DOI: 10.4025/actascihealthsci.v31i2.6233

Determinacao de compostos fen6licos em amostras comerciais de
chas verde e preto - Camellia sinensis (L.) Kuntze, Theaceae

Airton Vicente Pereira'’, Thaila Coradassi de Almeida', Flavio Luis Beltrame', Maria

Eugénia Costa’® e Lucia Helena Garrido®

"Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual de Ponta Grossa, Av. General Carlos Cavalcanti, 4748,
84030-900, Ponta Grossa, Parana, Brasil. “Departamento de Biologia Geral, Laboratério de Anatomia Botéanica, Universidade
Estadual de Ponta Grossa, Ponta Grossa, Parana, Brasil. *Departamento de Quimica, Universidade Estadual de Ponta Grossa,
Ponta Grossa, Parana, Brasil. *Autor para correspondéncia. E-mail: airtonvp@uepg.br

RESUMO. O chi de Camellia sinensis ¢ rico em compostos fendlicos antioxidantes, responsdveis
por efeitos benéficos a saide humana. Neste trabalho, foram realizadas as determinagdes da
concentragio de fendis totais e flavonoides de sete amostras comerciais dos chds preto e verde. Os
teores de fendis totais variaram de 480 a 2660 mg de pirogalol
¢! de amostra e os de flavonoides, de 0,46 a 1,10 mg de quercetina g de amostra. A andlise
anatdmica do conteido das amostras permitiu caracterizar a autenticidade dos produtos,
observando-se os marcadores anatdmicos tipicos da espécie (estdmatos anomociticos, tricomas
tectores unicelulares, mesofilo dorsiventral, drusas de oxalato de cilcio e esclereides).

Palavras-chave: Camellia sinensis, ch verde, chd preto, fendis totais, flavonoides, caracterizagio anatdmica.

ABSTRACT. Determination of phenolic componds in commercial samples of
green and black tea - Camellia sinensis (L.) Kuntze, Theaceae. The tea from Camellia
sinensis (green tea and black tea) is rich in antioxidant phenolic compounds, responsible for
beneficial effects to human health. In this work, determinations were carried out on the
concentration of total phenols and flavonoids in seven commercial samples of black tea and
green tea. The samples presented concentrations of total phenols varying between 4.80 and
26.60 mg of pyrogallol g and concentrations of flavonoids from 0.46 to 1.10 mg of
quercetin g''. With the purpose of characterizing the authenticity of the product contained
in the sachets, the samples were fixed for histological studies. The samples presented the
typical anatomical markers of the species (anomocytic stomata, unicellular non-glandular
trichomes, dorsiventral mesophyll, calcium oxalate druses and sclereids).

Key words: Camellia sinensis, green tea, black tea, total phenols, flavonoids, anatomical characterization.

Introdugao

Dados da Organiza¢io Mundial da Satide estimam
que 80% da populagio mundial utilizam plantas
medicinais com finalidade terapéutica (WHO, 1998). O
chi obtido por infusio é a forma mais popular de uso,
contribuindo para a prevengio e o tratamento de
doengas pela presenga de compostos biologicamente
ativos, como os polifenéis (SCHMITZ et al., 2005).
Portanto, é de grande importincia estabelecer padroes
que assegurem a qualidade das plantas medicinais.

As folhas do ché verde - Camellia sinensis (L.) Kuntze
- Theaceae contém proteinas (15 a 20%), glicidios (5%),
dcido ascorbico, vitaminas do complexo B e bases
puricas, especialmente cafeina (2 a 4%), polifendis
(30%): monosideos de flavondis e flavonas, catequina,
epicatequina e galato de epicatequina, além de taninos
condensados e hidrolisiveis. A composi¢io do chi varia

com a estagio do ano, o clima, a idade da folha e a
variedade do chid (GRAHAM, 1992).

Os compostos fendlicos da classe dos flavan-3-
6is, (catequinas, em especial, epigalocatequina e
epicatequina) sio os principais componentes
quimicos terapéuticos da planta C. sinensis, sendo
potentes inibidores da
lipoperoxidagio, protegendo componentes proteicos
e DNA celular (VINSON; DABBAGH, 1998;
HIGDON; FREI, 2003; GIADA; FILHO, 2006;
DOU et al., 2008).

