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RESUMO

Especificamente, os chas vém sendo amplamente reconhecidos como a segunda
bebida mais consumida atualmente, apresentando fontes significativas de cafeina e
compostos fendlicos, que possuem alta atividade antioxidante. Os compostos
antioxidantes sao substancias que agem diminuindo os efeitos ocasionados pelos
radicais livres e dentre outros compostos antioxidantes. A cafeina € um alcaloide, que
pertence ao grupo das metilxantinas, também denominado como 1,3,7-trimetilxantina,
que pode ser ou ainda, trimetildioxipurina. Além disso, a cafeina esta presente em
diversas plantas: folhas, sementes, raizes, cascas e alguns alimentos. O presente
trabalho propds-se analisar e identificar os compostos presentes em amostra de cha
verde e cafeina presente no cha verde e cha preto através das técnicas (Headspace-
Solid Phase Microextraction/Gas Chromatography—Mass Spectrometry), HPLC-DAD
(High Performance Liquid Chromatography-Diode Array Detector) e FTIR (Fourier
Transform Infrared Spectroscopy). Sendo assim, os resultados mostraram-se
promissores em relagdo a caracterizagcédo e investigacdo dos compostos volateis e
cafeina. A analise por GC-MS foi satisfatoria, pois possibilitou analisar os compostos
volateis presente no cha verde, bem como a analise por HPLC-DAD, que
evidenciaram a absorcao da cafeina no UV com pico maximo de absor¢cdo em 262 nm
e 268 nm. As analises por FTIR permitiram identificar e evidenciar a similaridade entre
bandas de absorcéo do extrato de cha verde e extrato de cha preto em relagao aos
grupos funcionais presentes. Este estudo representou uma proposta simples e
acessivel para a identificacdo dos compostos volateis no cha verde e caracterizagao
da cafeina no cha verde e preto, com perspectiva para futuras aplicagcbes em larga
escala.

Palavras-chaves: Cha preto. Caracterizagdo. HS-SPME. Extrato. Isolamento.



ABSTRACT

Specifically, teas have been widely recognized as the second most consumed
beverage today, providing significant sources of caffeine and phenolic compounds,
which have high antioxidant activity. Antioxidant compounds are substances that
reduce the effects caused by free radicals, among other antioxidant compounds.
Caffeine is an alkaloid that belongs to the methylxanthine group, also known as 1,3,7-
trimethylxanthine or trimethyldioxypurine. Additionally, caffeine is found in various
plants: leaves, seeds, roots, bark, and some foods. This study aimed to analyze and
characterize the compounds present in green tea samples and the caffeine present in
green and black tea using the techniques Headspace-Solid Phase Microextraction/Gas
Chromatography—Mass Spectrometry (HS-SPME/GC-MS), High Performance Liquid
Chromatography-Diode Array Detector (HPLC-DAD), and Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR). The results were promising regarding the characterization and
investigation of volatile compounds and caffeine. The GC-MS analysis was
satisfactory, allowing the examination of volatile compounds in green tea, as well as
the HPLC-DAD analysis, which highlighted caffeine absorption in the UV with a
maximum absorption peak at 262 nm and 268 nm. The FTIR analyses made it possible
to identify and demonstrate the similarity between the absorption bands of caffeine in
green and black tea concerning the functional groups present. This study represented
a simple and accessible approach for identifying volatile compounds in green tea and
characterizing caffeine in green and black tea, with potential for future large-scale
applications.

Key-words: Black tea. Characterization. HS-SPME. Extract. Isolation.
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1. Introdugéao

Estudos relacionados a fitoterapicos desenvolvidos e extraidos a partir de plantas
medicinais estdo amplamente realizados tanto no Brasil quanto no mundo, devido a
alta procura por alternativas naturais que possam substituir tratamento convencional
a base de medicamentos. Nesta perspectiva, diversos trabalhos tém confirmado os
efeitos significativos do cha como um farmaco poderoso, no qual foi muito utilizado
pelos povos antigos para tratamento de diversas enfermidades. Além disso, muitos
destes estudos vém mostrando resultados promissores no que diz respeito a presenca
de compostos antioxidantes, que desempenham um papel de extrema importancia no
organismo humano (DUFRESNE e FARNWORTH ER, 2001).

A Camellia sinenssis (L) Kuntze é uma planta medicinal da familia das Theacea
que vem sendo amplamente utilizada desde a antiguidade, especialmente pela
populagao asiatica, que naquela época ja fazia uso da planta como uma alternativa
para tratar algumas patologias. Além do mais, as ervas da C. sinensis é bastante
empregada na medicina tradicional, em virtude da sua alta quantidade de
propriedades estimulantes e desintoxicantes. A anatomia e a morfologia da folha da
C. sinensis exercem um papel de extrema importancia na taxonomia vegetal,
especialmente na caracterizacdo de taxon. Tricomas unicelulares facilitam a
identificacdo anatémica foliar da planta (DUARTE & MENARIM, 2006). Além disso, o
cha da Camellia sinensis pode ser ranqueado em diferentes tipos de cha em relagao
aos diferentes métodos de processamento empregados, como cha verde, cha branco,
cha preto e cha oolong.

Cha verde é produzido através da planta Camellia sinensis, sendo que as suas
folnas passam por um tratamento térmico, com a finalidade de inativar as suas
enzimas, principalmente as polifenolases. O processo de estabilizagdo, usando
tratamento térmico, acaba mantendo os polifendis presentes na planta. Sendo que,
varios destes polifendis, em particular as catequinas, tem ganhado muita notoriedade
na comunidade cientifica, especialmente por comprovarem atividades antioxidante,
quimiopreventiva, anticarcinogénica, anti-inflamatéria (RIJKEN et al., 1996; SATO e
MIYA TA, 2000; GOSSLAU e CHEN, 2004), antidiabética (ANDERSON e POLANSKY,
2002; SABU et al.,2002), antimicrobiana (HAMILTON-MILLER, 1995 e 2001). Entre
as catequinas, a epigalocatequina galato (EGCG) destaca-se por manifestar uma

maior meia-vida, sendo ligeiramente absorvida pelo organismo. Todavia, quando



14

utilizada isoladamente, sua meia-vida € diminuida em comparagao aquela observada
quando esta correlacionada a outros compostos presentes no cha verde (SCHMITZ
et al., 2005).

Em sua constituicdo quimica, o cha verde apresenta milhares de compostos
quimicos, que sao essenciais para consumo. Destacando-se principalmente, os
flavonoides, como miricetina, quercetina e Kaempferol. Entre os flavondides, é
possivel destacar os flavonaéis, representando cerca de 3%, enquanto as catequinas
sao responsaveis por 30% da constituicdo. Além do mais, o cha verde também contém
outros elementos, como proteinas, carboidratos, vitaminas C e K, sais minerais,
aminoacidos e cafeina (SAIGG; SILVA, 2009; ANNELI et al., 2016).

Neste contexto, o presente trabalho conduzido em meio a um ano como parte
de um projeto de iniciagao cientifica, teve por finalidade aprofundar a compreenséao
sobre identificagédo e caracterizagdo de compostos organicos volateis, cafeina, extrato
de cha verde e cha preto, por meio de diferentes técnicas instrumentais que seréo

citadas neste trabalho.

2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Conhecer a composigao quimica do cha verde (Camellia sinensis).

