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RESUMO 
 
 

A Camellia sinensis é uma fonte rica de compostos fenólicos, juntamente com a cafeína. O 
efeito do solvente na extração dos metabólitos foi investigado por meio de um planejamento 
do tipo centroide simplex envolvendo quatro solventes: etanol, acetato de etila, diclorometano 
e clorofórmio. Os resultados mostraram que as abundâncias relativas mais elevadas foram 
obtidas com etanol e suas misturas. As impressões digitais foram obtidas por técnicas 
espectrofotométricas(UV-Visível) e cromatográficas (CLAE-DAD e CLAE-DAD-IES/EM). 
Os métodos quimiométricos ACP, OSC-PLS-DA e MCR-ALS foram usados para análise 
exploratória dos extratos. Com a aplicação desses métodos nos dados obtidos foi possível 
diferenciar extratos de primeira e segunda colheita das folhas da C. sinensis. As bandas de 
absorção em 272; 410 e 663 nm, ou seja, cafeína e pigmentos foram responsáveis por essa 
discriminação. Maiores concentrações relativas foram obtidas nas amostras de segunda 
colheita. Por meio da CLAE-DAD confirmou-se a presença da cafeína e a identificação da 
feofitina a. As atividades antioxidantes das três principais catequinas encontradas nas folhas 
da C. sinensis, epicatequina (EC), epigalocatequina galato (EGCG) e epigalocatequina (EGC) 
também foram investigadas. Os resultados mostraram que as abundâncias relativas das 
catequinas também foram ligeiramente maiores no segundo corte, sendo EGCG >EGC, > EC 
para todas as misturas de solventes. Valores máximos de abundância relativa de EGCG, EGC 
e EC podem ser obtidos pela mistura binária etanol:acetato de etila 70:30 (v/v) e para as 
atividades antioxidantes pela mistura ternária entre etanol: acetato de etila:diclorometano na 
proporção 55:25:20 (v/v/v). Os extratos brutos de dois anos2011 e 2012 também foram 
analisados por CLAE-DAD-IES/EM. Os dados de UV-Visível e EM foram interpolados e 
analisados simultaneamente por MCR-ALS numa matriz de dados aumentada por linha e/ou 
coluna para a resolução de picos coeluídos, identificação e quantificação dos metabólitos.As 
áreas dos picos cromatográficos foram então analisadas por OSC-PLS-DA, que permitiu a 
discriminação entre amostras de diferentes colheitas. A epigalocatequina e cafeína foram 
responsáveis por essa discriminação. 
 
Palavras chaves: Camellia sinensis. ACP. OSC-PLS-DA. MCR-ALS. Planejamento 

experimental centroide simplex. Solventes extratores. 
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ABSTRACT 
 
 

Camellia sinensis is a rich source of phenolic compounds and caffeine. The effect of solvent 
extraction of metabolites was investigated using a simplex centroid design for the ethanol, 
ethyl acetate, dichloromethane and chloroform.The results showed that the highest relative 
abundances were obtained with ethanol and mixtures thereof. Fingerprints were obtained by 
spectrophotometric techniques (UV-Visible) and chromatographic (HPLC-DAD and HPLC-
DAD-ESI/MS).ACP, OSC-PLS-DA and MCR-ALS chemometric methods were used for 
exploratory analysis of the extracts.For the application these methods on the data obtained it 
was possible to differentiate first and second harvest extracts from the leaves of C. 
sinensis.The absorption bands at 272; 410 and 663 nm, ie, caffeine and pigments were 
responsible for such discrimination. Higher relative concentrations were obtained in the 
second harvest samples. Through HPLC-DAD confirmed the presence of caffeine and 
identification of pheophytin a. The antioxidant activities of the three major catechin found in 
the leaves of C. sinensis, epicatechin (EC), epigallocatechin gallate (EGCG) and 
epigallocatechin (EGC) were also investigated. The results showed that the relative 
abundance of catechins were slightly higher in the second harvest, EGCG> EGC>EC for all 
solvent mixtures.The maximum values for relative abundance of EGCG, EGC and EC can be 
obtained by the binary mixture ethanol: ethyl acetate 70:30 (v/v) and the antioxidant activity 
by the ternary mixture of ethanol: ethyl acetate: dichloromethane in the ratio 55:25:20 
(v/v/v).Extracts of two years 2011 and 2012 were also analyzed by HPLC-DAD-ESI/MS.The 
UV-Visible and MS data were interpolated and simultaneously analyzed by MCR-ALS in 
row- and/or column-wise augmented data matrix, for the resolving coeluídos peaks, 
identification and quantification of metabolites. The areas of the chromatographic peaks were 
then analyzed by OSC-PLS-DA, which allowed the discrimination between samples of 
different harvest. The epigallocatechin and caffeine were responsible for such discrimination. 
 