C. sinensis é cultivada em virios pafses e
amplamente consumida em todo o mundo com as
designacdes de chi verde, chi preto e
semifermentado. Para se produzir o chi verde, as
folhas recentemente colhidas sio cozidas no vapor
para se prevenir a fermentagio, resultando em

produto estivel. Na obten¢io do ché preto, as folhas

antioxidantes e

sio secas, reduzindo-se o seu contetido de umidade,
até que o seu peso seja 55% do peso da folha
original. Posteriormente, as folhas sio trituradas,
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iniciando-se a oxidagio e dimerizagio das
catequinas, muito importantes para o
desenvolvimento da cor e sabor da bebida
(GRAHAM, 1992; CRESPY; WILLIAMSON, 2004,
MATSUBARA; RODRIGUEZ-AMAYA, 2006a). A
fermentagio converte catequinas em teaflavinas e
tearubiginas, reduzindo o contetido de catequinas,
embora pesquisas relatem que catequinas e
teaflavinas  apresentem  atividades antioxidantes
similares (LEUNG et al., 2001). O cha de oolong ¢
um produto parcialmente oxidado (GRAHAM,
1992; CRESPY; WILLIAMSON, 2004).

Virios estudos demonstram que 0s compostos
polifendlicos podem reduzir o risco de muitas
doengas. Hi evidéncias de que o ché verde possa ser
utilizado na preveng¢io de doengas cardiovasculares
a0 diminuir os niveis de LDL e VLDL plasmaticos e
a0 proteger o organismo de radicais livres
(VINSON; DABBAGH, 1998; YANG; LANDAU,
2000; CRESPY; WILLIAMSON, 2004; CABRERA
et al., 2006).

A atividade antitumoral (SETIAWAN et al,
2001; HONG et al., 2002; YANG et al., 2002; JIAN
et al, 2004) e outras funcoes fisiolégicas como
controle de peso corporal, atividade antibacteriana e
antiviral, protegio ultravioleta e
propriedades neuroprotetoras (CABRERA et al.,
2006) tém sido relacionadas com o consumo do chi
verde, embora a concentracio plasmitica de
catequinas, apds o consumo do chi, seja baixa e a
concentragio de teaflavinas e a de tearubiginas nio
estejam muito bem estabelecidas (LEE et al., 2000;
RIEMERSMA et al., 2001).

Além das catequinas, compostos
polifendlicos de interesse flavonoides,
principalmente os glicosilados e ainda teogalina,
quercetina, miricetina e canferol (HERTOG et al.,
1993; MATSUBARA; RODRIGUEZ-AMAYA,
2006b).

Pela semelhanca estrutural, os
presentes no chd verde possuem propriedades
anilogas as catequinas, derivadas de sua atividade
antioxidante, possivelmente

contra raios

outros
sa0 0s

flavonoides

sendo ativos  em
neoplasias, doengas cardiovasculares e inflamatdrias
(COOK; SAMMAN, 1996; HOLLMAN; KATAN,
1997; PIETTA, 2000; WANG et al., 2000).

As determinacdes de fendis totais e flavonoides
da C. sinensis podem ser realizadas por meio de
virios métodos  analiticos, incluindo-se a
cromatografia liquida de alta eficiéncia e a
espectrometria de massa e de ionizagio por eletrospray
(LEE et al., 2000; MIKETOVA et al., 2000; ZUO
et al., 2002) e espectrofotométrica (PRADO et al.,
2005; LAGO et al., 2007).

Pereira et al.

Neste trabalho, foram  determinadas as
concentracbes de fendis totais e flavonoides em
amostras comerciais de C. sinensis (chis verde e
preto). As metodologias foram adaptadas da
Farmacopeia Brasileira IV. As amostras comerciais
(sachés e granel) foram submetidas 2 comprovagio da
espécie pela avaliacio morfoanatdmica.

