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RESUMO: Tinturas preparadas com as folhas de Camellia sinensis (cha verde), foram
caracterizadas visando a obtencao de extratos enriquecidos em polifendis. As tinturas foram
obtidas por meio de maceragao estatica da droga pulverizada, com diferentes misturas de 60,
70, 80 e 94,5% de etanol em agua. Em seguida foram filtradas e, apds 8 dias de extragao,
realizaram-se as analises: organoléptica, pH, densidade, determinagéo do residuo seco, perfil
cromatografico por camada delgada, e teor de polifendis. Os resultados demonstraram que
o solvente (mistura hidroalcodlica a 60 ou 70%) extraiu a maior quantidade de constituintes
quimicos do cha verde; também foi 0 mais seletivo ao extrair, especificamente os polifendis.
Estes dados sugerem que a utilizagao de alcool etilico a 60 ou 70% conduz a obtencao de
tinturas mais ricas em polifendis, a partir das folhas do cha verde (C. sinensis).

Palavras-chave: planta medicinal, green tea, polifendis, extratos vegetais, controle de qualidade.

ABSTRACT: Preparation and characterization of Theaceae green tea [Camellia sinensis
(L.) O. Kuntze] leaf tinctures. In this work, we prepared and characterized Camellia sinensis
leaf tinctures aiming to obtain a polyphenol-enriched extract. The tinctures were prepared
through the static maceration process of the powdered drug, at different mixtures 60, 70, 80 and
94.5% of ethanol in water. The tinctures were filtered, and after 8 days of extraction, submitted
to organoleptic analysis, determination of pH, density analysis, dry residue analysis, thin layer
chromatographic profile and polyphenol percentage analysis. The results showed that the 60
or 70% alcohol-water mixture has the best extraction of the constituents of green tea and it
was more selective to extract, specifically, the polyphenols of the plant. These data suggest
the use of 60 or 70% ethanol to carry out polyphenol-enriched tinctures from green tea leaves
(C. sinensis).

Keywords: medicinal plant, green tea, polyphenols, vegetable extracts, quality control.

INTRODUGAO

A fitoterapia como pratica complementar é
um fendmeno social no mundo atual, caracterizado
pelas inter-relagdes bioldgicas, sociais, culturais e
econdmicas (Abifisa, 2007).

Camelia sinensis (L.) O. Kuntze é arbusto
da familia Theaceae conhecida popularmente
por cha verde, cha-da-india, bancha ou “green
tea”. As folhas possuem compostos polifendlicos
(Liang et al., 2001). As catequinas correspondem
a, aproximadamente, 26,7% dos compostos
presentes no cha verde, e, dentre estas, 11% séo
galato-3-epigalocatequina, 10% epigalocatequina,
2% galato-3-epicatequina, 2,5% epicatequina,
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e 15% polifendis néo identificados (Schimtz et
al., 2005). Os principais compostos quimicos
terapéuticos do material vegetal C. sinensis, séo
potentes antioxidantes de radicais livres, quelantes
de metais e inibidores da lipoperoxidagéo (Fiorini
et al., 2005, Kalra et al., 2005), anti-inflamatoérios
(Nag-Chaudhuri et al., 2005); antimicrobianos (Yam
et al., 1997; Turchetti et al., 2005), inibidores da
enzima conversora de angiotensina (Barbosa-Filho
etal., 2006), auxiliam na prevengao da osteoporose
(Das et al., 2004) e podem contribuir na prevengao
de cancer (Halder et al., 2005; Senger, Schwanke
e Gottlieb, 2010). As catequinas, em particular,
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desempenham papel importante no controle do
tecido adiposo, principalmente pela regulagéo que
a galato-3-epigalocatequina exerce sobre algumas
enzimas relacionadas ao anabolismo e catabolismo
lipidico (Senger, Schwanke e Gottlieb, 2010). O cha
verde também ¢é usado na industria de bebidas,
sendo, portanto, necessaria a caracterizagao
farmacognostica (Duarte & Menarin, 2006).

