada curva.

Tabela 1. Propriedades das curvas padrao

Faixa de concentragio Coeficiente de Coeficiente de variagio entre
(ug/mL) correlagdo triplicatas (%o)*
(-)Catequina 0,6-3.1 0,9998 0,7
(+)Epigalocatequina 30-143 0,9963 0.8
(+)Epigalocatequinagalato 41-205 0,9985 0,5
(+)Epicatequina 13-66 1,0000 0,3
(+)Epicatequinagalato 5-25 0,9994 1,2
Teaflavina 3-galato 5-25 0,9944 1.8
Teaflavina 3-14 0,9902 1.6
Teaflavina 3’-galato 4-20 0,9845 1.4
Teaflavina 3-3’-digalato 8-40 0,9957 1,6

* Médias de 15 valores

Os coeficientes de correlagdo foram muito bons, com valores superiores a 0,99. Para

teaflavina 3’-galato, observa-se que o coeficiente de correlagdo é menor que os demais,
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embora a variagdo entre as triplicatas tenha permanecido menor que 2%, assim como para

os demais compostos.

Teores de catequinas. As concentragdes de catequinas em chas verde e preto estdo
apresentados na Tabela 2 e os cromatogramas de catequinas, na Figura 2. A varia¢do nos
niveis de catequinas foi tdo marcante que ndo houve um cromatograma tipico para cha

verde.
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Tabela 2. Teores de catequinas e teaflavinas em chas verde e preto.

Concentragdo*

Amostra Marca  C** EGC EGCG EC ECG TF1 TF2 TF3 TF4
Em mg/g folha
Ban<chda A 1,840,2 8+4 1143 23404 3,140,5 nd nd nd nd
Cha A 28403 4412 5044 85403 7,310.6 nd nd nd nd
verde

B 0,840,3 2345 2612 44408 46404 nd nd nd nd
Cha A nd 1745 14+4  5040,1 1044 1043 8,020 5,0£2,0 1043
preto

B nd 10£5 1448  5,040,2 1047 9,0£2,0 10£2 44408  8,0£20

C nd 28+£15 2845  7,0+02 2143 1341 112 6,640.6 1312

D nd 5042 3743 8,7H0,7 1782 11£1 12+1 7.440,3 10+1
Em pg/ml extrato
Ban-cha A 2,840,3 1246 18%5 3,7#0.6 50408 nd nd nd nd
Cha A 4,5+0.4 7243 80+6 13,7404 1241 nd nd nd nd
verde

B 1,304 3716 4143 7,010 7.34H05 nd nd nd nd
Cha A nd 2748 2247 80£2,0 176 1615 14+4 8,030 1545
preto

B nd 1648 23+10 80430 16%10 14+3 15+2 7.0+1.0 1343

c nd 45424 4548 11+4 3444 2041 1743 111 2143

D nd 81+4 605 141 2843 1841 1941 1241 1741
Néo detectado (nd)

*média e desvio padrdo de trés lotes analisados em duplicata.

**(C) catequina; (EGC) epigalocatequina; (EGCG) epigalocatequinagalato; (EC) epicatequina; (ECG)
epicatequinagalato; (TF1) teaflavina 3-galato; (TF2) teaflavina; (TF3) teaflavina 3°-galato; (TF4) teaflavina 3-
3’-digalato.

A matéria-prima do cha verde marca B foi importada da Alemanha, sendo as demais amostras de produgéo
brasileira. Ban-cha e cha verde marca A estavam a granel e as demais amostras, em sachés.
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Figura 2. Cromatogramas de amostras de cha verde: Ban-cha (a), cha verde marca A (b) e cha verde marca B
(c). Condigdes cromatograficas: Gradiente linear: 90%A/6 min, de 90 a 70%A/14 min,de 70 a 55%A/20 min,
sendo A: H,O/4c. formico (99.7:0.3, v/v) e B: MeOH/ac. férmico (99.7:0.3, v/v) ; fluxo 1,0 mL/min; deteccdo
a 280 nm. Picos (1) catequina, (2) epigalocatequina, (3) epigalocatequinagalato, (4) epicatequina e (5)
epicatequinagalato.



