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RESUMO

Os teores de miricetina, quercetina e kaempferol foram determinados em uma marca de ban-cha, duas de cha verde e quatro de cha
preto. Analisaram-se trés lotes para cada marca em duplicata por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Quercetina (2,5-3,4 mg/g
folha seca) predominou em todas as amostras, seguida por kaempferol (1,0-2,0 mg/g folha seca), com excecao de uma amostra na
qual kaempferol e miricetina tiveram teores iguais. Houve variacao entre os tipos de chas e mesmo entre marcas do mesmo tipo.
Miricetina (tragos — 1,9 mg/g folha seca) foi o flavonol, que mais variou e que esteve em menor nivel nos chas pretos. Outros chas
muito consumidos no Brasil também foram investigados. A miricetina nao foi encontrada em chas de frutas (maca e morango) e
de ervas (erva doce, camomila, erva cidreira, hortela, boldo, mate e erva mate), enquanto que quercetina foi encontrada em quatro
chas (camomila, boldo, morango e erva mate) e kaempferol, em dois chas (boldo e erva-mate), em concentracoes de 0,4 a 2,5 e
0,4 a 2,6 mg/g de folha seca, respectivamente. Concluiu-se que estes chas sao fontes de flavondis na dieta brasileira, embora com
teores menores que em chas verde e preto.
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SUMMARY
MYCIRETIN, QUERCETIN AND KAEMPTEROL CONTENTS IN TEAS COMMERCIALIZED IN BRAZIL. The myricetin, quercetin

and kaempferol contents of a brand of “ban-cha”, two brands of green tea and four brands of black tea were determined. Three
lots of each brand were analysed in duplicate by high performance liquid chromatography. Quercetin (2.5-3.4 mg/g of dry leaf)
predominated in all samples, followed by kaempferol (1.0-2.0 mg/g of dry leaf), with the exception of one sample, in which kaempferol
and myricetin had the same levels. There was variation between different types of tea and even between brands of the same type of
tea. Myricetin (trace-1.9 mg/g of dry leaf) was the flavonol, that varied the most and was present at lower levels in black tea. Other
teas widely consumed in Brazil were also investigated. Myricetin was not found in teas of fruits (apple and strawberry) and herbs
(anise, camomile, lemon grass, peppermint, boldo, maté, green maté), but quercetin was found in four teas (camomile, boldo,
strawberry, green maté) and kaempferol, in two teas (boldo, green maté) at concentrations of 0.4 to 2.5 mg/g and 0.4 to 2.6 mg/g
of dry leaf, respectively. It is concluded that these teas are sources of flavonols in the Brazilian diet, although at levels lower than

those of green and black tea.
Keywords: flavonols, tea, HPLC analysis.

1 - INTRODUCAO

Flavonéides sao polifenéis que ocorrem naturalmente
em alimentos de origem vegetal e sao comuns em dietas
de todo o mundo. Sao metabdlitos secundarios de plantas
e podem ser subdivididos em seis classes: flavonas, flava-
nonas, isoflavonas, flavonéis, flavanéis e antocianinas [1,
8]. O que diferencia os flavonéis dos demais flavonoéides ¢
a presenca do grupo hidroxilico (na posicao 3) e do grupo
carbonilico (na posicao 4) no anel C (Figura 1). Os flavonéis
ocorrem em alimentos geralmente como O-glicosideos, com
mono, di ou trissacarideos ligados em sua maioria, na posi-
cao 3, e em alguns casos, na posicao 7. Os glicosideos mais
encontrados sao glicose, galactose, ramnose e frutose.

O ch4, uma das bebidas mais consumidas no mundo,
€ uma das fontes mais ricas em flavonéides. Produzidos a
partir de folhas de Camellia sinensis, os chas verde e preto
sdo largamente consumidos em paises orientais e ocidentais,
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respectivamente. O ché verde € constituido de folhas secas
colhidas de diferentes partes da planta, o que determina
os varios tipos de chas disponiveis. Ja o cha preto passa
por diversas etapas de processamento, dentre elas a de
“fermentacao”, que consiste, na verdade, de uma oxidacao
enzimatica dos flavandis a teaflavinas, que constituem um
grupo caracteristico deste tipo de cha.