Embora seja uma matéria-prima muito
utilizada atualmente, a Farmacopeia Brasileira
(2010) nao contém monografia sobre esta planta e,
na Farmacopeia Americana (USP 36, 2013), ha a
monografia do extrato descafeinado de cha verde,
com quantificacao de polifendis calculados como
galato de (-)-epigalocatequina por cromatografia
liquida de alta eficiéncia.

Alguns trabalhos citados na literatura tém
investigado as condi¢des de extragao dos principios
ativos presentes em algumas plantas medicinais,
tais como: o cha-de-bugre (Saito & Oliveira, 1986);
o hipérico, a castanha-da-india, o cardo mariano, o
agafrao, e o timo (Benthin et al., 1999); o ginseng
americano (Fang et al., 2000); o barbatimao
(Ardisson et al., 2002); o confrei (Toledo et al.,
2003); o alcaguz (Ong & Len, 2003); a pariparoba
(Noriega et al., 2005); a arnica (Maciel et al., 2006);
e a copaiba (Costa-Machado et al., 2013). As
condicdes e a cinética de extragao variam conforme
o material vegetal e o marcador farmacolégico a ser
extraido (Ong, 2004; Liao et al., 2008; Pompeu et
al., 2009). Existe investigacdo sobre o cha verde
com foco na interagdo da cafeina, polifendis, e
calcio, em extragao sob infusdo (Couzinet-Mossion
et al., 2010).

Mediante o exposto, deve-se destacar a
importancia de se preparar corretamente os extratos
vegetais a serem incorporados em formulagdes
farmacéuticas visando a eficiéncia do fitoterapico.
O objetivo deste trabalho foi investigar formas de
obtencao de tintura de chéa verde (C. sinensis)
com fins de otimizar a extragdo dos marcadores
farmacolégicos polifendlicos.

MATERIAL E METODO

Material botanico
Folhas de Camellia sinensis na forma de
p6 foram adquiridas da distribuidora Santos Flora
Comércio de Ervase, lote n°® BANC 05/02 — Brasil,
com data da fabricagdo em 10/2005 e validade até
10/2008.

Obtencao das tinturas
As tinturas de cha verde foram preparadas
na proporgao de 20% (p/v), pelo método de
maceracgao, realizada a temperatura de 25°C,
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utilizando solugdes hidroalcodlicas como veiculo
extrator a 60, 70, 80 ou 94,5%; realizando 3
agitagbes ao dia, durante 8 dias. Apds este periodo
foram realizadas as filtragbes em papel de filtro e
o volume inicial das tinturas foi completado com o
respectivo liquido extrator.

Caracterizagdo organoléptica e fisico-
quimica das tinturas

Foram observados aspectos relacionados a
cor e odor. Adensidade foi determinada pelo método
do picnémetro, a temperatura de 29°C.

Na medicao do pH foi utilizado pH metro
(Tecnal). O residuo seco foi determinado a partir
de 10 mL de cada tintura, seguido de evaporagéo
do solvente a 40°C em capsulas de porcelana e
dessecacao em estufa a 110°C por 60 minutos.

Na quantificagéo de polifendis presentes no
p6 da planta e nas tinturas de cha verde empregou-
se a metodologia de Hargerman & Butler para o
doseamento de fendis totais, descrito por Waterman
& Mole (1994) e Prado et al. (2005). Pesou-se 1
grama da droga pulverizada em baldo de fundo
redondo de 250 mL e foram adicionados 150 mL de
agua destilada. Esta mistura foi aquecida em banho-
maria a 80°C por 30 minutos e resfriada em agua
corrente, completando o volume com agua destilada
até 250 mL. Filtrou-se a mistura em papel de filtro
descartando os primeiros 50 mL do filtrado. Foram
transferidos para tubo de ensaio, 2 mL de solu¢do de
lauril sulfato de sodio (LSS) 1%/trietanolamina 5%, 1
mL de solu¢do cromogénica de FeCl, 0,16% e 1 mL
da amostra. Apos repouso de 15 minutos, foi feita a
leitura da absorbancia em 510 nm. Em outro tubo de
ensaio foi feito o controle (branco), contendo 2 mL
de solugao de LSS 1%/trietanolamina 5% e 1 mL de
solucdo de FeCl,0,16% e 1 mL de agua destilada.
Em seguida, foi feita a determinagado de polifendis
nas tinturas obtidas ajustando-se o volume a ser
utilizado na analise (0,1 mL de cada tintura). Como
substancia de referéncia utilizou-se acido tanico
na concentragdo de 1 mg.mL-. Foram retiradas
aliquotas de 25, 50, 100, 150 e 200 pL. Completou-
se 0 volume para 4 mL. O calculo da concentragéo
de polifendis das tinturas foi feito apos a regresséo
linear dos dados obtidos com a curva de calibragao.
Obteve-se a equagao da reta e, a partir desta, foi
calculada a porcentagem (%) de polifendis em cada
tintura pela equacgao:

% polifenol (m/v) = concentracdo (mg.mL-")
x 10¢/m

O procedimento foi realizado em triplicata.
Na determinacédo do perfil cromatografico por
cromatografia em camada delgada (CCD), foi
pesado 1g da droga moida, acrescentado 5 mL
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de metanol e colocado sob refluxo por 10 min em
banho-maria. Esta mistura foi filirada e concentrada
até cerca de 0,5 mL em banho-maria. Foi utilizada
cromatoplaca de silica-gel GF,,,, com espessura de
250 ym, como fase estacionaria. A fase mével foi
uma mistura de acetato de etila:acido férmico:acido
acético glacial:agua (67,57:7,43:7,43:17,57). Foram
aplicados 20 uL das tinturas obtidas, individualmente,
em cromatoplacas de 10 cm de comprimento e, apos
eluicdo, as mesmas foram expostas a nebulizagéo
de NP (solugao de difenilborato de aminoetanol R a
1% m/v metanol R) e observadas em comprimentos
de onda de 254 e 365 nm (Santana et al., 2007).
Mediu-se o Rf das bandas, que consiste na razdo
entre a distancia percorrida pela amostra e a
distancia percorrida pela fase movel.

RESULTADO E DISCUSSAO

Caracteristicas organolépticas e fisico-
quimicas das tinturas obtidas
Os caracteres organolépticos das tinturas
foram muito semelhantes, apresentando coloragao
verde escura e odor suave. A tintura de graduacéao
alcodlica 94,5% apresentou coloragado mais escura,
possivelmente pela maior extracao de clorofila.
Das quatro tinturas obtidas foi verificado
que, dentre as caracteristicas fisico-quimicas, os
valores de densidade e residuo seco da tintura
preparada com solucédo hidroalcodlica a 60%
foram maiores que as demais. Valores maiores de
residuo seco indicam que este solvente foi capaz de
extrair maior quantidade de substéancias da planta,
enquanto que as diferengas dos valores encontrados
para a densidade pode ser reflexo das diferentes
concentragbes de agua nas tinturas obtidas. Os
valores de pH nao sofreram muita alteragéo (Tabela
1). O valor do pH do alcool etilico puro foide 6,12 e 0
valor de pH 5,7 na tintura a 60% pode ser explicada
pela extragéo de polifendis, que apresentam carater

acido.

Dentre as tinturas obtidas foi verificado que
em relacdo ao teor de polifendis também ocorreu
variagdo, sendo as tinturas a 60 e 70% as que
apresentaram maiores teores de polifendis, portanto,
mais enriquecidas em relagéo aos principios ativos
fenolicos. Pode-se observar que a medida que
aumentou a concentragao de etanol, diminuiu a
concentracao de polifendis (Tabela 1).

Nao foi aplicado teste estatistico entre as
diferentes tinturas, uma vez que foi realizada somente
a analise qualitativa dos dados apds a quantificacao
dos mesmos. Nosso objetivo foi somente mostrar
que, de acordo com o liquido extrator usado no
preparo da tintura, as caracteristicas fisico-quimicas
foram diferentes e assim chamar a atenc¢ao de que,
para cada planta medicinal, deve-se investigar o
melhor liquido extrator. Toledo et al. (2003) e Maciel
etal. (2006) investigaram para Symphytum officinale
e Lychnophora, respectivamente, as caracteristicas
fisico-quimicas de extratos de forma semelhante as
realizadas nesse trabalho.