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Extrair os compostos quimicos volateis do cha verde e isolar cafeina;

2.2.2 ldentificar os compostos quimicos volateis do cha verde por Microextragdo em
Fase Sdlida no modo headspace associada a Cromatografia a Gas acoplado a
Espectrometria de Massas (HS-SPME/GC-MS);

2.2.3 Identificar cafeina presente no cha verde bruto aquoso e cafeina isolada do
cha preto por HPLC-DAD;

2.2.4 Caracterizar extrato de cha verde e extrato de cha preto por FTIR.
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 Histéria do cha verde pelo mundo

A utilizagdo de plantas medicinais como tratamento de diversas doengas vem
aumentando muito nos ultimos anos pelo mundo, especialmente nos paises asiaticos.
O seu uso esta muito atrelado aos beneficios terapéuticos que o vegetal proporciona
para o organismo, sendo fundamental no combate de diversas doencas, (SCHMITZ
et al.,2005).

O consumo de cha foi introduzido pela corte portuguesa, no século XVIII, por
influéncia de Catarina de Braganca, filha do rei Jodo IV. Catarina tinha um grande
apreco pelo cha, que consequentemente, acabou tornando o uso da bebida de forma
mais frequente, como forma de um ritual, bem como passando esse habito para as
outras cortes daquela época. (FIRMINO, 2011).

Naquela época, o uso do cha era muito menos frequente entre a populagao
com poder aquisitivo menor, devido ao seu autovalor de comercializagdo. Desta
maneira, o seu consumo era feito somente por pessoas aristocraticas e da realeza
que possuiam uma boa situacdo econdémica, tornando o cha um produto totalmente
inacessivel para a populagao daquela época. Entretanto, com uma maior procura pelo
cha, o manuseio e sua utilizagdo aumentaram gradativamente, fazendo com que o
comercio chinés crescesse também, e consequentemente, oportunizando um acesso
mais facilitado, devido a expansao do comércio maritimo de alguns paises asiaticos
(FIRMINO, 2011).

Durante o século XVIII, os operarios que trabalhavam nas fabricas escolheram
0 cha como a bebida mais consumida em seus servicos. Contudo, ainda nessa mesma
época, foi a companhia britdnica das indias orientais a principal precursora da
comercializagdo do cha entre os trabalhadores. A medida que a China iniciou os
processos de importagcdes de mercadorias, a taxa do cha consumido cresceu,

(Schmitz et al., 2005).
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O cha verde, nos ultimos anos, foi considerado pelos povos antigos como uma
bebida extremamente benéfica para a saude. Os estudos de Saigg e Silva (2009)
traduzem muito bem alguns dos principais beneficios. Os autores reforcam, por meio
desses estudos, que o cha verde é descrito como uma bebida harmoniosa, ja que a
bebida contém caracteristicas de proporcionar tranquilidade, conexao -cultural,

equilibrio sensorial, podendo contribuir de forma positiva na saude humana.

3.2 Cha verde no Brasil

Pesquisas e estudos sobre cha verde no Brasil ainda sdo muito escassos, ja
que tradicionalmente o Brasil ndo € visto como produtor do cha em relagao aos paises
asiaticos que produzem estudos em larga escala. Conforme Saigg e Silva (2009), o
cha chegou ao Brasil devido a imigracdo do povo chinés, nos quais eles ensinaram
como manusear, plantar e utilizar essa poderosa bebida.

A comercializacao do cha no Brasil foi ingressada pela familia Real Portuguesa,
no século XIX. O plantio acabou se estabelecendo por intermédio do D. Joao VI,
responsavel pelo fornecimento ao rei. Além disso, ha relatos de que a bebida foi
enquadrada de forma gradual por Luiz de Abreu, um comerciante de Portugal, que
tinha consigo as sementes da Camellia sinensis e a deu a D. Jodo VI. Durante esse
mesmo periodo, foram fornecidas diversas unidades da planta para as cortes a pedido
do rei. A partir desse instante, suas caracteristicas passaram a ser identificadas,
ampliadas e comercializadas por toda a regido, Paganini Costa e Da Silva (2011).

Sendo assim, apds o0 aumento de mais imigrantes chineses, o plantio cresceu
e teve um aumento significativo em sua comercializagdo, devido aos aspectos
culturais e as experiéncias trazidas dos povos asiaticos (PAGANINI COSTA, DA
SILVA, 2011). Além disso, o cultivo C. sinensis ampliou-se para os estados de Minas
Gerais, Sdo Paulo e Parana. Atualmente, a regido que mantém o monopolio de maior
fornecedora de cha é o Vale da Ribeira, localizado na cidade de Sao Paulo.

(TSUKAMOTO et al., 1994). Ainda em solo brasileiro, as infusdes caseiras do cha tém
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ganhado espaco mediante ao grande consumo da populagéo em geral, como também

da cultura antiga, que se fazia uso de ervas medicinais (VULCANO et al., 2003).

3.3 Camellia sinensis

A Camellia sinensis (L.) Kuntze € uma planta arbustiva ou de porte arbdéreo
reduzido, propriamente originaria da Asia e pertencente & familia Theaceae. Suas
folhas sédo simples, alternadas, inteiras, com bordas serrilhadas e tém uma textura
coriacea (LORENZI; MATOS, 2002). Sendo conhecida mundialmente como cha
verde, cha da india, cha preto. O seu plantio esta presente em varios paises asiaticos,
florescendo mais ou menos no inicio do ano.

Além disso, sdo comumente cultivadas por meio de sementes em regides
tropicais e subtropicais da China, Indonésia e alguns paises asiaticos. Ademais, a
planta do cha verde abrange cerca de 200 compostos bioativos e mais 200
substancias, sendo que 1/3 sao polifendis (LABDAR, 2010). O tamanho dela pode
variar em 1 a 6 metros de altura, enquanto sua cobertura pode ter em torno de 60 cm

e 4 metros de diametro (HUANG, 1993; BOWN, 1995; BRUNETON, 1996).

Figura 1 - Flores e folhas de C.sinensis

FONTE: William C.W.

Além disso, essa planta, por meio da sua preparagao, da proveniéncia a trés
tipos de cha diferentes, tendo originalidade da mesma espécie de planta. O cha verde

€ produzido mediante o processamento das folhas recentemente colhidas. Ao longo
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do seu processamento, as folhas sdo submetidas a um processo de aquecimento,
visando inativar as enzimas cataliticas, prevenindo assim a oxidagdo dos compostos
bioativos presentes no cha (RADOMINSKI, 2007 in SA, TURELLA, BETTEGA, 2007)

Segundo Schmitz et al. (2005), a Camellia sinensis tem diversas maneiras de
ser aproveitada, que incluem a fabricagdo de cha até a obtencdo de extratos
hidroalcodlicos e aquosos, utilizados tanto de forma oral quanto de forma tdpica.
Recentemente, a C. sinensis tem ganhado grande importancia devido a sua alta
capacidade de aplicagao e utilizacao, especialmente para producdo de uma variedade
de bebidas, como cha verde, cha preto, cha branco e cha onlong. Além disso, os
polifendis presentes no cha verde possuem diversas propriedades antioxidantes, que

ajudam no combate aos radicais livres.

3.4 Efeitos biolégicos da Camellia sinensis

O cha verde vem sendo muito correlacionado com diversos beneficios que o
mesmo traz para a saude, uma vez que a bebida contém grandes concentragdes de
antioxidantes, que tém um papel fundamental na saude humana (RUSAK et al., 2008).
O aumento do interesse por bebidas que apresentem um alto grau de propriedades
funcionais vem crescendo muito, principalmente pela sua potencialidade de combater
algumas doengas (ANESINI et al., 2008; WANG et al., 2010).

