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RESUMO

A popularidade do cha preto (Camellia sinensis) mundialmente € indiscutivel,
principalmente por ser considerado como uma importante fonte de cafeina. No entanto a
composic¢éo final da infuséo consumida esté fortemente associada ao seu modo de preparo.

Neste estudo realizado com cha preto Pekoe (Gorreana®, Acores, Portugal),
guantificou-se o teor de cafeina em infusGes de cha preparadas de diferentes formas através
de cromatografia gasosa. Além disso, foi desenvolvida uma nova técnica de extracdo da
cafeina a partir de infusdes liofilizadas. As infusdes com folhas de chéa preto foram preparadas
com a proporcao folhas/agua sugerida na embalagem (3 g de folhas de cha em 50 ml de agua).
Na preparacéo destas infusdes foram utilizadas duas extra¢des consecutivas das folhas de cha
preto em diferentes tempos de infuséo (1, 3, 5 ou 20 minutos).

As infusBes obtidas a partir primeira extracdo das folhas de cha preto foram analisadas
através cromatografia gasosa e as seguintes quantidades de cafeina estavam presentes: 2,60
mg, 2,98 mg, 3,14 mg e 54,32 mg, para os tempos de infusdo de 1, 3, 5 e 20 minutos,
respectivamente. Para a segunda extracdo das folhas de cha foram quantificados os seguintes
valores de cafeina (mg / 3 g de folhas): 0,52 mg, 0,10 mg, 0,14 mg e 0,20 mg para 0s tempos
de infuséo de 1, 3, 5 e 20 minutos respectivamente.

As diferencas entre os resultados demonstram que a diferenca mais expressiva de teor
de cafeina nas infusdes se observa entre amostras obtidas de extracbes sucessivas. A
diferenca do tempo de extracdo tem um impacto bastante inferior devido a elevada solubilidade
da cafeina em 4gua quente. A aplicacdo de um teste de analise sensorial apresentou a opinido
do consumidor sobre as infusdes de cha analisadas, demonstrando a preferéncia e
superioridade das amostras obtidas através da 12 extracdo da folha de cha em relagdo aos
atributos avaliados.

Esta informacdo pode ser bastante relevante para o consumidor, pois permitird com
base na técnica de preparacdo do cha, e por um processo simples, ajustar o conteudo de

cafeina.

Palavras-chave: cha preto, Camellia sinensis, cafeina, cromatografia gasosa, andlise sensorial
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ABSTRACT

The popularity of black tea (Camellia sinensis) around the world is indisputable, mainly
for being considered as a major source of caffeine. However, the infusion final composition to
be consumed is strongly linked to its mode of preparation.

In this study with Pekoe black tea (Gorreana, Acores, Portugal) was quantified the
caffeine content in tea infusions prepared in different ways by gas chromatography. In addition,
a novel technique for extracting caffeine from lyophilized infusions was developed. The black
tea leaves’ infusions were prepared with the proportion leaf / water as suggested by the
manufacturer (3 g of tea leaves / 50 ml of water). When preparing these infusions, two
consecutive extractions from black tea leaves at different infusion times (1, 3, 5 or 20 minutes)
were used.

Infusions obtained from the black tea leaves first extraction were analyzed by gas
chromatography and the following caffeine amounts were present: 2.60 mg, 2.98 mg, 3.14 mg
and 54.32 mg for infusion times 1, 3, 5 and 20 minutes, respectively. For the second tea leaves
extraction the following amounts of caffeine were measured (mg / 3 g of leaves): 0.52 mg, 0.10
mg, 0.14 mg and 0.20 mg for 1, 3, 5 and 20 minutes of infusion times, respectively.

Differences among the results demonstrate that the most relevant difference of caffeine
content from infusions was observed between samples from successive extractions. The
difference in the extraction time has a much lower impact due to the high solubility of caffeine in
hot water. The application of a sensory analysis test presented the consumer opinion about the
analyzed tea infusions, demonstrating the preference and superiority of the samples obtained
from first leaves tea extraction as regards all evaluated attributes.

This information can be quite relevant for the consumer as it will allow adjust the caffeine

content based on the tea preparation technique from a simple process.

Keywords: black tea, Camellia sinensis, caffeine, gas chromatography, sensory analysis.
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INTRODUCAO E OBJETIVOS

O cha com suas diversas caracteristicas conquistou o mundo, modificou costumes,
ganhou grandes admiradores e mudou economias. Por suas propriedades benéficas a saude,
ou por sua rigueza de sabores e aromas, o cha é bebido pelos quatro cantos do mundo. Esta
bebida de grande popularidade é feita a partir da infusdo de folhas de Camellia sinensis, tendo
grande importancia mundialmente, tanto socioeconémica como cultural (Lima et al. 2009).

Em contraste com alguns paises asiaticos, como China e india, onde beber cha é um
ritual e um estilo de vida, em muitos paises europeus o consumo de cha nao é frequente e as
pessoas ainda preferem varios tipos de infusdes de frutas e ervas, como por exemplo,
camomila, cidreira e tilia. No consumo de cha também difere o tipo de cha e a sua preparacao.
Habitualmente, em algumas partes do mundo, o chd € infundido vérias vezes, realizando-se
extracOes repetidas ou preparadas com agua em temperaturas diferentes (Horzic™ et al. 2009).

Astill et al. (2001) comprovaram que as varidveis de preparagdo tem um efeito
marcante sobre a composi¢cdo da bebida final, o que é importante, pois a qualidade e as
propriedades da bebida consumida estdo associadas aos componentes quimicos, em particular
os polifendis e cafeina extraidos a partir da folha.

A cafeina é um alcaldide presente em sementes, folhas e raizes de algumas plantas,
como o café (Coffea arabica), cha (Camellia sinensis) e o cacau (Theobroma cacao). Possui
estrutura quimica de metilxantina tal como os outros alcaldéides que co-ocorrem nestas
espécies vegetais, como por exemplo, a teobromina e a teofilina. Estes pertencem a uma
categoria de alcal6ides com propriedades bioativas que exibem efeitos farmacolégicos atuando
no sistema nervoso central, coragdo, sistema nervoso periférico, rins, tracto gastrointestinal e
sistema respiratorio (Komes et al. 2009). Devido ao grande consumo de cafeina através dos
alimentos, é de grande importancia a sua quantificacao.

A motivacdo para o presente estudo foi o fato de termos verificado que muitos
consumidores consideram que o teor de cafeina esté diretamente relacionado com o tempo de

infusdo e, portanto infusbes mais curtas permitirdo obter uma bebida com menor teor de



cafeina. O estudo prop&e-se quantificar, utilizando a cromatografia gasosa, a cafeina presente

em infusdes de folhas de cha preto Pekoe da Gorreana (Acores), obtidas seguindo o processo

de preparacéo referido no rétulo do produto comercial. Propde-se ainda comparar esse valor

com os de chas obtidos com o mesmo produto, mas com diferentes tempos de infusdo e

métodos de preparacao.

O presente trabalho pretende:

Vi.

Quantificar a cafeina presente em infusdes de folhas de cha preto, reproduzindo o
modo como o consumidor os prepara.

Quantificar e comparar a quantidade de cafeina em chas resultantes de diferentes
tempos e métodos de extracdo: tempos de 1, 3, 5 e 20 minutos, realizados a partir da
12 e 22 extracgédo da folha de cha preto Pekoe da Gorreana.

Estabelecer um método pratico e eficaz de extracdo de cafeina do cha com vista a sua
guantificacao.

Estabelecer um método de quantificacdo de cafeina através da cromatografia gasosa.
Avaliar, através de analise sensorial, a percepcao dos consumidores relativamente aos
chas preparados pelos diferentes métodos.

Transformar os resultados da avaliacdo dos chas em informacdo til para o
consumidor.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Camellia sinensis

A planta de onde sao obtidas as folhas de cha, Camellia sinensis, é originaria do sul da
China e do sudeste asiatico, mas é atualmente cultivada em mais de trinta paises. A planta do
cha cresce na forma de um arbusto verde de pequeno porte em areas com condicGes de
cultivo adequadas, temperatura 6tima no intervalo de 15 a 20 °C, e elevada umidade e
precipitacdo anual (Li, et al. 2007).

Ha duas principais variedades da planta, a variedade conhecida como Camellia
sinensis, que é cultivada nas regi6es montanhosas e frias da regido central da China e do
Japdo. E a variedade conhecida como Camellia sinensis var. assamica, que foi descoberta em
Assam (india), apresentando folhas maiores (Harbowy et al. 1977; Lin et al. 2003). Esta cresce
melhor em climas Umidos e tropicais caracteristicos do nordeste da india e das provincias
Szechuan e Yunnan da China.

Atualmente a Camellia sinensis tem-se propagado, hibridizado e cultivado através de
sementes e estacas, visando estes métodos manter a pureza da planta, gerando clones e
acelerando o estabelecimento de novas plantagbes de cha. O processo inicia-se com a
plantacdo em viveiros, onde as plantas se desenvolvem em semeaduras hum periodo de seis
meses. As semeaduras sdo em seguida transplantadas para os campos (Harbowy et al. 1977).
Os arbustos sdo podados com frequéncia, para estimular o crescimento da folha e inibir o
desabrochar da flor, raramente ultrapassam os 90 cm de altura, isto, para facilitar a colheita. A
poda € essencial para manter os arbustos de chd em uma condig&o controlavel para a colheita
e melhorar a producéo através do aumento da ramificacdo (Ravichandran & Parthiban,1998a).
A Figura 1 (a) exibe o momento de uma colheita de cha nos Acores. A planta apresenta folhas
simples, alternadas, inteiras, com margem serrada e textura coriacea, como se visualiza na
Figura 1 (b).



a) b)

Figura 1 - a) PlantacGes de Camellia Sinensis; b) Folha e flor de Camellia Sinensis
Fonte: a) (Almeida, 2013) b) (Jorge, s.d.)

2.1.1. Uma breve histéria do cha

Muita histéria circula em torno da origem desta bebida. De acordo com a mitologia
chinesa o imperador Shenung, denominado Imperador dos Cinco Grédos e Agricultor Divino,
estava a descansar perto de uma arvore bebendo agua fervida, quando o vento depositou
algumas folhas de Camellia sinensis em sua chavena. O imperador bebeu a infuséo, extasiado
com o sabor do chd, logo a tornou sua bebida preferida, popularizando-a nos quatro cantos da
China e sendo-lhe atribuida a descoberta do cha (Gracindo, 2013).

Porém néo se pode afirmar ao certo a data do surgimento do cha. A primeira referéncia
documentada na China ocorreu na dinastia Han (206 a.C.- 220 d.C). Nela foram reconhecidas
suas propriedades medicinais, que ao longo dos anos a ciéncia vem a confirmar. A grande
ascensao do consumo de cha iniciou-se na dinastia Tang (618 — 907), saindo dos palacios e
mosteiros, e tornando-se muito popular entre os chineses. Desde entdo o ch& evoluiu
passando de medicamento, tempero, ou moeda de troca, a uma bebida refinada e desejada
(Gracindo, 2013).

O cha preto surgiu na dinastia de Ming (1368 — 1644) e foi nesta época que comecgou a
ser consumido. Durante o transporte nas viagens longas o chi em folhas verdes fermentava
muito facilmente, alterando e comprometendo negativamente o seu sabor. Assim viu-se a
necessidade de desenvolver outro processo de transformar o cha, que atendesse a demanda
exterior, surgindo assim o cha preto (Gracindo, 2013). Ainda na dinastia Ming o uso medicinal
de ché foi gravado na antiga farmacopeia chinesa Ben Cao Gang Mo, escrito por Shi- Zheng Li
(Lin et al., 2003).



Por volta de 1500 o ch& era comercializado em Veneza. A mais antiga mencédo na
literatura europeia sobre o cha aparece no Chai Catai (Cha da China) em 1559, capitulo do
livro Delle Navigatione et Viaggi escrito por Giambattista Ramusio. Portugal comegou também a
explorar o cha em Macau e em 1610 a Real Companhia Maritima Portuguesa das indias enviou
0 seu primeiro carregamento de cha para a Europa. Contudo a negociacdo entre chineses e
portugueses foi complicada (Gracindo, 2013).

Com a grande producédo e comércio de cha, ele difundiu-se rapidamente por toda a
Europa. A Infanta portuguesa D. Catarina de Braganga, filha de D. Jo&o IV, que casou no ano
de 1662 com Carlos Il de Inglaterra levou seu gosto pelo chd, introduzindo-o na corte inglesa
(Macfarlane e Macfarlane, 2005). O consumo aumentou muito na Inglaterra, de 10 toneladas
em 1700, para 10 mil toneladas em 1800 (McGee, 2011). Foi este o inicio de um processo que
o tornou uma bebida tradicional em todo pais no século XIX, na era Vitoriana, e popular noutros
paises. Hoje é considerado a seguir a agua, a bebida ndo alcodlica mais consumida no mundo
(Joshi et al. 2013).

2.1.2. Producé&o e consumo

De acordo com a Organizacdo para a Alimentacdo e Agricultura das Nac¢8es Unidas
(FAO, 2012), a producdo de cha no mundo (preto, verde e oolong) atingiu os 4,1 milhdes de
toneladas em 2010. A producdo de cha preto aumentou 5,5%, enquanto a producdo de cha
verde aumentou 1,9% em relacdo ao ano de 2009. O crescimento da producdo mundial foi
devido a grandes incrementos na producdo nos dois maiores paises exportadores de cha
preto: Quénia em 18% e Sri Lanka em 13%. Também foi impulsionado pelo rapido crescimento
nos niveis de poder de compra per capita, particularmente na China, na india e em outras
economias emergentes. Segundo a Organizacdo para a Alimentacdo e Agricultura das Nacdes
Unidas (2012) o crescimento da demanda foi particularmente proeminente na China.

A China continua a ser o maior produtor de cha com uma producéo de 1,4 milhdes de
toneladas, o que representa 33% do total mundial, enquanto na india, o segundo maior
produtor, a producado tem diminuido e alcancou o valor de 0,97 milhdes de toneladas em 2010
(FAO, 2012). Com o aumento da populacdo mundial espera-se que o mercado de cha deva
continuar a crescer.

O consumo de cha preto ocorre principalmente nos paises ocidentais e em paises do
sul da Asia, como Iindia e Sri Lanka, enquanto os chas verde e oolong s&o consumidos

principalmente nos paises do leste asiatico, como a China, Japdo e Taiwan (Chan et al. 2011).



2.1.3. Cha da Gorreana

Em 1874 chegaram aos Acores, mais precisamente na llha de S&o Miguel, as primeiras
sementes de Camellia sinensis. Alguns anos mais tarde, em 1878, foram chamados dois
especialistas chineses (figura 2a)) trazidos pela Sociedade Promotora da Agricultura
Micaelense que se dedicaram a ensinar aos produtores locais as técnicas de preparacao das
folhas (Pascoal & Sousa, 2012). Muitas planta¢des funcionaram na llha de S&o Miguel com
producdo independente e, entre elas, a Gorreana e Porto Formoso foram as que
permaneceram até a atualidade (figura 2 b) e c)).
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Figura 2 - a) Os chineses Lau-a-Pan, mestre manipulador e Lau-a-Teng, interprete
(fotografia, ca. 1878). b) Plantacdo de ché (fotografia, primeira metade do século XX). c¢)
fabrica da Gorreana (fotografia, primeira metade do século XX).

Fonte: (Pascoal & Sousa, 2012)

Fundada por D. Ermelinda Gago da Camara, a Gorreana iniciou a sua producdo em
1883, data em que obteve o primeiro quilo de cha seco, manufaturado a partir de folha
produzida nas suas plantacdes (Pascoal, 2012). A fabrica (Figura 3 a)) funciona
ininterruptamente desde o ano de abertura, mantendo as tradi¢cbes orientais de cultivo,
produzindo cha preto, das variedades Orange Pekoe, Broken Leaf e Pekoe, e cha verde da
variedade Hysson (figura 3 - b)).
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a) b)
Figura 3 — a) Fabrica de Gorreana; b) Variedades de cha marca Goreana.
Fonte: a) (Mata, s.d.); b) (Alma Lusa, 2012)

O chéa Gorreana e o cha Porto Formoso sdo os unicos chas produzidos comercialmente
na Europa, porém a seu espaco comercial € relativamente reduzido se comparado com outras
marcas disponiveis no mercado. A plantacéo possui atualmente 32 hectares, produzindo cerca
de 33 toneladas por ano (Figura 4). Sendo os Acores a Unica regido europeia onde se produz
cha, a maior parte de sua producéo é destinada ao consumo em Portugal, exportando também

para paises europeus, EUA e Canada (Gorreana, 2011).

Figura 4 — Plantag&o de cha da Gorreana.

Fonte: (Mata, sd.).