Keywords: Camellia sinensis. PCA. OSC-PLS-DA. MCR-ALS. Simplex-centroid design. 

Extracting solvents. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

As plantas são fontes de substâncias biologicamente ativas, sendo assim têm 

sido utilizados para fins medicinais desde os tempos antigos como remédios caseiros, 

suplementos alimentares, matéria-prima de fitoterápicos, entre outras maneiras1. 

Podemos notar um grande avanço científico envolvendo pesquisas em plantas que 

visam analisar, isolar e aplicar seus constituintes químicos na fabricação de novos 

fármacos ou fins terapêuticos. Isso pode ser comprovado pela ampla gama de revistas e 

jornais científicos especializadas neste tema, como Plant Physiology; Phytochemical 

Analysis; Phytochemistry Letters; Phytochemistry; Plant Science; Planta Medica; 

Phytomedicine; Natural Product Letter, etc. 

Diversos tipos de plantas são consumidos na forma de chás. Esse tipo de bebida 

é muito popular e considerada fonte significativa de compostos fenólicos2. A Resolução 

RDC no 277/05 define chá como ―produto constituído de uma ou mais partes de 

espécie(s) vegetal(is) inteira(s), fragmentada(s) ou moída(s), com ou sem fermentação, 

tostada(s) ou não‖
3. Para o preparo do chá verde ou preto especificamente, as partes do 

material vegetal utilizadas são as folhas e talos4. Segundo o Informe Técnico no45 de 28 

de dezembro de 2010 os chás são considerados alimentos, com isso não são permitidas 

alegações terapêuticas ou medicamentosas no rótulo do produto como consta na RDC 

277/053.  

O chá modificou o modo de vida de orientais e ocidentais, redesenhou mapas 

territoriais e atualmente é uma das bebidas mais consumidas no mundo5-6. De acordo 

com a Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) a produção e 

consumo de chá vêm aumentando. A produção mundial de 2012 representou 4,81 

milhões de toneladas contra aproximadamente 4,57 milhões em 2010. A taxa de 

crescimento da produção de chá preto de 2002 a 2011 foi de 1,98% e de chá verde de 
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6,9%7-8. Segundo o Grupo Intergovernamental da FAO, estima-se que a produção 

mundial de chá preto crescerá 1,9 % anualmente até atingir 3,28 milhões de toneladas 

em 2021 e de chá verde 7,2 % chegando a 2,3 milhões de toneladas7-8.  

A espécie Camellia sinensis, pertencente à família Theaceae, é um arbusto que 

cresce de 10 a 15 m na natureza e de 0,6 a 1,5 m quando cultivado. Possui flores 

brancas axilares, solitárias ou até três por cacho, com diâmetros de 2,5 cm e de seis a 

oito pétalas. Suas sementes são marrom, subglobosa de 1 a 1,4 cm de diâmetro9, suas 

folhas simples, alternadas, inteiras, com margem serrada e textura coriácea com largura 

aproximada de 4 cm e comprimento que pode variar de 5 a 30 cm10. Comercialmente 

existem três tipos principais de chá, onde seus diferenciais são atribuídos ao 

processamento das folhas da C. sinensis: preto (fermentado), oolong (parcialmente 

fermentado) e verde (não fermentado)11-14. O tipo de chá mais consumido no mundo é o 

preto que corresponde a 78%, já o chá verde 20%15. 

 Na produção do chá preto, as folhas são expostas para a redução de umidade e 

então se tornam macias para serem enroladas, esmagadas ou quebradas. Isso ocasiona a 

perturbação da compartimentação ou rompimento do vacúolo da célula, permitindo a 

liberação da enzima polifenoloxidase, que causa a fermentação por meio da 

polimerização e condensação oxidativa das catequinas catalisadas. Na sequência, as 

folhas são colocadas em câmaras de ar quente para secar e bloquear a sua fermentação 

pela desnaturação das enzimas. No chá oolong o processamento ocorre da mesma 

maneira do chá preto, porém o tempo de fermentação é menor. Para o chá verde as 

folhas são picadas e submetidas a um cozimento a vapor. Nesse procedimento as folhas 

tornam-se mais flexíveis e maleáveis e então são colocadas em bandejas aquecidas, com 

o intuito de romper a estrutura celular, inativando a enzima e consequentemente 

inibindo a fermentação 16-20.  
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Nos últimos anos, o interesse no chá verde tem aumentado devido aos seus 

efeitos medicinais e farmacológicos atribuídos aos compostos polifenólicos. Esses 

possuem efeitos biológicos, incluindo a atividade antioxidante na captura de radicais 

livres especialmente os flavonóides presentes na forma de catequinas, que representam 

de 25 a 35% do peso seco das folhas21-23. Nas folhas do chá verde encontramos as 

seguintes catequinas: (+)-catequina (C), (-)-epicatequina (EC), (-)-galocatequina (GC), 