A utilizacao de plantas que apresentem elevadas quantidades de compostos
funcionais, na maioria das vezes, manifesta grande quantidade de substancias
antioxidantes presentes. Do ponto de vista alimenticio, substancias antioxidantes
presentes em ervas tém conquistado um largo espago no cenario mundial, atraindo o
interesse da populacdo e dos pesquisadores. Além disso, varios estudos vém
apontando diversos esbogos experimentais com in vitro, avaliando a atividade
antioxidante em diversos chas, como também analisando a presenca de compostos
fendlicos (FARHOOSH et al.,2007; KARORI et al., 2007; KOMES et al., 2010; ZHU et
al., 2011).
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Para Cabrera et al., (2003). Embora haja diversos dados na literatura que
mostrem o consumo ideal de cha verde, ainda nao foi totalmente elucidada em relagao
a quantidade correta, visto que, depende muito da forma de preparo do cha e de suas
concentracdes. Entretanto, segundo a American Dietetic Association (1999),
aconselha-se aproximadamente cerca de 4 a 6 xicaras de cha verde para prevenir o
surgimento de cancer no estdmago e no esbfago.

Pesquisas com in vitro, conforme a comunidade cientifica, ja se tem bastante
dados, especialmente no que tange a resultados positivos dos mecanismos contra
células tumorais, em praticamente todos os estagios da doenga, sendo o extrato de
cha utilizado na maioria desses estudos, tendo as catequinas presentes no cha as
principais responsaveis pela protecdo da vida celular das células. Dado que essas
catequinas apresentam substancias antioxidantes capazes de destruir os radicais
livres (DROGE, 2002; MATSUBARA e RODRIGUEZ-AMAYA 2006%; SENGER et al.,
2010).

Em seres humanos, diversos estudos na literatura vém mostrando efeitos
bioldgicos proporcionados pela bebida, tais como: anti-inflamatdrias, antiaterogénicas,
hipoglicemiantes e anticarcinogénicas (ADCOCKS et al., 2002; SUEOKA et al., 2003;
NAKACHI et al.,, 2003; CAMPBELL, 2004; DEVINE et al., 2007). A acédo anti-
inflamatdria da bebida esta atrelada a inibicdo de aspectos funcionais dos neutrofilos,
como a desabrigacdo de enzimas lisossomais em resposta a quimioluminescéncia e
a producéo de radicais livres. Outro beneficio de suma importancia do cha verde é no
que diz respeito ao controle da gordura corporal, pois alguns flavondides presentes
no cha apresentam um alto potencial de agir sobre o sistema nervoso, conseguindo
assim, aumentar a termogénese e a oxidag&o das gorduras (LIN & LIN, 2006).

Os efeitos antiaterogénicas estado intimamente ligados ao combate contra o LDL
no plasma, sendo um passo crucial na construgdo de placas de aterosclerose.
Pesquisas no que diz respeito a aterogénese em ratos, comparando a eficiéncia de

cha preto e cha verde em impedir o desenvolvimento da aterosclerose, comprovou
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que o cha verde foi capaz de minimizar a formagao de placas ateromas em 48% e
63% (MIYAZAWA, 2000). Este efeito é atribuido ao acréscimo da sensibilidade a
insulina proporcionada pelos polifendis do cha verde (WU et al., 2004).

A busca incessante pelo cha verde esta intrinsecamente ligada as pesquisas
cientificas que mostram que o consumo adequado de alimentos a base de flavondides
esta relacionado com um menor risco de desenvolver doengas degenerativas, como
cancer e doengas cardiovasculares. Estudos realizados por AZAM et al. (2004) e
PERON et al. (2008) mostram essa relacdo entre o uso de flavonoides e o
desenvolvimento dessas doencgas. Em estudos com seres humanos, a literatura diz
que o cha verde pode proporcionar alguns beneficios a saude, como o efeito
hipoglicemiante, manuteng¢ao da gordura corporal (diminuindo o apetite e aumentando
o catabolismo das gorduras) e manutencao da densidade 6ssea (PERON et. al., 2008;
SENGER et al., 2010).

Para investigar se a epigalocatequina (EGCG), catequina presente no cha
verde, atuaria na inibicdo da adipogénese e no mecanismo de morte celular
programada. Lin et al. (2005), em seus estudos, incubou adipécitos maduros e pré-
adipdcitos em periodos e concentragdes distintas de (EGCG). Através deste estudo,
o autor chegou a conclusdo de que, em certo estagio, a catequina interrompe o
desenvolvimento das células gordurosas, como também nas células adiposas
maduras.

Sendo assim, o modo de acgao dos antioxidantes descobertos nos extratos de
plantas medicinais, principalmente do cha verde tem uma importancia significativa em
relacdo a oxidagado dos lipidios, tanto vegetal quanto animal, uma vez que ao ser
usado para consumo humano, possui caracteristicas inovadoras na saude e bem-
estar agindo especialmente contra os efeitos de algumas patologias que acometem
grande parte da populagdo, como aterosclerose e cancer (RAMARATHNAM et

al., 1995).
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3.5 Bioativos do cha verde

O cha verde, conhecido como C. sinensis, possui em sua constituicdo
catequinas e flavonoides, compostos quimicos nos quais apresentam propriedades
medicinais altamente importante para o consumo humano, sendo um poderoso
antioxidante e inibidor da lipoperoxidacédo (SOARES et. al., 2002; MATSUBARA e
RODRIGUEZ-AMAYA, 2006a; PERON et. al., 2008).

O cha verde, proveniente da planta Camellia sinensis, contém em sua
composi¢cao quimica catequinas e flavondides, compostos bioativos reconhecidos por
suas propriedades quimicas e medicinais. Esses compostos atuam como potentes
antioxidantes e inibidores da lipoperoxidacéo, executando um papel relevante para a
saude humana (SOARES et al., 2002; MATSUBARA e RODRIGUEZ-AMAYA, 2006a;
PERON et al., 2008).

Em sua composicao quimica, a planta C. sinensis varia conforme a espécie,
como idade, estacdo do ano, clima (temperatura e altitude) e solo em relagdo as
circunstancias do cultivo da planta. Além disso, estao presentes em sua composigao:
carboidratos, acidos fendlicos, aminoacidos, polifendis, acido ascorbico,
micronutrientes (vitaminas B, E C), cafeina e substancias com éster pelo acido galico
(SCOTTI et al., 2007).

Pesquisas realizadas no ultimo século salientam que o lugar onde a folha da
planta é encontrada influéncia na quantidade de cafeina presente. Desta forma,
segundo os dados da literatura, essa quantidade muda entre 2 a 4,6% da cafeina
presente (BRENELLI et al., 2003).

Os polifendis sdo denominados compostos constituidos da esterificacao
originados do trans-cindmico com o acido quinico, que sao basicamente metabdlitos
secundarios encontrados de forma abundante espalhados no reino vegetal (DEMARIA
e MOREIRA, 2004). Ja os fendlicos sao especialmente derivados de metabdlitos
secundarios das plantas, sendo primordiais no desenvolvimento das plantas, podendo

agir contra patdgenos e influenciando na coloragéo dos vegetais.
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3.6 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo uma classe de compostos quimicos que contém a
presenca de cromoforo hidroxila ligado intimamente a um hidrocarboneto aromatico,
podendo ser de maneira simples ou de polimeros, que contribuem para a alta atividade
antioxidante (ROBARDS et al., 1999). Além disso, pode contribuir na capacidade de
complexacao de ions metalicos, na desativacdo de reagdes radicalares, evitando a
modificagcdo de hidroperoxidos em oxi-radicais reativos (OLIVEIRA et al., 2009).