Uma grande dificuldade na quantificacio de catequinas ¢ a absortividade bem maior
dos galatos, absorgdo mais intensa da EGCG em relagio 4 da EGC e da ECG em relagdo a
da EC, embora a unica diferenca na estrutura seja a presenga dos galatos. Assim, mesmo
aparecendo como um pico bem menor que a de ECG, a EGC teve concentragdes maiores e
requereu uma faixa de concentragio maior (Tabela 1) para calibracdo.

Para a catequina, os valores nos chas verdes do presente trabalho, em pg/mL, estdo
abaixo dos resultados de Watanabe ef al. (18) que variaram entre 11,5 € 96,4 e de Wang,
Helliwell & You (/9) que variaram de 6,9 a 14,1. Em mg/g, os presentes dados estdo
abaixo dos de Shao, Powell & Clifford (20) com faixa de 42 a 68,8, mas acima dos de Lin
etal (21) e de Ding, Yang & Xiao (22), com faixa de ndo detectado a 0, 1.

A epigalocatequina teve teores dos mais altos dentre as amostras analisadas neste
trabalho. Em pg/mL, estes dados sdo comparaveis com os de Watanabe ez al. (/8) e de
Bronner & Beecher (23), com faixa de 15,9 a 40. Teores muito maiores foram encontrados
por Wang ef al. (19), entre 297 e 362 ng/mL. Em mg/g, os resultados de Shao e al. (20) e
de Dalluge et al. (24) estdo dentro da faixa encontrada nas amostras comercializadas no
Brasil, pois variaram de 14 a 20,6 mg/g. Outros autores obtiveram valores bem menores,
entre 0,1 e 3 mg/g (25, 26, 27, 28).

Para a epigalocatequinagalato, os resultados obtidos por Bronner & Beecher (23),
entre 60 e 90ug/mL sdo concordantes com os do presente trabalho. Os resultados de
Watanabe ef al. (/8) e de Wang ef al. (19), variando entre 124,7 e 326 ug/mL sdo muito

maiores. O teor reportado por Dalluge ef al. (24), 21,7 mg/g, esta dentro da faixa de valores
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para os produtos analisados neste trabalho. Entretanto, foram relatados teores maiores (20),
em faixa de 65,2 a 76, e menores (21, 22, 25, 26), de 0,2 a 1,8 mg/g.

Os produtos analisados por Bronner & Beecher (23) continham epicatequina em
concentragdes comparaveis com os teores de chas comercializados no Brasil, estando entre
10 e 20 pug/mL. O teores determinados por Wang et al. (/9) e Watanabe et al. (18) sdo
superiores, estando em faixa de 33,5 a 64,8 ug/mL. Em mg/g, a Gnica amostra analisada por
Dalluge et al. (24) apresentou uma concentragao de 3,8 mg/g, que esta dentro da faixa das
amostras do presente trabalho. O mesmo nao ocorre com os teores encontrados por Shao et
al. (20), que sdo maiores (20 a 26 mg/g) e de Lin ez al. (21), Ding, Yang & Xiao (22), Price
& Spitzer (26) e Goto et al. (25), que sdo menores (nd a 1,3 mg/g), com exce¢do de uma
amostra de Lin ef al. (21), que esta na faixa coberta pelas amostras comercializadas no
Brasil.

Os teores de epicatequinagalato do presente trabalho sdo inferiores aos apresentados
por alguns autores (/8, 19, 23), com faixas entre 21,6 ¢ 50,3 ug/mL. O teor em mg/g
apresentado por Dalluge er al. (24), é concordante (3,2 mg/g) e os de Shao ef al. (20) sio
maiores (132,8 a 150,8 mg/g). ConcentragGes menores, entre nao detectado e 1,7 mg/g,
foram relatados por alguns autores (27, 22, 25, 26).