2.2. Cha preto

Existem trés tipos principais de cha em consequéncia da forma de preparagéo: cha
preto, cha oolong e cha verde. Em particular distingue-os a ocorréncia e extensao de reacdes
de oxidacdo (processo denominado em geral por fermentacdo, mas que em rigor nao
corresponde a um processo de fermentacao, mas apenas a oxidacdo enzimatica) e a forma de
processamento das folhas. Os processos de fabricacdo dos diferentes tipos de cha estao
resumidos na Figura 5 (McGee, 2011). O cha preto € o mais processado e sujeito a maior
oxidag&o. O cha oolong é parcialmente oxidado. O cha verde sofre muito pouco processamento
e ndo sofre reacdes de oxidagdo, pois ha uma inativacdo enzimatica inicial. Na producédo
mundial de cha verifica-se uma distribuicdo aproximada de 78% de cha preto, 20% de verde e
2% de oolong (Khan & Mukhtar, 2007).

A folha de cha fresca tem um sabor adstringente e amargo, ndo apresenta
praticamente nenhuma outra nota de sabor. O cha preto é resultado de uma “fermenta¢ao”
profunda, ou seja, de transformacdes enzimaticas dos sucos presentes na folha. Durante o
processamento as folhas sdo murchadas durante horas. Ap6s o emurchamento, as folhas
passam pelo processo de “rolagem”, onde sédo pressionadas para romper a estrutura de seus
tecidos e liberar os fluidos celulares. Permanecem entdo em repouso entre 1 h e 4 h. Nesta
etapa a acdo enzimatica ir4 proporcionar ao cha a cor cobre e o sabor rico e frutado. As folhas
por fim sdo secas por meio de ar quente a uma temperatura proxima dos 100 °C, o que ira
torna-las bem mais escuras (McGee, 2011). O ch& preto tem uma composicédo diferente das
folhas frescas devido as transformacdes por oxidacdo ou polimerizacdo, e ainda a outras
modificacdes de componentes originais que ocorrem durante o processamento (Yamanishi et
al. 1995).
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Figura 5 — Etapas de fabricacdo dos chas, preto, verde, oloong.

Fonte: McGee (2011).

2.2.1. Composicéo do ché preto

A composi¢do do chd varia com a espécie, local de cultivo, época, idade da folha, clima
e praticas de horticultura (Astill et al., 2001). Mas a forma de processamento tem também um
peso determinante que se reflete nas caracteristicas dos diferentes chas que foram referidos. A
Tabela 1 adaptada de Harbowy et al. (1997), apresenta uma composi¢do quimica aproximada
do extrato sélido do cha preto e verde, os extratos foram obtidos através da fervura das folhas
de ambos os chéas, demonstrando a diferenga da composi¢cdo que h& entre os dois tipos de
cha.

O periodo de atividade enzimética vai ter essencialmente dois efeitos. Um é a
libertacdo de uma vasta gama de compostos volateis, responsaveis pelo aroma, que na folha

intacta estdo ligados a moléculas de acuUcar. Esta libertacdo confere aos chas oolong e preto



aromas mais ricos e complexos do que os dos chas verdes. A segunda transformacéo resulta
de reacdes de polimerizacdo dos compostos fendlicos. As catequinas iniciais, que sao
amargas, adstringentes e incolores, sdo transformadas, devido & oxidagdo pela polifenol
oxidase, em teaflavinas, com cores vermelho alaranjadas, menos amargas, e responsaveis
pelo sabor adstringente, e tearubiginas, com cor acobreada, menos amargas e menos

adstringentes (Graham, 1999, Ngure et al., 2009, McGee, 2011).

Tabela 1 - Composicoes tipicas de cha verde e de cha preto, obtidos através da fervura das
folhas (valores de percentagem relativamente ao extrato seco p/p).

Chéa verde Cha preto
Catequinas 30% 9%
Teaflavinas - 4%
Polifendis simples 2% 3%
Flavondides 2% 1%
Outros polifendis 6% 23%
Teanina 3% 3%
Aminoécidos 3% 3%
Peptideos/proteina 6% 6%
Acidos orgéanicos 2% 2%
AcUcares 7% 7%
Outros hidratos de carbono 4% 4%
Lipidos 3% 3%
Cafeina 3% 3%
Outras metilxantinas <1% <1%
Potassio 5% 5%
Outros minerais 5% 5%

Adaptado de: Harbowy et al. (1997).

Os componentes quimicos importantes que influenciam o sabor, aroma e outras
propriedades do ché preto, e outros chas fermentados, sdo os polifendis, a cafeina, os
aclcares, os acidos organicos, compostos de aroma volateis e aminoacidos. Os compostos
fendlicos do chd, como teaflavinas e tearubinas, sdo muito importantes do ponto de vista da
qualidade intrinseca, ja que sao responsaveis pela cor, sabor e brilho de cha. Sabe-se também
que as variacfes de qualidade quimica ocorrem devido a variagdo na composi¢ado genética das
plantas, mesmo quando elas sdo cultivadas em condi¢des semelhantes num dado ambiente
(Owuor et al. 2008).
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A composicéo do ch preto é fortemente influenciada pelo processo tecnolégico de sua
producéo, tornando-se impossivel a existéncia de uma composicdo rigida, jA que varia de
acordo com diferentes preparacdes, além de variagbes que naturalmente existem pelo facto de
ser um material de origem vegetal. E comum encontrar na literatura valores diferentes para a
andlise em percentagem dos componentes do cha preto. Harold & Graham (1992), sugerem
gue o cha pode ser elaborado ocorrendo a extragao com proporcao de 1 grama de folha para
100 ml de 4gua. Normalmente obtendo um extrato seco correspondendo a de 0,30 — 0,35% do
peso seco da amostra de folha. Deste modo os autores elaboraram suas amostras para analise
e obtiveram em sua pesquisa sobre a composi¢cdo do cha preto os valores que se apresentam

na Tabela 2, e que pelas razdes referidas em alguns casos diferem dos da Tabela 1.

Tabela 2 - Principais componentes do cha preto. Componentes medidos em percentagem
(valores de percentagem relativamente ao extrato seco p/p).

Catequinas 3-10
Teaflavinas 3-6
Tearubinas 12-18
Flavonodides 6-8
Compostos fendlicos 10-12
Aminoacidos 13-15
Metilxantinas 8-11
Hidratos de carbono 15
Proteinas 1
Minerais 10
Compostos volateis <0,1

Adaptado de: Harold & Graham (1992).

2.2.2. Cha e Cafeina

De todas as substancias quimicas que alteram o comportamento humano, a cafeina é
a mais consumida (McGee, 2011). Todos os tipos de cha possuem cafeina, variando a
guantidade de acordo com o tipo. Devido a presenca de cafeina o cha era consumido pelos
monges budistas para manté-los atentos enquanto meditavam (Gracindo, 2013).

O fato da cafeina estar presente numa grande variedade de plantas causou uma
grande popularidade destas ao longo do tempo. As fontes mais importantes de cafeina séo o
café (Coffea spp), o cha (Camellia sinensis), o guarand (Paullinia cupana), o mate (llex
paraguariensis), a noz de cola (Cola vera) e o cacau (Theobroma cacao) (Komes, 2009). A
guantidade de cafeina encontrada nestes produtos varia. Os montantes mais elevados séo

encontrados no guarana (4-7%), seguida por folhas de cha (3,5%), folhas de chi mate (0,89-
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1,73 %), café em grao (1,1-2,2%), nozes de cola (1,5%) e cacau (0,03%). Estes valores sao
referentes ao peso seco das amostras (Clifford et al. 1990).

A cafeina possui diversas fungdes nas plantas. Uma delas é atuar como um pesticida
natural. Algumas plantas, incluindo folhas de Camelia sinensis, produzem metabolitos
secundarios, que sdo compostos organicos que estao envolvidos na defesa das plantas contra
patégenos invasores, como € o caso de insetos, bactérias, fungos e virus. No caso de folhas
de cha, estes metabolitos incluem as catequinas, teaflavinas e alcal6ides como a cafeina e as
outras metilxantinas (Friedman et al. 2005). As altas concentragcdes de cafeina em folhas
jovens, frutos e botGes florais de espécies como C. arabica e C. sinensis agem como uma
defesa para proteger os tecidos jovens de patégenos e herbivoros (Ashihara et al. 2008).

Um exemplo de defesa quimica da cafeina ocorre quando plantas de cha séo atacadas
por besouros do tipo Xyleborus fornicatus, os quais fazem buracos e galerias pela planta. Este
ataque causa danos na estrutura do arbusto de cha, uma perda de rendimento de folhas e
também faz com que os arbustos se tornem mais vulneraveis a ataques de outras pragas. Isto
€ muitas vezes seguido de infeccdo do caule através do fungo, Monacrosporium ambrosium,
um simbionte do besouro. O crescimento do fungo € inibido pela cafeina e tem sido proposto
gue a acumulacdo de cafeina na folha que decorre apds ataque do besouro pode ser uma
estratégia de defesa de plantas (Kumar et al. 1995).

A cafeina do cha é a principal responsavel pela sua acdo estimulante do sistema
nervoso e outros efeitos biolégicos. Eleva o humor, diminui a fadiga, alivia a tensao, relaxa a
musculatura lisa, musculo bronquial e também atua como um diurético (Mukhopadhyay et al.
2003). Cinco minutos apds o consumo, a cafeina pode ser detectada em todo o corpo humano,
atingindo o seu maximo depois de 20 a 30 minutos. A cafeina é metabolizada no figado e tem
tempo de meia vida de cerca de 3 a 6 horas, ndo se acumulando no corpo. A ingestao de
cafeina em excesso pode causar varios sintomas desagradaveis incluindo a irritabilidade, dores
de cabeca, insbnia, diarreia, palpitacdes do coracdo. Além dessas funcdes a cafeina forma
complexos com as teaflavinas, que modificam o sabor e adicionam frescor a bebida. Estes
complexos contribuem para formag¢do de um precipitado colorido quando a infusédo do cha
preto é resfriada (Obanda & Owour, 1995). Sobre a teobromina é relatado que ela é capaz
aumentar a taxa de metabolismo, enquanto que a teofilina é um broncodilatador (Sharma &
Rao, 2009).

A concentracdo de cafeina no chd ou café depende de varios fatores, incluindo a
espécie da folha do cha ou da semente do café, local de cultivo, granulagdes da amostra, entre
outros. Segundo Astill et al. (2001), resumem-se na Tabela 3 os valores encontrados de
catequinas, polifendis e cafeina de chas pretos originarios de diferentes locais de cultivo. A
composicdo da folha foi determinada pela analise total dos extratos. Estes foram preparados

por extragdo com metanol de folha seca moida.
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Tabela 3 - Composicao determinada do extrato de metanol (70%) de folhas de cha preto de
diferentes proveniéncias.

Pais de origem N° de % cafeina

exemplares

Africa 3,20
Argentina 1 2,41
China 3 2,53
india (Assam) 16 3,69
india (Darjeeling) 5 3,06
GIEYE)) 2 2,80
Indonésia 5 2,92
Sri Lanka 10 3,06
Vietnam 3 3,61

Adaptado de: Astill et al. (2001)

A cafeina caracteriza-se por ser um pdé branco, cristalino, com sabor muito amargo,
sem cheiro e com aspeto brilhante. A formula molecular da cafeina é C8H10N402 € 0 seu peso

molecular é de 194,19. E um alcaléide, um composto contendo nitrogénio que apresenta
propriedades basicas. Estruturalmente a cafeina (1,3,7-trimetilxantina) € uma purina,
pertencendo ao grupo estrutural das xantinas (Figura 6), tal como as teofilina e teobromina

(Figura 7). A solubilidade da cafeina em agua é elevada e varia muito com a temperatura.
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Figura 6 — Estrutura de xantina.

Um grama de cafeina dissolve-se em 46 ml de 4gua a temperatura ambiente, em 5,5
ml a 80 °C, e em 1,5 ml & temperatura de ebuligdo. Um grama de cafeina dissolve-se em 5,5 ml
de cloroférmio & temperatura ambiente, o que corresponde a uma solubilidade mais de oito

vezes superior em cloroférmio do que em agua.
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Figura 7 — Estrutura quimica da cafeina (a), teofilina (b) e teobromina (c).

2.2.3. Preparacéo do cha preto

O modo como o cha é preparado varia de acordo com o local em que é consumido.
Oriente e Ocidente possuem formas distintas de prepara-lo. Fatores que variam s&o, por
exemplo, a relacdo massa de folha / volume de agua, a temperatura da agua, a agitacdo usada
para auxiliar a extracéo, o tempo de infusdo das folhas e a utilizacdo de ingredientes adicionais
(Astill et al. 2001).

Em geral, os paises ocidentais bebem maior quantidade de cha preto, feito por uma
infusdo de uma quantidade de folhas (normalmente contido em um saquinho de cha) em 4gua
fervente, em uma panela, bule ou, cada vez mais, em copo ou caneca. O tempo de infusdo é
geralmente curto (< 3 minutos) e a bebida € normalmente consumida quente (com ou sem leite
e/ou agucar) (Astill et al. 2001). Harold McGee refere em seu livro, Comida & Cozinha — Ciéncia
e Cultura da Culindria (2011), que no Ocidente, a infusdo geralmente é feita com uma
guantidade relativamente pequena de folhas de cha preto, uma colher de cha pequena (2 a 5
g) para uma chavena (180 ml). As folhas sdo colocadas em infusdo uma Unica vez e depois
descartadas.

Segundo Astill et al. (2001) na india, Paquistdo e alguns paises do Médio Oriente, a
bebida é preparada fervendo as folhas em uma panela por alguns minutos antes do consumo,
muitas vezes em conjunto com 4gua, leite e acgucar.

Tradicionalmente na China ocorre uma ceriménia em torno do cha, onde a primeira
infusdo é utilizada apenas para despertar as folhas e aquecer o bule e as chavenas, as
infusdes seguintes serdo as apreciadas. As folhas podem ser utilizadas vérias vezes, porém a
cada vez devem permanecer em infusdo por mais tempo (Gracindo, 2013).

A qualidade do cha é muito influenciada pela qualidade da agua utilizada, embora

grande parte dos sabores desagradaveis e dos compostos de cloro presentes quando €
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preparado com agua canalizada, sejam eliminados pelo processo de fervura. Agua rica em
carbonato de célcio e magnésio possui varios efeitos indesejaveis no cha, como a formacéo de
uma pelicula superficial de precipitado composto pela associacdo entre os ides calcio e
compostos fendlicos (McGee, 2012). A Figura 8 ilustra um mesmo cha elaborado com aguas
diferentes, podendo-se observar a diferenca entre a qualidade das duas infus6es e a pelicula

superficial referida anteriormente.

Figura 8 — Infusé@o de chéa elaborada com &guas com diferentes composicbes em sais.

Fonte: (April 5 advertising architects, s.d.)

A agua ideal para o cha tem conteddo moderado de minerais e pH préximo do neutro,
resultando uma preparacgédo final com um pH em torno de 5, de modo a apoiar e equilibrar os
outros sabores (McGee, 2011). A temperatura da 4gua varia de acordo com o tipo de cha a ser
preparado. Para o cha preto especificamente a temperatura usada € em torno dos 99 °C
(Gracindo, 2013).

2.3. Métodos para quantificacao de Cafeina

Em estudos epidemioldgicos e alguns estudos de intervencéo?, a quantidade de cha,
estimada a partir do niumero de copos consumidos, é frequentemente utilizada como um
indicador do consumo de cafeina. No entanto, isso pode fornecer uma medida enganosa deste
consumo, devido a alterag@es introduzidas pelos diferentes métodos de preparagdo do cha. Os
efeitos na composicdo quimica do cha, preparado por infusdo de folhas de cha, da relagéo
agua/cha, do tempo de infusdo e do fato de se realizar uma ou mais extracdes, € de grande

interesse. Pois a qualidade e os efeitos fisioldgicos da bebida consumida estdo associados aos
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componentes quimicos (em particular os polifendis e cafeina) extraidos a partir da folha (Astill
et al. 2001).

Na literatura varios métodos séo descritos para a extragdo e quantificacdo de cafeina.
Os ingredientes ativos dos chas, principalmente catequinas e cafeina, séo geralmente isolados
por extracdo com solventes organicos, onde as condi¢cdes de extracdo como a temperatura,
tempo de extracd@o, pH, proporcdo de solvente e folhas de cha irdo influenciar a eficiéncia da
extracdo e a qualidade dos extratos finais (Perva-Uzunalic” et al. 2005).