Em sua grande maioria, os compostos fendlicos sao separados em dois grupos.
O primeiro € o grupo dos flavonoides, que s&do compostos antioxidantes na qual
possuem estrutura quimica que apresenta C6-C3-C3 (HARBORNE et al., 1999). Ja o
segundo, sao os nao flavondides, conhecidos como acido fendlico, que na maioria das
vezes sao encontrados em grupos, como: acido hidroxibenzaoico e derivados de acido
hidroxicinamico. Os derivados do acido hidroxicinamico fazem parte da classe dos
compostos fendlicos, que apresentam uma ocorréncia natural, possuindo em sua
estrutura um anel aromatico de cadeia carbbnica, contendo 3 carbonos ligados ao
anel (DURAN e PADILLA, 1993; BURNS et al., 2000).

A C. sinensis em sua constituicdo, possui altas concentracdes de flavonoides,
que sado de extrema importancia para o consumo humano. Para PUNYASIRI et al.
(2004), a existéncia de um elevado nivel de quantidades de antocianidina redutase,
que é uma enzima responsavel por acelerar as principais etapas para a produg¢ao das
catequinas, evidencia ainda mais a presenca de altas quantidades de flavondides. No
cha verde, as catequinas correspondem a 90% dos flavondides presentes na planta,
uma vez que na maioria das vezes 20 - 30% dessas catequinas estdo em sua forma
oxidada. Em geral, as catequinas representam cerca de 10-25% da massa seca das
folhas jovens. Na figura 2, sera mostrada a classificagdo dos sub grupos das catequina
(C), epicatequina (EC), epicatequina galato (ECG), epigalocatequina (EGC),
epigalocatequina galato (EGCG) e galocatequina-galato (GCG).



Figura 2 - Estruturas quimicas de algumas catequinas presentes no cha verde.
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Segundo (LIMA et al., 2009), em seus estudos é possivel encontrar mais ou
menos cinco mil polifendis conhecidos, sendo eles: flavondides, fendis, taninos,
ligininas e tocoferdis, sendo estes um grupo de bioativos a base da alimentagao da
populagdo em geral mais consumida. Além disso, os compostos fendlicos abrangem
basicamente desde moléculas menos complexas até moléculas mais complexas em
relacdo ao elevado nivel de polimerizagdo, podendo ser encontradas em vegetais
soltos ou ligados a sacarose (agucares) e proteinas (BRAVO, 1998).

Os flavonoides apresentam estruturas de dois anéis aromaticos, intitulados
anéis x ey, ligados por trés carbonos, formando um composto heterociclico Z. O anel
X é originado do ciclo acetato, ja o y é originado da fenilalanina. As transformacoes
em alteracado do anel Z influenciam na formagédo em variados grupos de flavondides,
como: catequinas, flavonais, flavonol e isoflavonas. Além disso, a troca dos anéis x e

y pode resultar em diversos compostos de flavonoides. Sendo assim, essas
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substituicdes podem incluir oxigenagao, alquilagao, glicosilagao, acilagédo e sulfagao,
(HOLLMAN et al., 1999).

De acordo com Rocha e Souza (2019), para que um composto fendlico seja
denominado antioxidante, ele precisa apresentar duas condi¢cdes. Primeiro, se
presente em quantidade baixa de concentracdo em comparagao ao substrato, o
composto fendlico deve inibir a oxidagao do substrato, culminando na construgao das
espécies radicalares. Caso ocorra a oxidacao do substrato, o composto fendlico
precisa transferir elétrons por meio das moléculas de hidrogénio para o substrato
oxidado. O radical fendlico resultante deve ficar estavel, na qual deve ganhar

estabilidade através da ressonéancia, como é representado na figura 3.

Figura 3 - Mecanismo de eliminagao de radicais livres pelos flavonoides e sua contribui¢do para a

atividade antioxidante dos flavonoides.
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FONTE: Autoria propria (2024).

Os polifendis sdo encontrados em plantas em decorréncia do seu metabolismo
secundario. Em contrapartida ao metabolismo primario, na qual utiliza nutrientes
cruciais como carboidratos, proteinas e lipidios para a maturacdo da planta, o
metabolismo secundario acaba sintetizando os compostos que nao sao essenciais.

Dentre esses compostos, € possivel relatar a presenga de pigmentos que oferecem
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coloragao aos frutos e flores, atribuindo assim, as suas devidas caracteristicas. Ainda
que nao sejam fundamentais para o desenvolvimento das plantas, os compostos
fendlicos exercem uma importante contribuicdo na fisiologia vegetal. Este composto
atua como um atrativo para a polinizagdo, que sido protetores que atuam contra o
ataque de predadores, parasitas e patégenos (FALLER, 2008).

Quando presentes em vegetais, os compostos fendlicos podem ser
encontrados na forma livre ou complexado em proteinas e agucares. Destacando-se
principalmente os flavonoides, os acidos fendlicos e taninos, que basicamente séo
antioxidantes mais conhecidos de fontes naturais. Em meados do século XIX, Albert-
Gyorgyi, um pesquisador Hungaro isolou uma substancia originada da laranja. De
maneira inicial, essa substancia foi nomeadamente como vitamina P, contudo, apds
diversas pesquisas minuciosas, constatou-se que é um flavonoide, conhecido como

Rutina, conforme representado na figura 4, (FLAMBO, 2013).

Figura 4 - Estrutura quimica da Rutina

FONTE: Autoria propria (2024).

A rutina (Figura 4), desempenha fungdes essenciais no organismo. Entre suas
propriedades e caracteristicas € possivel destacar os efeitos antihiperglicémicos
(GHORBANI, 2017), como a redugéo significativa dos niveis de glicose, bem como o
aumento da frequéncia de insulina. Esses efeitos foram demonstrados por

Hosseinzadeh e Nassiri-Asl (2014) em estudos realizados com ratos hiperglicémicos.
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Os flavondides pertencem ao maior grupo dos polifendis, sendo considerados
um dos mais fundamentais compostos de proveniéncia animal. Corriqueiramente eles
estdo localizados em folhas, flores, raizes, variando a sua concentracdo em
dependéncia de onde se encontra o érgéo vegetal. A sua divisdo pode ser exclusiva
a certos tipos de alimentos, por exemplo as isoflavonas, que podem ser achadas na
soja em alguns tipos de leguminosas. Ja as isoflavonas, sao tipicas de frutas citricas
(ROSS, KASUM, 2002 in FALLER, 2008). Na figura 5, € mostrado algumas classes

dos principais flavonoides.

Figura 5 - Classes principais de flavonoides.
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FONTE: Autoria propria (2024).

De acordo com Flambé (2013), os flavonoides fazem parte de um vasto grupo
de substancias quimicas, na qual sua sintese ndo acontece no organismo humano.
Além disso, os flavonoides contém diversas caracteristicas farmacologicas que
auxiliam na sua acgao nos sistemas bioldgicos, como também colaborando em prol da
saude humana. Esses flavonoides podem ser isolados com auxilio de algumas
técnicas instrumentais como cromatografia em coluna e liquida de alta eficiéncia. Eles
podem ser caracterizados por espectrometria de massas e ressonancia nuclear,

conforme citado pelo autor.

3.7 Cafeina
A cafeina, conhecida quimicamente como 1,3,7-trimetilxantina (CgH,,N,O,), é
um alcaldide classificado no grupo das metilxantinas (TOLEDO et al., 2017). Sua

estrutura quimica é elucidada na figura 6. Este composto € um metabdlito secundario,
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que pode ser encontrado de forma natural em sementes, folhas e frutos de mais de
60 espécies vegetais ao redor do mundo (GEBEYEHU e BIKILA, 2015). Ele é
habitualmente encontrado em alimentos como café, cha, chocolate (AQUINO et al.,
2004), além de cacau, guarana e noz-de-cola (TURNBULL et al., 2017).

Figura 6 - Estrutura quimica da cafeina (1,3,7-trimetilxantina).
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FONTE: Autoria propria (2024).