No Brasil, o cha mate é a infusao mais consumida
[11], especialmente na Regido Sul do Pais, mas outros chas
também sao comercializados, como os de frutas (maca e
morango) e de ervas (erva doce, erva cidreira, camomila,
hortela, boldo). Muitos dos chas de ervas sdo consumidos
para fins medicinais segundo a sabedoria popular. Em
alguns Estados brasileiros, a erva-mate € bastante consu-
mida como chimarrao ou tereré, diferindo pela forma de
preparo, como a temperatura da agua de infuséao.

Acredita-se que os flavonoides presentes em chés fazem
deles alimentos funcionais. No entanto, os estudos sobre
o potencial efeito benéfico dos flavondides para a saude
humana sao ainda inconsistentes ou insuficientes, apesar
da intensa investigacao sobre este assunto discutida em
numerosos artigos de revisao [2-5, 7, 9, 10, 13, 15, 16,
18, 20, 21]. Embora muitos dos trabalhos envolvessem
os chas verde e preto e nao substancias especificas, os
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FIGURA 1 - Estrutura basica de flavondides e de flavondis agli-
conas presentes em chas

efeitos benéficos sao geralmente atribuidos as catequinas
e teaflavinas. Além das catequinas e teaflavinas, os chas
também contém flavondis como miricetina, quercetina e
kaempferol.

Para a continuacao dos estudos, é imprescindivel a
disponibilidade de dados confidveis sobre os teores destes
flavonéides em chas. No presente trabalho, os flavonéis
miricetina, quercetina e kaempferol foram quantifica-
dos, na forma de agliconas, em chas comercializados no
Brasil, dentre eles, chas verde, preto, mate, de frutas e
de outras ervas. A determinacao na forma de agliconas
simplifica a analise.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Amostras

Foram compradas no mercado local (Campinas, SP)
diversas marcas de chas, sendo: verde (Camellia sinensis),
trés marcas; preto (Camellia sinensis), quatro marcas;
erva doce (Pimpinella anisum L.), uma marca; camomila
(Matricaria chamomilla L.), trés marcas; erva cidreira
(Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.), uma marca; hortela
(Mentha piperita L.), uma marca; boldo (Peumus boldus),
trés marcas; morango (Fragaria vesca L.), uma marca;
maca (Malus domestica), uma marca; mate (Ilex paragua-
riensis), uma marca; e erva mate (Ilex paraguariensis), trés
marcas. O produto “Ban-cha” é um chéa verde constituido
de folhas mais velhas e rasteiras das plantas de Camellia
sinensis. O chéa verde propriamente dito é feito de folhas
mais novas e tenras. A diferenca da matéria-prima reflete
no sabor, cor e, possivelmente, nos teores de flavonoéides.
De todos os produtos analisados, apenas uma marca de
cha verde e uma de camomila tém matéria-prima impor-
tada (Alemanha e Argentina, respectivamente), ambas as
marcas sendo embaladas no Brasil. As embalagens varia-

ram de 9 a 1.000 g; a diferenca deve-se ao fato de que as
ervas mate, o ban-cha e uma das marcas de cha verde que
foram comercializadas a granel. As demais marcas foram
adquiridas em sachés. Para cada marca, trés lotes foram
analisados em duplicatas.

2.2 - Padroes e reagentes

Os padroées de quercetina, miricetina e kaempferol uti-
lizados neste estudo foram adquiridos da Sigma Chemical
Co. (St. Louis, EUA). Solugoes-estoque foram preparadas
com metanol, em concentracoes em torno de 1 mg/mL,
armazenadas a -20°C por no maximo dois meses. Para a
preparacao de solucdes-trabalho, pequenos volumes de
solugao-estoque tiveram o metanol evaporado por fluxo de
nitrogénio e os flavonéis redissolvidos em solucao aquosa
de metanol 50% v/v. Em testes preliminares, os padroes
injetados em metanol puro apresentaram caudas. Por outro
lado, os padroées dissolvidos em dgua pura apresentaram
baixa estabilidade. Por isso, os padroes foram estocados em
metanol e a substituicao por metanol aquoso foi realizada
imediatamente antes da injec¢ao.