Material e métodos
Aquisicao dos chas

Amostras comerciais de chi verde (A, B, C e D,
sendo esta dltima a granel) e de chi preto (E, F e G)
foram adquiridas em supermercados da cidade de

Ponta Grossa, Estado do Parand, durante o perfodo
de agosto de 2007 a dezembro de 2008.

Preparagao dos chas

As amostras foram preparadas de modo
semelhante ao recomendado nas embalagens com a
finalidade de se avaliar o contetido de fendis totais e
flavonoides ingeridos ao se consumir uma xicara do
cha. Para cada marca comercial, o saché ou 1 g dos
fragmentos (folhas e talos) da amostra a granel foram
transteridos para erlenmeyer sendo adicionados 100
mL de dgua destilada. Para a avaliacio do efeito do
tempo de aquecimento na concentracio dos fendis
totais e flavonoides, as amostras foram submetidas
a0 aquecimento por 1, 3 e 5 min. A seguir, cada saché
foi mantido sob agitagio manual por 1 min. Entio,
as amostras foram filtradas e coletadas em baldes
volumétricos de 100 mL. O volume foi completado
com 4gua para se corrigir perda por evaporagio. Esta
solugio foi utilizada nas determinagoes de fendis
totais e flavonoides. As anilises foram realizadas em

triplicata.

Determinagao dos teores de fendis totais

O teor de fendis totais foi determinado pelo
método de Folin-Denis (BELTRAME et al., 2009;
FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2002). Aliquotas
de 500 pL do chi (filtrado) foram transferidas para
tubos de ensaio, seguidas da adi¢io de 200 pL do
reagente de Folin-Denis e com o volume ajustado
para 5 mL com carbonato de sédio a 10,6% (m v'').
Apés 3 min., foi realizada a leitura das absorbincias
em 715 nm, utilizando-se um espectrofotdmetro
BioSystems - modelo BTS-330. O branco foi
preparado da mesma forma, substituindo-se a
solugio-amostra por dgua destilada. Os resultados
foram expressos em mg de pirogalol g de amostra.
A curva de calibragio foi realizada com cinco
concentragdes conhecidas de pirogalol (1,2, 4, 6 ¢ 8
pg mL™") a partir de uma solugio-estoque de 1.000
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pg mL”, da mesma forma como descrito para as
amostras.

Determinagao dos teores de flavonoides

A concentragio de flavonoides foi determinada,
adaptando-se o método descrito na Farmacopeia
Brasileira (2002). Aliquotas de 5 mL dos chis foram
transferidas para baldes volumétricos de 10 mlL,
foram adicionados 500 pL de solugio metandlica de
cloreto de aluminio a 2% (m v') e o volume
completado com solugio metandlica de 4cido acético
a 5% (v v'). Apés 30 min., as absorbancias foram
lidas em 425 nm,
espectrofotdmetro BioSystems, modelo BTS-330.
Para cada amostra foi preparado um branco,
transferindo-se uma aliquota de 5 mL da amostra e
ajustando-se o volume para 10 mL com solugio
metandlica de 4cido acético a 5% (v v'). A curva de
calibragio foi realizada com concentragdes de 1, 2, 4,
6, 8 ¢ 10 pg mL" de quercetina, transferindo-se
volumes adequados de uma solugio-estoque de 100
pg mL.

utilizando-se um

Avaliagao morfoanatomica

Com o objetivo de se confirmar a espécie C.
amostra,
morfodiagnose dos fragmentos encontrados nos
sachés ou das folhas quase inteiras, como no caso da
amostra a granel. Os fragmentos de folhas foram
retirados dos sachés de chd e clarificados com
hipoclorito de sédio durante 2 a 3 min. e em solugio
de hidréxido de sédio a 5% por sete dias. Excecio foi
feita 3 amostra a granel que, por apresentar folhas e
talos inteiros, foi seccionada no sentido transversal 2

sinensis em cada foi realizada a

mio livre. A seguir, as amostras foram lavadas,
desidratadas e coradas com safranina (1% solu¢io
aquosa) ou azul de astra e fucsina bésica e montadas
em gelatina glicerinada para obtengio de liminas
histolégicas. Fotomicrografias
fotomicroscépio Olympus CX 31, equipado com
acessorio fotogrifico Olympus C 7070.