A cafeina, além de ter sua origem natural, a mesma pode ser sintetizada
artificialmente para consumo, como aditivo alimentar, em suplementos dietéticos e
manipulagbes de remédios (TURNBULL et al., 2017), sendo um dos principais
componentes presentes em analgésicos e relaxantes musculares (CLAUSEN et al.,
2015). Na industria alimenticia, a cafeina é utilizada na maioria das vezes como
aromatizante para dar sabor e odor, especialmente em refrigerantes a base de cola
(REYES et al., 2015).

Segundo (MARIA e GOMIDE, 2019), aproximadamente 80% da populagéo
mundial consome cafeina no seu cotidiano, sendo observados e analisados em todas
as faixas etarias. Cientificamente, a cafeina é conhecida como a substancia psicoativa
mais consumida em todo o mundo, e os motivos para seu uso sao diversos e variados.
Entre as principais razdes pelo seu consumo, é possivel destacar o efeito estimulante
que a cafeina tem sobre o sistema central nervoso, que age aumentando o estado de
alerta, reduzindo o cansaco e melhorando a performance em certas atividades
(GUERRA, BERNARDO e GUTIERREZ, 2000).

Na sua composi¢ao quimica, a cafeina possui propriedades antioxidantes, anti-
inflamatdrias e diuréticas. Normalmente, o consumo de cafeina esta relacionado a
efeitos benéficos, como um alto potencial de prevencgao contra diabetes mellitus e
doenca de Parkinson. Todavia, o consumo exacerbado de cafeina (superior a 600 mg
por dia pode estimular o surgimento de efeitos adversos como ansiedade, insénia,

cefaleia (REYES et al.,, 2015). Além de problemas como arritmias, taquicardia,
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elevacgao da presséo arterial e disturbios gastrointestinais (SOUZA e SICHIERI, 2005).
Ademais, ha relatos na literatura que citam efeitos citotoxicos, genotoxicos e

mutagénicos atrelados ao seu uso.

4 Metodologia

4.1 Execucgao do trabalho

Os procedimentos experimentais foram realizados no Laboratério de
Cromatografia (LabCrom) do curso de Licenciatura em Quimica da Universidade
Federal do Norte do Tocantins (UFNT), no campus CCI de Araguaina. Além disso, o
projeto decorreu o periodo de 2023 a 2024. A metodologia empregada para esse
manuscrito foi adaptada, devido a sua eficiéncia. Os procedimentos realizados para o
isolamento da cafeina foram realizados conforme uma adaptacéo do método descrito
por Onami (1996).

4.2 Obtencao e preparo das amostras
A amostra de cha verde foi adquirida de forma comercial, como podemos

observar na figura 7.

Figura 7 - Cha verde utilizado para as infusoes.

FONTE: Autoria propria (2024).

4.3 Extracao dos compostos volateis por HS-SPME
Para o preparo da amostra para o processo de extracdo por (HS-SPME),
mediu-se 2g de folhas maceradas secas do cha verde (saché&) em um béquer 50 mL,

utilizando-se uma balanga analitica. Logo em seguida, colocaram-se as folhas
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maceradas em uma xicara de ceramica para dar inicio a realizacdo da infusdo. Em
seguida, adicionou-se 200 mL de agua mineral distribuidas em duas provetas de 100
mL dentro de uma vasilha. Apds isso, iniciou-se o processo de fervura da agua sobre
a chapa de aquecimento. Logo em seguida, transferiram-se os 200 mL de agua quente
para a xicara ceramica para dar inicio ao processo de infusdo. Em seguida, apés
esperar o cha entrar em repouso, foram retiradas 4 aliquotas de 4 mL do cha ja pronto,
utilizando uma micropipeta. Apds isso, pipetou-se as fragdes dos chas coletadas em
um vial. Esse vial foi aquecido a uma temperatura de 90 °C para prosseguir com 0
processo de extracdo. Utilizou-se a fibra Azul PDMS/DVB, que foi exposta ao vial por
um periodo de 30 minutos com a amostras, e apos esse tempo foi retirada e,
consequentemente, submetida a técnica de dessorcao térmica direta, seguida por
analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa em um

equipamento Agilent 5977B GC/MSD”, conforme representado na figura 8.

Figura 8 - Diagrama da identificagao dos compostos volateis do cha verde.
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Fonte: Autoria prépria (2024). Usando o software CANVA (2024).
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4.4 Anidlise via GC-MS

Utilizou-se um cromatégrafo a gas (Agilent Technologies) 7890B, acoplado ao
espectrometro de massas 5977B. O cromatografo foi operado utilizando uma coluna
capilar HP-5MS (5%-phenyl)-methylpolysiloxane comprimento de 30 m, diametro
interno de 0,25 mm e espessura de filme de 0,25 ym. O gas de arraste empregado foi
o hélio (99.999%) como fase movel a uma vazdo de 1TmL/min. A injecéo foi feita no
modo splitless, a temperatura do injetor foi de 250 °C, a temperatura da fonte de ions
foi de 230 °C, a temperatura do quadrupolo foi de 150 °C. O programa de temperatura
do forno do GC foi definido inicialmente em 50°C por 1 min e aumentou em 10°C por
minuto até 250°C, finalizando com uma isoterma de 3 min nesta temperatura. No total,
as corridas duraram 24 minutos. Além disso, para otimizag¢ao do processo de extragao,
o GC-MS foi operado em modo scan (m/z 40 a m/z 500). Os compostos organicos
volateis foram extraidos por headspace a 90 °C por 24 minutos e analisados em um
cromatégrafo a gas acoplado a um espectrometro de massas. O tempo de dessorgéo
da fibra de SPME foi de 10 min. O procedimento foi realizado em triplicata, sendo que
0 padrao de n-alcanos(C10-C24) foi injetado nas mesmas condigbes cromatograficas
das amostras.

Para a caracterizacdo dos COV's (compostos volateis) foi utilizado o software
gilent, MSD ChemStation F.01.03.2357 para obtencao de cada pico. Os COVs foram
identificados por meio da comparacéo de seus espectros de massas com os espectros
existentes na literatura Adams (2007), bem como com os espectros do banco de
dados (NIST2014) do equipamento, do NIST Web Book, que também foi usado para

comparacéo dos indices de retencao (IR).

4.5 Cha preto comercial
O cha preto utilizado para o isolamento da cafeina foi adquirido em um

supermercado da cidade de Araguaina, conforme ilustrado na figura 9.
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Figura 9 - Cha preto utilizado para o isolamento da cafeina.

FONTE: Autoria propria (2024).

4.6 Isolamento da cafeina do cha preto

Para o isolamento da cafeina, foram pesados 15g do cha preto em um béquer
de 100 mL. Logo apds, em um Erlenmeyer de 250 mL, foram adicionados 15,0 g de
cha preto, 150 mL de agua deionizada e 7,0 g de carbonato de calcio (CaCO3), onde
esse carbonato vai agir como uma base fraca, neutralizando os compostos fendlicos,
liberando a cafeina para ser extraida pelo solvente organico. A mistura foi aquecida
até a ebulicdo por um periodo de mais ou menos 20 minutos. Apds o aquecimento, o
liquido ainda quente foi submetido a um processo de filtragéo utilizando algoddo como
meio filtrante. Em seguida, o filtrado foi resfriado em banho de gelo, com a temperatura
controlada entre 10 e 15 °C. Logo em seguida, para dar inicio a extragao da cafeina,
utilizou-se cloroférmio como solvente organico (CHCI;). Apds a filtragao, o filtrado foi
resfriado e transferido para um funil de separacao, onde a cafeina foi extraida por
particdo liquido-liquido utilizando trés porgdes de 20 mL de cloroférmio. Logo apods
adicionar cada porg¢éao de solvente organico, o funil foi fechado e agitado suavemente
nas proximidades de uma capela de exaustdo. Em seguida, aguardou-se a separacgao
das fases, e coletou-se a fase organica inferior, rica em cloroférmio, em um frasco

Erlenmeyer de 250 mL, conforme ilustrado na figura 10.
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Figura 10 - Diagrama do isolamento da cafeina do cha preto.
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Fonte: Autoria propria (2024). Usando o software CANVA (2024).