Tém sido propostos varios métodos analiticos para quantificar a cafeina em bebidas e
alimentos com base em espectrofotometria de ultra-violeta, cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), cromatografia gasosa (GC), espectroscopia de infravermelho (FTIR),
cromatografia em camada delgada/espectrometria de massa (TLC/MS) e eletroforese capilar
(CE). Os métodos espectrofotométricos envolvem um processo tedioso, e 0s passos de pré-
tratamento da amostra sédo laboriosos e demorados, além de em muitos casos haver a
possibilidade de interferéncias na quantificacéo, por exemplo, interferéncia da teobromina e da
teofilina (Srivas & Wu, 2007).

Segundo Lin et al. (2003), a cromatografia liquida de alta resolugcédo (HPLC) apresenta
um alto desempenho na determinacdo de polifendéis de cha e cafeina em folhas e flores de cha.
Lin et al. (2003), avaliaram os niveis de cafeina em flores de chd, coletadas de dez espécies
diferentes de Camellia sinensis por um processo de HPLC isocratico, utilizando etanol como
solvente de extracdo. Os resultados apresentados séo referentes a 1 g do extrato seco de
flores ou folhas secas, extraidos em etanol a 75% a 60 °C durante 30 min. Concluiram que o
nivel de cafeina variou de 3 a 8 mg/g nas flores. Em folhas de vérios tipos de chas os teores de
cafeina variaram entre 23 mg/g (folhas frescas de cha) e 49 mg/g (cha preto). Em particular
neste estudo o cha preto apresentou uma média de seu teor de 46,27 mg/g. Estes resultados
demonstram que a cafeina esta mais presente nas folhas de cha do que nas flores e que no
cha preto o valor é dos mais elevados.

Um estudo realizado por Hicks et al. (1996) avaliou o conteldo das metilxantinas
(cafeina, teobromina, e teofilina) em oito tipos de chas. Estes incluiram dois chas pretos
(saquetas Lipton e folhas asiaticas), dois chas oolong (dois tipos de folhas de cha oolong
formosa, ambos de Taiwan), dois chas verdes (saquetas Lipton e folhas de cha verde coreana),
e dois chas herbais (Lemon Mist da marca Celestial Seasoning e ma¢ad com canela). Foram
realizadas trés infusdes de cada um dos tipos de cha. Cada infusdo ocorreu durante 5 minutos,
sendo as folhas colocadas em agua fervente. As saquetas e as folhas soltas de cha preto e
verde continham aproximadamente a mesma quantidade, (2,3 a 2,5 g) e foram colocadas em
177 ml de 4gua. A quantidade de cha oolong para a extracdo aconteceu de acordo com as
instru¢cbes do rétulo, que se calculou ser 3,5458 g para 177 ml. As andlises ocorreram
diretamente com as infusdes de cha pelo método de HPLC. Com base no peso da folha seca,
obteve-se como resultado uma cafeina total maior em chas verdes (36,6 mg/177 ml), seguido

pelo cha preto (32,8 mg/177 ml) e menor ch& oolong (23,8 mg/177 ml). A teobromina total foi
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maior em cha preto (1,64 mg/177 ml nas saquetas e 1,69 mg/177 ml em folhas soltas) e menor
no oolong (0,65 mg/177 ml Formosa 1 e 0,71 mg/177 ml Formosa 2).

As infusbes de ervas ndo apresentaram cafeina e teobromina. A teofilina nao foi
detetada em nenhuma das amostras destas infuses de chas pelo método utilizado, com isso
Hicks et al. (1996) concluiram que a concentracéo é inferior a 0,1 mg/177 ml de bebida.

Relativamente aos teores de cafeina entre as infusdes (12, 22 e 3%) de todos os tipos de
infusdes analisados, verificou-se que a média global de extracdo foi 69%, 23%, e 8%,
respectivamente, relativamente a quantidade total de cafeina extraida com as trés infusdes.

Komes et al. (2009) utilizaram quatro métodos diferentes para a determinacdo da
cafeina em cinco tipos de cha (branco, amarelo, verde, oolong e preto) e dois tipos de cha
mate (mate verde e cha mate torrado): extragdo com cloroférmio, micrométodo com extracéo
com benzeno, método com acetato de chumbo e um método de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). As amostras base, para os trés ultimos métodos, foram preparadas
inicialmente da mesma maneira. A 2,5 g de cha foram adicionados 200 ml de agua em ebulicédo
e agitados durante 10 minutos. Os extratos foram filtrados através de algodao e diluidos com
250 ml de agua destilada. No caso da extracdo com cloroférmio a proporcdo usada foi de 20 g
de folhas para 90 ml de 4gua aquecidos a refluxo por 30 minutos. Foi efetuada uma filtracéo e
as folhas sujeitas a um segundo refluxo. Estes extratos foram em seguida processados de
forma diferente, consoante ao método utilizado.

O contetdo de cafeina dos cinco chas e dois chids mate determinada pelo
procedimento de extracdo com cloroférmio variou de 0,69% no chéa preto, para 1,33% no cha
branco. Comparando os métodos utilizados para a determinacéo do teor de cafeina, verificou-
se que o micrométodo com extracdo com benzeno exibiu os valores mais elevados (Figura 9).
O ché& branco continha o maior teor de cafeina (4,55%) e o cha mate o menor (1,05%). O
conteudo de cafeina através do micrométodo com extragdo com benzeno variou de 2,04% no
cha verde para 3,86% no cha preto. O micrométodo espectrofotométrico provou ser a melhor
alternativa para a determinacgé&o de teor de cafeina, exibindo os resultados mais semelhantes a
andlise de HPLC.
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Figura 9 - Contetdo de cafeina de chas e chas mate determinados por quatro métodos
diferentes (a - isolamento com cloroférmio; b - micrométodo; ¢ - método com acetato de
chumbo; d - HPLC).

Fonte: Komes et al. (2009)

HorZic” et al. (2009), compararam o contetido de polifendis e metilxantinas em chas e
infusBes de ervas e determinaram o efeito de diferentes condicbes de extracdo (temperatura da
agua e multiplas extracdes). As amostras de chas foram preparadas utilizando um
procedimento de extracdo aquosa, 2,0 g de cada amostra de cha foi vertida em 200 ml de
agua. As temperaturas das extracfes foram de 60, 80, e 100 °© C, com um tempo de infusédo de
3 minutos para todas as temperaturas. Para estudar o efeito de mdltiplas extracdes realizaram-
se trés extragcbes com as mesmas condicBes, temperatura de 80 °C durante 3 minutos de
infusdo. Para identificacdo e quantificacdo das metilxantinas presentes utilizou o método de
HPLC. O teor mais elevado de cafeina em todos os chas foi verificado com a extragdo a 100
°C, sendo o maior valor encontrado no cha branco, seguido do oolong, cha verde e com valor
inferior o chd preto (Tabela 4). A extracdo a 100 °C também se mostrou mais eficaz na

extracdo das demais metilxantinas, onde ocorreram as maiores extragdes (Tabela 5).

Tabela 4 - Conteudo de cafeina em diferentes tipos de infusdes de chas — efeito da
temperatura da agua e extragfes multiplas. Os valores sdo expressos em mg/l + SD (n = 3).

106,54 + 2.09 234,25 +1,89 110,69 +1,45 116,97+1,07
197,79+ 2,71 296,86 + 2,12 155,80 £ 0,79  183,97+3,20
134,54 + 2,12 124,29 + 1,78 105,67 1,33 117,54+1,18
75,46 £ 1,54 42,54 + 0,81 54,81 + 0,66 62,48+1,07

335.05+1,78 309,30 + 2,32 316,18 £ 2,15 293,97+3,03

Adaptado de: Horzic” et al. (2009).
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Tabela 5 - Contetdo de metilxantinas (teobromina, teofilina e cafeina) em infusdes de
cha preto - Efeito da temperatura da agua e extragbes mdltiplas. Os valores sao
expressos em mg/l + SD (n = 3).

36,44 £ 0.79 5,65 + 0,08 116,97 + 1,07 159,06
45,08 + 0,35 6,07 £ 0.07 183,97 + 3,20 235,12
23,28 £ 0,54 n.d. 117,54 + 1,18 140,82
9,03+0,23 n.d. 62,48 + 1,07 71,51

45,93 + 0,29 9,27 + 0,09 293,97 + 3,03 349,17

n.d.- ndo detectado

Adaptado de: Horzic” et al. (2009).

Strahl et al. (1977) concluiram que a aplicacdo de cromatografia gasosa para a andlise
de cafeina, em volumes pequenos de amostras de cafés e chas permite realizar determinacées
rapidas com alta reprodutibilidade e especificidade numa ampla gama de teores de cafeina.

Srivas & Wu (2007), utilizaram um método simples e rapido para a determinacéo
guantitativa de cafeina em uma gota de bebidas e alimentos por cromatografia
gasosa/espectrometria de massa (GC/MS). Para a extracao foi proposto o uso de um processo
de microextracdo por solvente (DDSME - drop-to-drop solvent microextraction), sendo o
cloroférmio o solvente utilizado. Em relacéo a recuperacéo de cafeina, previamente adicionada,
em bebidas e alimentos foram obtidos resultados iguais ou superiores a 96,6%, 0 que mostra
uma boa fiabilidade deste método.

Foi ainda desenvolvida uma metodologia utilizando GC para a determinacdo dos
valores de cafeina extraida de folhas de cha. O protocolo de andlise inclui a extracdo de
cafeina de folhas secas de chd com infusdo em agua a 96 °C durante 10 minutos, e extracéo
de cafeina a partir da solug&o aquosa, utilizando cloroférmio. A medi¢do dos valores de cafeina
presentes nos extratos de cloroférmio ocorreu utilizando GC-C-IRMS (Wu et al. 2012).

2.3.1. Cromatografia gasosa

A aplicacdo de cromatografia gasosa para a andlise da cafeina, em volumes pequenos
de amostras de cafés e chas tem varias vantagens relativamente a outros métodos tal como
acima se referiu. Em particular, a especificidade e sensibilidade do método cromatogréfico de
determinacdo de niveis baixos cafeina, parece oferecer vantagens sobre o método
espectrofotométrico (Strahl et al. 1977).
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Na cromatografia gasosa seguida de deteccdo por detector de ionizacdo de chama
(GC-FID), as amostras séo injetadas (aproximadamente 1 pL) manualmente ou com injetor
automatico. A amostra é arrastada pela fase movel, através de um gas de arraste (hélio,
hidrogénio, nitrogénio, ou argon) ao longo da coluna cromatografica que contém a fase
estacionaria. A separacdo é efetuada ao longo da coluna em funcdo do comportamento de
cada analito relativamente as duas fases, estacionaria e mével com a aplicacéo de programas
de temperaturas. Os compostos saem da coluna dissolvidos no gas de arraste, e passam pelo
detector FID, onde serdo produzidos ides e eletrdes produzindo um sinal elétrico no aparelho.
A partir deste sinal pode quantificar-se o composto a ser analisado sendo o composto
identificado com base no tempo de retencdo na coluna. A Figura 10 ilustra este processo

detalhado acima.

Injecdo da amostra Detector de ionizagio de chama

Forno
Fluido de ions

»{( _!]}}}?}3}3}3'
. B

Detector

Chama

Coluna capilar

Figura 10 — Cromatografia Gasosa com detector de ionizacdo de chama (GC-FID)

Adaptado de: (ETS Laboratories, 2014)

Para a quantificacdo através da cromatografia gasosa, utiliza-se o método de adi¢édo de
padrdo. O método consiste na preparacdo de solu¢des padréo de concentra¢des conhecidas
da substancia de interesse, as quais se adiciona a uma quantidade constante de um padrao.
De acordo com Krull & Swartz (1998), a substancia usada como padrdo deve ter tempo de
retencdo diferente do analito e ndo reagir com a substancia ou outro componente da matriz,
ndo fazer parte da amostra e quando cromatografada, ficar separada de todas as demais
substancias presentes na amostra. Apds as analises cromatograficas dessas solucdes, os
calculos séo efetuados em fungéo de uma curva de calibracdo que relaciona a raz&o de areas
(area da substancia/area do padrdo de concentracdo constante) com a razdo das
concentragdes (concentracdo da substancia/concentracdo do padrdo). Pela determinacao das
razbes das areas da amostra incognita calcula-se o valor da concentragdo da substancia na
amostra. A utilizacdo do padrao deve-se a necessidade de eliminar erros de doseamento. Uma
vez que os dados registrados e que sado utilizados no doseamento sédo uma razao de leituras

equivalentes, verifica-se a anulagéo de erros o que permite a fiabilidade do método.
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No presente estudo de quantificagdo de cafeina utilizou-se a lupanina (Figura 11) como
padrdo. Este alcaldide produzido por plantas do género Lupinus ssp. estd amplamente
distribuido na natureza, aproximadamente trezentas espécies sdo encontradas na regido do
Mediterraneo, Africa e América do Sul. Conhecido como tremogo, é uma leguminosa. Na
Europa, especialmente as espécies L. albus e L. luteus sdo utilizadas como forragem verde,
como adubo ou sdo destinadas a alimentagdo humana. A lupanina foi escolhida para ser
utilizada como padréo por ser um alcaléide como a cafeina e apresentar um tempo de retengéo
suficientemente diferente para que nao haja interferéncia cromatografica com qualquer

componente da amostra.

(0]
(-)-(6S,7R,9R,11R)-lupanine (+)-(6R,78,9S,11S)-lupanine

Figura 11 - Estrutura quimica dos dois enantiomeros da lupanina.

2.4. Andlise sensorial em chas

A “andlise sensorial” é importante desde a descoberta do fogo. Durante o periodo
Paleolitico, o nomadismo do “Homem cagador-recolector” sustentava a sobrevivéncia, mas no
Neolitico o sedentarismo do “Homem agricultor”, contribuiu para a abundancia de alimentos e
para o surgimento de preferéncias alimentares, condicionadas pelo clima, local, tribo, classe
social, tabus culturais ou religiosos (Esteves, 2009).

Pode definir-se andlise sensorial como a disciplina da ciéncia usada para evocar,
medir, analisar e interpretar as reacdes as caracteristicas dos alimentos e materiais tal como
sdo percebidas pelos sentidos da visao, olfato, paladar, tacto e audi¢éo (IFT, 1981). Segundo o
projeto de Norma Portuguesa 4263 (1994) podemos definir Analise Sensorial ou Exame
Organoléptico como o “exame das caracteristicas organolépticas de um produto pelos érgaos
dos sentidos”, onde organoléptico é entendido como o que “qualifica uma propriedade de um
produto perceptivel pelos 6rgédos dos sentidos” (Noronha, 2003).

Para a andlise sensorial, "gosto", "aroma", "sabor", "flavour" ou "flaveur" ndo sao
sinbnimos. As sensacdes relacionadas simplesmente com o paladar designam-se gostos. Os
compostos volateis dos alimentos perceptiveis pelo olfato, por via retronasal, determinam o
aroma. As sensacdes mais complexas, que associam a estimulacdo dos gomos gustativos e

células receptoras olfativas, e dos elementos tacteis e térmicos da lingua e cavidade oral
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constituem o sabor. O conceito de analise sensorial que engloba, pelo menos, dois fenbmenos,
0 gosto e o aroma, é denominado “flavour" ou "flaveur" (Esteves, 2009).

O gosto € um dos fatores sensoriais de grande importancia para decidir a qualidade
dos alimentos. Embora seja tipicamente avaliado por uma sensacéo gustativa, o teste sensorial
pode ser potencialmente afetado por preferéncia individual, por condi¢des fisicas e mentais
(Hayashi et al. 2013).

Para o cha preto, apesar de o processo de oxidacdo ser considerado chave para a
definicdo da qualidade, outros fatores influenciam a qualidade do ch& tais como variagao
genética e condicbes ambientais e de cultivo (Obanda e Owuor, 1997). Liang et al. (2003)
sugerem que um bom cha deve ter bons atributos de qualidade individuais. Varios atributos
podem ser compensados através da mistura, por exemplo, um bom cha pode ser obtido pela
mistura um cha de paladar forte e aroma fraco com um ché de paladar fraco e aroma forte. E
por esta razdo que o fabricante muitas vezes combina no seu cha especial materiais
produzidos a partir de vérias origens e épocas.

Quando se avalia a qualidade do cha preto, sdo considerados o sabor, 0 aroma e a
forca da solucdo (Bhattacharyya et al. 2007), além dos atributos fisicos e fisico-quimicos, tais
como cor, textura, quantidade de residuos, tipo e grau de enrolamento das folhas, teor de
sélidos soluveis, viscosidade e densidade (Borse et al. 2002). Até ao momento, os chamados
“Tea Tasters”, degustadores de cha, sdo os responsaveis por avaliarem os chas de maneira
subjetiva (Bhattacharyya et al. 2007) pois ndo se conhece com precisdo quais 0S compostos
guimicos e as caracteristicas da solucdo que mais se correlacionam com a qualidade do cha
preto (Owuor et al. 2006), nem foram desenvolvidos métodos para determinacdo da qualidade
do cha (Liang et al. 2003). Porém Owuor et al. (2006) concluiram que para 0s chas pretos
guenianos o pardmetro brilho da solugéo estava associado com a qualidade.