Metanol, HCI e acido férmico, todos de grau analitico,
foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha), e o
butil-hidroxianisol, da Sigma Chemical Co. (St. Louis, EUA).
O metanol grau CLAE (cromatografia liquida de alta efici-
éncia) foi adquirido da Mallinckrodt (Kentucky, EUA).

2.3 - Preparacao de amostras e hidrolise

As folhas do mesmo lote foram misturadas e pesadas.
Para manter a presenca da embalagem durante a extracao
mesmo depois de pesadas, as folhas foram reembaladas
em sachés cedidos pela Der Teeladen (Sao Paulo, SP)
e fechadas por termossoldagem de uma fita de polietileno
de baixa densidade. Os novos sachés, assim como as folhas
preparadas a granel, com peso de 5 g, foram colocados em
500 mL de agua destilada fervente e deixados por 5 min
[6], com ligeiras agitacoes no inicio, meio e final do peri-
odo. Em seguida, a infusao foi filtrada a vacuo em papel
de filtro no caso de folhas a granel, ou o saché removido
da infusao, sendo entao resfriadas a temperatura ambien-
te. O volume foi elevado a 500 mL com agua destilada.
A fim de melhor padronizar a extragao, ao final do tempo
de infusao, as embalagens foram retiradas e imersas em
aproximadamente 85 mL de agua e agitadas, sendo esta
agua posteriormente utilizada para completar o volume de
500 mL para o qual foram elevados os extratos. O mesmo
foi realizado com as amostras filtradas.

Para a hidrélise dos flavondis [6], 15 mL destes extratos
foram adicionados de 40mL de metanol aquoso 62,5% (com
2 g/L butil-hidroxianisol) e, a esta mistura, 10 mL HCl 6M.
A hidrdélise procedeu em banho com refluxo a 90°C por 2
h. Apés este periodo, o extrato foi resfriado em banho de
gelo e elevou-se o volume com metanol em balao de 100
mL. Aproximadamente 2 mL do hidrolisado foi filtrado em
filtro de politetrafluoretileno 0,22 um hidrofébico (Millipore,
EUA) para posterior injecao.
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FIGURA 2 - Sobreposicao de espectros de absorcao de padroes
(----- ) e de amostras (
e kaempferol (C) obtidos pelo detector de arranjo de diodos

) de miricetina (A), quercetina (B)

2.4 - Cromatografia

A determinacao dos flavonéis foi realizada por
CLAE. As separacoes cromatograficas foram realiza-
das em coluna de fase reversa Novapak C , (3,9 mm x
150 mm, 4 um) (Waters, Milford, MA). O equipamento foi
um cromatégrafo liquido Waters, constituido de bomba
quaternaria modelo 600, detector de arranjo de diodos
modelo 996, injetor manual Rheodyne, controlado pelo
software Millennium 32.

A eluicao em gradiente teve como fase movel solvente
A, dgua/acido férmico (99,7:0,3, v/v) e solvente B, metanol/
acido férmico (99,7:0,3, v/v). A programacao foi a seguinte:
de 70 a 50%A em 10 min e de 50 a 30%A em 20 min,
sempre em gradiente linear. A vazao foi de 1,0 mL/min. O
volume de amostra injetado foi de 20 uL. A identificacao
dos componentes baseou-se nos espectros obtidos entre
210 e 600 nm pelo detector de arranjo de diodos (Figu-
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ra 2), nos tempos de retencao, comparados com os dos
padroées injetados diariamente, e co-cromatografia com
os padroes.

Os flavondis foram quantificados a 370 nm por padroni-
zacao externa. Os valores obtidos em mg/L de infusao foram
transformados também em mg/g de folha seca, considerando
os 5 g de folha utilizados para a preparacao da infusao.