4.7 Preparo da solucao do extrato de cha verde com metanol/ agua para

identificagao da cafeina

O cha verde foi analisado por HPLC-DAD. Inicialmente, preparou-se uma
solugéo estoque com 20 mg de cha verde pesado no béquer 50 mL, utilizando-se uma
balangca analitica. Em seguida, colocaram-se os 20 mg do cha em um vial e
dissolveram-se 500 uL de agua destilada com auxilio de uma micropipeta. Logo em
seguida, adicionou-se mais 500 pyL de metanol, ilustrado na figura 11. Para o preparo
da solucéo trabalho, pipetou-se 250 pyL da solugcédo estoque em um novo vial e logo
apos, adicionou-se 750 pL de metanol com auxilio de uma micropipeta, obtendo-se
uma solugdo de 5 mg/mL Apds isso, utilizou-se um vortex para dissolver melhor a
solucdo, conforme mostrado na figura 12. Apds esse processo, as amostras foram

guardadas e, posteriormente, injetadas e analisadas no HPLC-DAD, figura 12
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Figura 11 - Diagrama do preparo da solugao estoque do cha verde.
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Fonte: autoria propria (2024). Usando o software CANVA (2024).

Figura 12 - Diagrama do preparo da solucao trabalho de cha verde.

250 pL da solucdo %
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Analise por HPLC-DAD

Fonte: Autoria prépria (2024). Usando o software CANVA (2024).

4.8 Preparo da solugao da cafeina isolada do cha preto com metanol/ agua

A cafeina isolada do cha preto foi analisada por HPLC-DAD. Inicialmente foi
preparada uma solugao estoque a partir de 10 mg de cafeina pesada em um béquer
de 50mL, utilizando-se uma balanga analitica. Logo apds, dissolveu-se a cafeina
pesada em um vial. Em seguida, adicionou-se 1 mL de metanol/agua (1:1) através de

uma micropipeta, como ilustrado na figura 13. Para o preparo da solugao trabalho,
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pipetou-se 100 yL da solugao estoque em um novo vial e adicionou-se 900 uL de
metanol/agua (1:1), obtendo uma solucédo de 1 mg/mL. A mistura resultante foi
homogeneizada utilizando um vortex para garantir a completa dissolugdo dos
componentes, como representado na figura 14. Apos isso, a solugao foi injetada no

HPLC-DAD para caracterizagao da cafeina.

Figura 13 - Diagrama do preparo da solugao estoque da cafeina isolada.
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Fonte: Autoria prépria (2024). Usando o software CANVA (2024).

Figura 14 - Diagrama do preparo da solugao trabalho.
100 pL de
= 900 pL de metanol
solugdo
estoque
B

Vortex Solugdo trabalho

Analise por HLC-DAD

Fonte: Autoria propria (2024). Usando o software CANVA (2024).
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4.9 Preparo da solugao do extrato de cha preto com etanol/ agua

Inicialmente, preparou-se uma um extrato hidroalcoolico da solugdo de cha
preto a partir de 6 g de cha preto medidos em um béquer, através de uma balanga
analitica. Logo em seguida, colocaram-se os 6 g das folhas maceradas do cha preto
em um frasco, e logo em seguida foi dissolvido 145 pL de etanol através de uma
proveta de 100 mL, e completou-se com 55 mL de agua. Apods isso, o frasco foi
rotulado e guardado durante um periodo de quinze dias. Apds esse periodo, o extrato
preparado foi filtrado com auxilio de um funil de separacdo no Erlenmeyer e,
consequentemente, distribuidos em pequenos béqueres, como ilustrado na figura 15.
Posteriormente, esses béqueres foram armazenados em um desidratador para

prosseguir com as analises.

Figura 15 — Diagrama do preparo da solugédo do extrato de cha preto

m I H 55 mL de dgua (e
ireto - - /_\
T~ — Y
a | -

Folhas de cha preto
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145 mL de etanol

Desidratador

Fonte: Autoria propria (2024). Usando o software CANVA (2024).

4.9.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos
(HPLC-DAD)

Utilizou-se um cromatoégrafo liquido Shimadzu 20AT, equipado com uma
bomba SPDM20A, um desgaseificador de fase mével DGU-20A5R, uma coluna Shim-
pack VP-ODS C18 com dimensdes de 150 L x 4,6, e um detector de arranjo de diodos

(DAD) no modo varredura de 195 a 780 nm, composto por uma ldampada de tungsténio
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e de deutério (D2W). A fase movel constitui-se por dois solventes, agua deionizada e
metanol grau HPLC 99,9%, com uma vazao de 1,00 mL/min, alternando de 5% a 50%
de B nos primeiros 10 minutos, de 50% a 100% de B entre 10 e 30 minutos, mantendo
a condicdo isocratica até mais ou menos 40 minutos, e retornando de 100% a 5% de

B entre 40 e 45 minutos. O volume de injec¢ao utilizado foi de 30 uL.

4.9.1.2 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os Espectros FTIR-ATR em modo de transmissdo de cada amostra foram
registrados usando um equipamento Espectrometro AGILENT CARY 630 atendendo
a faixa entre 650 cm™ e 4000 cm™ com a resolucédo de 2 cm™ que esta presente no
Labcron Laboratério de Cromatografia da Universidade Federal do norte do Tocantins
(UFNT), no Campus de Araguaina. Os espectros de infravermelho das amostras
foram obtidos por insercdo de cada amostras diretamente na pastilha de Kbr do
aparelho FTIR.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizagao dos compostos organicos volateis

Na Tabela 1, estdo listados os compostos quimicos volateis identificados
através da técnica de microextracdo em fase solida HS-SPME/GC-MS. Foram
analisadas cerca de 3 replicatas da mesma amostra da infusdo do cha, na qual foi
feita uma média entre essas triplicatas, obtendo-se aproximadamente a presenca de
quinze compostos distintos de classes parecidas. Entre os compostos identificados,
destacam-se aqueles pertencentes as classes dos terpenos, alcoois, aldeidos,
cetonas e entre outros compostos. Na figura 17, serdao mostradas algumas estruturas

de alguns compostos identificados do cha verde.
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Tabela 1. Constituintes quimicos das folhas de cha verde identificados por HS-SPME/GCMS.

N° TR Componentes Sl (%)’ IR 2 IR-lit3 % area do pico* Referéncias®
1 6.75 Limoneno 89,1 1033 1024 3,10 ADAMS,2007
2 7.88 Nonanal 87,5 1108 1100 4,73 ADAMS, 2007
3 8.65 Mentona 91,9 1161 1158 1,35 ADAMS,2007
4 8.91 Mentol 88,7 1178 1179 0,78 ADAMS, 2007
5 035 Decanal 88,2 1208 1201 3,86 ADAMS, 2007
6 9.64 (B)-cyclocitral 85,8 1228 1217 0,75 ADAMS, 2007
7 9.91 Pulegona 90,9 1247 1233 1,24 ADAMS, 2007
8 9.97 Carvona 94,6 1252 1253 7,16 TSIRI, 2003

9 10,62 Anetol 95,6 1295 1282 8,73 ADAMS, 2007
10 12.16 Dodecanal 87,3 1415 1408 0,62 ADAMS, 2007
11 12.43 (a)- ionona 91,1 1437 1228 2,26 ADAMS, 2007
12 12,70  Geranil acetona 89,7 1458 1453 1,77 ADAMS, 2007
13 1204 Dodecanol 92,8 1477 1477 3,47 ADAMS, 2007
14 13.17 (B)- lonona 91,1 1495 1487 8,79 ADAMS, 2007
15 1569  Heptadecano 86,1 1711 1711 0,41 ADAMS, 2007

TR= Tempo de retencao; 1= indice de similaridade com base no R. Match; 2 = indice de retencao
experimental; 3 = Indice de retengao da literatura (ADAMS, 2007); 4 = Area percentual estimada pela
normalizagao das areas; 5= Referéncias bibliograficas.

