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‘As vezes 0UGO passar 0 vento;
e s6 de ouvir o vento passar,
vale a pena ter nascido.’

(Fernando Pessoa)

* VOCé nasceu para vencer,

mas para ser um vencedor,

vocé precisa planear para vencer,
Se preparar para vencer,

€ eSperar vencer.’

(Zig Ziglar)

Autor: Nhacutone, Elidio Alfredo Pagina iv



Trabalho de Licenciatura —Determina¢do de Compostos Fenolicos em | 2014

Amostras Comerciais de Cha Verde e Preto — Camellia sinensis (L)

RESUMO

O cha produzido a partir da planta C. sinensis é considerado a segunda bebida mais consumida
no mundo depois da dgua. O consumo de cha tem sido associado a muitos beneficios para a
salde. O cha preto e verde sdo os principais tipos de cha comercializados no mundo e em
Mogambique o cha com maior indice de consumo é o ché preto.

No presente trabalho fez-se o estudo fitoquimico qualitativo e determinou-se o teor total de
compostos fendlicos no cha preto nacional o Socone Tea e 0s importados, 0 Five Roses e Green
tea, produzidos a partir da planta C. sinensis.

No estudo fitoquimico, para a obtencdo dos extractos brutos os chas foram submetidos a
extraccdo por Soxhlet com o sistema de solventes EtOH/H,O (60:40). Os metabdlitos
secundarios presentes nos extratos dos chas foram identificados através de testes qualitativos
especificos de identificacdo descritos por Brito et al. (2008), Matos (1997) e Di Stasi (1995). O
teor total de compostos fendlicos foi determinado usando o método de Folin-Ciocalteu descrito
por El-Aal e Halaweish (2013).

Os resultados deste trabalho mostram que todas as amostras de chas analisados apresentam
metabolitos secundarios (tais como flavondides, saponinas e taninos). Os ensaios gquantitativos
mostram que o cha preto importado Five Rose, tem maior teor de compostos fenolicos, com
101,73+ 5,44 mg de equivalentes do acido tanico por grama da amostra, o cha verde, Green tea,
com 95,29 £+ 1,22 mg de equivalentes do acido tanico por grama da amostra e o0 cha preto
nacional, o Socone tea, tem o menor teor de compostos fendlicos com 74,14+ 2,58 mg de

equivalentes do acido tanico por grama da amostra.
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GLOSSARIO DAS ABREVIATURAS/SIMBOLOS/SIGLAS
5R — Five Roses

Abs — Absorvancia

Ac-Et — Acetato de etilo

C — Catequinas

CF — Compostos fendlicos

DCM —Diclorometano

EC — Epicatequina

EGC — Epigalocatequina

EGCG — Galato de epigalocatequina
EtOH — Etanol

GT — Green tea

HA — Hidroalcodlico

Hex — n-Hexano
OMS - Organizacdo Mundial da Saude
PAL - Fenilalanina aménio lipase

RSD — Desvio padrao relativo
RSA — Republica Sul-Africana

s — Desvio padrédo

Sc — Socone tea

TCFeqat — Teor total de compostos fendlicos em equivalentes do &cido tanico
V — Volume

WHO —World Health Organization

X — Média amostral
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1. INTRODUCAO
De acordo com a OMS (Organizagdo Mundial da Saude) estima-se que cerca de 80% da

populacdo mundial utiliza plantas medicinais com finalidades terapéuticas, sendo o cha obtido
por infusdo a forma mais usada, contribuindo assim para a prevencgéo e tratamento de doencas
pela presenca de compostos biologicamente activos como polifendis (Schmitz et al. 2005;
WHO, 1998).

A Camellia sinensis é cultivada em varias partes do mundo, onde toda a area cultivada cobre
uma extensdo de 2.600.000 ha, dos quais 2.000.000 ha pertencem & Africa. Em Africa a cultura
foi introduzida pelos ingleses no século XIX e é feita no centro e este do continente dentre os
quais citam-se paises como: Quénia, Uganda, Ruanda, Burundi, Tanzénia, Zimbabwe, Malawi e
Mocambique. Os maiores produtores do cha sdo a China, Vietname, india, Sri Lanka e Quénia
(Garcia, 1961).

Nos ultimos anos a cultura do cha tem registado grande incremento no Quénia, Uganda, Malawi
e Mocambique. Em Mogambique, o chad é cultivado nas provincias da Zambézia e Manica.
Actualmente a cultura do cha é amplamente desenvolvido no distrito de Gurué, na provincia da
Zambézia (Mahave, 2008).

Camellia sinensis € uma planta do tipo arbustiva pertencente a familia das Theaceae podendo
chegar a varios metros de altura. Nas zonas de cultivo para a producdo do cha, o seu cultivo é
feito preferencialmente por estacas que possibilitam maior uniformidade das plantas e maior
produtividade (Schulz et al., 2002).

O cha produzido a partir da planta C. sinensis & uma cultura originaria do sudeste asiatico e é
considerada a segunda bebida mais consumida no mundo depois da agua. O consumo de cha tem
sido associado a muitos beneficios para a saude e ao seu papel e mecanismo de quimio —
prevencdo do cancro. O cha preto, verde e oolong sdo os principais tipos de chd comercializados
no Mundo (Camargo, 2011; Thangapazham, 2007).

No presente trabalho realizaram-se estudos fitoquimicos qualitativos e determinou-se o teor total

de compostos fendlicos em alguns chas de C. sinensis comercializados na cidade de Maputo.
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A analise fitoquimica refere-se a pesquisa dos principios activos encontrados nos chas que sdo
responsaveis pelas actividades bioldgicas. A quantificacdo dos compostos fendlicos refere-se a
determinacdo do teor total de compostos fendlicos presentes em cada amostra de cha.

Este estudo é importante na medida em que contribui para fornecer informacdes sobre a
composicao fitoquimica e o teor total de compostos fendlicos, que sdo importantes no controlo
de qualidade e na monitorizacdo da legislacdo sobre os chas desta forma, esta pesquisa foi
realizada com o intuito de fornecer informacdo sobre a composicdo quimica dos chas e os

beneficios que estes possam contribuir na satde dos consumidores.

2. OBJECTIVOS

2.1. Geral
v Avaliar o teor total de compostos fenolicos em diferentes amostras (marcas) de

cha (Camellia sinensis) comercializadas em Maputo

2.2.  Especificos
v/ Extrair compostos fenolicos em diferentes amostras (marcas) de cha

comercializadas na cidade de Maputo

v' Analisar qualitativamente as classes de compostos fendlicos presentes em
diferentes amostras (marcas) de cha comercializadas na cidade Maputo

v' Comparar o teor de compostos fendlicos totais em diferentes amostras (marcas)

de cha comercializadas na cidade de Maputo
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3. METODOLOGIA
Este trabalho teve como principais fases metodoldgicas: a) Revisdo bibliogréfica, b)
Amostragem, c) Andlise laboratorial.

3.1. Revisdo bibliogréafica
A revisdo bibliogréfica constitui numa primeira fase a seleccéo da literatura que aborda o assunto

de modo a se ter uma visdo geral sobre 0s estudos ja realizados pelos outros autores. Com base
na literatura existente foram sistematizadas as informacdes fitoquimicas e fisico-quimicas sobre
0 género e espécie Camellia sinensis em particular, o seu consumo em diferentes formas de cha
no mundo e em particular em Mogambique, concretamente na cidade de Maputo, as principais
classes de compostos por esta planta elaborados e disponiveis nos chas, suas respectivas
actividades biologicas e farmacoldgicas, as técnicas de extracgéo e os testes de identificacao.

3.2.  Amostragem
Passado o0 processo tedrico inicial do trabalho, seguiu-se a fase préatica que teve como incidéncia

a aquisicdo das amostras para analise laboratorial. As amostras de chd Socone (cha preto de
Gurué provincia da Zambézia — Mogambique) foram obtidas no dia 25/03/2014 no mercado de
Xipamanine onde é comercializado avulso. O cha Five Roses (cha preto importado da Africa do
Sul) e o Green tea (cha verde importado da China) foram adquiridos no supermercado Royal

Group localizado na cidade de Maputo.