2.5 - Curva padrao

Curvas padrao com cinco pontos foram construi-
das para quantificacao dos flavonéis em concentracoes
baseadas nas estimativas dos seus teores nos chas. De
uma solucao-mae em metanol, contendo uma mistura
dos padrdes em proporcao relativa semelhante a das
amostras, volumes de 1, 2, 3, 4 ¢ 5 mL foram retirados
para balées de 5 mL. O solvente foi evaporado, os flavo-
nois redissolvidos em metanol aquoso 50% e o volume
elevado a 5 mL. Cada solucao constituiu um ponto, o
qual foi injetado em triplicata.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Caracteristicas da curva padrao

As curvas padrao passaram pela origem e apresen-
taram-se lineares nas faixas de concentracao que abran-
geram as amostras. A Tabela 1 mostra os dados obtidos
de cada curva.

Os coeficientes de correlacao foram bons para quercetina
e kaempferol, ambos maiores que 0,99. Para miricetina,
este coeficiente foi mais baixo. Isto ocorreu porque sua
concentracao foi bem menor que as dos outros flavondis.
Os coeficientes de variacao entre as triplicatas de cada
ponto foram, em média, de 1,7 a 2,5, com a miricetina
apresentando a maior variacdo também pela sua concen-
tracao bem menor.

TABELA 1 - Propriedades das curvas padrao de flavonoéis

Faixa de - Coeficiente de
= Coeficiente de s
Flavonol concentracao correlacio variagao entre
(ng/mL) ¢ triplicatas (%)*
Miricetina 1,8-9,1 0,9885 2,5
Quercetina 11,4-56,8 0,9944 1,7
Kaempferol 8,9-44,4 0,9972 1,8

“Médias de 15 valores

3.2 - Repetitividade

Para avaliar a precisdo intralaboratorial do método como
um todo, foram realizados testes de repetitividade com as
amostras de chas verde e preto. Duplicatas de uma mesma
embalagem foram analisadas para cada marca de produto.
Os coeficientes de variacao (CV) entre duplicatas de chas
verdes foram os seguintes: miricetina, 3,0%; quercetina,
4,1%; kaempferol, 1,9% (médias de seis amostras).

Em chas pretos, os CVs foram: miricetina, 3,3% (média
de quatro amostras); quercetina, 4,4%; kaempferol, de
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FIGURA 3 - Cromatogramas de amostras de chas: (a) verde e (b)
preto. Condig6es cromatograficas: 70 a 50%A em 10 min e de
50 a 30%A em 20 min, sendo A: H20/4cido férmico (99,7:0,3,
v/v) e B: MeOH/acido férmico (99,7:0,3, v/v), razao 1,0 mL/min.
Picos: miricetina (1), quercetina (2) e kaempferol (3).

2,5% (médias de oito amostras para quercetina e kaem-
pferol). Duas marcas de cha preto continham miricetina
em quantidades menores que 0,5 mg/g de folha seca, o
que resultou em CV de 20%. Deste resultado, observou-se
que para a miricetina nestas amostras, o limite de quan-
tificacdo foi em torno de 0,5 mg/g de folhas, equivalente
a injecao de 15 mg de miricetina.

TABELA 2 - Teores de flavonéis em chas verde e preto*

3.3 - Teores de flavonéis em chas verde e preto

A Figura 3 mostra cromatogramas tipicos de flavondis em
chas verde e preto. A Tabela 2 apresenta os teores de flavonéis
em chas verde e preto comercializados em Campinas (SP).
Em todas as amostras, a quercetina predominou, seguida por
kaempferol, com excecao de uma amostra, na qual o teor de
kaempferol e quercetina foram iguais. Observou-se variacao
dos flavondis entre os tipos de chas e mesmo entre marcas
do mesmo tipo. A miricetina foi o componente com teores
mais variados. Enquanto em chas pretos sua concentracao
variou entre tracos e 0,7 mg/g de folha seca, em chas verdes
variou entre 0,7 € 1,9 mg/g de folha seca.