Figura 16 - estruturas quimicas de alguns compostos presentes no cha verde.
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Limoneno Carvona Anetol Mentona

Fonte: Autoria propria (2024).

A formacgao de compostos volateis a partir de chas é totalmente influenciada
por reacdes enzimaticas e nao enzimaticas, que podem ser subdivididas em dois
grupos. O primeiro grupo corresponde a acao de lipases sobre acidos graxos
insaturados das membranas celulares, que podem acabar gerando compostos
indesejaveis. O segundo grupo, ocorre a oxidagcdo de carotenoides catalisada por

enzimas resultantes em compostos com aroma agradavel, como, por exemplo, a 8-
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ionona identificada em nosso trabalho na tabela 1. Sendo assim, a composicéao final
dos compostos volateis é influenciada por fatores como a variedade do cha, as suas
condic¢des de processamento, como também o tempo de armazenamento. Além disso,
0s aminoacidos sédo extremamente importantes para a formagao de aldeidos, que em
sua grande maioria s&o oxidados em acidos graxos (RAVICHANDRAN; PARTHIBAN,
1998, 2000; RAVICHANDRAN, 2002).

Um dos compostos identificados nesta analise foram os terpenos. Os terpenos
fazem parte de uma grande classe de substancias vegetais, sendo os monoterpenos
e sesquiterpenos os mais comuns. Esse composto € basicamente responsavel por
desempenhar uma funcao importantissima em relacédo ao perfil sensorial do cha. Os
terpenos podem estar relacionados a diversas fragrancias, tornando-os amplamente
usados para fazer perfumes e aromatizantes (Bauer, Garbe e Surburg, 2001). De
acordo com (UENOJO et al., 2007), a alta sensibilidade da técnica HS-PME ¢é capaz
de permitir a identificagdo de um alto numero de compostos que fazem parte da classe

dos terpenos.

No seu estudo, LIN et al. (2012), por meio de uma analise quimica,
descreveram que os terpenos presentes no cha Longjing sdo um importante composto
quimico que contribuem para o aroma das plantas. Os autores ainda relataram que o
composto volatil nonanal, identificado em nossas amostras, pode ser denominado
como composto aroma-ativo, que por consequéncia contribui para os odores florais
nas infusdes de cha verde. Além disso, essa substancia é considerada um composto

aromatico-chave, pois € responsavel pela qualidade sensorial do produto.

Os aldeidos foram o outro grupo identificado em alta escala neste trabalho,
como nonanal e decanal. Para Yang et al. (2018), os aldeidos sao originados
basicamente da degradagdo oxidativa térmica de acidos graxos e aminoacidos,
exercendo uma fungdo extremamente importante em relacdo ao odor presente nas
folhas das plantas. O decanal, que se encontra presente neste trabalho, é tipicamente

conhecido como um aromatizante doce encontrado em diversas plantas.

A a-ionona foi encontrada neste trabalho, formada pela oxidacdo dos
carotenoides, podendo ter seu aumento rapidamente durante o periodo de
armazenamento do cha verde. Além disso, a a-ionona apresenta um aroma
amadeirado, similar ao violeta, encontrado constantemente em chas verdes japoneses

(LEE et al., 2013). Os carotenoides apresentam influéncia significativa dos compostos
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volateis do cha, principalmente em aromas de carbonos C9 a C13 uma vez que a a-
ionona é um composto derivado de carotenoides de carbonos C13. O limoneno foi
outro composto organico identificado em nossa analise, esse composto apresenta
aromas de terebintina e limdo, sendo que a propor¢do unica de enantibmeros
presentes nos limonenos é utilizada para identificar um dos chas Longjing (Zhu J,
2021). Além disso, alguns terpenos como o proprio limoneno, apresentam acao
antimicrobiana, sendo bastante usado como material de sintese de produtos
comerciais, como, por exemplo, carvona e mentol, (CARVALHO E FONSECA, 2006).

A carvona foi um monoterpeno que também foi identificado em nossas analises.
Este monoterpeno faz parte do grupo quimico das cetonas ciclicas, possuindo um
carbono assimétrico, sendo seu carbono 4 do anel ligado o isopropenil. Além disso, a
carvona pode ser encontrado de forma maijoritaria em 6leos essenciais de variadas
plantas, (COSTA, et al,2012). Estudos recentes mostram que este monoterpeno age
no sistema nervoso bem como apresenta atividade antibacteriana, acao
anticonvulsionante, citotoxicidade contra células cancerigenas e propriedades
antifungicas, (GONDO, 2012).

Nas paginas subsequentes, serdo exibidos alguns espectros de massas dos
compostos discutidos anteriormente como: limoneno, (a)- ionona e anetol. Bem como,
sera mostrado comparacéo entre os espectros de massas do Banco de dados da
NIST2014 com os espectros de massas experimental do software Data Analysis. Sera
mostrado também um cromatograma de ions totais dos volateis das folhas de cha

verde por HS-SPME/GC-MS, conforme mostrado na figura 17.
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Figura 17 - Cromatograma de ions totais dos volateis das folhas de cha verde por HS-SPME/GC-MS.
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Figura 18 - Espectro de massas da biblioteca do software para o Limoneno.
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Figura 19 - Espectro de massas do Limoneno
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Figura 21 - Espectro de massas do (a)- ionona
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Figura 22 - Espectro de massas da biblioteca do software para o Anetol.
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Figura 23 - Espectro de massas do Anetol.
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5.2 Analise por HPLC-DAD

Os cromatogramas das figuras 24 e 25 foram satisfatérios em caracterizar a
cafeina presente no extrato de cha verde e cafeina isolada do cha preto. As analises

confirmaram a presenga de cafeina no cha verde.

Figura 24 - Cromatograma HPLC da cafeina isolada do cha preto extraido em 254 nm.
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FONTE: Autoria propria (2024).
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Figura 25 - Cromatograma HPLC do extrato de cha verde extraido em 254 nm.
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FONTE: Autoria propria (2024).

Tanto no cromatograma da figura 24, quanto no cromatograma da figura 25, é
possivel observar a eluicdo da cafeina no inicio do perfil cromatografico. E esse
comportamento pode estar atrelado a sua baixa retengcdo na fase estacionaria no
equipamento, uma vez que, a cafeina possui caracteristicas de polaridade
parcialmente alta. Em sistemas cromatograficos que utilizam uma fase estacionaria
apolar, como as colunas de C18, como (HPLC), os compostos com elevada polaridade
apresentam uma menor interagdo com a fase estacionaria. Assim, esses compostos
caracterizados sao eluidos de maneira mais rapida, que por consequéncia levam a
deteccdo da cafeina em posi¢des iniciais do cromatograma, conforme representado

nos cromatogramas das figuras 24 e 25.
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Figura 26 — Espectro UV da cafeina do extrato de cha verde.
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O espectro de absorgao caracteristico da cafeina € mostrado nas figuras 26 e
27. Foi possivel detectar duas bandas, sendo a primeira banda mais acentuada em
268 nm e a segunda em 262. Sendo em 272 nm a absorgao mais utilizada segundo a
literatura (MARIANO, 2018).