Aamostra de p6 de cha verde utilizada para
preparar as tinturas apresentou 25,2% de polifendis.
Esse valor, maior do que nas tinturas, indica que o
processo de maceragao nao extrai completamente
os principios ativos da planta, conforme descreve
Sharapin (2000). Deve-se destacar que o objetivo
desse trabalho foi empregar a maceragéao, por ser
um método simples, de baixo custo e muito usado
na produgao de tinturas e ndo investigar diferentes
métodos de extragéao.

De acordo com os resultados obtidos na
curva de calibragao obteve-se a equagao da reta:
y = 25,8x - 0,034, a partir da qual foi determinada
a porcentagem de polifendis em cada tintura. O
coeficiente de correlagéo foi R2=0,990.

A seletividade destes quatro sistemas de
solventes em extrair especificamente os polifendis
do cha verde foi calculada a partir do calculo
da razao entre os teores de polifendis e dos

TABELA 1. Caracteristicas fisico-quimicas das tinturas de cha verde (médiastEPM).

DENSIDADE . POLIFENOIS
TINTURA RESIDUO SECO (%)
(g9.mL~) (% m/v)

Tintura - EtOH 60% 0,9049 + 0,002 5,67+0,01 0,944 0,05
16,83 +0,06

Tintura - EtOH  70% 0,8755 + 0,003 5,73+0,03 0,923 +0,03
16,34 +0,04

Tintura - EtOH 80% 0,8511 + 0,003 5,74+0,03 0,912 +0,03
14,34 +0,04

Tintura - EtOH 94,5% 0,8190 +0,002 5,76+0,02 0,904+ 0,01
11,78 +0,03

EtOH = etanol
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residuos secos obtidos para cada tintura (indice
de seletividade) (Ardisson et al., 2002). Pode-se
observar que, para as tinturas obtidas com alcool
etilico a 60 ou 70 %, houve a extragdo de maior
quantidade de constituintes quimicos do cha verde
(Tabela 2). Essas tinturas também foram mais
seletivas na extragdo dos polifendis da planta. Estes
dados permitem sugerir que a utilizagéo de alcool
etilico a 60 ou 70% conduz a obtencao de tinturas
mais enriquecidas com os polifendis, a partir das
folhas do cha verde (C. sinensis). Como néo foi
aplicado teste estatistico entre as diferentes tinturas,
esses resultados sdo apenas sugestivos e visam
destacar a importancia de se investigar o melhor
liquido extrator. Ardisson et al. (2002) procederam
de forma semelhante a esse trabalho, em estudos
com barbatimao, objetivando alcangar a otimizagao
de extratos glicolicos enriquecido em taninos.
Evidentemente que para definir pontualmente a
melhor condicdo é necessaria a analise estatistica
dos dados.

Ardison et al. (2002) estudaram as condi¢es
de otimizacao da extragdo de taninos, compostos
fendlicos presentes na casca de barbatiméo
(Stryphnodendron adstringens) e observaram que

TABELA 2. indices de seletividade de tinturas de
cha verde (médias).

Tintura indice de seletividade
Tintura - EtOH 60% 17,83 +£0,03
Tintura - EtOH 70% 17,70 £0,02
Tintura - EtOH 80% 15,72 0,04

Tintura - EtOH 94,5% 13,03 £0,04
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o extrato glicdlico produzido na proporgao de 70%
de propilenoglicol (PGL) em agua extraiu maior
quantidade de principios ativos; entretanto, o uso do
solvente PGL a 80% foi mais seletivo na extragéo
de taninos. Esses autores concluem que sao
necessarias avaliagdes das melhores condigbes de
extragdo em estudos com outras plantas medicinais.