A quantidade menor em chas pretos pode ser de-
corrente do processamento. As amostras de ban-cha e
cha verde marca A eram do mesmo fabricante. Os teores
menores encontrados no ban-cha reforcam a idéia de
que as folhas mais tenras, que constituem o cha verde,
apresentam melhor qualidade nao apenas sensorial,
mas também quanto a presenca de flavonéides. Outra
caracteristica era a falta de homogeneidade na amostra
de ban-cha, que além de folhas mais velhas, tinha grande
presenca de galhos, diferenciando-se do cha verde, onde
havia apenas folhas.

Miricetina Quercetina Kaempferol
Amostra Marca** - - " = - =
mg/g folha seca mg/L infusdo mg/g folha seca mg/L infusdo mg/g folha seca mg/L infusdo

Ban-cha A 1,1£0,1 1,6+0,1 2,510,1 3,840,2 1,0+0,1 1,5+0,1

i A 1,940,1 2,8+0,1 3,440,1 5,2+0,1 1,9+0,1 2,840,1
Cha verde

B 0,7+0,1 1,0+0,1 2,540,1 3,740,1 1,1+0,1 1,60,1

B 0,7+0,1 1,1+0,1 3,240,2 4,8+0,3 2,0£0,1 3,0£0,2

| C trago*** traco 3,1+0,2 4,7+0,3 1,6£0,1 2,4+0,1
Cha preto

D traco traco 2,740,5 4,0+0,7 2,0+0,1 3,0+0,2

E 0,5+0,2 0,740,2 3,240,1 4,740,2 1,8+0,2 2,740,3

*Médias e desvios padrao de trés lotes diferentes analisados em duplicatas

**Marcas com a mesma letra foram fabricadas pela mesma empresa

***Aproximadamente 0,3 mg/g de folha, o limite de quantificacao do método foi de 0,5 mg/g folha seca

A matéria-prima do cha verde marca B foi importada da Alemanha, sendo as demais amostras de producao brasileira. Ban-cha e chd verde marca A estavam a granel, e as demais

amostras, em sachés.

Tabela 3 — Teores de flavondis em chas comercializados no Brasil

Concentragao (mg/g folha seca)*

Amostras — -
Marca** Miricetina Quercetina Kaempferol

Erva doce Foeniculum vulgare A nd*** nd nd
Camomila Matricaria chamomilla A nd 0,9+0,1 nd

B nd 0,7+0,1 nd

C nd 0,610,1 nd
Erva cidreira Cymbopogon citratus A nd nd nd
Hortela Mentha piperita A nd nd nd
Boldo Peumus boldus B nd 1,6+0,3 2,5+0,5

C nd 2,0+0,1 2,0+0,2

D nd 2,0+0,1 2,6+0,3
Morango Fragaria vesca C nd 0,4+0,1 nd
Maca Pyrus malus A nd nd nd
Mate llex paraguariensis B nd nd nd
Erva mate llex paraguariensis E nd 2,5+0,1 0,440,1

F nd 2,0£0,3 0,310,1

G nd 3,310,3 0,6+0,1

*Média e desvio padrao de 3 lotes diferentes **Marcas com a mesma letra foram fabricados pela mesma firma

***Nao detectado, limite de deteccao = 0,1 mg/g

A matéria-prima para a camomila marca A foi importada da Argentina. Com excecao da erva-mate, que estava a granel, as demais amostras estavam em sachés.
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TOYODA et al. [17] quantificaram os mesmos flavonoéis
em diversos tipos de chas, encontrando, para cha verde
teores em mg/g de folha seca de 1,3 para miricetina, 1,6
para quercetina e 1,5 para kaempferol. Com excecao de
quercetina, para o qual os teores relatados sao superiores
ao presente estudo (2,5 a 3,4mg/g folha seca), os valores
para miricetina e kaempferol sao concordantes. WANG
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FIGURA 4 - Cromatogramas de amostras de chas: (a) camomila,
(b) boldo, (c) morango e (d) erva mate. Condicoes cromato-
graficas: 70 a 50%A em 10 min e de 50 a 30%A em 20 min,
sendo A: H20/acido férmico (99,7:0,3, v/v) e B: MeOH/acido
férmico (99,7:0,3, v/v), vazao 1,0 mL/min. Picos: quercetina
(1) e kaempferol (2)
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e HELLIWELL [19] encontraram, em mg/g de folha seca,
0,8a 1,6 e0,2a0,5de miricetina, 1,8 a 4,0 e 1,0 a 3,0
de quercetina e 1,6 a 3,3 e 1,7 a 2,3 de kaempferol em
quatro tipos de cha verde e dois tipos de cha preto, res-
pectivamente, valores também semelhantes aos obtidos
no presente trabalho. J& MATTILA et al. [14] relataram
niveis bem mais baixos.