Por analise comparativa, dos espectros UV da cafeina das figuras 26 e 27, é
possivel observar que nado houve alteragcdo, apresentando seus picos maximos de
absorgcdo em 262 e 268 nm respectivamente, mostrando similaridades em seus perfis
espectrais. A absor¢cdo de radiacdo eletromagnética na regido do ultravioleta da
cafeina, conforme descrito por Holiday (1930), deve apresentar pico maximo de
absorcao em comprimentos de onda que variam entre 271 nm a 275 nm. Sendo que
esse comportamento é bastante parecido com os espectros UV mostrados nas figuras

26 e 27, onde a cafeina é mais absorvida.
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Figura 27 — Espectro UV da cafeina pura isolada do cha preto.
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Fonte: Autoria propria (2024).

As bandas observadas em de 250 e 272 nm da figura 27 podem estar
correlacionadas com as transigdes eletrénicas dos orbitais preenchidos para niveis
nao ocupados, como "n—c™*", "m—-11*" e "n—>1*" (PAVIA et al., 2015).

Além disso, € importante destacar a presenca de substancias que contém boa
absorgao nos comprimentos de onda analisadas nos espectros de ultravioleta (UV),
principalmente a presenga de cromoéforos, como relatado por Pavia et al (2015, p.
565). Nos espectros de UV analisados, é possivel observar que alguns compostos
foram absolvidos acima de 220 nm (figura 26), podendo estar relacionado com a
presenga de grupos organicos fortes, como carbonilas, duplas conjugadas, aminas e,

provavelmente, compostos fendlicos, como flavondides.
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5.3 Analise por FTIR

A caracterizagao da cafeina isolada, conforme ilustrado na figura 28, teve um
espectro de |V satisfatorio. Sendo que o estiramento na faixa de 2924 cm™ de CH sp?
(destacado pela seta preta) e o estiramento assimétrico forte em 1695 cm™ de C=0

(destacado pela seta preta).

Figura 28 - Espectro IV da cafeina isolada.
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FONTE: Autoria propria (2024).

No pico forte, em 1650 cm™ e 1649 cm™ referem-se a amida a um estiramento
de amida terciaria, compreendendo uma faixa de 1700 cm™ a 1600 cm™. Os picos
localizados em 1695 cm™ e 1692 cm™ de pico intenso, correspondem ao estiramento
do grupo carbonila (C=0). Ja os picos de 1547 cm™ e 1545 cm™, que apresentam
banda fraca, correspondem a uma deformacgao angular da ligacdo C=N. Ja a baixa
intensidade na banda 1500 cm™, pode ser explicada pelas ligagdes C=C, por serem
encontradas em anéis heterociclicos, (AZEVEDO, 2015; LOPES, 2004; PAVIA, 2010;
USP, 2019).

Picos de baixa intensidade, localizados em 1357 cm™, caracterizam-se como
aminas, bem como os picos fracos em 1285 cm™ e 1284 cm™. Em 972 cm™, registra-

se a deformagao angular fora do plano da ligagdo C=C. Enquanto, em 744 cm™ e 742
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cm™ , diz respeito as vibragdes de dobramento fora do plano do grupo C-H. Pequenos
picos na regido de 2977 cm™ estabelecem a vibragdo da ligagao (C-H) e, perto de
2920 cm™, refere-se as vibragdes assimétricas do carbono sp® do grupo metila (CHs;)
(ALENCAR, 2016; AZEVEDO, 2015; LOPES, 2004; PAVIA, 2010; USP, 2019).

Além disso, se compararmos os espectros da cafeina (figura 28) isolada com o
de Alencar (2016) da cafeina monoidratada das (figura 29), é possivel observar que
ambos os espectros sao bem similares, apresentando bandas parecidas e picos em
regides proximas, além da presencga de grupos funcionais. Os picos encontrados e
observados na faixa de 1695 cm-1 e 1692cm1, estdo associados ao estiramento da
carbonila (C=0). A banda de baixa intensidade localizada préxima a 1500 cm™, no
caso 1480 cm™, refere-se as ligagbes C=C presente em compostos organicos ciclicos.
O pico localizado em 2920 cm™, esta associado as vibragdes assimétricas do carbono
sp® do grupo metila (CH3), ALENCAR, 2016, PAVIA, 2010; USP, 2019).

Figura 29 — Espectro de FTIR da cafeina monoidratada.

[ Cafeina |
v f.
@ |
o
= | &
3 HC A o
«8 N
= [|
; LA
c 0" N
e |
k= CH.
1 L 1 . | s I ] 1 ' 1 L) I % 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

FONTE: ALENCAR, (2016)



49

Figura 30 - Espectro IV para o extrato de cha verde (vermelho) e de cha preto (preto).
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Fonte: Autoria propria (2024). Utilizando o software origin.

Ao analisar e comparar ambos os espectros da figura 30, percebe-se um perfil
muito semelhante de ambos os espectros, apresentando picos semelhantes em
regides bastante proximas. Isso € devido ambos os chas serem provenientes da
mesma planta. No entanto, a intensidade de algumas bandas varia em seus
espectros, principalmente na banda do O-H localizada em 3200 e 3600 cm™, onde a
banda do cha preto é mais intensa do que a do cha verde, podendo ser associado ao
processo de oxidacido ser maior no cha preto.

Além disso, esse comportamento pode estar associado ao conteudo dos
compostos presentes em cada cha, que influencia potencialmente na composicao
quimica final, uma vez que o cha preto e o cha verde sdo processados de formas
parcialmente distintas. Nos seus processamentos podem ocasionar a oxidacao de
alguns compostos, bem como a formacédo de novos compostos, alterando o perfil
quimico e espectral.

A vibracédo da ligagdo O-H, representada por um grupo hidroxila, gera uma
banda caracteristica no espectro, geralmente na regido entre 3200 e 3600 cm™ em
ambos os espectros, e isso esta associado a presenca de compostos fendlicos em

ambos os chas. As bandas localizadas em 1650-1750 cm™, podem estar associadas
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a presengca do grupo C=0O (carbonilas) presente em ambos os chas, conforme

ilustrado na figura 27.

6 CONSIDERAGOES FINAIS

O desenvolvimento deste trabalho levou a identificagdo dos compostos volateis
a partir da planta Camellia sinensis, as quais contém diversos compostos que
apresentam atividades antioxidantes, bem como influenciam no odor e cheiro da
planta. Além da identificacdo desses compostos, foi possivel também, caracterizar a
cafeina isolada do cha preto e da cafeina presente no cha verde.

Em relacdo as técnicas utilizadas para caracterizagdo quimica, o HS-
SPME/GC-MS permitiu a identificagdo de diversos compostos volateis, principalmente
0 grupo dos terpendides (monoterpenos e monoterpenos oxigenados), alcano,
alcoois, aldeidos e cetona. O FTIR mostrou resultados promissores em identificar a
presenca de grupos funcionais, bem como a similaridade das bandas dos espectros
em relagdo aos grupos funcionais presentes tanto no extrato de cha verde quanto no
extrato de cha preto. Em relagdo ao HPLC-DAD, esta técnica demonstrou resultados
e parametros parecidos com a da literatura em relagao a caracterizagao, detecgao e
absorgao da cafeina, devido a sua seletividade e alta eficiéncia.

Ademais, esta pesquisa se pautou em métodos simples e baratos em relagao
ao processo de identificacado e caracterizagao dos compostos citados neste trabalho,
sendo que futuramente, a mesma possa ser explorada e utilizada para a caracterizar

e elucidar outros compostos de interesse.
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