(-)-epigalocatequina (EGC), (-)-catequina galato (CG), (-)-galocatequina galato (GCG), 

(-)-epicatequina galato (ECG) e (-)-epigalocatequina galato (EGCG)24. No entanto, as 

principais são: EC, ECG, EGC, e EGCG, sendo que esta última correspondente de 50 a 

80% das catequinas presentes no chá25-28. Essas catequinas são responsáveis pelo sabor 

adstringente e amargo do chá verde e tem recebido atenção considerável devido às suas 

propriedades benéficas para a saúde como a prevenção de doenças cardiovasculares29 e 

câncer30-32, bem como efeitos anti-hipertensivo33-34, antiinflamatório35, antiobesidade36 e 

antienvelhecimento37. Porém, vale ressaltar que o chá verde possui muitos outros 

metabólitos, como a cafeína, clorofila, compostos voláteis, aminoácidos, carboidratos, 

proteínas, mineiras, oligoelementos, etc38-40. 

Uma vez que o consumo de chá verde é atribuído aos benefícios à saúde, tem 

aumentado os estudos sobre seus constituintes assim como o efeito dos metabólitos, 

quanto à incidência de luz, sazonalidade, idade das folhas, diferentes tipos e cultivares, 

entre outros parâmetros12,28,41-45. As variações nas quantidades dos metabólitos em 

diferentes colheitas das folhas de chá verde também vêm sendo estudadas46-47, porém 

carecem ainda de estudos. As folhas da C. sinensis contém um grande número de 

metabólitos, onde a utilização de ferramentas analíticas e quimiométricas adequadas que 

permitam a identificação e indiquem fontes de variação são de primordial importância. 
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A extração de compostos em diferentes sistemas de solventes tem sido proposta48, no 

entanto, há uma falta de estudos na literatura comparando diferentes solventes.  

Atualmente muitas técnicas analíticas têm sido usadas para identificar e 

quantificar os constituintes químicos de amostras complexas, incluindo cromatografia 

de camada delgada (CCD)49, cromatografia líquida de alta eficiência com detector de 

arranjo de diodos (CLAE-DAD)28, espectroscopia de infravermelho, espectrofotometria 

ultravioleta-visível, técnicas hifenadas como cromatografia líquida com espectrometria 

de massas (CLAE-EM)50, entre outras. Devido à quantidade e a complexidade dos 

dados obtidos bem como a dificuldade na interpretação durante a análise, métodos 

quimiométricos são usados como ferramenta para analisar e interpretar estes dados. 

Nesta tese amostras de C. sinensis, de duas colheitas do mesmo ano, bem como 

de dois anos diferentes foram comparadas. Os objetivos desta tese e as conclusões 

essenciais estão discutidos em três capítulos (3, 4 e 5), sendo uma publicação, um artigo 

submetido e outro em elaboração em relação à pesquisa estabelecida.  

No Capítulo 2, estam apresentados os conceitos dos métodos quimiométricos 

utilizados nesta pesquisa. 

No Capítulo 3, o objetivo geral foi avaliar o potencial da impressão digital 

espectrofotométrica UV-Visível, associada à análise discriminante por mínimos 

quadrados parciais na tentativa de discriminar as folhas de C. sinensis de primeira e 

segunda colheita e indicar o(s) metabólito(s) responsável(is). Além disso, uma análise 

exploratória foi realizada para investigar os efeitos dos solventes extratores sobre os 

metabólitos discriminados na análise quimiométrica, utilizando um planejamento de 

mistura do tipo centroide simplex de quatro componentes. 