Liang et al. (2002) referem que a qualidade do chéa preto depende, principalmente, dos
componentes e das cores das infusdes de cha. Esta qualidade tem sido tradicionalmente
avaliada por provadores de cha que desenvolveram uma linguagem prépria para descrever os
varios atributos de uma infusdo de cha de qualidade. Esta linguagem &, por vezes, dificil de
compreender pelos consumidores. Os mesmos autores referem que é necessario o
desenvolvimento de métodos objetivos (quimicos e fisicos) para identificar a qualidade do cha
(Liang et al. 2002).

No caso de infusGes, como as de Camellia sinensis (cha verde, oolong e cha preto), o
sabor determina a qualidade do produto e o seu preco de mercado, evidenciando a importancia
do conhecimento das vias bioguimicas de geracdo dos compostos volateis, que sdo em grande
parte responsaveis pelo aroma, e que sofrem alteracbes durante o processamento
(Ravichandran e Parthiban, 1998b; Kato e Shibamoto, 2001).

Os componentes quimicos importantes que influenciam o sabor e aroma incluem

compostos aromaticos volateis. Varios compostos volateis de aroma sé@o reportados no cha
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preto. Os compostos com maior impacto relativamente ao odor e sabor estéo apresentados na
Tabela 6.

Tabela 6 - Selecédo de compostos responsaveis pelo sabor e odor no cha preto.

Doce Citrico/liméo
Floral Rosas
Floral =
Frutado Améndoas
Frutado Menta
Frutado Mel
Gramineo/verde Frescor

Adaptado de: Arctander (1969); Burdock (2004).

2.4.1. Testes afetivos

A analise sensorial de produtos alimentares é muito importante, pois fornece indicacdes
fundamentais para a producdo e comercializacdo dos produtos, no tocante as preferéncias e
exigéncias do consumidor. Uma dessas indicacGes é a nota média de aceitacdo atribuida a
cada uma das propriedades, como cor, aroma, sabor e aparéncia de um produto, ou de
diferentes marcas, ou ainda de variacdes de um produto (Silva & Azevedo, 2009).

Testes afetivos sdo provas sensoriais usadas para a valorizagdo ou classificacdo da
preferéncia e/ou aceitacdo dos produtos por provadores sem treino prévio, selecionados de
entre consumidores de acordo com critérios que variam com o0 objetivo do teste (area
geogréfica, tipo de ocupacdo, nivel social e econdmico). Estes testes sensoriais permitem
descrever, simultaneamente, varias caracteristicas num ou mais produtos. Aos provadores sédo
fornecidas escalas para avaliarem a intensidade das sensac¢des provocadas pelos atributos
e/ou para "apreciarem” o0s produtos e demonstrarem a sua preferéncia (Esteves, 2009).
Segundo Ferreira et al. (2000), os testes afetivos sdo uma importante ferramenta, pois
acessam diretamente a opinido do consumidor sobre um produto ou ideias sobre o0 mesmo.

Entre os testes afetivos podemos classificar os testes por ordem de gosto, como teste
de preferéncia e teste de escala hedbdnica. Os resultados de testes afetivos, tradicionalmente
sdo avaliados por ANOVA e testes de comparacdo de médias, comparando-se a aceitagdo

média entre produtos (Esteves, 2009).
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2.4.1.1. Teste de preferéncia

O teste de preferéncia pode ser considerado como uma das mais importantes etapas
da andlise sensorial. Representa o somatério de todas as percepcdes sensoriais e expressa o
julgamento, por parte do consumidor, sobre a qualidade do produto. Mede a preferéncia, para
predizer a aceitabilidade (Dutcosky, 1996).

Neste tipo de prova deseja-se saber qual € a amostra preferida em detrimento de outra.
A preferéncia € uma apreciacao pessoal, geralmente influenciada pela cultura (religido, grupos
raciais, nacionalidade, vivéncia familiar, perfil socioeconémico, entre outros), além da qualidade
do produto avaliado. S&o necessarios grupos grandes de avaliadores para se obter uma
diferenca estatisticamente significativa nos resultados, que represente com eficacia a
populagdo a qual o produto se destina (Moraes, 1988). Como exemplo de teste de preferéncia

se apresenta a seguir a figura 12.

Figura 12 — Exemplo de teste de preferéncia.

TESTE PAREADO DE PREFERENCIA

Nome: Sexo: idade:

Data: horario do teste:

Estamos fazendo uma pesquisa sobre a preferéncia do consumidor para este produto.
Prove as duas amostras e indique sua preferéncia:
Prefiro a amostra:

Dé a razao da sai preferéncia:

Frequéncia do consumo do produto objeto do teste:
( ) Tomo frequentemente
( ) Tomo ocasionalmente

( ) Nunca tomo

Comentarios:

Fonte: Dutcosky, 1996.
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2.4.1.2. Teste de escala hedobnica

Nas provas hedb6nicas o provador indica a sua reacao subjetiva sobre o produto,
indicando se gosta ou ndo gosta do produto, se 0 aceita ou ndo, ou se o prefere a outro
produto. Estas provas apresentam uma grande variabilidade e s&o as provas cujos resultados
sdo mais dificeis de interpretar, ja que tratam de opiniGes completamente pessoais, como se
costuma dizer “cada cabega sua sentenga” ou “gostos nédo se discutem” (Noronha, 2003).

Um marco histérico nesta classe de testes foi o desenvolvimento de uma escala nos
EUA pelo U.S. Army and Food Container Institute no final de 1940, que proporcionou uma
escala de nove pontos equilibrada, composta por categorias de gosto e desgosto, e de uma
categoria neutra. Com estas categorias produziram rétulos de pontos de escala com advérbios
que representavam intervalos psicologicamente iguais ou mudancas de niveis heddnicos
(Lawless & Heymann, 2010). Tradicionalmente, as escalas hebnicas compreendem a nove
pontos ou palavras que traduzem outros tantos niveis de agrado e/ou desagrado (Esteves,
2009).

Na Tabela 7 esta expressa a escala heddnica de nove pontos desenvolvida pelo U.S.
Army and Food Container Institute, adaptada de Lawless & Heymann (2010), que ao longo dos

anos alcancou uma ampla utilizacdo em testes de consumo de alimentos.

Tabela 7 - Escala para avaliacdo hedonica.

Gostei extremamente
Gostei muito

Gostei moderadamente
Gostei ligeiramente

N&o gostei nem desgostei
Desgostei ligeiramente
Desgostei moderadamente
Desgostei muito

Desgostei extremamente

Escala de nove pontos para representar intervalos psicoldgicos iguais.

Adaptado de: Lawless & Heymann (2010).
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1.4.2.

Condicbes necessarias para aplicagcao da andlise sensorial

De acordo com Dutcosky (1996), os testes de analise sensorial na maioria dos casos
devem realizar-se em locais tranquilos, onde o provador fique livre de distlrbios e seja capaz
de se concentrar. O provador necessita saber o que deve ser percebido com o minimo de
interpretacdo subjetiva, de modo a que o0s resultados possam ser relacionados
significativamente com as medi¢cdes mecéanicas e instrumentais e com as pesquisas de
mercado. E necessario, portanto, criar condicdes especiais para que o provador avalie o
produto o mais objetivamente possivel.

A zona de preparacdo das amostras deve estar situada nas proximidades do local de
ensaio. Esta zona deve ser bem ventilada, de modo a que seja possivel eliminar rapidamente
0s odores estranhos e os resultantes da preparacdo das amostras (Noronha 2003).

O laboratério de andlise sensorial deve ser um local inodoro, longe de barulhos e de
facil acesso. Deve possuir cabines individuais, cor branca ou neutra, boa iluminagéo e tamanho
de acordo com a necessidade da demanda. Os recipientes devem ser brancos, limpos e
inodoros. Idealmente o teste deve decorrer duas horas antes ou depois das refei¢cdes, deve-se
oferecer agua, pdo ou bolachas de agua e sal para fazer o branco entre as amostras. As
provas das amostras devem ser efetuadas da esquerda para a direita, iniciando-se os testes
primeiramente com a andlise de odor (Dutcosky 1996, Moraes 1988, Noronha 2003).

Em relacdo as amostras deve-se definir e padronizar sua quantidade e temperatura.
Noronha (2003) recomenda que sejam fornecidos pelo menos cerca de 15 a 20 ml, no caso de
amostras liquidas, e que a temperatura se encontre entre 0s 60 e 66 °C para bebidas quentes e
sopas. Deve também existir uniformidade entre as amostras e estarem codificadas (Dutcosky,
1996). A codificacdo da amostra deve ser feita de modo a nédo induzir a avaliacdo, sendo, por
isso, desaconselhavel o uso de numeracgdo simples (exemplo: 1, 2, 3) ou por letras (exemplo:
a, b, ¢), pois tal pode induzir a classificagdo da mostra “1” ou “a” como a melhor. Recomenda-
se a utilizacdo de um cbédigo com trés digitos aleatérios (por exemplo, 118, 274, 387) para cada
amostra (Moraes, 1988). Para se definir o nUmero de amostras devem considerar-se fatores
como: natureza do produto, intensidade e complexidade da propriedade que esta sendo
analisada, tipo de teste aplicado e tempo disponivel para a realizacdo do teste (Dutcosky,
1996).

26



MATERIAIS E METODOS

3.1. Preparacao da amostra
3.1.1. Materiais

Para desenvolvimento deste trabalho o cha preto (Camellia sinensis) utilizado foi o Cha
Gorreana Pekoe da Fabrica de Cha Gorreana, S. Miguel — Acores (Figuras 13 a) e h)).
Escolheu-se utilizar a agua do Luso para a extracdo aquosa da folha de cha. Para a analise
sensorial, utilizou-se a agua mineral Floresta. As aguas foram escolhidas por suas
caracteristicas desejaveis a preparacdo do cha (baixo teor em sais), e para garantir a
reprodutibilidade das analises. Ambos os materiais foram comprados no comércio local em
Lisboa, Portugal, com excecdo da &gua mineral utilizada para a analise sensorial, que foi

comprada no comércio de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil.

a) b)

Figura 13 — a) Ché4 preto da Gorreana Pekoe; b) Folhas de chéa preto da Gorreana Pekoe.
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3.2. Métodos

Os procedimentos de preparacdo das amostras para determinacao da cafeina estéo

descritos em seguida.

3.2.1 Procedimento da primeira extracédo da folha

A definicdo do método de extracdo da folha foi baseado na descricdo do modo de
preparacao da infusdo de cha sugerido na embalagem do Cha Gorreana Pekoe. Considerando
a relacdo massa de folha/volume de agua, era referido uma colher de sopa de folha para 500
ml de agua. Para garantir reprodutibilidade, pesou-se uma colher de sopa de folhas e, com
base neste valor, calculou-se a quantidade necessaria para preparar uma infusdo em 50 ml de
agua. O valor usado foi assim aproximado a 330 mg de folhas de cha. O processo de extracdo
aguosa ocorreu com agua a temperatura de ebulicdo, que foi vertida em um copo ja contendo a
folha de cha. Quando a agua entrava em contato com a folha apresentava uma temperatura
em torno de 80 °C. Desta forma a temperatura de inicio de extracdo é de apenas 80 °C e a
temperatura de fim de extracdo vai depender do tempo do processo. Foram preparados cinco
chas com 1, 2, 3, 5 e 20 minutos de contato da folha com a agua. As folhas de cha foram
separadas da infusdo através de um coador de metal.

Dos 50 ml de infusdo de cha, 25 ml foram passados para um baldo tarado e liofilizados.

Os 25 ml restantes nao foram utilizados, tendo sido descartados.

3.2.2. Procedimento da segunda extracdo da folha

Os procedimentos da segunda extracdo aquosa da folha de cha preto ocorreram da
mesma forma que na primeira extracdo acima descrita, tendo-se utilizado as folhas
previamente usadas na primeira extracdo. Logo apds a primeira extracdo ocorreu a segunda
extracdo aquosa da folha de cha. Os tempos das segundas extracdes foram iguais aos da
primeira extracdo para cada caso. Foram armazenadas as solu¢cdes em balBes volumétricos,

tapados e vedados, permanecendo em frigorifico até o momento de utilizagdo.

Dos 50 ml de infusdo de cha, 25 ml foram passados para um baldo tarado e liofilizados.

Os 25 ml restantes ndo foram utilizados, tendo sido descartados.
3.2.3. Liofilizacdo
Como ja referido, apés a separacgéo das folhas da infuséo de ch4, foram pipetados 25

ml da solucdo (infusdo de cha) para um baldo tarado. Esta solu¢é@o foi congelada utilizando

para este processo o nitrogénio liquido e levada ao liofilizador. As amostras permaneceram no
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liofilizador por cerca de 24 horas, ou mais, até a total liofilizacdo (Figura 14). Para o processo
de liofilizagéo das amostras utilizaram-se dois liofilizadores, um da marca Scanvac modelo

CoolSafe e o outro da marca Edwars modelo Freeze dryer modulyo®.

Figura 14 — Liofilizag&o das amostras.

3.2.4. Procedimento de extracdo com cloroférmio

A cafeina foi extraida do material liofilizado com cloroférmio (3 x 10 ml) a temperatura
ambiente. Para cada amostra, ao residuo totalmente liofilizado foram adicionados 10 ml de
cloroférmio comercial, agitou-se por 30 segundos e levou-se a banho de ultrassons durante 10
minutos (Figura 15). O sobrenadante foi transferido para um baldo volumétrico. Repetiu-se o
procedimento mais duas vezes com 10 ml de cloroférmio em cada uma delas. O volume total
de cloroférmio foi transferido para um baldo e evaporado em um evaporador rotativo. Os balGes
com o residuo evaporado foram lavados com 1,5 ml de cloroférmio, e a mistura filtrada por
centrifugacdo em eppendorfs. A centrifugacdo ocorreu em uma centrifuga Multi-spin 3000. O
conteddo resultante da filtracdo foi transferido dos eppendorfs para pequenos frascos,
novamente evaporado o solvente em evaporador rotativo, e armazenado no frigorifico para

posterior analise.
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Figura 15 — Extragdo com cloroférmio das amostras liofilizadas.

3.3. Andlise Cromatografica

As amostras (extratos obtidos pelo processo acima descrito) foram pesadas e
ressuspensas para realizacdo da analise por GC. A ressuspensdo ocorreu em 500 pL de
cloroformio. Dessa quantia 400 puL foram armazenados, para o caso de haver necessidade de
realizar novas analises, e aos 100 UL restantes foi adicionado o padréo interno. A cada amostra
foi adicionado 100 pL de padrdo interno (PI), lupanina a 100 ppm, por este ser um alcaléide
gue ndo se encontra presente nos extratos, e possui um tempo de retencdo diferente dos

componentes das amostras.

Para otimizacdo do processo analitico foram realizadas andlises cromatograficas
prévias de algumas amostras selecionadas. Este procedimento permitiu, otimizar toda a
separacdo cromatografica no menor tempo possivel de analise, assim como avaliar a ordem de
grandeza dos teores de cafeina das véarias amostras em estudo (12 e 22 extracdo e tempos de
infusdo de 1, 2, 3, 5 e 20 minutos). Desta forma foi possivel determinar o intervalo de
concentra¢des das curvas de calibracdo do método analitico, recorrendo ao uso de solu¢des
padrdo de cafeina com concentracdes conhecidas (50 e 200 ppm) e por compara¢ao das areas
obtidas com as das amostras estipularam-se os limites maximos e minimos para as curvas de

calibracgéo.

Com o objetivo referido e um conjunto completo de todas as amostras preparadas,
deu-se inicio as analises por GC. Foram injetados 1 pL de cada amostra, iniciando pelas
amostras da primeira extracdo, e seguindo-se as da segunda extragdo, realizando todas as
andlises por ordem crescente de tempo de extracao e em triplicado.
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As amostras foram analisadas por GC-FID (Gas Chromatography — Flame lonization
Detetor), num cromatégrafo da marca Konik, modelo Konik HRGC 4000B (Figura 16).

Figura 16 — Cromatografo da marca Konik, modelo Konik HRGC 4000B.

3.3.1. Calibragéo

Através da analise de amostras selecionadas (ver Tabelas 8 e 9), realizadas por GC-
FID, foram desenvolvidas duas curvas de calibrac@o, uma para doseamento das amostras da
12 extracdo e outra para as da 22 extragdo, como referido anteriormente (subcapitulo 3.3.
Analise Cromatogréfica). Cada curva de calibragao foi tragcada através da relagdo entre a razédo
das areas de cafeina e lupanina e a razdo entre as respectivas concentragfes. Para
elaboracdo das curvas de calibracdo prepararam-se solugbes padrdo com diferentes
concentracdes de cafeina e adi¢cdo de padréo interno. Injetou-se 1 pL de solucdo padréo por
ordem crescente de concentracdo no cromatografo, iniciando pela curva de calibracé@o
referente & 12 extragéo.