3.3.  Andlise laboratorial
A analise laboratorial, ou parte experimental, consistiu na extraccdo usando o aparelho de

Soxhlet e por infusdo, para a obtengdo do extracto bruto. A partir dos extractos obtidos por
Soxhlet, fez-se a identificacdo dos constituintes em analise, enquanto dos extratos obtidos por
infusdo determinou-se o teor total de compostos fendlicos, no laboratorio de produtos naturais do

Departamento de Quimica da Universidade Eduardo Mondlane.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. Descricdo e caracterizagdo taxonomica de Camellia sinensi

3% YT ~ o

3 " TN

Figura 1. Imagem ilustrativa de C. sinensis

Fonte: http://www.msstate.edu/org/arboretum/camsin.htm: acessado em 21/04/2014

Tabela 1. Descricédo taxonémica (Garcia, 1961)

Reino Plantae
Subdivisdo Fanerogamica
Classe Dicoteledonia
Ordem Parietales
Familia Theaceae
Género Camellia
Espécie C. sinensis

4.2.  Caracteristicas boténicas de C. sinensis
C. sinensis € um arbusto que cresce em inimeras regides com clima quente e humido, pode

atingir 15 metros de altura, mas que em cultura, se mantém sob a forma de arbusto. Tem uma
raiz principal dominante, que pode atingir aproximadamente 1,70 m de profundidade, as raizes
laterais podem desenvolver-se a superficie ou a mais profundidade conforme o meio em que a
planta vive (Garcia, 1961; Scoparo, 2011).
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C. sinensis é uma planta lenhosa nativa do sudeste da Asia e Indonésia, possui folhas longas, de
coloracdo verde-escuro, com nervuras bem marcadas nas superficies e margens inteiramente
denteadas. As folhas mais novas sdo cobertas por uma fina cobertura branca semelhante a uma
penugem. As flores da planta sdo pequenas, geralmente com 4 a 5 pétalas brancas, possuindo
muitos estames, sdo aromaticas e surgem nas axilas das folhas (Garcia, 1961; Scoparo, 2011).

4.3.  Cultivo e propagacgao
O cultivo de C. sinensis deve ser feito num solo permeével, rico em matéria orgénica e bem
irrigado, sob sol pleno. Para um bom desenvolvimento do cha é necessario um calor moderado,
por isso tém sido plantadas nas regides tropicais junto a montanhas e planaltos até 1600 metros
de altitude (Schulz et al. 2002; Scoparo, 2011).

O plantio é feito por estacas que possibilita maior uniformidade das plantas e maior
produtividade. O enraizamento é feito em sacos plasticos com areia adubada (Mahave, 2008).

Em todas as regides, o cultivo € semelhante, utilizando-se arvores podadas, relativamente jovens,

que sdo substituidas quando perdem a produtividade (Mahave, 2008).

Em Mocambique a cultura é feita na zona centro do pais, em particular, nas zonas favoraveis de
Milange, Gurue, Tacuane e Socone, gracas as condicOes de altitude e precipitacdo ai existentes
(Mahave, 2008).

Figura 2. Imagem da paisagem em Gurué

fonte: http://milhasnauticas.blogspot.com/2012/04/cha-do-gurue.html
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4.4. Processamento do cha (Camellia sinensis) em estudo
O cha ¢ a infusdo de folhas ou botdes da planta C. sinensis. Cada variedade ou tipo de cha tem

um sabor especifico de acordo com o processamento utilizado (Lin et al, 1998).

De um modo geral, o cha pode ser classificado em trés categorias: O cha verde (ndo fermentado),
0 ché oolong (semi — fermentado) e o cha preto, vermelho (totalmente fermentado), segundo Lin
et al (1998).

4.4.1. Chaverde
O cha verde é obtido pelo processo ndo fermentativo, onde ocorre uma simples secagem e

estabilizacdo das folhas pela inactivagdo da enzima polifenoloxidase. Este processo permite a
conservacao de quase todo o contetdo original de polifendis, a coloracéo verde e torna as folhas
flexiveis e maleaveis. As folhas séo enroladas e colocadas em bandejas aquecidas, para romper a
estrutura celular. De seguida as folhas sdo secas até que retenham apenas 2% da humidade
original (Camargo, 2011; Scoparo, 2011).

4.4.2. Ché preto
O cha preto & obtido pelo processo de fermentacdo completa dos polifendis pela enzima

polifenoloxidase que resulta em dimeros e polimeros, que conferem a cor e sabor especifico do

produto. A obtencdo do cha preto obedece 0s seguintes processos.

» Murchamento — As folhas sdo submetidas a circulacdo de ar quente provocando a
evaporacdo da agua o que leva a diminuicdo da humidade até cerca de 55% a 65%. Neste
processo as folhas sdo estendidas em camadas finas em tabuleiros sobre redes metéalicas
através dos quais se faz passar ar quente a uma temperatura controlada. Este processo
dura cerca de 18 a 24 horas.

» Enrolamento — Este processo consiste em enrolar as folhas, o que permite o contacto
entre os polifendis com as enzimas oxidase e 0 oxigénio. Este processo dura cerca de 30
minutos, mas pode ser repetido pois se o cha nao for suficientemente enrolado origina

infusoes fracas.
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» Fermentacdo — O processo de fermentacdo comecga com o inicio do enrolamento. Neste
processo, as folhas sdo colocadas em camadas de altura que varia de 2 & 8 cm sobre uma
superficie de cimento ou aluminio. A fermentacdo exige a presenca de oxigénio, uma
atmosfera com muita humidade e uma temperatura abaixo de 30°C. Dependendo do
equipamento usado a fermentacdo pode durar entre 2 a 3 horas.

» Secagem — A fermentacdo termina com a secagem. A duracdo desta operacdo depende da
humidade das folhas fermentadas, geralmente dura aproximadamente 20 minutos, a 90°C.
De um modo geral este processo faz-se passando os tabuleiros num dissecador de ar
quente.

» Seleccdo — Depois de arrefecidas, as folhas séo separadas de acordo com o tamanho das
particulas. Esta separacédo € efectuada em pratos oscilantes, associados a maquinas que
quebram as folhas e outras que aspiram poeiras e corpos estranhos. A seleccdo das folhas
da origem a diferentes tipos ou graus de chéa preto.

As etapas de producédo do ché verde e preto estdo descritas de uma forma resumida na figura 3.

Folhas frescas de C. sinensis

U
[ ] | |
Murchamento [ Estabilizac&o pelo vapor ]
, i \ I
Enrolamento das folhas

- i / [ Enrolamento das folhas ]

Fermentacédo ﬂ
U [ Secagem das folhas ]

Secagem das folhas ﬂ

i U Cha verde
Cha preto

Figura 3. Etapas de processamento do ch preto e verde da C. sinensis (Hilal e Engelhardt, 2007)
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4.5.  Composicao fitoquimica de C. sinensis

Segundo Camargo (2011) a composicdo quimica do cha (C. sinensis) pode ser influenciada
significativamente por vérios factores como época da colheita, idade da folha, variedade do chd,
clima, solo e técnicas de cultivo (irrigacdo e uso de fertilizantes). Devido a esta variedade ndo
existe uma composigdo exacta das infusdes (Balentine et al, 1998). Outro factor que influencia
na composicao das infusdes (cha) é o modo de preparagdo, onde os principais factores incidentes
sdo a temperatura e o tempo. Para garantir maior extraccdo dos constituintes recomenda-se
preparar as infusdes com agua a 100°C durante 5 minutos. O aumento do tempo ndo tem
repercussdo significativa nos niveis de compostos encontrados na infusdo final (Khokhar &
Magnusdottir, 2002; Friedman et al,2005).