foram feitas em

Andlise estatistica

A anilise de varidncia - Anova (BERQUO et al.,
1981) foi realizada, 0 programa
Microsof Excel para comparacgio dos teores médios
de fendis totais e flavonoides. O teste de Tukey
(significAncia de 5%) foi aplicado para se analisar
quais médias diferiam entre si.

utilizando-se

Resultados e discussao
Determinagao dos teores de fendis totais

Ensaios preliminares foram realizados para se

121

verificar o efeito do tempo de aquecimento (1,3 e 5
min.) sobre a concentragio de fendis totais. Como
pode ser observado na Figura 1, houve aumento da
concentragio de fendis totais com o aumento no
tempo de infusio. As concentragdes variaram de 1,0
a 15,8, de 3,2 2 17,6 e de 5,4 a 28,7 mg de pirogalol
g de amostra, apés os tempos de 1, 3 e 5 min. de
aquecimento, respectivamente.
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Figura 1. Concentracio de fendis totais (expressa em pirogalol
mg g') em amostras comerciais de chd verde (A, B e C), chd
verde (D, granel) e chd preto (E, F e G).

O tempo de 5 min. de aquecimento foi
estabelecido como ideal para extragio de maior
quantidade de polifendis sem perda expressiva de
dgua por evaporagio. Para se determinar a precisio
dos resultados,
realizadas em triplicata. Os resultados obtidos estio

novas determinagbes foram

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Teores de fendis totais e flavonoides em amostras
comerciais de chi verde e ché preto no tempo de infusio de 5 min.

Amostras Fenois totais Flavonoides
(mg pirogalol g (mg quercetina g™
de amostra * s) de amostra * s)
Chi Verde A 2373 +225 0,68 + 0,041
Chi4 Verde B 21,83 +1,91 0,85+ 0,072
Chi Verde C 26,60 0,56 1,10 £ 0,058
Chi Verde D 4,80+ 0,10 0,61+ 0,025
Chi Preto E 17,73 £ 1,14 0,46 0,010
Chi Preto F 20,67 0,70 0,65 + 0,056
Chi Preto G 23,33 £0,55 0,96 + 0,045

A curva de calibragio, utilizando pirogalol,
apresentou linearidade na faixade 1 a 8 ygmL" e a
equagio da reta expressa por y = 0,0875x + 0,0289,
em que y é a absorbincia e x, a concentragio de
pirogalol em pg mL’', com um coeficiente de
correlagio de 0,9983.

A anilise estatistica dos teores médios de fendis
totais demonstrou que a amostra D (granel) difere
significativamente (p < 0,05) das demais amostras
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de chi verde; entretanto, as amostras A, B e C nio
diferem significativamente entre si. A concentragio
significativamente menor de fendis totais da amostra
de chi verde a granel pode ser atribuida 2
granulometria, A presenga de material botinico, que
nio esteja finamente dividido, diminui a eficiéncia
da extracio. Nas amostras comercializadas na forma
de sachés, o material vegetal esti completamente
fragmentado, aumentando a superficie de contato
com o liquido extrator.

Os teores de fendis totais das amostras de chi
também  diferiram

preto significativamente

(p < 0,05) daqueles das amostras de cha verde.

Determinagao dos teores de flavonoides

Ensaios preliminares foram realizados para se
avaliar o efeito do tempo de aquecimento sobre a
extragio de flavonoides. Da mesma forma que para
os fendis totais, os resultados apresentados na Figura
2 indicam que o teor de flavonoides aumentou com
tempo de infusdo. A variagio foi similar para todas as
amostras de chis verde e preto. As concentragoes
variaram de 0,12 a 0,41, de 0,20 a 0,88 ¢ de 0,49 a
1,10 mg de quercetina g' de amostra, para tempos
de aquecimento de 1, 3 e de 5 min,
respectivamente.

De maneira similar i realizada na determinagio
de fendis totais, o tempo de aquecimento foi fixado
em 5 min. para extragio de maior teor de
flavonoides, sem perda significativa de dgua por
evaporagao.