Para a 12 extracdo, desenvolveu-se uma curva de calibragdo de cinco pontos, iniciou-
se com uma solugdo com 25 ppm de cafeina e os pontos seguintes foram definidos com uma
variacdo da concentracdo de cafeina de 25 ppm entre os dois primeiros pontos e 50 ppm entre

0s pontos seguintes, como mostra a Tabela 8. A concentracéo de Pl (lupanina) foi de 101,3
ppm.
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Para a 22 extracdo, tracou-se uma curva de calibracdo com sete pontos. Conforme
apresentado na Tabela 10, iniciou-se com uma solugcdo com 6,09 ppm de cafeina e os pontos
seguintes foram definidos com uma variagédo das concentracfes de cafeina de 4 ppm entre os
dois primeiros pontos, 10 ppm entre 0 segundo e o terceiro pontos e 20 ppm entre os demais
pontos da curva. A concentracdo de PI (lupanina) foi de 30,15 ppm.

Cada solucédo padréo de ambas as curvas foi analisada em triplicado. Os resultados
expressos nas Tabelas 8 e 9 sao calculados pela média entre os valores concordantes de cada

série.

Tabela 8 - Dados para elaboracéo da curva de calibragdo para doseamento das amostras de
12 extracao de cafeina.

Conc. Area Conc. Area Conc.Cafeina/  Area Cafeina/ Area
(ppm) (ppm) Conc PI Pl

25 0,599 101,3 11,267 0,247 0,053

25 0,736 101,3 20,396 0,247 0,036

50 2,227 101,3 11,790 0,494 0,189

100 7,376 101,3 17,281 0,987 0,427

150 13,034 101,3 18,655 1,481 0,699

200 14,51 101,3 14,821 1,974 0,979

Figura 17 — Curva de calibracdo referente a 12 extracdo da folha.

f(x) = 0,5354653931x - 0,0874327699
R2 = 0,9991313678
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Tabela 9 - Dados para elaboracdo da curva de calibracdo para doseamento das amostras de 22
extracdo de cafeina.

Conc. Area Conc. Area  Conc.Cafeina/ Area Cafeina /
(ppm) (ppm) Conc PI Area PI
6,09 4,829 30,15 44,417 0,202 0,109
10,15 5,114 30,15 25,610 0,337 0,200
20,3 8,277 30,15 23,465 0,673 0,353
40,59 18,931 30,15 24,823 1,346 0,763
60,89 32,818 30,15 29,481 2,020 1,113
81,18 33,075 30,15 21,672 2,693 1,526
101,48 43,326 30,15 22,601 3,366 1,917

Figura 18 — Curva de calibracdo referente a 22 extracéo da folha.

f(x) = 0,5693753819x - 0,0108327722
R2 = 0,999436384
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3.3.2. Condi¢cbes cromatograficas (12 e 22 extracdo da folha)

Para andlise das amostras através da cromatografia gasosa, utilizaram-se as mesmas
condi¢cBes cromatograficas para as duas gamas de amostras (12 e 22 extragao), e também para
as curvas de calibracdo, alterando-se apenas a razdo de split entre elas. Para cada amostra
foram efetuadas trés injecdes.

Caracteristicas da Coluna: DB5, 30 m, 0,25 mm ID, 0,25 um Film. Temperatura do
Injetor: 250 °C, temperatura do detector: 250 °C.

Programa de temperatura: 120 °C por O minutos, 15 °C/minutos até 250 °C,
temperatura que se mantém durante 2 minutos, 4 °C/minutos até 235 °C, 20 °C/minutos até
300 °C temperatura que se mantém durante 10 minutos. Fluxo He: 1 pL/min. Quantidade
injetada: 1 pL.

Raz&o de split para as amostras da 12 extracdo: 1:30; Raz&o de split para as amostras
da 22 extracdo: 1:5.

Os resultados finais da quantificacdo de cafeina presente nas amostras referentes a 12
e 22 extracdo da folha de chéa estdo apresentados para melhor visualizacdo dos dados na
tabela a sequir (Tabela 10).

Tabela 10 — Resultados finais da quantificacéo de cafeina presente nas amostras referentes a
12 e 22 extracdo da folha de cha.

0,3338 140,75 144,46 2,60
0,3333 148,17

0,3332 160,97 166,07 2,98
0,3335 171,18

0,3342 170,98 174,62 3,14
0,3327 178,26

0,3346 2877,00 3024,72 54,32
0,3336 3172,45

0,3343 27,82 28,81 0,52
0,3333 29,80

0,3335 5,33

0,3332 6,59 5,96 0,10
0,3338 7,34 8,17 0,14
0,3342 9,00

0,3346 11,60 10,91 0,20
0,3336 10,22

* Cddigo da amostra, sendo o primeiro numero referente ao tempo de infusédo, e o segundo da amostra
realizada sequencialmente, seguido do nimero da extracéo realizada.
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3.4. Analise sensorial do ché preto
3.4.1. Elaboracdo das amostras para andlise sensorial

O processo de elaboragdo do cha para andlise sensorial, descrito a seguir, ocorreu de
forma idéntica ao que tinha sido feito para analise da cafeina. Utilizou-se cha preto Pekoe da
Fabrica de Cha Gorreana, S. Miguel — Agores.

A definicdo do método de extracdo da folha foi baseada na descricdo do modo de
preparacdo da infusdo de cha sugerido na embalagem do Ch& Gorreana Pekoe. A relacao
massa de folha/volume de agua referida € de uma colher de sopa de folha, 3,30 g, para 500 ml
de agua. O processo de extracdo aquosa ocorreu vertendo a agua a temperatura de ebulicao,
sendo elaborado quatro chas com 1, 3, 5 e 20 minutos de tempo de infusdo e diferentes
extracbes das mesmas folhas de cha (12 e 22 extracdo), preparando-se 1,5 litros de cada
infusdo de cha de uma Unica vez. Os procedimentos da segunda extragdo aquosa da folha de
cha preto sdo idénticos aos da primeira extracdo, ocorrendo logo apds esta. As amostras
apresentadas para Andlise Sensorial apresentavam 25 ml de infus@o de cha e foram servidas a
uma temperatura em torno de 65° C, de acordo com o recomendado por Noronha (2003).

Os chas foram elaborados em uma das cozinhas do Laboratério do Curso de
Gastronomia da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA), no

entanto as analises sensoriais ocorreram em uma sala ao lado.

3.4.2. Analise sensorial

O processo de andlise sensorial ocorreu apdés um esclarecimento sobre os objetivos do
presente estudo, e ap6s a concordancia dos participantes, tendo sido solicitada a assinatura do
participante no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). O TCLE que foi
apresentado aos participantes estd em anexo (Anexo ).

A andlise sensorial do cha preto foi efetuada através de um teste de escala hedbnica e
um teste de preferéncia. Incluiu-se no final da ficha uma pergunta sobre a frequéncia do
consumo do produto avaliado. Utilizou-se para classificagdo uma escala hedbnica de nove
pontos que variou de 1 para desgostei muitissimo a 9 para gostei muitissimo, onde se
avaliaram aspetos como odor, cor, adstringéncia, amargor e dogura (Dutcosky, 1996 Lawless &
Heymann 2010). As condi¢bes em que se aplicou a andlise sensorial ocorreram de acordo com
0s aspetos necessarios descritos anteriormente (Subcapitulo 2.4.2).

As andlises sensoriais ocorreram em dois dias consecutivos, com alunos dos cursos de
Gastronomia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Ciéncias da Salde de
Porto Alegre (UFCSPA). As andlises ocorreram com 25 provadores em cada dia de avaliagéo,
no primeiro dia foram avaliadas as amostras 1.1, 1.2, 3.1, 3.2 e no segundo dia as amostras
5.1, 5.2, 20.1, 20.2, todas as amostras foram analisadas em repeticdo. Os provadores foram

recepcionados em uma das salas do curso de Gastronomia da Universidade Federal de
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Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA), onde se procederam as andlises. Foram
recebidos dois provadores por vez, e a cada um deles apresentado o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) juntamente com a ficha de analise sensorial, as amostras e um
copo de agua. Recorreu-se a um painel de 50 provadores nédo treinados no total, entre as duas
sessbes de provas, para a avaliacdo das infusdes de cha, através de uma folha de prova

desenvolvida tendo por base a apreciacéo global dos produtos (Anexo II).

3.4.3. Andlises estatisticas

Para as analises estatisticas dos resultados deste estudo, as respostas obtidas através
da analise sensorial para os atributos de cor, aroma, sabor e odor foram submetidas a uma
andlise de variancia (one-way ANOVA), sendo realizados testes de comparacdo mdltipla de
Tukey, a um nivel de significAncia de 95%. Recorreu-se ao uso do teste de Tukey, pois ele
permite testar qualquer contraste, sempre, entre duas médias de tratamentos, baseando-se na
Diferenca Minima Significativa (DMS) (ANJOS, 2009). Todos os tratamentos estatisticos deste
estudo foram realizados com recurso ao software SPSS Statistics (v.20, IBM SPSS Statistics,
New York, EUA).

3.4.4. Considerac0es éticas
O presente estudo foi submetido para avaliacdo, através de um projeto de pesquisa,
que se encontra em anexo (Anexo V) e aprovado pelo Comité de Etica da Universidade

Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (CEP - UFCSPA). Este estudo atende as
determinacdes da Resolugéo 466 do Conselho Nacional de Saude.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Otimizagdo dos processos

4.1.1. Otimizagdo do método de extragao

A técnica usada para a quantificacdo da cafeina, desde a extracdo da folha até ao
meétodo analitico, teve como fatores norteadores a mimetizacdo do processo de preparacao de
um ché pelo consumidor e a realizacdo de uma metodologia que implicasse um menor tempo
de elaboracdo e menor manuseio das amostras.

Neste estudo realizou-se primeiramente o0 processo da extracdo aquosa da folha de
cha preto (Chad Gorreana Pekoe dos Acores), procedendo como descrito anteriormente
(subcapitulo 3.2.2).

Na literatura foram descritos varios processos de extracdo da cafeina a partir de folhas
de cha e infusbes de folhas de cha (Groisser, 1978, Lin et al. 2003, Srivas & Wu, 2007, Komes
et al. 2009, Horzic™ et al. 2009). No entanto, o processo de extracdo da cafeina usado neste
trabalho, que envolve a liofilizagdo das infusdes, ndo estava descrito antes. A metodologia
seguida foi elaborada com base nas metodologias jA existentes acima referidas, e foi
desenvolvida a fim de obter um processo de extragcdo o mais simples possivel. Também se
optou por minimizar a utilizacdo de reagentes nocivos a saude humana e ao meio-ambiente, ao
contrario das metodologias desenvolvidas por Komes et al. (2009), que propds um método
utilizando acetato de chumbo, e por Groisser (1978), que utilizou benzeno.

Segundo Srivas & Wu, (2007) o cloroférmio é o solvente mais adequado para extrair a
cafeina de uma solugcdo aquosa. Este fato deve-se a elevada solubilidade da cafeina em
cloroférmio que € cerca de oito vezes superior a solubilidade em agua a temperatura ambiente,
pelo que possui uma elevada capacidade de dissolugdo sendo o solvente mais eficaz em
concentracdo de cafeina para anélise (Sereshti & Samadi, 2014). Maidon et al. (2012) fizeram
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um estudo comparativo de solubilidade de cafeina em quatro solventes para a sua extracao a
partir de folhas de cha, dentre eles metanol, cloroférmio, 4gua e acetato de etilo. O cloroférmio
foi o melhor solvente dos quatro estudados. No caso deste trabalho a extracdo inicial foi
realizada com agua, pois o objetivo era comparar o teor de cafeina em infusdes de folhas de
cha. Dado se ter desenvolvido uma técnica que envolve a liofilizacdo para fazer a extracéo da
cafeina das infusBes, ndo foi necessario extrai-la diretamente da solugdo aquosa. No entanto,
a elevada solubilidade da cafeina em cloroférmio, e o fato deste ser um solvente comum
utilizado na preparacao de amostras para doseamento de cafeina, levou a que fosse escolhido
para extrair a cafeina do material liofilizado.

A cafeina foi extraida do material liofilizado com cloroférmio como descrito
anteriormente (subcapitulo 3.2.4). Para a injecdo no cromatégrafo foi necessario separar
algumas particulas dispersas. Para tal as amostras, ressuspensas em 1,5 ml de cloroférmio,
foram transferidas sucessivamente em porcdes de 100 pl para eppendorfs para posterior
centrifugagdo. As filtragbes sucessivas foram necessérias, devido a dimenséo reduzida do
material e da centrifuga utilizados. O contetdo total de cada amostra foi depositado em um
frasco e novamente evaporado e armazenado, para posterior analise.

Na metodologia desenvolvida neste trabalho a principal diferenca esta no processo de
extracdo da cafeina da fase aquosa. Para evitar o processo de extracdo liquido/liquido da
cafeina a partir da fase aquosa para o cloroférmio, um processo muito moroso devido as
emulsGes que se formam, optou-se pela liofilizacdo das amostras de cha. Esta técnica
apresenta ainda a vantagem de poder decorrer durante a noite. O procedimento demonstrou

grande eficiéncia.

4.1.2. Otimizacdo do processo cromatografico

Relativamente & metodologia, o objetivo neste trabalho foi o de desenvolver uma
técnica simples, que necessite de pequenos volumes de amostras e solventes, permitindo
determinacdes rapidas e que possua alta reprodutibilidade. Foi desenvolvido o procedimento
descrito baseado na extracdo do material liofilizado e para a quantificacdo recorreu-se a
cromatografia gasosa com detector ionizacdo de chama (GC-FID). O método de quantificacé@o
por meio da cromatografia gasosa foi o escolhido por permitir uma facil detecgéo e analise da
cafeina. Segundo Strahl et al. (1977), em volumes pequenos de amostras de cafés e chas tem
varias vantagens relativamente a outros métodos, havendo boa especificidade e sensibilidade
do método cromatografico mesmo para a determinacao de niveis baixos de cafeina.

No método cromatografico desenvolvido medem-se as areas cromatogréficas que
correspondem as quantidades de analitos nas amostras analisadas. Para quantificacdo dos
analitos tracam-se previamente curvas de calibracdo com utilizacdo de padréo interno (PI). A
guantificacdo com base em curva de calibracdo é um método que envolve a preparagéo de

uma série de solugdes padrdo de composicBes proximas a concentracdo do analito na
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amostra. Os cromatogramas dos padrdes sdo entdo obtidos, e a relacdo das alturas ou das
areas dos picos dos analitos e padrdo interno, em fungdo da concentracdo permitem obter um
grafico. Idealmente a curva deve ser uma reta que passa pela origem e a concentragdo da
amostra é obtida a partir da equacéo desta reta (Collins et al. 1997).

As amostras da primeira extracdo apresentaram um teor significativamente mais alto
em cafeina quando comparadas com as amostras da segunda extragao, devido as diferencas
de concentracbes da cafeina nas infusdes obtidas da primeira e segunda extracéo das folhas.
Observou-se assim a necessidade da elaboracdo de duas curvas de calibracdo distintas
seguindo o método descrito (subcapitulo 3.3 e 3.3.1). A partir dessas analises prévias
testaram-se diversas rampas de temperatura e diferentes razfes de split, para assim
desenvolver as melhores condicbes cromatograficas. Com isso tracou-se uma curva de
calibragdo com cinco pontos (Figura 17), para quantificar a cafeina nas amostras da primeira
extracdo. Injetou-se 1 pL de cada amostra com uma razdo de split de 1:30 no injetor. A curva
de calibracdo apresenta um coeficiente de correlacdo de 0,999. Para as amostras da segunda
extracdo, tracou-se uma curva com sete pontos (Figura 18), injetou-se 1 uL de cada amostra
com uma razdo de split 1:5 no injetor. Esta Ultima curva de calibragdo apresentou um
coeficiente de correlacdo de 0,994.

Devido ao fato das amostras referentes a 22 extracdo da folha estarem em menores
concentracdes, foi preferido elaborar uma curva de calibragdo com mais pontos para diminuir o
erro associado a determinacéo da cafeina.