Os componentes quimicos dos chas tém sido amplamente investigados e o0s estudos realizados
mostram que a composicdo dos chas é bem variada, destacando-se os polifendis (flavondides),
alcaloides (cafeina, teofilina e teobromina), 6leos essenciais, polissacarideos, aminoacidos,
lipidos, vitaminas, elementos inorganicos, entre outros, sendo que muitos dos efeitos benéficos

dos chés séo atribuidos aos compostos fenolicos (Camargo, 2011).

Os polifendis sé@o os componentes da folha de Cameilia sinensis que se encontram em doses mais
elevadas podendo atingir cerca de 30% do peso seco da folha. Estes compostos sdo também os
mais importantes e caracteristicos da folha de Camellia sinensis, porque sdo 0s principais
intervenientes nas alteracdes quimicas que ocorrem no processamento do cha de C. sinensis. E de
estes que se originam uma série de outros compostos importantes para as caracteristicas do
produto final e também da bebida a consumir-se. A maior parte dos polifendis identificados nas
folhas de Camellia sinensis sdo pertencentes ao grupo de flavondides concretamente aos
flavanois ou catequinas, sdo também os compostos que sdo oxidados ou ndo nos varios tipos de

processamento de cha (Camargo, 2011).
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4.5.1. Compostos fendlicos
Os compostos fenolicos (CF) constituem uma das principais classes de metabdlitos secundarios

das plantas, onde desempenham diversas funcdes fisiologicas. Entre outras funcbes, o0s
compostos fendlicos intervém no crescimento e reproducdo das plantas, protegem contra
organismos patogénicos, predadores e a radiacdo ultravioleta. Também contribuem nas
caracteristicas organoléticas dos alimentos de origem vegetal (Martinez — Valverde et al, 2000;
Balasundram et al, 2006).

Aos compostos fendlicos sdo atribuidas varias actividades bioldgicas, onde se destacam o0s
efeitos vasodilatadores, anti-inflamatdrio, anti-alérgico, anti-viral, bactericida, estimuladores da
imunidade e antioxidante (Balasundram et al, 2006).

Os compostos fendlicos possuem no minimo um anel aromatico com um ou mais grupos
hidroxilicos (Lee et al, 2005). Os compostos fendlicos com maior ocorréncia nas plantas
apresentam-se em forma de glicosideos e podem tambeém ocorrer na forma esterificada. S&o
facilmente oxidaveis por enzimas vegetais especificas, metais, luz, calor ou também por um meio

alcalino, existem cerca de 8000 diferentes compostos fendlicos conhecidos (Simdes et al, 2004).

Nas plantas os compostos fenolicos sdo biossintetizados por duas rotas a primeira e a mais
importante € a rota do acido chiquimico, que participa na biossintese da maioria dos compostos
fendlicos vegetais e a rota do acido malonico, com menor importancia na biossintese de

compostos fendlicos nas plantas.

45.1.1. Biossintese dos compostos fenolicos (CF)
A biossintese dos CF nas plantas é feita principalmente pela rota do acido chiquimico que

consiste em converter carboidratos derivados da glicélise e da pentose fosfato em aminoacidos
aromaticos. Um dos intermediarios dessa rota é o acido chiquimico, e a enzima mais importante
neste processo € a fenilalanina aménio lipase (PAL) que produz o acido cindmico. As classes
mais abundantes dos CF encontrados nos vegetais sdo derivados da fenilalanina como mostra o

esquema da figura 9 (Taiz; Zieger, 2004).
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Figura 4. Esquema da biossintese de CF a partir da fenilalanina (Taiz e Zeiger, 2004)

45.1.2. Classificacdo dos compostos fendlicos (CF)
A natureza dos polifendis varia desde moléculas simples até aos altamente polimerizados. Os CF

sdo classificados de acordo com o seu esqueleto principal como mostra a tabela 3.
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Tabela 2: Classificacdo dos CF (Balasundram et al, 2006)

Esqueleto bésico Classe dos CF
Ce Fendis simples e benzoquinonas
Ce—Cy Acidos fendlicos
Ce—Cs Acidos fenilacéticos e acetofenonas
Ce—Cs Fenilpropanoides (&cidos cindmicos e analogos) e fenilpropenos
(cumarinas, isocumarinas e cromonas)

Ce—C4 Naftaquinonas

Ce—C1—Cs Xantonas e benzofenonas

Ce—C,—Cs Antraquinonas e estilbenos

Ce—C3—Cs Flavonoides, isoflavonoides e chalconas

(Ce— C3)2 Lignanos e neolignanos

(Ce —C3— Cs)z Diflavonoides

(Cs — Ca)n Ligninas
(Ce — Co)n Taninos hidrossoliveis
(Ce — C3—Co)n Taninos condensados

De acordo com Balasundram et al (2006) os &cidos fendlicos, flavondides e taninos séo
considerados como as classes dos CF com maior importancia na dieta humana. Segundo a
literatura, nos chas da planta C. sinensis (cha verde e preto) as classes dos CF mais encontradas

sdo os flavondides e taninos (Wang et al, 2000; Cavalcanti et al, 2010)

45.1.3. Compostos fendlicos com maior ocorréncia nos alimentos
Flavondides

Os flavondides constituem a classe dos CF com maior distribuicdo nas plantas. Sdo polifendis
que ocorrem em alimentos de origem vegetal e sdo comuns na dieta humana. Sdo muito
encontrados nas plantas superiores, onde sdo responsaveis pela coloracéo das flores e dos frutos
(Simdes et al, 2004).

Autor: Nhacutone, Elidio Alfredo Pagina 11




Trabalho de Licenciatura —Determina¢do de Compostos Fenolicos em | 2014

Amostras Comerciais de Cha Verde e Preto — Camellia sinensis (L)

S&o compostos aromaticos de baixo peso molecular, constituidos por quinze d&tomos de carbono

no seu esqueleto basico, arranjados em uma configuracdo Cs — C3 — C¢ onde 0s anéis Cg Sao

aromaticos. Os anéis (A e B) sdo ligados por uma ponte de trés carbonos formando um anel

heterociclico oxigenado conforme mostra a figura 10 (Rice — Evans, 2004; Manach, et al, 2004).

Figura 5. Estrutura basica dos flavondides

Dependendo da substituicdo e o grau de oxidacdo do anel C os flavondides podem ser divididos

em 14 subclasses, sendo os que se incluem na dieta humana divididos essencialmente em 6
grupos (Birt et al, 2001):

>

Flavanois (catequina): contém apenas um hidroxilo no carbono-3, porém sem a dupla
ligacdo entre o carbono-2 e o carbono-3 do anel C;

Flavondis (quercetina e kaempferol): contém um hidroxilo na posicgéo trés e carbonilo na
posi¢do quatro do anel “C”;

Flavanonas (hesperetina): contém apenas a funcao carbonilo no carbono-4, também sem a
dupla ligacdo entre o carbono-2 e o carbono-3 do anel “C”;

Flavonas (apigenina, diosmetina): contém a funcdo carbonilo na posicdo quatro do anel
“C” e a dupla ligacdo entre o carbono-2 e 0 carbono-3 do anel “C”;

Antocianidinas (cianidina): contém apenas um hidréxilo no carbono-3 do anel “C”;
Isoflavonas (genisteina, daidzeina): o anel “B” esta localizado na posi¢do carbono-3 do

anel “C”.
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Figura 6. Exemplos de flavonéides mais encontrados nos alimentos

Flavonoides nos chas de C. sinensis

No cha verde cerca de 90% do teor total de flavonoides pertence as catequinas e 10% ao grupo
de Flavondis segundo, Rijken et al, (1996) citado por Peterson & Dwyer (1998). Segundo
Peterson & Dwyer (1998) nas catequinas contidas no chd verde destacam-se galato de
epigalocatequina (EGCG) com maior percentagem, epigalocatequina (EGC), epicatequina (EC) e

tracos de catequinas (C).
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Figura 7. Estrutura quimica dos polifendis da classe das catequinas isoladas do cha verde (Peterson & Dwyer, 1998).