No trabalho de HERTOG et al. [6], em diferentes
marcas de chas pretos, os teores, em mg/L de extrato,
variaram entre 1,7 e 5,2 para miricetina, 10 e 25 para
quercetina e 6 e 17 para kaempferol. Estes valores sao
superiores aos obtidos no presente trabalho. Em chas
verdes, as faixas foram de 5,2 a 12, 14 a 23 e 9 a 15
mg/L de extrato para miricetina, quercetina e kaem-
pferol, respectivamente, teores também maiores que
os encontrados nos chas verdes disponiveis no Brasil.
Ja os conteudos de quercetina e de kaempferol em cha
preto analisado por KARAKAYA e EL [12] sao muito
menores aos encontrados nas amostras brasileiras (35
e 110 ug/L, respectivamente). Foram utilizados 5 g de
folha seca para 250 mL de agua fervente por 10 min no
trabalho de KARAKAYA e EL [12], em comparag¢ao com
5 g por 500 mL de agua fervente por 5 min do presente
trabalho e de HERTOG et al. [6].

3.4 - Estudo de flavonodis em outros chas

Como ja ressaltado, o consumo de chas tradicionalmente
consumidos e estudados na Asia e Europa (verde e preto,
respectivamente) nao € expressivo no Brasil. A posicao
destacada do cha mate € indiscutivel, sendo outros tipos de
chés, como de frutas e de ervas, merecedores de atencao.
Para se conhecer a composicao destes chas em termos de
flavonéis, aplicou-se a mesma metodologia usada para chas
verde e preto. Os resultados obtidos estao apresentados
na Tabela 3, e a Figura 4 mostra os cromatogramas dos
chés nos quais foram encontrados flavonéis.

Nas folhas de camomila analisadas foi encontrada
quantidade razoavel de quercetina, embora cerca de trés
vezes menor que os teores presentes em chés verde e preto.
Em boldo, observou-se quantidade um pouco superior de
quercetina, muito embora o que chama a atencao € o teor
de kaempferol, que foi maior, dentre os chas analisados
neste trabalho. Em morango desidratado para infusao, para
o qual foi analisada apenas a tinica marca encontrada no
mercado, a quercetina foi o tinico flavonol presente e em
quantidade bem reduzida.

Por fim, na erva mate, a quercetina teve valor com-
paravel ao dos chas verde e preto, embora o kaempferol
esteja em baixos teores. Curiosamente, nenhum flavonol foi
encontrado no chi mate, apesar deste ser proveniente de
mesma fonte que a erva mate. Uma explicacio possivel seria
o efeito do processamento sobre cada um dos produtos,
atribuindo-lhes caracteristicas distintas. A torragem das
folhas para obtencao do cha mate poderia ter degradado
os flavondis.
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4 - CONCLUSOES

Os teores de flavonéis miricetina, quercetina e kaem-
pferol encontrados em chas verde e preto comercializados
no Brasil sdo comparaveis aos resultados encontrados na
literatura. Miricetina nao foi encontrada nos chas de frutas,
de flores e de ervas consumidos no Brasil, enquanto que
a quercetina foi observada em quatro (camomila, boldo,
morango e erva mate) em uma faixa menor que a de chas
verde e preto, com excecao da erva mate, que estava com
valores semelhantes. Duas amostras (boldo e erva mate)
apresentaram kaempferol, no boldo em concentragao igual
ou maior que as de chas verde e preto. Desta constatacao,
conclui-se que estes chas sao fontes de flavonéis na dieta
brasileira, embora com teores menos significativos que em
chas verde e preto.
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