Figura 17— Curva de calibracdo para o doseamento de cafeina — 12 extracéo da
folha de ché preto.
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Figura 18 - Curva de calibracdo para o doseamento de cafeina — 22 extracdo da
folha de cha preto.
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A substancia utilizada como padrdo interno foi a lupanina que havia sido extraida
previamente das sementes de tremoco (Lipinus albus) e que estava disponivel no laboratério.
Testes prévios demonstraram que a lupanina era um alcaléide adequado para Pl na
guantificacdo a realizar. Nos cromatogramas tracados verificou-se que o tempo de retencao da
lupanina foi de 11,5 minutos, havendo um bom intervalo relativamente do tempo de retencéo
da cafeina, que foi de 6,5 minutos. Para melhor ilustrar a Figura 19 contém um cromatograma
de uma amostra padrdo, onde se pode observar este aspecto. Outro fator que permitiu a
lupanina ser uma boa escolha como PI, foi o fato da sua area de pico ser bem delimitada e de
facil quantificacéo.
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Figura 19 — Cromatograma de uma amostra padréo para ilustragdo dos tempos de retengéo da
cafeina e lupanina.

O padréo interno foi adicionado aos padrfes e as amostras huma concentracao final de
100 ppm, para a determinacéo da cafeina nas amostras da primeira extracdo, e de 20 ppm nas
amostras da segunda extracéo, de forma a ficar enquadrado no centro da respectiva curva de

calibracgéo.

4.2. Quantificacdo da cafeina nas infus6es de cha resultantes da 12 e 22 extracédo da folha de

cha

Ao se realizar as primeiras analises quantitativas obtiveram-se oscilagbes inexplicaveis
na quantidade de cafeina das amostras correspondentes a cada um dos diversos tempos de
extracdo, indicando perda de cafeina em alguma etapa do processo. Através de testes
desenvolvidos, concluiu-se que as oscilagbes eram devidas a perdas aleatorias nas
centrifugag®es por excesso de volume de solugdo usada nos eppendorfs. As amostras com um
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volume total de 1,5 ml de solugéo eram inicialmente divididas por trés eppendorfs para filtracdo,
ficando cada um com 500 pL. Ao identificar a razéo da inconsisténcia dos resultados, alterou-
se o0 processo transferindo para cada eppendorf a quantidade para 100 pL, reduzindo-se assim
a perda apesar de se aumentar para cinco as etapas de filtracdo de cada amostra.

Apo6s o desenvolvimento do novo processo de filtracdo e a verificagdo que a perda
existente anteriormente tinha sido ultrapassada, as segundas andlises foram realizadas da
mesma forma. Considerou-se como resultados coerentes 0s resultados das amostras que
apresentavam no minimo dois dos trés resultados das analises concordantes. De acordo com
este critério, as amostras de 2 minutos de ambas as extracdes foram desprezadas. Estas
amostras foram realizadas em triplicado e ndo apresentaram resultados concordantes. Para
excluir qualquer possivel erro de inje¢cdo as amostras referentes ao tempo de 2 minutos foram
injetadas por uma segunda vez, verificando-se que os resultados ainda assim ndo estavam

concordantes.

4.2.1. Doseamento da cafeina

Os célculos dos valores expostos nas Tabelas 11 e 12 foram feitos com base nos
resultados das andlises cromatograficas. Como exemplo encontram-se apresentados em
anexo dois cromatogramas, um contendo uma amostra de cada tempo de infusdo da 12
extracdo da folha de cha e o outro contendo uma amostra de cada tempo de infuséo para a 22
extracdo da folha de cha (Anexo IlI).

Nelas estdo apresentados os valores de cafeina calculados em mg/3 g de folha, em
percentagem relativamente ao peso da folha (portanto % de cafeina que foi extraida
relativamente & massa total da folha usada), e em ppm (referente & concentracdo de cafeina
presente na solugdo com cloroférmio). Apresentam-se os valores em mg de cafeina/3 g de
folha pois é esta a massa aproximada que é usada para preparar 500 ml de cha segundo a
indicac@o da embalagem. Este volume corresponde em média a duas canecas de cha.

Os valores apresentados nas Tabelas 11 e 12 s&o relativos as solugfes injetadas no
cromatografo, sendo os resultados de acordo com o resultado cromatogréfico para 12 e 22
extracdo da folha.
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Tabela 11 — Doseamento da cafeina presente nas amostras referentes a 12 extragdo da folha
de cha.

0,3338 140,752 144,46 2,60 0,086
0,3333 148,173
0,3332 160,967 166,07 2,98 0,100
0,3335 171,182
0,3342 170,975 174,62 3,14 0,104
0,3327 178,258
0,3346 2876,998 3024,72 54,32 1,810
0,3336 3172,451

* Codigo da amostra, sendo o primeiro numero referente ao tempo de infusdo, e o segundo da amostra
realizada sequencialmente, seguido do nimero da extracéo realizada.

Tabela 12 — Doseamento da cafeina presente nas amostras referentes a 22 extragao da folha
de cha.

0,3343 27,82 28,81 0,52 0,018
0,3333 29,80

0,3335 5,33 5,96 0,10 0,004
0,3332 6,59

0,3338 7,34 8,17 0,14 0,004
0,3342 9,00

0,3346 11,595 10,909 0,20 0,006
0,3336 10,223

* Codigo da amostra, sendo o primeiro numero referente ao tempo de infusédo, e o segundo da amostra
realizada sequencialmente, seguido do nimero da extracéo realizada.

Tanto para a 12 como para a 22 extragdo da folha verifica-se que os teores em cafeina
no cha ao fim de 1, 3 e 5 minutos de extracdo sdo da mesma ordem de grandeza, sendo
mesmo muito proximos (variacéo entre 0,086 e 0,104% para a 12 extragéo e 0,018 e 0,004 para
a 22) (Tabela 13). Os valores ligeiramente crescentes na 12 extracdo sdo de esperar e 0S
valores decrescentes para a 22 extracdo explicam-se pelo fato de ja ter existido uma extragao

anterior e desta forma a variacédo ser de progressao inversa.
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Tabela 13 - Quantificagcdo de cafeina na 12 e 22 extragdo (ext.) da folha de ch4 a diferentes
tempos de extracdo da folha em concentragcao (Conc.) em mg de cafeina/3 g de folha e
em percentagem.

2,60 0,52 0,086 0,018
2,98 0,10 0,100 0,004
3,14 0,14 0,104 0,004
54,32 0,20 1,810 0,006

Analisando os valores em percentagem pode fazer-se uma comparacdo com 0S
resultados publicados por outros autores.

O teor de cafeina publicado por Komes et al. (2009), corresponde a um contetido de
cafeina no cha preto de 0,69%. Este valor foi obtido de 20 g de folhas para 90 ml de agua
aquecidos a refluxo por 30 minutos. Foi efetuada uma filtracdo e as folhas sujeitas a um
segundo refluxo. Esta infusdo foi entdo extraida com cloroférmio e a quantidade determinada
com base no residuo da evaporacdo. O método usado foi diferente do realizado neste trabalho
e, como é evidente dos resultados obtidos por estes autores com varios métodos de extracao é
muito superior, ha que ter em conta que o procedimento de extracdo usado tem grande
influéncia nos resultados obtidos. No caso do presente trabalho era de esperar um resultado
inferior, visto que o tempo e a temperatura de infusdo foram bastante inferiores. Segundo o
método descrito acima encontramos valores cerca de sete vezes e meia a seis vezes inferiores
para os tempos de extracdo de 1 e 5 minutos, respectivamente. Por outro lado o teor que foi
determinado neste trabalho para o tempo de 20 minutos de extracdo quase que triplica o
publicado por Komes et al. (2009). A influéncia do tempo de infuséo (5, 15 e 30 minutos) sobre
a quantidade de cafeina liberada foi descrito por El-Shahawi et al. (2012). Seus resultados
indicaram que, ao aumentar o tempo de infusdo de folhas de cha verde de 5 para 30 minutos
aumentou o conteudo médio de cafeina respectivamente de 1,93 mg/g para 2,59 mg/g de
folhas de ché verde secas. Este aumento indica que a taxa de liberacdo de cafeina aumentou
guando houve uma elevacéo consideravel do tempo de infusdo, no entanto numa proporcao
inferior & observada neste trabalho.

O valor determinado para 20 minutos neste estudo é elevado e significativamente
superior ao obtido por Komes et al. (2009) na extracdo com cloroférmio, porém inferior quando
comparados com resultados obtidos por outros métodos em que Komes et al. (2009) utilizaram

um extrato aquoso preparado com 2,5 g de folhas de cha a que foram adicionados 200 ml de
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agua em ebulicdo e agitados durante 10 minutos. Nesse estudo o teor e cafeina na infusdo de
ch& quantificado através da analise por HPLC foi de 2,94%, e pelo micrométodo, que envolve
extracdo com benzeno e acido sulfirico, e doseamento por espectroscopia na zona do UV, foi
de 3,86% de cafeina.

Ha ainda que ter especial cuidado ao comparar os teores de cafeina determinados a
partir de infusbes preparadas a partir de volumes diferentes de agua relativamente a massa de
folha. A capacidade de dissolugdo da cafeina na agua tera um limite o que influenciara mais
significativamente a quantidade extraida quando o volume de agua é baixo.

No caso do valor obtido na primeira extragdo com um tempo de extracdo de 20
minutos, os resultados foram consistentes nas varias réplicas realizadas. Consideramos
importante no futuro analisar este aspeto com mais detalhe. Os valores obtidos até aos 5
minutos levariam a prever que o valor para a extragdo de 20 minutos fosse da mesma ordem
de grandeza, como aconteceu no trabalho de El-Shahawi et al. (2012). De fato a diminuicdo da
temperatura da agua ao longo do tempo, associada a grande variacdo da solubilidade da
cafeina com a temperatura levaria a prever um resultado desta natureza. Sao necessarios
estudos posteriores para confirmar a validade dos valores obtidos para os 20 minutos. Caso se
confirme, uma possivel justificacdo para o aumento significativo da extracdo da cafeina podera
ser a maior hidratacdo das folhas e degradacdo da estrutura celular ao longo do tempo, que
permite uma extracdo mais eficiente.

Hicks et al. (1996) encontraram resultados concordantes com 0s n0ssos, pois em suas
andlises as concentracbes de cafeina em diversos tipos de cha diminuiram em extracBes
sucessivas. As percentagens extraidas em cada infusdo sucessiva, relativamente ao teor total
de cafeina extraido da infusdo de cha preto, variaram de 60,6 + 5,25% na primeira extracao,
27,3 £ 3,80% na segunda extracdo e 12,2 + 1,77% na terceira extracdo. As trés extracdes
foram realizadas consecutivamente com um tempo de infusdo de 5 min. A metodologia
estabelecida por Hicks et al. (1996) difere da metodologia que utilizamos, onde as analises
ocorreram diretamente com as infusbes de cha pelo método de HPLC. Porém o que
observamos em ambos os casos é concordante. Em ambos os trabalhos o objetivo principal foi
verificar a variacdo do teor de cafeina entre as diferentes extracdes aquosas da mesma folha
de chd e em ambos se verifica uma diminui¢éo significativa do teor de cafeina entre extracdes.

Com as diferencas entre os valores obtidos para o teor de cafeina em infusbes
resultantes da 12 e da 22 extracdo, e os resultados de estudos j& publicados, percebe-se que o
gue interfere de forma mais significativa no teor de cafeina na infusdo de cha ndo é o tempo da
infusdo, mas sim a realizacéo de diferentes extracées da mesma folha de cha. Wu et al. (2012)
utilizaram uma metodologia semelhante & utilizada neste estudo. A metodologia seguida
envolvia a extracdo de cafeina de folhas secas de cha com agua a 96 °C durante 10 minutos, e
extracdo de cafeina a partir da solugcdo aquosa, utilizando cloroférmio. Analisaram as
percentagens de extracdo entre quatro infusdes sucessivas da mesma folha de cha. Como

resultado obtiveram as percentagens cumulativas de extracdo da cafeina total existente,
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extraindo de cerca de 66% na 12 extracdo, 87% na 22 extracdo, quase 100% para a 3 2
extracdo e para 4@ extracdo nao obtiveram uma variacéo detectavel.

Aqui pode dizer-se que com os trabalhos de Wu (2012), El-Shahawi et al. (2012) e
Hicks et al. (1996), se conclui que com extragbes sucessivas da mesma folha se vai
sucessivamente esgotando a cafeina existente até a extracdo total. E também que as
guantidades extraidas de cafeina possuem variacao progressiva conforme o tempo de infuséo,
mas ndo de variagcdo excessiva entre os tempos de infuséo.

Em resumo, dos resultados apresentados na Tabela 13, pode concluir-se que a
guantidade de cafeina na 12 extracdo aumentou com o tempo de infusdo, mas (considerando
os resultados das extragdes com 1 — 5 minutos) que a maior parte foi extraida no 1° minuto. De
fato apenas 17,0% do extraido ao fim de 5 minutos corresponde a cafeina ndo extraida no
primeiro minuto. No caso dos 3 minutos, este valor é de 12,8%. Por esta razdo quando ocorreu
a 22 extracdo das mesmas folhas de cha, com os mesmos tempos de extracéo (1, 3 e 5
minutos) a quantidade de cafeina extraida das amostras decresceu significativamente (5 vezes
menor no caso de 1 minutos de extracdo e 22,5 vezes menos no caso de 5 minutos de
extracdo). Este fato demonstra que a maior parte da cafeina presente na folha de cha nestas
amostras foi extraida durante a 12 extragao.

Os resultados obtidos estdo de acordo com os de Hicks et al. (1996), que obtiveram
como uma das conclusbes do seu estudo que as diferengcas das concentracbes de
metilxantinas em infusdes de cha, estando entre elas a cafeina, dependem do método de
preparacao utilizado.

N&o é objetivo de o trabalho realizado determinar o teor total em cafeina nas infusées
de ch4, mas sim fazer a comparacéo entre os valores registrados em infusdes realizadas com
diferentes tempos de extragdo e em duas infusdes sucessivas, em que a primeira foi realizada
com o0 mesmo tempo de extracdo da segunda. Um dos objetivos deste trabalho era o de
traduzir as conclusfes em instrugdes Uteis para o consumidor de forma a poder controlar o teor
de cafeina ingerido. De fato temos verificado que muitos dos consumidores, se pretendem cha
com menor teor de cafeina, o deixa em infusdo durante pouco tempo, tendo tendéncia a
associar o teor de cafeina a cor do cha obtido (mais ou menos escuro). Este estudo demonstra
assim, de forma fundamentada, que este ndo é o caso. Obter um cha com baixo teor de
cafeina depende, sobretudo, da realizacdo de uma segunda extracdo, ou mesmo mais
extracbes aquosas da folha de ch4, ao invés da elaboragdo de um ch& com pouco tempo de

infusao.

4.3. Resultados da analise sensorial

Os testes de analise sensorial tiveram lugar em uma sala da Universidade Federal de

Ciéncias da Saude de Porto Alegre, onde havia duas mesas de prova. Os provadores

46



realizaram os testes dois de cada vez, ocupando cada um deles uma das mesas. Os
provadores receberam primeiramente o TCLE (Anexo |) para leitura e assinatura, a ficha de
prova (Anexo Il) e quatro amostras devidamente codificadas, como consta nas Figuras 20 e 21.
Para melhor confianca dos resultados, as amostras foram analisadas em repeticdo, possuindo
codigos diferentes para nao haver influéncia entre as analises.

Figura 20 — Mesa apresentada aos provadores para realizagao da analise sensorial
(1° dia).

Figura 21 — Mesa apresentada aos provadores para realizacdo da analise sensorial
(2° dia).

Os participantes nos testes de andlise sensorial tinham uma média de idades de 27

anos. As andlises ocorreram em dois dias, no primeiro dia analisaram-se as amostras 1.1, 1.2,
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3.1 e 3.2, estas amostras sdo apresentadas na Figura 22. Durante o segundo dia de testes
analisaram-se as amostras 5.1, 5.2, 20.1, 20.2, apresentadas nas Figuras 23.

Figura 22 - Amostras do primeiro dia de analises sensoriais, amostras 1.1, 1.2, 3.1, 3.2.

Figura 23 — Amostras do segundo dia de andlises sensoriais, amostras 5.1, 5.2, 20.1, 20.2.

4.3.1 Resultados do teste de escala hedbnica

A ficha de teste de escala hedbnica apresenta adjetivos que descrevem a infuséo de
cha relativamente aos seus atributos de cor, aroma, sabor, dogura e amargor. Esta escala varia
gradualmente de 1 (desgostei muitissimo) a 9 (gostei muitissimo), com base nesta escala os
provadores expressaram sua opinido sobre as amostras. Considerando as respostas obtidas
através do teste de escala hedbnica, se apresenta na Tabela 14 as médias dos atributos

sensoriais avaliados entre as 8 amostras de infusdes de cha preto. Os resultados apresentados

48



levam em consideracdo que médias seguidas de letras iguais, nao diferem significativamente
entre si, considerando um nivel de significancia de 5% (Anjos, 2009).