O chéa preto apresenta na sua composicdo uma mistura complexa de dimeros e polimeros de
catequinas monoméricas constituida de teaflavinas, teasinesinas e tearubiginas (Figura 13)
gerada pela oxidacdo enzimatica das catequinas (Haslam, 2003).

As teaflavinas e teasinesinas sdo os principais produtos oxidados do cha preto apresentando-se
em maior quantidade, além das tearubiginas (Tanaka, 2003). As teaflavinas ddo coloracdo e
brilho vermelho — laranja, sendo produzidas a partir da condensagédo oxidativa entre EC e EGC
ou EGCG (Hashimoto, 1998). As tearubiginas possuem estruturas complexas e heterogéneas
ainda ndo completamente elucidadas, monoméricas ou poliméricas, tem como principais
precursores EGC e EGCG (Haslam, 2003).

\\\\\\

HO. O. .
OH OH
Tearubigina ")
OH OH
L Teaflavina Teasinesina

Figura 8. Dimeros das catequinas monoméricas (Haslam, 2003).

OH

OH
l OH
R OH

Taninos

Outros CF presentes no cha verde em maior quantidade que no cha preto sdo os taninos. Segundo
a sua estrutura os taninos podem ser classificados em dois grupos, os hidrolisaveis e 0s

condensados. Os taninos hidrolisaveis sdo ésteres de &cidos elagicos e &cidos galicos
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glicosilados, como por exemplo a estrictinina (A) e os taninos condensados s&o polimeros de
flavandis (B e C) (Cavalcanti et al, 2010).

Figura 9. Exemplos de taninos encontrados nas folhas de C. sinensis (Heldt,1997)

45.1.4. Extracgdo dos compostos fendlicos
A extraccdo de CF em matéria-prima vegetal é influenciada pela natureza quimica desses
compostos, pelo método de extrac¢do usado, pelo tamanho das particulas da amostra, pelo tempo
de armazenamento e condi¢des, bem como pela presenca de substancias interferentes (Naczk e
Shahidi, 2004).

A solubilidade dos CF € determinada pela sua natureza quimica na planta, que pode variar de
substancias simples até altamente polimerizadas. Ha possibilidade de interac¢do entre os CF e
outros constituintes da planta, como carboidratos e proteinas. Esta interaccdo pode levar a
formacdo de complexos que podem ser quase insoluveis. A solubilidade dos CF é também
afectada pela polaridade dos solventes utilizados. Sendo assim torna-se dificil desenvolver um
procedimento de extraccdo apropriado para a extraccao de todos os CF (Naczk e Shahidi, 2004).
Solventes como metanol, etanol, propanol, acetona, acetato de etilo, e suas combinacgdes,
frequentemente com diferentes propor¢des de agua, tém sido utilizados para a extrac¢do de CF,
segundo Antolovich et al (2000).

O tempo de extraccdo e factores relacionados também influenciam na extrac¢do dos CF na
matéria-prima vegetal. Prolongados tempos de extrac¢do aumentam a possibilidade de oxidacao
dos CF Além disso, a razdo amostra/solvente também influencia directamente na extraccdo dos
CF nas plantas (Naczk e Shahidi, 2006).
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Extracgéo por Soxhlet

A extracgdo por Soxhlet é um método muito utilizado na extraccdo de compostos organicos, é
um método continuo, considerado um caso particular da lixiviagdo. Este método apresenta
restricdes ligadas ao prolongado tempo de extraccdo, que pode variar de 1 hora a 24 horas
(Miguel e Andrade, 1989). Neste processo, o0 solvente extrai a matéria organica presente no
material vegetal e o material extraido permanece em contacto com o solvente em ebuligdo
durante todo o procedimento e, em alguns casos, isto pode provocar transformacgdes quimicas

nos componentes extraidos segundo Melecchi (2005).

A extraccdo com o Soxhlet apresenta como vantagens, a renovacdo do solvente durante o
processo, 0 que aumenta o coeficiente de particdo e a eficiéncia da extraccdo; ndo necessita de
filtracdo, o que simplifica o tempo de manuseio do extracto depois da extracgéo e reduz 0s riscos
de perda e/ou contaminagcdo do extracto e apresenta uma maior reprodutibilidade (Luque —
Garcia e Castro, 2003).

Extraccao por infusao

Consiste na extracdo, pela permanéncia, durante certo tempo, do material vegetal em agua
fervente, em recipiente fechado. E aplicavel a partes vegetais de estrutura mole, as quais devem
ser contundidas, cortadas ou pulverizadas grosseiramente, conforme sua natureza, a fim de que

possa ser mais facilmente penetradas e extraidas pela agua (Melecchi 2005).

Vantagens: o0 aquecimento torna o processo de extracdo mais rapido e mais eficiente, uma vez
que aumenta a solubilidade de alguns principios activos, tém como principais desvantagens a

perda de principios activos volateis e tremolaveis (Antolovich et al, 2000).

45.1.5. Analise de compostos fendlicos
Diferentes métodos de analise de CF tém sido publicados. No entanto, a estratégia analitica

apropriada para o estudo de CF bioactivos em vegetais depende do propdsito do estudo bem
como da natureza da amostra. Segundo Robards (2003), os métodos utilizados para a analise de
CF podem ser classificados como aqueles que determinam grupos especificos ou classe de CF

bem como aqueles que quantificam o conteldo total de CF
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Para os testes de identificacdo de metabolitos secundarios foi usada a metodologia descrita por
Matos (1997), Di Stasi (1995) e Brito et al. (2008).

Andlise quantitativa dos compostos fendlicos

Assim como a extrac¢do, a quantificacdo dos CF também ¢é influenciada pela natureza quimica
dos compostos, método de extraccdo empregado, tamanho das particulas das amostras, tempo e
condicdes de armazenagem, bem como o método de analise, selec¢cdo de padrbes e presenca de
substancias interferentes (Naczk e Shahidi, 2006).

Varios métodos espectrofotométricos para a quantificacdo dos CF tém sido desenvolvidos. O
método de Folin — Denis € um dos mais utilizados para a quantificacdo dos CF totais em vegetais
(Naczk e Shahidi, 2004). Este método foi descrito por Swain e Hills (1959) citado por Angelo e
Jorge (2007), baseia-se na reducdo do acido fosfomolibdico — fosfotingstico pelos grupos
hidroxilos fendlicos, produzindo um complexo de coloracdo azul que absorve entre 620 e 740
nm com um comprimento de onda maximo em 725 nm. A reacc¢do ocorre em meio alcalino e a
solucdo saturada de carbonato de sddio € a base mais indicada. O método Folin — Denis, no
entanto, ndo é um método especifico, pois determina todos os CF presentes, além de substancias
redutoras adicionadas nos alimentos ou naturalmente presentes que podem interferir nos

resultados (Angelo e Jorge, 2007).

Muitas vezes o reagente de Folin — Denis é substituido pelo reagente de Folin — Ciocalteu. Este
altimo é mais sensivel a reducdo pelos fendis e diminui a tendéncia de precipitacdo. As
principais diferencas entre estes dois reagentes € o uso de sulfato de litio, a presenca do acido
cloridrico e o longo tempo de aquecimento para a preparacdo do reagente de Folin — Ciocalteu
(Angelo e Jorge, 2007). Para ambos os testes, 0 nimero de grupos hidroxilos ou de grupos
potencialmente oxidaveis controla a quantidade de cor formada. Os grupos fendlicos devem estar
na forma de fenolatos para os anibes fosfomolibdicos e tungsticos produzirem a oxidacdo. As
moléculas reduzidas sdo azuis e as nao reduzidas sdao amarelas. Estas Ultimas decompbem-se
vagarosamente em pH alcalino, o qual é necessario para a manutencdo do fenol na forma de
fenolato (Shahidi e Naczk, 1995). Este método espectrofotométrico, independente do reagente
utilizado, Folin — Denis ou Folin — Ciocalteu, ndo € um método especifico, pois detecta todos 0s

grupos fendlicos presentes no extracto, incluindo as proteinas extraiveis (Naczk e Shahidi, 2004).
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4.5.2. Outros metabdlitos secundarios da C. sinensis
Os compostos fitoquimicos resultantes do metabolismo primario, tém uma distribuicéo universal

nas plantas variando apenas as quantidades de acordo com a espécie e outros factores externos.
Os principais metabdlitos primarios sdo: aminoécidos, nuclettidos, lipidos, carbohidratos e a
clorofila (Simdes et al, 2004)

O metabolismo secundario origina compostos que ndo apresentam uma distribuicdo universal,
pois ndo sdo necessarios para todas as plantas. Esses metabdlitos desempenham um papel
importante na interac¢do das plantas com o meio ambiente. As principais classes de metabdlitos
sdo: terpenos, alcaldides e os compostos fendlicos ou polifendis (Simdes et al. 2004).