Em relagdo aos chas pretos, os teores de epigalocatequina dos chas brasileiros sdo
concordantes com os de Watanabe ef al. (1/8), Wang et al. (1/9) e Bronner & Beecher (23),
que estdo na faixa de 18,4 a 60 ug/mL, com exce¢do de uma amostra de Wang et al. (19),
com menor teor (9 ug/mL). Para epigalocatequinagalato, sdo concordantes com valores do

presente trabalho, os de Watanabe e a/. (/8), na faixa de 24,8 a 54,1 ug/mL, com ressalva
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para uma amostra (9,2 pg/mL). Os demais resultados publicados ora sdo maiores (23) com
120 pg/mL, ora sdo menores (/9) com faixa de 9,5 a 11,6 ug/mL. No caso da epicatequina,
duas amostras de Watanabe e al. (18) sdo concordantes (10,5 e 12,6 pg/mL) e as demais,
em maiores teores (20,6 a 22,7 pg/mL). O produto analisado por Bronner & Beecher (23)
fol mais concentrado em epicatequina (40 pg/mL), assim como para Wang et al. (19),
muito embora para o ultimo houvesse uma amostra no qual a epicatequina nio foi
detectada. Para epicatequinagalato, ha concorddncia dos presentes valores com as
concentragdes obtidas por Watanabe ez al. (/18) e Wang ef al. (19), entre 11,9 e 33,4 pug/mL.
Na amostra de Bronner & Beecher (23), a epicatequinagalato estava em nivel de
110 pug/mL.

Em mg/g de folha, o cha preto foi analisado por Shao ef al. (20) e as concentragdes
foram: epigalocatequina, de ndo detectado a 15,6; epigalocatequinagalato, de 1,6 a 10;
epicatequina, de ndo detectado a 176 e epicatequinagalato, de ndo detectado a 872.
Percebe-se que as amostras analisadas no presente trabalho tém teores menores que os
relatados por este autor, com excecdo de epigalocatequina, pois encontra-se na ampla faixa
de concentragao relatada.

Notavelmente, os teores de catequinas variaram de maneira bastante sigxﬁﬁcativa
entre tipos no mesmo trabalho, mostrando grande varia¢d@o natural entre amostras. No
entanto, a consideravel diferenga entre resultados de diferentes autores também reflete
variacdo analitica, enfatizando a necessidade de aprimoramento do método e maior numero

de trabalhos.
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Teores de teaflavinas. Observando-se o cromatograma na Figura 3, verifica-se uma
sobreposi¢do dos dois ultimos picos referentes a teaflavina 3’-galato e a teaflavina 3-3’-
digalato. Apesar de varias tentativas para contorno, nao se obteve resultado melhor. Outros
autores (20, 27, 28) publicaram seus cromatogramas em que mostram a separagdo das
quatro teaflavinas, com o mesmo perfil alcangado no presente trabalho, embora a fase
movel empregada contenha acetonitrila. A diferenca entre a separagdo com fase movel
contendo metanol em relagdo a separagdo com fase movel contendo acetonitrila foi a
reversio da ordem de elui¢do de teaflavina 3-galato e a teaflavina, a teaflavina eluida

primeiro na Ultima fase.
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Figura 3. Cromatograma de amostra de cha preto. Condigdes cromatograficas: Gradiente linear: 90%A/6
min, de 90 a 70%A/14 min,de 70 a 55%A/20 min, sendo A: H,O/4c. formico (99,7:0,3, v/v) e B: MeOH/4c.
formico (99,7:0.3, v/v) ; fluxo 1,0 mL/min; detecgio a 280 nm. Picos: (2) epigalocatequina, (3)
epigalocatequinagalato, (4) epicatequina, (5) epicatequinagalato, (6) teaflavina 3-galato, (7) teaflavina, (8)
teaflavina 3°-galato e (9) teaflavina 3-3’-digalato.

Os trabalhos em que foram determinados teores de teaflavinas sdo escassos. As

concentra¢gdes das amostras analisadas no presente trabalho apresentam-se superiores as de
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Shao et al. (20), que variam de 1,3 a 4,8 mg/g e ao valor de teaflavinas totais de Lee & Ong
(28), de aproximadamente 1 mg/g.

Utilizando a mesma metodologia de andlise e quantificagdo, foi verificada a
presenca de catequinas e teaflavinas em nove tipos de chas muito consumidos no Brasil,
dentre eles, chas de ervas (erva-mate, mate, erva cidreira, erva doce, horteld, boldo), de
flores (camomila) e de frutas (morango e mag). Em nenhuma das amostras foi encontrada

alguma catequina ou teaflavina.
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ANEXOS



ANEXO 1
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ANEXO III
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ANEXO IV
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ANEXO V
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ANEXO VI
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