Os resultados mostram que a amostra 3.1 (12 infusdo — 3 minutos), foi a melhor
avaliada quando comparadas as demais amostras. A amostra 1.2 (22 infusdo — 1 minuto) foi
amostra com menor avaliacdo nos atributos considerados. Quando comparamos as amostras
de mesmo tempo de infusdo e diferente extracdo da folha de chd, verifica-se que as amostras

referentes a 22 extracdo da folha de cha obtiveram notas inferiores ou sem diferenca

significativa em relagdo as amostras da 12 extragdo da folha de cha.

Tabela 14 — Média dos atributos sensoriais avaliados através do teste de escala hedénica
de nove pontos em amostras de infusdes de cha preto, n=25.

Amostra* Cor Aroma Sabor Docura Amargor
1.1 6,1° 5,88 ¢ 5,78 ¢ 576 ™ 592 %
1.2 5,205 ¢ 4,88° 4,98 ¢ 5,06 ° 5,24 °
3.1 7,942 7,14% 6,76 % 5,92 ° 6,18
3.2 6,73 ™ 6,14 ™ 6,06 " 5,94 ° 6,12°
5.1 7,02° 6,4° 6,02° 548° 5,475 "
5.2 58° 5,48 ° 5,66 ° 5,52° 5,28 ¢

20.1 7,28"° 6,32° 5,7° 5,04 ¢ 5,26 ¢
20.2 5,32 ¢ 5,14 ¢ 5,32° 5,42 " 5,635 "

* Codigo da amostra, sendo o primeiro nimero referente ao tempo de infusédo, seguido do nimero da
extracao realizada.
Médias com mesmo sobre-escrito, na mesma coluna, ndo diferem significativamente entre si a p<0,05.

Podemos ainda perceber em relacdo aos resultados (Tabela 14), que os atributos cor,
aroma e sabor, sdo aqueles em que ocorre maior variacdo significativa entre amostras, e
também quando se comparam entre si as amostras de mesmo tempo de infusédo e diferentes
extracbes. S8o excecdes as amostras de 20 minutos, onde ndo houve variagdo significativa
dos resultados para o atributo sabor.

Ao contrario dos resultados obtidos com o teste de escala heddnica desenvolvido neste
estudo, Lee et al. (2013) avaliaram os atributos da infusédo de cha verde coreano através de
andlise sensorial descritiva e por GC-MS, e concluiram que as infusdes de ch& obtidos pela
primeira e segunda extracdo da folha de ch& verde coreano possuem caracteristicas de sabor

muito semelhantes. No entanto estes autores referem nas suas conclusdes que seria

49



necessaria mais investigacao para verificar se 0s resultados se aplicavam a outros chas.
Hicks et al. (1996) observaram que o flavour permanece na segunda e terceira infusdo
de cha feito a partir de folhas de cha, porém em seu estudo estd descrito apenas a

permanéncia do flavour, e ndo refere se as diferengas foram significativas.

4.3.2. Resultados do teste de preferéncia

Nos graficos apresentados abaixo (Figuras 24 e 25), encontram-se 0s resultados
obtidos através do teste de preferéncia realizado nos dois dias de testes, onde se avaliaram as
amostras 1.1, 1.2, 3.1, 3.2, 5.1, 5.2, 20.1, 20.2. As amostras foram também neste caso
avaliadas duas vezes por cada provador. No grafico apresenta-se uma média dos resultados
obtidos para cada amostra.

A Figura 24 expde os resultados sobre a preferéncia das infusdes de cha no primeiro
dia de testes, onde os provadores avaliaram as amostras de 1 e 3 minutos de infusédo e 12 e 22
extracdo da folha de cha. Pode verificar-se que a amostra 3.1 (12 extracdo — 3 minutos) obteve
a maior preferéncia, tendo sido a preferida de 76% dos provadores, segue-se a amostra 3.2
com uma preferéncia de 16% e a amostra 1.1 com 8%. A amostra 1.2, referente ao tempo de
infusdo de 1 minuto e proveniente da segunda extracdo da folha nédo foi preferida por nenhum

dos provadores.
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Figura 24 — Resultados do teste de preferéncia relativo as amostras de cha preto avaliadas no
primeiro dia de testes, n=50.

* Codigo da amostra, sendo o primeiro nimero referente ao tempo de infuséo, seguido pelo nimero que
informa a extragdo da folha.
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Quando confrontamos os resultados do teste de preferéncia com o teste de escala
hedbnica, observamos que a amostra 3.1, que obteve maior preferéncia, também foi a amostra
gue alcancou maiores notas na avaliacdo dos atributos sensoriais pelo teste de escala
hedbnica. Também para a amostra 1.2 os resultados foram coerentes, esta ndo teve a
preferéncia de nenhum provador e foi a amostra que apresentou as menores notas na
avaliagcdo dos atributos sensoriais.

As respostas sobre a preferéncia dos provadores com relagdo as amostras
apresentadas no segundo dia de testes, avaliacdo das amostras de 5 e 20 minutos de infusédo
e 12 e 22 extracdo da folha de cha, estdo apresentadas na Figura 25. De acordo com os
resultados obtidos, 44% dos provadores preferiram a amostra 20.1, seguida da amostra 5.1
com 36%, com menor percentagem as amostras 20.2 e 5.2 com 12% e 8% da preferéncia

respectivamente.
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Figura 25 — Resultados do teste de preferéncia relativo as amostras de chéa preto avaliadas no
segundo dia de testes, n=50.

* Codigo da amostra, sendo o primeiro nimero referente ao tempo de infuséo, seguido pelo nimero que
informa a extragéo da folha.

As amostras 20.1 e 5.1, que foram as amostras com maior preferéncia dos provadores
no segundo dia de testes, também alcancaram notas mais altas no teste de escala hedénica
guando comparadas com as amostras 5.2 e 20.2, avaliadas no mesmo dia de testes. Os
provadores demonstraram assim uma preferéncia pelas infusdes de cha preparadas com a
primeira extracéo da folha de ch& em todos os tempos de extracao.

Posteriormente ao questionamento sobre qual seria a amostra preferida, deu-se
espaco aos provadores para relatarem o porqué de sua preferéncia. Este ponto ndo obteve

resposta de todos os provadores. Nao se considera que esta resposta fosse essencial, mas
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sim de acréscimo ao estudo. Os provadores que indicaram possuir preferéncia pelas amostras
3.1, 5.1 e 20.1, descreveram como fator decisivo para esta escolha a cor e sabor mais intensos
das amostras. J4 os que apresentaram preferéncia pelas amostras 1.1, 3.2, 5.2 e 20.2,
justificaram preferir estas amostras justamente por possuirem cor e sabor mais suaves, quando

comparadas as outras amostras.

4.3.3. Consumo de cha pelos provadores

Relativamente aos habitos de consumo de cha preto dos provadores, 58% relataram
possuir um consumo ocasional, 30% um consumo frequente e 12% ndo consomem. Estes
resultados encontram-se apresentados na Figura 26 onde foram contabilizadas as respostas

dos participantes nos dois dias de testes, totalizando 50 participantes.

Sem

consumo __
12%

A

y.

Consumo

Figura 26 — Consumo de cha preto pelos participantes da analise sensorial, n=50.

De acordo com uma pesquisa realizada pelo Nacional Diet and Nutrition Survey
(NDNS) com 7.000 adultos do Reino Unido, 77% das pessoas bebem cha, com um consumo
médio de 2,3 canecas (540 ml) por dia (Henderson et al. 2002). Os homens e mulheres
demonstraram beber quantidades semelhantes, enquanto que 46% bebem ch& sem aculcar
(52% mulheres, 39% homens). Os consumidores com idade entre 50 e 64 anos consomem
mais chd preto do que aqueles com idade entre 19 e 24 anos (consumo médio de 644 contra
298 ml). Em um estudo realizado na Irlanda por Balduino (2012), a pesquisadora observou que
o tipo de ch& consumido preferencialmente pelos provadores foi o chd preto com a maior
porcentagem - 39%, quando comparado ao consumo de outros tipos de chas (ch& verde,

mistura de chas e chas de ervas medicinais). Relativamente a popula¢éo participante no nosso
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estudo pode-se observar que o consumo de cha é predominantemente ocasional, diferente do
exposto pelos autores acima, uma razao para isso sera o fato das pesquisas referidas terem
sido realizadas em paises em que o hébito de beber ch& estad muito enraizado, ao contrério do

gue acontece no Brasil.

53



54



CONCLUSAO

Este estudo foi proposto com o intuito de desmistificar a ideia que tém muitos
consumidores em relacdo ao teor de cafeina do chd, ja que muitos pensam que este esta
diretamente relacionado com o tempo de infusdo, associando que infusées com menor tempo
permitiriam obter uma infusdo cha com menor teor de cafeina.

Prop6s-se através deste estudo quantificar a cafeina presente em infusdes de folhas de
cha preto Pekoe da Gorreana (Acores), utilizando para isto a cromatografia gasosa (GC). Para
0 método de preparacdo da infusdo de cha se assemelhar ao maximo ao realizado pelo
consumidor, as infusBes foram feitas adotando o processo de preparacdo descrito no rétulo do
produto comercial. Comparou-se esse valor com os de chas obtidos com o0 mesmo produto,
mas com diferentes tempos de infusdo e métodos de preparacdo, tendo-se feito uma primeira e
uma segunda extracdo da folha de cha.

Para a extracdo da cafeina a partir das amostras de infusbes de cha, desenvolveu-se
neste estudo uma técnica envolvendo a liofilizacdo das amostras. A extragdo da cafeina com
cloroférmio sucedeu a partir das amostras liofilizadas, ao invés de uma extracdo diretamente
da fase aquosa. Este processo é inovador para extracdo de cafeina com cloroférmio, e
demonstrou ser de grande eficacia.

Mesmo sabendo que ha métodos mais exatos para a quantificagdo de cafeina, o uso
da Cromatografia Gasosa, mostrou-se adequado as intenc¢des do estudo.

Através dos resultados obtidos pelas analises cromatograficas verificou-se que a
diferenca mais significativa de teor de cafeina nas infuses se observa entre amostras obtidas
em extracdes sucessivas. A diferenca do tempo de extracdo, particularmente se estes nao
forem muito elevados da ordem de grandeza dos usados na preparagcdo de um cha, tem um
impacto bastante inferior devido & grande solubilidade da cafeina em agua a temperatura
elevada. E aqui essencial salientar que este foi o objetivo norteador deste estudo, e ndo a

guantificacdo em si do teor total de cafeina em cada amostra.
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Concluiu-se que obter um chi com baixo teor de cafeina depende, sobretudo, da
realizacdo de uma segunda extragdo, ou mesmo mais extracbes aquosas da folha de cha, ao
invés da elaborag¢édo de um cha com pouco tempo de infuséo.

A aplicacdo de testes de andlise sensorial teve a finalidade de complementar o estudo,
buscando a opinido dos consumidores sobre as infusfes de cha analisadas. Esta analise veio
demonstrar que as infusbes de cha referentes a primeira extracdo aquosa da folha,
apresentaram maior preferéncia e melhor avaliagdo dos atributos sensoriais em relagédo as
amostras da segunda extracao da folha de cha. Porém este resultado ndo é negativo para as
amostras provenientes da segunda extracdo da folha de cha, pois é conhecido que a infusao
de chéa altera suas caracteristicas sensoriais a cada infusdo e cada individuo possui uma
opinido particular.

O fato de haver poucos estudos publicados envolvendo este tipo de analise sensorial
em chas dificultou a analise dos nossos resultados comparativamente com os de outros
autores. No entanto esta € uma area de estudo em expansdo, e que nos permite agregar a
opinido dos consumidores ao trabalho realizado em laboratério.

As informacdes que sdo apresentadas neste estudo podem ser bastante relevantes
para o consumidor, pois permitirdo com base na técnica de preparacdo do cha, e por um
processo simples, ajustar as suas caracteristicas e o contelido em cafeina.

Atendendo as conclusdes deste trabalho € possivel propor outros estudos para
complementar os resultados obtidos, como analise de outros tempos de infusdo, multiplas

extrac6es da folha e ché e uso de outros chés.
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ANEXO | — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

ANEXO Il — Ficha para Andlise Sensorial de Ché Preto.

ANEXO Il — Cromatogramas

ANEXO IV — Projeto de pesquisa encaminhado ao CEP - Andlise sensorial do cha preto
(Camellia sinensis) submetido a diferentes métodos de extracao.

ANEXO V - Poster de divulgagao do trabalho no 12° Encontro de Quimica dos Alimentos- de
10 a 12 de Setembro de 2014
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ANEXO |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) como voluntario (a) a participar da pesquisa “Andlise sensorial
do cha preto (Camellia sinensis) submetido a diferentes métodos de extragao”.

Para este estudo adotaremos o(s) seguinte(s) procedimento(s): Analise sensorial. Para
participar deste estudo vocé nado tera nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem
financeira. Vocé sera esclarecido(a) sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara
livre para participar ou recusar-se a participar. Podera retirar seu consentimento ou interromper
a participacdo a qualquer momento. A sua participacdo € voluntaria e a recusa em participar
ndo acarretard qualquer penalidade ou modificacdo na forma em que é atendido(a) pelo
pesquisador. O pesquisador ird tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo.
Vocé nao sera identificado em nenhuma publicacdo que possa resultar deste estudo. Este
estudo apresenta risco minimo, isto €, 0 mesmo risco existente em atividades rotineiras. Apesar
disso, vocé tem assegurado o direito a ressarcimento ou indenizagdo no caso de quaisquer
danos eventualmente produzidos pela pesquisa.

Os resultados da pesquisa estardo a sua disposicao quando finalizada. Seu nome ou o material
gue indigue sua participacdo ndo serd liberado sem a sua permissdo. Os dados e instrumentos
utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de 5
anos, e apos esse tempo serdo destruidos. Este termo de consentimento encontra-se impresso
em duas vias, sendo que uma coépia sera arquivada pelo pesquisador responsavel, e a outra
seré fornecida a vocé.

Eu, , portador(a) do documento
de Identidade , fui informado(a) dos objetivos do presente estudo de
maneira clara e detalhada e esclareci minhas dividas. Sei que a qualquer momento poderei
solicitar novas informag6es e modificar minha decisé@o de participar se assim o desejar. Declaro
gue concordo em participar desse estudo. Recebi uma copia deste termo de consentimento
livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas davidas.

Porto Alegre, _ de de 2014.

Assinatura do (a) participante

Assinatura do (a) pesquisador (a)
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ANEXO I
FICHA DE ANALISE SENSORIAL

Vocé estd recebendo amostras de cha codificadas, avalie-as segundo a escala hedbnica
abaixo, quanto aos atributos: AROMA, COR, SABOR, DOCURA E AMARGOR. Utilize o
Quadro de avaliacédo para deixar sua opinido.

ESCALA HEDONICA DE PONTOS

9 — Gostei muitissimo

8 - Gostei muito

7 — Gostei moderadamente

6 — Gostei ligeiramente

5 — N&o gostei /nem desgostei
4 — Desgostei ligeiramente

3 — Desgostei moderadamente
2 — Desgostei muito

1 — Desgostei muitissimo

Quadro de avaliacao

Amostra AROMA COR SABOR DOCURA AMARGOR

Teste de Preferéncia
Apbs degustar as amostras acima indigue a sua amostra de preferéncia:

Dé a razédo da sua preferéncia:

Frequéncia do consumo do produto objeto do teste:
( ) Tomo frequentemente
( ) Tomo ocasionalmente

( ) Nunca tomo
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DADOS DE IDENTIFICAGAO

Instituicdo onde sera realizado o projeto:

Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA)
Rua Sarmento Leite, 245 — Centro, Porto Alegre — RS

CEP: 90050-170

Telefone: (51) 3303-8841

Fax: (51) 3303-8810

Titulo do projeto: Andlise sensorial do cha preto (camellia sinensis) submetido a diferentes

metodos de extracéo.