45.2.1. Terpenos
S8o compostos de origem vegetal possuindo uma ou mais ligacdes duplas, muitas vezes de

estrutura ciclica. Os terpenos estdo relacionados entre si apesar da sua grande diferenca
estrutural. O nome terpeno deriva da terebentina (turpentine) de onde foram isolados a canfora e
0 a-pineno. A unidade base dos terpenos é o isopreno (2 — metil — 1,3 — butadieno) que contem 5

atomos de carbono na sua estrutura (Mann, 1993).

/

Isopreno

Figura 10. Estrutura basica dos terpenos (isopreno)

Os terpenos encontram-se no reino vegetal, sdo habitualmente os principais constituintes
odoriferos chamados de 6leos essenciais. Os derivados de terpenos constituem um grupo de
compostos gue ocorrem nas plantas e que tém em comum o facto de serem derivados do isopreno
(Mann, 1993).
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A classificacdo dos terpenos é feita de acordo com a quantidade de unidades de isopreno:
hemiterpendides (C5); monoterpendides (C10); sesquiterpendides (C15); diterpendides (C20);
triterpendides (C30); e carotenodides (C40) segundo Peres (2008).

Tabela 3. Classificagéo dos terpenos

Terpenos Férmula geral NUmero (unidades)
Monoterpenos CioH1s6 2
Sesquiterpenos CisHa4 3
Diterpennos CaoH32 4
Triterpennos CaoHas 6
Tetraterpenos CaoHea 8
Poli-terpenos (CsHg)n n>8

Monoterpeno Diterpeno
D ~ ~ ~ ~ S
Triterpeno

o) OH

Sesquiterpeno

Figura 11. Exemplos de cada classe de terpenos (Scoparo, 2011).
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Na unidade isoprénica podemos encontrar uma parte a qual designamos de cabeca e outra por
cauda.

De acordo com a regra do isopreno o0s terpenos podem ser considerados como resultantes da
unido da cabega com a cauda da unidade do isopreno. A figura 6 mostra como os terpenos podem

apresentar esta reacgéo, cabeca e cauda, no caso do mirceno (Lobo, 1976).

)\;wi /‘.\}uda —_— /‘\/\\)v —_— |

cabeca .
cabeca mirceno |

mirceno

Figura 12. Unido da cabeca e cauda na obtengdo do mirceno

Biossintese dos terpenos
O precursor dos terpenos € o acido mevalonico, que é produzido a partir do acetil coenzima A. O

isopreno ndo € o precursor bioldgico dos terpenos. A natureza utiliza dois equivalentes de
isopreno o pirofosfato de isopentinilo e o pirofosfato de dimetil-alilo. Estas moléculas com 5

atomos de carbono séo sintetizadas a partir de trés unidades de acetil CoA (Lobo, 1976).
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H

\m Cll o

. 3 - isopentenil pirofosfato
dimetil alilo

pirofosfato l
OPP
= = —  Monoterpenos
Geranil pirofosfato
OPP
= = =
___» Sesquiterpenos
farnesil pirofosfato Triterpenos
= = = = Sopp

—» Diterpenos
geranilgeranil pirofosfato P

l

Poli-isoprendides

Carotenoides

Figura 13. Esquema de precursores de terpenos

A comparacédo realizada por Schuh e Schieberle (2006), dos terpenos volateis (monoterpenos)
presentes em infusdes preparadas com o cha verde e o cha preto indicou que a infusdo do cha
verde tinha no total 42 compostos, enquanto para o chad preto, apenas 24, deste modo, no
processamento da infusdo para o consumo uma grande quantidade de compostos volateis €

perdida.

Outro grupo de terpendides encontrados nas plantas sdo as saponinas, constituidas por um nucleo
triterpendide pentaciclico, onde se encontram ligados mono ou/e oligossacarideo. Diversas

saponinas foram isoladas da planta Camellia sinensis (Matsuy et al, 2009)

45.2.2.  Alcaloides
Originalmente o nome alcaldide (de alcali- que significa basico, com o sufixo - oide,

"semelhante a") foi dado a todas as bases organicas isoladas de plantas. Esta definicdo cobre uma
larga variedade de compostos. Tem que se admitir que até hoje ndo existe uma definicdo para o

termo “alcalodide” que seja completamente satisfatoria, mas segundo Pelletier (1882) citado por
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Morrison e Boyd, (2005), alcaldides sdo moléculas ciclicas que contém nitrogénio endociclico e
que sdo verdadeiros metabolitos secundarios produzidos pelos seres vivos”. Esta defini¢do exclui
as aminas simples, os derivados de amoniaco aciclicos e ainda 0os compostos nitro e nitrosos

(uma vez que nos alcal6ides o &tomo de nitrogénio tem de possuir estado de oxidacdo negativo).

Os alcal6ides formam um grupo muito vasto de metabolitos que podem ocorrer tanto em
microorganismos como em plantas superiores e inferiores ou ainda em animais, apesar de nestes

altimos ocorrerem com menor frequéncia (Harborne, 1998).

Classificacdo

Ainda ndo existe um sistema rigido de classificacdo de alcaldides. E possivel adoptar uma
classificagdo que esta baseada nos principios biossintéticos, natureza do anel heterociclico a que

pertencem e as especies de planta das quais uma classe de alcaloides foi isolada (Milcent, 2003).

Os alcaldides podem ser classificados de acordo com a classificacdo de Hegnauer como

alcaloides verdadeiros, protoalcaldides e pseudoalcaldides (Milcent, 2003; Harborne, 1998)

» Alcaloides verdadeiros sdo 0s de maior nimero na natureza, a biossintese deles deriva de
aminoacidos. Pode-se considerar diferentes subdivisdes consoante o aminoacido
precursor (Exemplo: alcaléides morfina e codeina derivados de fenilalanina; alcaldides
cocaina e atropina derivados da ornitina).

» Protoalcaldides sdo aminas simples, onde o atomo de nitrogénio ndo faz parte de um
anel heterociclico. Eles derivam de aminoacidos e sdo chamados frequentemente “aminas
biologicas” (Exemplo: hordenina, efedrina).

» Pseudoalcal6ides sdo derivados de terpenos ou esterdides e ndo de aminoacidos. Nesta
classe pertence certo nUmero de compostos terpénicos e esteroides, derivados metilados

de purinas (Exemplo: cafeina, solanidina).
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De acordo com a natureza do anel heterociclico a que pertencem podem ser classificados como
alcaloides do grupo pirrolidina, piperidina, piridina, isoquinolina, quinolina, esteroidais,
diterpenos, purinas, etc. Uma outra classificacdo dos alcaldides pode ser feita de acordo com a
fonte boténica em que o alcal6ide ou grupo de alcaldides foi isolado, entdo podemos ter:
alcaldides de tabaco, alcaldides de quina, alcaldides de cinchona, etc.

Os principais alcaléides de purinas presentes no cha verde e preto sdo teofelina, teobromina e
cafeina (Del Rio et al, 2004).