A curva de calibragio, utilizando quercetina
como padrio de flavonoides, apresentou linearidade
na faixa de 1 a 10 pg mL™", com equagio linear da
reta expressa por y = 0,0582x — 0,0041, em que y € a
absorbincia e x, a concentragio de quercetina em g
mL™", com coeficiente de correlacio de 0,9987.

Os resultados das andlises realizadas em triplicata
estdo apresentados na Tabela 1. A anilise estatistica
evidenciou que os teores médios de flavonoides
diferem significativamente entre si (p < 0,05),
mesmo quando se consideram apenas as amostras de
chd verde ou preto.

As concentracdes de fendis totais e flavonoides,
obtidas neste trabalho, foram inferiores as descritas
na literatura. Sakanaka et al. (1989) citam que, em
uma xicara comum (100 mL) de chi verde, hi cerca
de 50-100 mg de polifendis, enquanto Riemersma
et al. (2001) relatam que a concentragio de fendlicos,
numa xicara de chad verde comum, varia de 24 a 40
mg de catequinas, 8 a 15 mg de flavonoides, 85

Pereira et al.

mg de tearubiginas ¢ de 7 a 15 mg de teaflavinas
que, juntos, perfazem aproximadamente 166 a 193
mg de fendlicos por xicara. No chi preto, o
totais,
catequina, variou de 39,25 a 99,77 mg g,
dependendo do tempo de infusio (3 a 10 min.)
(LIMA et al., 2004).

conteido de fendlicos expresso em
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Figura 2. Concentragio de flavonoides (expressa em mg de
quercetina g de amostra) em amostras comerciais de chi verde
(A, Be C), chi verde (D, granel) e chd preto (E, F e G).

As diferengas nos teores de fendis totais e
tflavonoides entre as amostras de chd verde e de
chid preto podem ser atribuidas a variagio da
composi¢io do chi com a estagio do ano, o clima
e a idade da folha (GRAHAM, 1992). Além
disso, outro fator que poderia influenciar estes
teores é o fato de as catequinas do chid verde
serem oxidadas e dimerizadas no processo de
obtencio do chi preto, formando as teaflavinas,
ou polimerizadas, resultando em tearubiginas

(LEUNG et al., 2001).

Avaliagao morfoanatomica

Nos fragmentos de folhas analisados, foram
identificados esclerereides de formato irregular
(Figuras 3A e B) e tricomas tectores unicelulares
de parede espessada e lignificada (Figura 3C),
sendo estes, segundo diversos autores citados por
Duarte ¢ Menarim (2006), os mais relevantes
marcadores anatdémicos da espécie. Caracteres
adicionais, estdmatos

anatdmicos como

anomociticos exclusivamente na face abaxial
(Figura 3D), mesofilo dorsiventral (Figura 1A),
feixes vasculares colaterais e presenga de drusas
(Figuras 3A e B) corroboram as descri¢des de
Claus (1961) e Duarte ¢ Menarim (2006) para a

espécie.
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Figura 3. A) Seccio transversal da folha evidenciando esclereide
(*) e drusa (seta), escala 2,5 um.; B) Aspecto geral da folha em
vista frontal, escala 10 pm.; C) Detalhe dos tricomas unicelulares,
escala 2,5 um.; D) Detalhe dos estbmatos em vista frontal da
epiderme da face abaxial da folha, escala 2,5 pm.; E= epiderme;
PL = parénquima clorofiliano lacunoso; PP= parénquima
clorofiliano pali¢ddico.

Conclusao

Os teores de fendis totais e flavonoides
aumentaram com o tempo de aquecimento na
preparagio da infusio e variaram significativamente
entre as amostras de chi verde e de chid preto. As
diferengas nos teores de compostos polifendlicos
podem ser atribuidas is alteragdes na composigio do
chd com a estac¢io do ano, o clima e a idade da folha
utilizada, 3 granulometria (amostra a granel) e ao
processo de obtengio do chd preto. As amostras
apresentaram esclereides e tricomas unicelulares
lignificados, marcadores anatdmicos tipicos da
espécie, permitindo a confirmacio da identidade das
amostras de C. sinensis.
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