Pesquisador Responséavel:

Prof2. Dra. Valdeni Terezinha Zani

Local da pesquisa:

Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA).
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Apresentacdo: Este estudo sera desenvolvido na Universidade Federal de Ciéncias da Saude
de Porto Alegre (UFCSPA), e possui como titulo “Analise sensorial do cha preto (camellia
sinensis) submetido a diferentes metodos de extragdo”. A pesquisa tem por objetivo avaliar
sensorialmente o cha preto da Gorreana Pekoe, proveniente da Fabrica de Cha Gorreana, S.
Miguel — Acores. A elaboracdo do cha para andlise sensorial se procedera com diferentes
tempos de infusdo das folhas de cha (1, 3, 5 e 20 minutos) e métodos de extracao (12 e 22
extracdo das mesmas folhas de cha). Os teores de cafeina assim como as caracteristicas
guimicas e sensoriais podem variar de acordo com as técnicas de preparo das infusGes. Para
participar serdo convidados os alunos dos cursos de Gastronomia a Tecnologia de Alimentos,

por meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Palavras-chave: Cha preto. Camellia Sinensis. Cafeina. Analise sensorial.
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1 INTRODUCAO

O cha com suas diversas caracteristicas conquistou o0 mundo, modificou costumes,
ganhou grandes admiradores e mudou economias. Por suas propriedades benéficas a saude,
ou por sua riqueza de sabores e aromas, € consumido pelos quatro cantos do mundo. Esta
bebida de grande popularidade é feita a partir da infusdo de folhas de Camellia sinensis, tendo
grande importancia mundialmente, tanto socioecondmica como cultural (Lima et al., 2009).
Com base no grau de fermentacdo, o cha é classificado em cha verde (ndo fermentado), cha
oolong (semi-fermentado) e cha preto (totalmente fermentado) (Chen et al., 2011).

Em contraste com alguns paises asiaticos, como China e india, onde beber cha é um
ritual e um estilo de vida, em muitos paises europeus o consumo de cha ndo é frequente e as
pessoas ainda preferem varios tipos de infusdes de frutas e ervas, como exemplo, camomila,
cidreira e tilia. No consumo de cha também difere o tipo de cha e a sua preparacao.
Habitualmente, em algumas partes do mundo, o cha é infundido varias vezes, realizando-se

extragBes repetidas ou preparadas com agua em temperaturas diferentes (Horzic™ et al., 2009).

Comumente os paises ocidentais bebem maior quantidade de cha preto, feito por uma
infusdo de uma quantidade de folhas (normalmente contido em um saquinho de cha) em 4gua
fervente, em uma panela, bule ou, cada vez mais, em copo ou caneca. O tempo de infusdo é
geralmente curto (<3 min) e a bebida € normalmente consumida quente (com ou sem leite e/ou
acucar) (Astill et al., 2001). Harold McGee refere em seu livro, Comida & Cozinha — Ciéncia e
Cultura da Culinéria (2011), que no Ocidente, a infusdo geralmente é feita com uma quantidade
relativamente pequena de folhas de cha preto, uma colher de cha pequena (2 a 5 g) para uma
xicara (180 ml). As folhas sdo colocadas em infusdo uma Unica vez e depois descartadas.

Astill et al. (2001) comprovaram que as varidveis de preparagdo tem um efeito
marcante sobre a composi¢cdo da bebida final. Os efeitos dos fatores referidos causam
diferencas na composi¢cdo quimica do cha, o que é importante, pois a qualidade e as
propriedades da bebida consumida estdo associadas aos componentes quimicos, em patrticular
os polifendis e a cafeina extraidos a partir da folha (Astill et al. 2001).

A cafeina é um alcaloide presente em sementes, folhas e raizes de algumas plantas,
como o café (Coffea arabica), cha (Camellia sinensis) ou o cacau (Theobroma cacao). Possui
estrutura quimica de metilxantina tal como os outros alcaloides que co-ocorrem nestas
espécies vegetais, a teobromina e a teofilina. Estes pertencem a uma categoria de alcaloides
com propriedades bioativas que exibem efeitos farmacolégicos atuando no sistema nervoso
central, coragdo, sistema nervoso periférico, rins, trato gastrointestinal e sistema respiratério
(Komes et al.,, 2009). Devido ao grande consumo de cafeina através dos alimentos, é de

grande importancia a sua quantificacéo.
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A influéncia do tempo de infusdo das folhas de cha, e a realizacdo de multiplas
extracdes a partir da mesma folha, estdo relacionados com a quantidade de cafeina liberada
(Horzic” et al., 2009 e El-Shahawi et al., 2012). Segundo El-Shahawi et al. (2012), a presenca
de cafeina no cha aumenta de acordo com que se eleva o tempo de infusdo, comprovando
através de seu estudo em que trabalhou com os tempos de 5, 15 e 30 minutos. Ja HorZic™ et
al.,(2009), analisou que conforme se realizavam extragfes consecutivas com a mesma folha de

cha o teor de cafeina presente diminuia.

Assim como a composicdo quimica se altera de acordo com o modo de preparo as
caracteristicas sensoriais também sao alteradas. O sabor € um dos fatores sensoriais mais
importantes para decidir a qualidade dos alimentos. Embora seja tipicamente avaliado por uma
sensacdo gustativa, 0 teste sensorial pode ser potencialmente afetado por preferéncia
individual, por condic®es fisicas e mentais (Hayashi et al., 2013).

A andlise sensorial de produtos alimentares € muito importante, pois ela fornece
indicacbes fundamentais para a producdo e comercializagdo dos produtos, no tocante as
preferéncias e exigéncias do consumidor. Uma dessas indicagfes é a nota média de aceitagdo
atribuida a cada uma das propriedades, como cor, aroma, sabor e aparéncia de um produto, ou
de diferentes marcas, ou ainda de variagdes de um produto (Silva & Azevedo, 2009).

Testes afetivos sdo provas sensoriais usadas para a valorizacdo (ou classificacdo) da
preferéncia e/ou aceitacdo dos produtos por provadores sem treino prévio, selecionados de
entre consumidores de acordo com critérios que variam com o objetivo do teste (area
geografica, tipo de ocupacdo, nivel social e econbmico). Estes testes sensoriais permitem
descrever, simultaneamente, varias caracteristicas num ou mais produtos. Aos provadores sédo
fornecidas escalas para avaliarem a intensidade das sensac¢des provocadas pelos atributos
e/ou para "apreciarem", avaliarem hedonisticamente, os produtos (Esteves, 2009).

Em estudo piloto realizado pela pesquisadora com cha preto Pekoe, da marca
Gorreana proveniente de Acores, Portugal, na Faculdade de Ciéncias e Tecnologias da
Universidade Nova de Lisboa foram encontrados niveis de concentrac¢des distintos de cafeina
para cada método de preparo. As técnicas aplicadas e resultados encontrados foram: Com 3 g
de folhas de cha, realizada infusdo em 500 ml de &gua, obtiveram-se as seguintes
concentracdes de cafeina durante a primeira extracdo da folha: 2,60 mg, 2,98 mg, 3,14 mg e
54,32 mg, para os tempos de infusdo de 1, 3, 5 e 20 minutos respectivamente. Para a segunda
extracdo da folha de ch& foram quantificadas seguintes concentracdes de cafeina: 0,52 mg,
0,10 mg, 0,14 mg e 0,20 mg para os tempos de infusdo de 1, 3, 5 e 20 minutos
respectivamente.

O presente estudo propde-se avaliar sensorialmente as diferentes infus6es de cha
preto Pekoe, da marca Gorreana proveniente de Acores, Portugal com diferentes tempos de

infusdo (1, 3, 5 e 20 minutos) e diferentes extracdes das mesmas folhas de cha (12 e 22
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extracdo). Pretende-se ainda comparar esses resultados com o método de preparo e as
concentracdes de cafeina presentes nas infusdes. Esta comparacado ocorrera a fim de traduzir
as conclusdes em informagdes Uteis para o consumidor. Promovendo o preparo de uma

infusdo de cha com menor concentracéo de cafeina, atendendo a aceitabilidade do provador.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar andlise sensorial das preparacGes de cha preto realizadas com diferentes
métodos de extragdo por meio de infusdo e realizar analise comparativa dos resultados

encontrados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar andlise sensorial com diferentes tempos e métodos de extracdo: tempos de 1,

3, 5 e 20 minutos, realizados a partir da 12 e 22 extracédo da folha de cha preto.

e Avaliar as alteracBes das caracteristicas sensoriais entre as infusfes de cha, alteradas

pelo tempo de infusdo e extracéo.

e Avaliar segundo a percepcdo do provador as caracteristicas das infusbes de cha e

associar com seu método de preparo e sua quantidade de cafeina.

o Perceber a preferéncia do provador em relacdo a infusdo de chd, comparar este fator

com método de preparo e sua quantidade de cafeina.

e Quantificar e comparar os resultados obtidos através da analise sensorial do cha preto.
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3 METODOLOGIA

3.1 DELINEAMENTO DA PESQUISA

Trata-se de um estudo quantitativo e qualitativo de delineamento transversal com

aplicacdo de andlise sensorial estruturada.

3.2 LOCAL DE ESTUDO

Laboratério do curso de Gastronomia da Universidade Federal de Ciéncias da Salde
de Porto Alegre (UFCSPA).

3.3 PROCESSO DE ELABORACAO DO CHA

Para desenvolvimento deste trabalho sera utilizado o cha preto Pekoe da Fabrica de
Ché& Gorreana, S. Miguel — Acores. Optou-se utilizar a 4gua mineral para ndo comprometer a
gualidade final do cha.

A definicdo do método de extracdo da folha foi baseada na descricgdo do modo de
preparacéo da infusdo de ch& sugerido na embalagem do Cha Gorreana Pekoe. Que refere a
relacdo massa de folha / volume de agua, de uma colher de sopa de folha, 3,30 g para 500 ml
de agua. O processo de extracdo aquosa ocorrerd com agua a temperatura de ebulicdo, sera
preparado quatro chads com 1, 3, 5 e 20 minutos de infuséo e diferentes extracdes das mesmas
folhas de chd (12 e 22 extracdo). Os procedimentos da segunda extracdo aquosa da folha de
cha preto irdo ocorrer da mesma forma que na primeira extracdo, ocorrendo logo apés a

primeira extracao.

3.4 POPULACAO E AMOSTRA

Serdo convidados a participar da analise sensorial cerca de 50 alunos dos cursos de
Gastronomia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Ciéncias da Salde de
Porto Alegre (UFCSPA).
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3.4.1 Critérios de inclusdo

Alunos maiores de idade dos cursos de Gastronomia e Tecnologia de Alimentos da
Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA).

3.4.2 Critérios de exclusédo

Alunos menores de idade dos cursos de Gastronomia e Tecnologia de Alimentos da
Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA).

3.5 COLETA DE DADOS

A coleta de dados ir4 ocorrer apés o esclarecimento sobre o presente estudo, se
houver concordancia dos participantes, sera solicitada assinatura do participante ao TCLE e

realizada a analise sensorial.

A analise sensorial sera realizada com 50 julgadores ndo treinados, por meio da
aplicacdo de escala hedbnica e teste de preferéncia (Lawless & Heymann, 2010). O teste de
escala hedbnica sera de 9 pontos, avaliando aspectos como cor, odor, adstringéncia, amargor

e dogura.

3.6 ANALISES ESTATISTICAS

Para as analises estatisticas dos resultados deste projeto, as respostas obtidas através

da analise sensorial serdo submetidas a uma andlise de variancia (ANOVA) (Esteves, 2009).
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3.7 CONSIDERAGOES ETICAS

O presente projeto sera submetido para avaliacdo e aprovagdo do Comité de ética da
Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (CEP- UFCSPA).

O presente estudo referido neste projeto atende as determinacfes da Resolucdo 466

do Conselho Nacional de Salde.

Todos os participantes da pesquisa receberdo um Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido a ser assinado por este.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido serd explicado e assinado em duas
vias por todos aqueles que aceitarem participar da pesquisa. E a todos os participantes seréa
informado que ndo ha riscos e constrangimentos com sua participagdo, também sera

assegurado pelos pesquisadores o sigilo dos dados confidenciais.

4 CRONOGRAMA DE EXECUCAO

O projeto serd desenvolvido no periodo de 30 de junho a 5 de setembro na

Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre.

Atividades
Agosto Setembro
Pesquisa bibliogréfica X
Anédlise sensorial do cha X
Anédlise dos resultados X
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5 ORCAMENTO

Os custos referentes aos materiais necessarios para execucdo do projeto serao
financiados pela pesquisadora Marcella Loebler Nascimento, sendo assim néo sera solicitado

recurso para os custos.

Material Quantidade Preco unitario Total
Xerox 100 und. R$ 0,10 R$ 10,00
Canetas 10 und. R$ 1,20 R$ 12,00
Copos descartaveis 700 und. R$ 3,50 R$ 24,50
Ché preto em folhas 3 pacotes R$ 10,00 R$ 30,00
Agua mineral 10 litros R$ 1,50 R$ 15,00
Total: R$ 91,50
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ANEXO V
POSTER - 12° Encontro de Quimica dos Alimentos
10 a 12 de Setembro de 2014
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12° Encontro de Quimica dos Alimentos

DOSEAMENTO DE CAFEINA EM CHA PRETO COM DIFERENTES TEMPOS DE EXTRACGAO
MARCELLA | OFBLER NASCIMENTOQ", LUZ FERNANDES, PAULINA MATA, ANA LOURENGO

REQUIMTE, DEPARTAMENTO DE QUIMICA, FACULDADE DE CIENCIAS E TECNOLOGIA, UNIVERSIDADE NOVA DE LISBOA, 2829-516 CAPARICA, PORTUGAL;

MARCELLALOEBI ER@YAHOO COM B

Introdugao: Em contraste com alguns paises asiaticos, como
China e India, onde beber cha (Camellia sinensis) & um ritual e um
estilo de vida, em muitos paises europeus o consumo de cha ndo
¢é frequente e as pessoas ainda preferem varios tipos de infusdes
de frutas e ervas, como por exemplo camomila, cidreira e tilia.

No consumo de cha também difere o tipo de cha e a sua
preparacdo. Habitualmente, em algumas partes do mundo, o cha é
infundido wvarias vezes, realizando-se extracfes repetidas efou
preparadas com agua com temperaturas diferentes (HorZic” ef al.,
2009). O métado de preparacdo vai definir as caracteristicas da
bebida obtida

A motivacdo para o presente estudo foi o facto de termos
verificado que muitos consumidores consideram que o teor de
cafeina esta diretamente relacionado com o tempo de infusdo, e
portanto infusdes mais curtas permitirio obter uma bebida com
menor teor de cafeina

O estudo prop&e-se quantificar, utilizando a cromatografia gasosa,
a cafeina presente em infusées de folhas de cha preto Gorreana
(Acares), seguindo o processo de preparacao referido no rétulo do
produto comercial. Propde-se ainda comparar esse valor com os
de chas obtidos com o mesmo produto, mas com diferentes
tempos de infusdo e métodos de preparacéo.

Metodologia:
Utilizou-se o cha preto (Camellia sinensis)
da Gorreana, Acores, Portugal (Figura 1).

A extracdo da folha ocorreu seguindo o
modo de preparacdo descrito na
embalagem (ie relacdo massa de folha/
volume de agua). Utilizou-se a massa de
folha correspondente a 50 ml de agua.

Figura 1: Cha da Gorreana Pekoe.

Prepararam-se infusdes de cha com tempos de contacto da
agua com as folhas de 1, 3, 5 e 20 min. Fizeram-se duas
extraccdes (primeira e segunda extraccdo) das folhas de cha.
As amosiras obtidas foram liofilizadas e extraidas com
cloroférmio (Figura 2).

A andlise cromatografica foi realizada em triplicado por GC-
FID. A cada amostra foi adicionada, como padrdo intema (PI),

lupanina.
“F

a ‘ X

Figura 2: Liofilizacdo das amostras (a) e extraccédo com
cloroférmio das amostras liofilizadas (b)

Camellia sinensis

Plantacdo de Camellia sinensis

Resultados:

Tabela: Quantificacdo de cafeina em amostras obtidas da 1% e 2* extragdo (ext) de
folha de cha com diferentes tempos de contacto. Concentracdo (conc.) em mg de
cafeinal3 g de folha e em percentagem.

Tempo Conc. Conc. % de % de
(min) mgcafeina/3 g mg cafeina/3g cafeinf cafeinf
1% ext 2*ext (wiwy (wiwy
17 ext 27 ext
1 2,60 0,52 0,086 0,018
3 298 0,10 0,100 0,004
5 3,14 0,14 0,104 0,004
20 54 32 0,20 1,810 0,006

* Valores multiplicados por dois, uma vez que para a liofilizagdo utilizou-
se 25 dos 50 ml de fase aquosa (cha).

Conclusdes:

Neste estudo desenvolveu-se uma técnica para extracdo de
cafeina de amostras de infusdes de cha, envolvendo a sua
liofilizagdo, que se venficou ser eficaz

Verificou-se que a diferenca mais significativa de teor de cafeina
nas infusdes se observa entre amostras obtidas de extraccdes
sucessivas. A diferenca do tempo de extracdo tem um impacto
bastante inferior devido & elevada solubilidade da cafeina em
agua quente.

Esta informacdo pode ser bastante relevante para o consumidor,
pois permitira com base na técnica de preparacdo do cha, e por
um processo simples, ajustar o seu contetdo em cafeina.
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