Hac\N 7 N/CH3 o N/CH3 H3C\N i H
A 1y Ly

N
| Teofelina | Teobromina | Cafeina
CH3 CHg CH;

Figura 14. Principais alcaléides do ché verde e preto

4.6. Propriedades medicinais dos chas de C. sinensis
A polimerizacdo das catequinas ocorrida na producdo do cha preto ndo afecta de forma

significativa a sua actividade bioldgicas uma vez que as teaflavinas formadas no cha preto e

catequinas do cha verde possuem actividades biologica similares (Leung et al, 2001).

A literatura tem demonstrado constantemente o potencial papel dos chas da C. sinensis na
modulacdo de processos antioxidantes, antiinflamatérios, antitumorais, antiaterogénicos,

hipoglicemiantes e no controle do peso (Senger et al, 2010).
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5. PARTE EXPERIMENTA

5.1. Obtencéo das amostras
As amostras de cha Socone (cha preto de Gurué provincia da Zambézia — Mogambique) foram

adquiridas no dia 20/03/2014 no mercado de Xipamanine, onde é comercializado avulso, depois
foram transportadas para o laboratério de Produtos Naturais do Departamento de Quimica onde
foram acondicionadas em uma prateleira ao abrigo da luz até a realizacdo dos testes.

O cha Five Roses (cha preto importado da Africa do Sul) e o Green tea (cha verde importado da
China) foram adquiridos no dia 25/03/2014 no supermercado Royal Group localizado na cidade
de Maputo, depois foram transportados para o laboratério de Produtos Naturais do Departamento

de Quimica até a realizacdo dos testes.

5.2.  Obtencéo dos extractos das amostras

5.2.1. Extracgéo por Soxhlet
Pesou-se com ajuda de uma balanca técnica 5,00g de cada amostra de cha, onde colocou-se em

cartuchos e submetidos a extrac¢do por Soxhlet com 200mL do sistema de solventes constituido
por EtOH — H,0 60/40 (%v/v) por cerca de 2 horas.

Apos a extraccdo com Soxhlet seguiu-se a remoc¢do do solvente do extracto bruto a presséo

reduzida com ajuda do vaporizador rotativo.

Por particdo em solventes, procedeu-se a separacdo das frac¢oes apolares e polares obedecendo a
seguinte sequéncia: n — hexano, diclorometano e acetato de etilo, cada fraccdo foi submetida a

testes fitoquimicos para identificacdo de possiveis classes de metabolitos existentes na amostra.

A figura 15 mostra de uma forma resumida o fluxograma dos procedimentos supracitados.
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Amostra

<:/\ﬁ Extraccdo usando soxhlet D

Extracto bruto

| " Evaporacao do solvente l

Extracto bruto concentrado

Adicdo de n — Hexano

Separacéo das fases

! !

Extracto Hidroalcodlico Extracto 1 (n — Hexano)

Adicédo de Diclorometano

Separacéo das fases

J’ Extracto 2 (Diclorometano)
Extracto Hidroalcodlico

Adicdo de Acetato de etilo  ——=>

Testes
Separacdo das fases ——> fItOQUImICOS
Extracto 4 (Hidroalcodlico) Extracto 3 (Acetato de etilo)

Figura 15. Fluxograma de sequéncia metodoldgica para a obten¢éo das fraccBes usadas para os testes fitoquimicos
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5.2.2. Extraccéo por infusio
Pesou-se com ajuda de uma balanca analitica 1,00g de cada amostra de ch, colocou-se num

baldo com 100 mL de &gua fervente por cerca de 5 minutos, deixou-se arrefecer e filtrou-se com
papel de filtro nimero 1. Os extractos obtidos foram colocados em prateleiras ao abrigo da luz,
para a quantificacdo do teor total dos compostos fendlicos.

A figura 16 mostra de uma forma resumida o fluxograma dos procedimentos supracitados.

) Filtracdo com papel
Ajuste do volume da agua para 100mL —

Extracto Aquoso

1 mL do Extracto aquoso

Agua destilada (50 mL) >

(5 mL) Reagente de Folin — | se——
Ciocalteu

[ (20mL) Carbonato de sodio ] >

Ajuste do volume da agua para 100ML e

<——> Agitacdo e repouso da mistura por 30min

v
Mistura para analise

I_» Leitura a 750 nm no espectrofotometro

Figura 16. Fluxograma da sequéncia metodoldgica para a determinagao do teor total de CF.
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5.3.  Ensaios qualitativos
Os extractos brutos obtidos da extrac¢do pelo Soxhlet foram submetidos aos ensaios qualitativos

para a identificacdo das principais classes de metabolitos secundarios presentes em cada amostra.

Para os testes qualitativos foi usada a metodologia descrita por Matos (1997); Di Stasi (1995) e
por Brito et al. (2008).

5.3.1. Ensaios de identificacdo de flavondides
Teste de cianidina ou de Schinoda

O procedimento deste teste consistiu na adi¢do de aproximadamente 1 cm de fita de magnésio e
2 mL acido cloridrico concentrado a 2mL de extracto num tubo de ensaio. O fim da reaccdo deu-

se pelo término da efervescéncia.
Teste de cloreto férrico FeCls

O procedimento deste teste consistiu na adicdo de aproximadamente 1 mL da solugéo de cloreto

férrico num tubo de ensaio com 1mL de extracto.
Teste do meio alcalino

O teste do meio alcalino consistiu na alcalinizacdo de 1 mL de extracto num tubo de ensaio

adicionando cerca de 1 mL de hidroxido de sodio.
Teste do meio acido

O teste do meio acido consistiu na acidulacdo de 1 mL de extracto num tubo de ensaio

adicionando cerca de 1 mL de acido sulftrico.

5.3.2. Ensaio de identificacao de taninos e fenois
Teste de cloreto férrico

O teste de cloreto férrico consistiu em adicionar cerca de 2 mL do extracto num tubo de ensaio e,

de seguida, a adicdo de algumas gotas de cloreto férrico, com agitacéo forte.
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Teste de acetato de chumbo

O teste de acetato de chumbo consistiu em adicionar cerca de 2 mL de extracto num tubo de
ensaio e, de seguida, adicdo de 3 gotas de acetato de chumbo.

5.3.3. Ensaio de identificacdo de saponinas
Teste de espuma

Para a identificacdo das saponinas procedeu-se da seguinte maneira: num tubo de ensaio com
cerca de 1 mL de extracto adicionou-se 1 mL de cloroférmio, 2,5 mL de agua destilada e logo
apos filtrou-se para um outro tubo de ensaio. Em seguida agitou-se permanentemente por cerca
de 3 minutos.

5.3.4. Ensaio de identificacdo das quinonas
Para a identificacdo das quinonas procedeu-se da seguinte maneira: num tubo de ensaio com
cerca de 1 mL de extracto adicionou-se 2 mL de cloroférmio e logo apds recolheu-se a fase
cloroférmica para outro tubo de ensaio. Em seguida adicionou-se 3 gotas de hidroxido de sddio

na fase cloroférmica.

5.3.5. Ensaio de identificacao de triterpenos e esteroides
Para a identificacdo de triterpenos e esterdides procedeu-se da seguinte maneira: num tubo de

ensaio evaporou-se até a secura cerca de 2mL de extracto em banho-maria. Dissolveu-se o
residuo com adicdo de cerca de 3mL de cloroférmio com agitacdo leve. Em seguida transferiu-se
a fase cloroférmica para outro tubo de ensaio e adicionou-se cerca de 1 mL de anidrido acético.

Posteriormente, adicionou-se 3 gotas de acido sulfurico pelas paredes do tubo.
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5.4. Ensaios quantitativos
Os extractos obtidos por infuséo foram submetidos aos ensaios quantitativos para a quantificacdo

dos compostos fendlicos totais.

Usou-se extractos aquosos para ensaios quantitativos com a intengdo de quantificar o teor de
compostos fendlicos administrados com a ingestdo de uma chavena de cha com 100mL de
capacidade.

5.4.1. Determinacgdo de compostos fenolicos totais
Para a quantificacdo dos compostos fendlicos totais usou-se 0 método de Folin — Ciocalteu

descrito por El-Aal e Halaweish (2013).