Em relagdo ao perfil cromatografico em
camada delgada, as tinturas nado apresentaram
diferengas. Foram observadas as mesmas manchas
e com as mesmas intensidades nas quatro tinturas
preparadas. O aparecimento de quatro manchas ou
bandas azuis fluorescentes, com Rf ~0,9; Rf ~0,79;
Rf ~ 0,67 e Rf ~ 0,35 (indicativa de polifendis); e
uma banda amarela-avermelhada com Rf ~ 0,57
(flavonoide) foi verificado nas amostras quando
observada sob comprimento de onda 365 nm (Figura
1A). As bandas apresentam coloragdo marron
escuro, quando observadas em 254 nm (Figura 1B).

Deve-se ressaltar que as drogas vegetais
empregadas no preparo de extratos apresentam
composi¢cao complexa, possuindo os constituintes
responsaveis pela agao terapéutica (por exemplo,
alcaloides, glicosideos, taninos, dleos essenciais) e,
por outro lado, as substancias desprovidas de valor
terapéutico ou cuja presenga ocasiona problemas
farmacotécnicos de turvagao, contaminacgéo,
precipitagao (por exemplo, agucares, amido, goma,
substancias protéicas, lipideos). Adissolugao seletiva
consegue-se com a variagao do teor alcodlico do
liquido extrator (misturas hidroalcodlicas). Além
disso, dentre as condi¢des de extragao, pode-se
ressaltar que ha numerosos fatores que influenciam
na extracao, tais como grau de divisdo de droga,
agitacao, temperatura, tempo, pH, tensao superficial

A B
FIGURA 1. Perfil cromatografico em camada delgada das tinturas de cha verde obtidas. A) revelada com NP/365
nm. B) revelada com NP/254 nm. Fotografada com camera digital Olympus Camedia D-435. Essa imagem nao

reporta a cor original das bandas.

Rev. Bras. PI. Med., Campinas, v.16, n.4, p.826-831, 2014.



830

e natureza do liquido extrator e volume do liquido
extrator (List & Schmidt, 1989; Sharapin, 2000).
Outro aspecto que deve ser considerado é que o
processo de extragdo € uma etapa importantissima
na padronizagao de extratos vegetais, etapa
essa requerida para a qualidade de produtos
fitofarmacéuticos, uma vez que o conteudo dos
compostos ativos deve ser declarado para atender
as normas regulatorias (ex.: no Brasil - ANVISA)
(Chirinos et al., 2007; Cortés-Rojas et al., 2013;
Zéllner & Schwarz, 2013).

Os resultados encontrados permitem
sugerir que as solugdes hidroalcodlicas a 60% ou
a 70% foram as mais apropriadas para a extragao
dos polifendis do cha verde Camellia sinensis, nas
condi¢des experimentais utilizadas. Nao se utilizou
como liquido extrator mistura hidroalcodlica com
concentragbes alcodlicas abaixo de 60% devido
a problemas de conservacao e dificuldades de
concentragao das tinturas.

No mercado atual encontra-se disponivel
extrato seco padronizado de cha verde, com 20%
de catequinas, nado sendo revelado o solvente
empregado pelo fabricante. Neste trabalho
preparou-se a tintura e, para a obtengao do extrato
seco, seria necessario a evaporagao do solvente
e entdo a quantificagdo do teor de polifendis, que
possivelmente estaria acima do valor encontrado no
mercado, pois, para a tintura, encontraram-se cerca
de 17% de polifendis.

E indispensavel que o fabricante de
insumos farmacéuticos derivados de drogas
vegetais conheca profundamente as matérias
primas empregadas a fim de estabelecer, para cada
uma delas, uma monografia completa que servira
como documento basico para o estabelecimento de
especificagdes para o controle da qualidade e das
instrugcdes para as transformacgdes (Cechinel Filho
& Yunes, 1998).

Os resultados permitem sugerir que para
cada planta medicinal deve ser feito um estudo
visando definir as melhores condi¢des de elaboragéo
de seus extratos, visto as peculiaridades de cada
espécie vegetal em termos de caracteristicas
quimicas.
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