5.4.1.1. Preparacao do reagente de Folin — Ciocalteu
A preparacdo do reagente de Folin — Ciocalteu seguiu o procedimento publicado nas
comunicagdes da Comissdo Europeia (2010).

Num baldo dissolveu-se 100g de tungstato de sodio (Na,WO, 2H,0) e 25g de molibdato de
sodio (Na;MoQO, 2H,0) em 700mL de &gua destilada. Juntou-se & mistura 50mL de &cido
fosfdrico a 85% e 100mL de acido cloridrico concentrado. Levou-se a ebulicdo, mantendo-se sob
refluxo durante 10 horas. Juntou-se em seguida 150g de sulfato de litio (Li,SO4 H,0) e levou-se
de novo a ebulicdo durante 15 minutos. Deixou-se arrefecer e adicionou-se agua ate completar o

volume de 1 litro.

5.4.1.2.  Procedimento para a determinacéo do teor total de compostos fenolicos
Num baldo de 100 mL colocou-se 1mL do extracto aquoso, 50 mL de agua destilada, 5mL do

reagente de Folin — Ciocalteu, 20mL de carbonato de sddio a 20% (m/v) e agitou-se. Deixou-se a
mistura homogeneizada ao abrigo da luz em repouso por cerca de 30 minutos. Determinou-se a

absorvancia a 750nm com percurso optico de 1 cm os testes foram realizados em duplicate.

A curva de calibracdo para a determinacdo do teor TCF foi construida usando o &cido tanico

como padréo.
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Preparacéo das solugdes — padrao de &cido tanico

A partir da solugdo stock de 100 pg/mL de &cido tanico foram preparados os padrdes como

mostra de forma resumida a tabela 3.

Tabela 4. Resumo de preparacdo das solugdes — padrao de acido tanico

Solugéo | Concentracdo | Volume tomadodo | V(mL) | V (mL) de Folin— | V. Final
(ng/mL) stock (mL) CaCOs Ciocalteu (mL)
Branco 0,0 0,0 20,0 50 100
Padrao 1 5,0 5,0 20,0 5,0 100
Padrao 2 10,0 10,0 20,0 5,0 100
Padrao 3 15,0 15,0 20,0 5,0 100
Padrao 4 20,0 20,0 20,0 5,0 100
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6. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

6.1.

Resultados qualitativos e discussao

Nas tabelas 5, 6 e 7 estdo apresentados os resultados dos testes fitoquimicos para as amostras de

cha.
Tabela 5. Resultados dos testes fitoquimicos dos extractos do cha Socone (chéa de Gurdg)
Classe dos Testes Fraccéo
metabolitos fitoquimicos n—Hexano | Diclorometano | Acetato de | Hidroalcodlico
(Hex) (DCM) etilo (Ac-Et) (HA)
Flavondides Shinoda ) ) (+) (+)
FeCly *) *) *) *)
Alcalino ) (+) (+) (+)
Acido ) (-) (+) (+)
Quinonas NaOH -) (-) () )
Saponinas Espuma () (-) ) (+)
Taninos FeCls (+) (+) (+) (+)
(CH3CO0).Pb Q) Q) (+) (+)
Fendis FeCls ) ) ) )
Triterpendides H,SO, () ) ) )
Esteroides H,SO, ) () (+) (+)
Legenda: (+) — Teste Positivo (presenca); (-) — Teste Negativo (auséncia)
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Tabela 6. Resultados dos testes fitoquimicos dos extractos do cha Five Roses (chd de RSA)

Classe dos Testes Fracg&o
metabolitos | fitoquimicos |- Hexano | Diclorometano | Acetato de etilo | Hidroalcoélico
(Hex) (DCM) (Ac-Et) (HA)
Flavonéides Shinoda ) () (+) (+)
FeCls (+) (+) (+) (+)
Alcalino () (+) (+) (+)
Acido ) () (+) (+)
Quinonas NaOH ) () Q ()
Saponinas Espuma ) () Q (+)
Taninos FeCls (+) (+) (+) (+)
(CHsCOO),Pb ) () (+) (+)
Fenois FeCls ) () () ()
Triterpendides H,SO, ) ) (+) (+)
Esteroides H2S04 Q) Q) Q) )
Legenda:  (+) — Teste Positivo (presenca); () — Teste Negativo (auséncia)
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Tabela 7. Resultados dos testes fitoquimicos dos extractos do Green tea (cha da China)

Classe dos Testes Fraccao
metabolitos fitoquimicos n— Hexano | Diclorometano | Acetato de Hidroalcodlico
(Hex) (DCM) etilo (Ac-Et) (HA)
Flavonoides Shinoda ) (-) (+) (+)
FeCl ®) *) ®) ®)
Alcalino ) (+) (+) ()
Acido ) (-) (+) (+)
Quinonas NaOH ) (-) ) (-)
Saponinas Espuma (-) (-) (-) (+)
Taninos FeCl; (+) (+) (+) (+)
(CH,COO0)2Pb ¢) () (+) (+)
Fenois FeCls ) () () )
Triterpendides H,SO, ) ) ) )
Esteroides H2S04 ) () () (+)
Legenda: (+) — Teste Positivo (presenca); (-) — Teste Negativo (auséncia)

» Teste de presenca de flavonoides

v" No teste de Shinoda — Em todas as amostras o resultado foi positivo para as

fraccdes de Ac-Et e HA, com o desenvolvimento de uma coloragéo rosea.

v" No teste de cloreto de ferro (l11) — Todas as amostras tiveram resultado positivo

(coloracéo que variou de verde e amarelo — acastanhado) em todas as fraccdes.

v' Teste do meio alcalino — Todas as amostras tiveram resultado positivo, que se

verificou com o desenvolvimento da coloracdo amarela nas fraccbes de DCM e

Ac-Et e na fraccdo HA as amostras Sc e 5R tiveram resultado positivo e a amostra

GT teve resultado negativo, os testes foram realizados com a adi¢cdo de NaOH nas

fraccgdes.
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v' Teste do meio &cido — Toda ss amostras tiveram resultado positivo
(desenvolvimento da coloracdo vermelha) nas fracces de Ac-Et e HA, os testes
foram realizados com a adi¢do de H,SO4

» Teste de presenca de quinonas

v No teste de presenca de quinonas todas as amostras tiveram resultado negativo em
todas as fracgoes.

» Teste de presenca de saponinas
v No teste de espuma todas as amostras tiveram resultado positivo na fraccdo HA.
» Teste de presenca de taninos
v’ Teste de cloreto de ferro (I11) — Todas as amostras tiveram resultado positivo em
todas as fraccOes, pelo desenvolvimento da coloragéo verde nas fracgdes de Hex e
DCM, e precipitados pretos nas fracces de Ac-Et e HA.
v’ Teste de acetato de chumbo — As amostras de Green tea e Five Roses tiveram
resultado positivo pelo aparecimento de precipitados volumosos nas fraccdes de
Ac-Et e HA.
» Teste de presenca de fenois
v Teste de cloreto de ferro (I11) — Todas as amostras tiveram resultados negativos
em todas as fracgoes.
» Testes de presenca de terpendides
v’ Teste de anidrido acético & acido sulfirico — As amostras de GT e Sc tiveram
resultados negativos em todas as fraccbes e a amostra de 5R teve resultado
positivo (desenvolvimento da coloracdo marrom na parte inferior) nas fraccGes de
Ac-Et e HA.
» Testes de presenca de esteroides
v Teste de anidrido acético & &cido sulfdrico — A amostra de 5R teve resultado
negativo em todas as fraccGes e a amostra de Sc teve resultado positivo
(desenvolvimento da coloracdo vermelha) nas fraccGes de Ac-Et e HA e a amostra

de GT teve resultado positivo na fraccdo HA.
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6.2.  Testes quantitativos e discussao
Na tabela 8 e na figura 17 esta apresentado o teor total de compostos fendlicos em equivalentes

de 4cido tanico nas amostras de cha em estudo.

Tabela 8. Teor total de compostos fenolicos em mg de equivalentes do &cido tanico

Amostras TCFeqat(mMg/g amostra)
Socone tea (Sc) 74,14+ 2,58
Five Roses (5R) 101,73 £ 5,44
Green tea (GT) 95,29+ 1,22
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Figura 17. Gréfico do teor de CF nos chés: Sc, 5R e GT
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A combinacdo do tempo (5 minutos) e a temperatura da agua (100°C) utilizada para a preparacéo
das infusbes (chd) em estudo, tem sido descrito por muitos autores como uma combinagao

eficiente para a extraccdo de compostos fendlicos (Katalinic et al, 2006; Lima et al; 2004).

O cha 5R apresentou maior quantidade de TCF¢q at €m mg/g amostra com 101,73 + 5,44,
seguido pelo cha GT com 95,29 + 1,22 e o cha Sc que apresentou menor quantidade com 74,14+
2,58, conforme estéo apresentados na tabela 8.

Conforme o esperado o teor de total de compostos fendlicos (TCFeq at) N0 ché verde GT e preto
5R ndo apresenta grandes diferencas, contudo o cha preto Sc apresentou uma ligeira diferenca,
entretanto é necessario considerar que varios factores podem afectar o0 TCF.q ar €ncontrados nas
infusdes tais como: forma de preparo (tempo e temperatura das infusdes), caracteristicas do
cultivo (solo, clima, uso de fertilizantes), processamento do chd (adicdo de conservantes,
aromatizantes, corantes etc.) e forma de armazenamento (em pacotes ou saquetas) segundo
pereira et al, (2009).

O teor total de compostos fendlicos encontrado nos chas GT e Sc € inferior aquele descrito na
literatura, enquanto o do cha 5R ¢é superior. Segundo Sakanaka et al, (1989) em 100mL de cha
verde ha cerca de 100 mg de compostos fenolicos, enquanto Riemersma et al, (2001) ressalta que
em uma chavena normal de cha verde ha aproximadamente 166 a 193 mg de compostos
fendlicos. Segundo Lima et al, (2004) no cha preto o teor total de compostos fendlicos expresso

em catequinas € de 99,77 mg/g de amostra.
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7. CONCLUSAO E RECOMENDACOES

7.1.  Conclusdes
Os ensaios fitoquimicos realizados com reagentes especificos para o reconhecimento das classes

de compostos fendlicos nas amostras de cha preto nacional (Socone tea) e importado (Five
Roses) e no ché verde (Green tea) no presente trabalho indicaram a presenca de flavonoides,
saponinas, taninos em todas as amostras, esterdides nos chas Socone tea e Green tea e
triterpendides no cha Five Rose. A presenca destes metabdlitos com propriedades farmacoldgicas

cientificamente provados, confere aos chas um valor medicinal.

Os ensaios quantitativos realizados com um método especifico para determinar o teor total de
compostos fendlicos indicaram que o chd Five Rose tem 101,73 + 5,44 mg de equivalentes do
acido tanico por grama da amostra, o cha Green tea tem 95,29 + 1,22 mg de equivalentes do
acido tanico por grama da amostra e o cha Socone tea com 74,14+ 2,58 mg de equivalentes do

acido tanico por grama da amostra.

A diferenca dos resultados fitoquimicos e quantitativos podem ser explicados pelo simples facto
de que a composicdo fitoquimica e quantitativa dos chas pode variar de acordo com a regido
onde se faz o cultivo, processamento dos chés, uso de aditivos, forma de conservagédo, dentre

outras variaveis.

1.1. Recomendacdes
Recomenda-se que se fagcam ensaios in vitro das fraccBes obtidas e, em caso de apresentarem

actividade bioldgica, se identifiguem os componentes das fraccdes que sdo responsaveis pela

actividade biologica verificada.

Recomenda-se que se facam ensaios da capacidade antioxidante, poder redutor e a capacidade de
quelar radicais livres das fraccbes obtidas e dos chas, e se identifiquem os componentes com

maior actividade quimica verificada.

Recomenda-se que se facam estudos mais aprofundados dos outros tipos de chas produzidos por
outras plantas, com outro tipo de processamento que sdo comercializados na cidade de Maputo

ou em todo o pais.
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ANEXO A: Formulas usadas para célculos
1. Determinacao do teor total de compostos fendlicos

TCF,qra(pug *mL™) * F dil * Va(mlL)
Xa

=TCFeqra em1g de cha

onde:

TCF,q 4= Teor total de compostos fendlicos em equivalentes de acido tanico
F dil = factor de diluicéo

Va = volume da solucéo preparada

Xa = massa (g) da amostra de cha.

2. Determinacéo da media amostral

2 Xi

x|
Il

onde:
X = médiaEscreva uma equagao aqui.
n = ndmero de determinacdes

Xi = resultado individual da analise

3. Determinacéo do desvio padrao

= ,(xi—)?)
n-—1
Onde:

s = desvio padréo

4. Determinacéo de desvio padrao relativo
S
%RSD ==X100%
X

onde:

% RSD = percentagem desvio padréo relativo.
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ANEXO B: Tabela e gréfico de absorvancia do padréo (acido tanico)

Padrdo | Concentracao Abs
(mg/L)
P-1 5 0.101
P-2 10 0.353
P-3 15 0.628
P-4 20 1.060
Curva de calibragao
1,2
1 * y =0,052x - 0,101
R2=10,953
@ 08
O
S 06 *
g 0,4
- . 2
< 02
C
O T T T T 1
02 V 5 10 15 20 25
- Concentracao de acido Tanico (mg/L)
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ANEXO C: Tabela de absorvancia das amostras e seus teores totais de compostos fendélicos

Amostra | Absl | Abs2 | TCF(mg/L) | TCF(png/mL) | TCF(ug/mg) | TCF(mg/Q) | Mrcrmgiy | S | %RSD
Sc 0,294 | 0,275 ] 7,596 7,231 75,96 72,31 74,14 2,58 | 3,48
SR 0,408 | 0,448 ] 9,788 10,558 97,88 105,58 101,73 5,44 | 5,35
GT 0,390 | 0,399 | 9,442 9,615 94,42 96,15 95,29 1,22 | 1,28
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ANEXO D: Preparacao das solugdes
Solucgéo stock de acido tanico a 100pg/mL

Pesou-se 1g de &cido tanico e dissolveu se num copo de precipitacdo. Transferiu-se a solugdo
para um baldo de 100mL e perfez-se o volume.

Da solucdo acima preparada transferiu-se 1 mL para um bal&o de 100 mL e perfez-se o volume.
Solucéo de cloreto férrico a 1%

Pesou-se 1g de cloreto férrico e dissolveu se num copo de precipitacdo. Transferiu-se a solucdo
para um baldo de 100mL e perfez-se 0 volume.

Solucéo de cloreto férrico a 5%

Pesou-se 5g de cloreto férrico e dissolveu se num copo de precipitacdo. Transferiu-se a solucao

para um baldo de 100mL e perfez-se o volume.

Solucédo aquosa de NaCl a 10%
Pesou-se 5g de NaCl e introduziu-se num copo de Becker para a dissolugdo. Transferiu-se para

um baldo de 50 mL e perfez-se o volume com agua destilada.

Solucdo aquosa de NaOH a 10%
Pesou-se 10g de NaOH e introduziu-se num copo de Becker e dissolveu-se. Transferiu-se para

um baldo de 100 mL e perfez-se o volume com &gua destilada.

Solucédo aquosa de Acetato de Chumbo [Pb(CH3;COOQO),] a 10%
Pesou-se 10g de acetato de chumbo e introduziu-se num copo de Becker para a dissolucao.

Transferiu-se para um baldo de 100 mL e perfez-se 0 volume com agua destilada.

Solucdo de NH,OH a 10 %
Numa proveta de 100 mL mediu-se 10g da solucdo de amdnia e introduziu-se num baldo

volumétrico de 100mL e perfez-se o volume com &gua destilada.
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ANEXO E: Material usado

Figura 1. Rotavapor Figura 2. Extractor Soxhlet
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