No Capítulo 4, o objetivo foi investigar os efeitos dos diferentes solventes na 

extração de epicatequina, epigalocatequina galato e epigalocatequina, bem como sobre 
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as suas atividades antioxidantes das folhas da C. sinensis. Além disso, um planejamento 

experimental envolvendo mistura de água com diferentes modificadores orgânicos 

também foi utilizado para investigar diferentes fases móveis na separação de picos 

obtidos por cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa (CLAE-FR). A 

análise de componente principal (ACP) foi então utilizada para comparar as impressões 

digitais cromatográficas para os diferentes extratos. Artigo desse capítulo  intitulado 

como ―Mixture design analysis of solvent extractor effects on epicatechin, 

epigallocatechin gallate, epigallocatechin and antioxidant activities of the Camellia 

sinensis L. leaves‖ foi publicado na Analytical Chemistry Research em 2014. 

doi:10.1016/j.ancr.2014.08.001  

No Capítulo 5, o objetivo geral foi analisar os metabólitos extraídos de acordo 

com o planejamento do tipo centroide simplex, por CLAE-DAD-IES/EM. Os dados 

obtidos por DAD e EM, das diversas corridas cromatográficas, apresentam resultados 

com resoluções muito distintas por serem técnicas diferentes. Assim uma estratégia 

adequada foi proposta para resolver as sobreposições de metabólitos a partir da análise 

simultânea de dados de DAD e EM por MCR-ALS. Essa estratégia permite uma melhor 

identificação e quantificação dos componentes resolvidos. A OSC-PLS-DA foi aplicada 

às áreas dos picos na tentativa de discriminar as amostras de C. sinensis de primeira e 

segunda colheita a partir dos metabólitos identificados por MCR-ALS e investigar qual 

o constituinte responsável por tal discriminação. 
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MÉTODOS QUIMIOMÉTRICOS 

O experimento metabolômico (amostragem, preparação da amostra, 

instrumentação analítica e preparação e interpretação dos dados), tem como objetivo 

obter informação biológica relacionada ao metaboloma1. O metaboloma representa uma 

série dos metabólitos que existem em uma espécie biológica1. Na análise metabolômica 

o objetivo é analisar tantos metabólitos quanto possível em uma única análise. Portanto, 

o extrato não é usualmente purificado, em contraste com os procedimentos de rotina 

usados para análise de metabólitos específicos. Sendo assim, uma abordagem mais 

adequada é analisá-los por meio da ―impressão digital dos metabólitos‖. A análise da 

impressão digital é aceita pela World Health Organization (WHO)2. Entre uma 

variedade de métodos, a impressão digital cromatográfica tem sido aceita como método 

de controle de qualidade por órgãos oficiais como Food and Drug Administration
3 e a 

European Agency for the Evaluation of Medicinal
4. 

A análise multivariada de dados compreende métodos estatísticos que analisam 

simultaneamente múltiplas medidas ou variáveis, permitindo a extração de uma 

quantidade muito maior de informações5-7. A década de 70 marca o início da atividade 

de pesquisa concentrada na quimiometria8. Esse campo é a parte da química que utiliza 

métodos matemáticos e estatísticos para definir ou selecionar as condições ótimas de 

medidas e experiências. Ela também visa permitir a obtenção do máximo de 

informações com um número reduzido de experimentos a partir da análise de dados 

químicos9. 

Neste trabalho utilizou-se o planejamento de misturas do tipo centroide simplex 

para analisar o efeito do solvente extrator sobre os extratos brutos obtidos e ferramentas 

quimiométricas como Análise de Componentes Principais (ACP), Análise 

Discriminante por Mínimos Quadrados Parciais (do inglês, Partial Least Squares 
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Discriminant Analysis - PLS-DA) e Resolução Multivariada de Curvas com Mínimos 

Quadrados Alternantes (do inglês, Multivariate Curve Resolution Alternating Least 

Squares – MCR-ALS) de acordo com os respectivos objetivos de análise onde são 

discutidos com detalhes abaixo. 

Planejamento do Tipo Centroide Simplex 

O planejamento experimental utilizando misturas é aplicado com dois ou mais 

componentes misturados, em quaisquer proporções, sendo que uma resposta é obtida 

para cada conjunto de componentes. A soma das proporções numa mistura deve ser 

sempre 100%. Uma mistura de q componentes pode ser descrita pela Equação 110-11. 

Neste tipo de planejamento pode-se identificar uma melhor combinação para a resposta 

que se quer ou simplesmente a obtenção de uma melhor compreensão de todo o sistema 

através da análise do comportamento de mistura de cada componente presente12. 

Eq. 1 

onde, xi representa a proporção do i-ésimo componente.  

Para especificar a composição da mistura, devem-se fixar as proporções de (q – 

1) componentes, onde a proporção do último componente será sempre o que faltar para 

completar 100%11. No sistema estudado, o planejamento experimental de misturas do 

tipo centroide simplex foi composto por quatro diferentes solventes, onde a 

representação básica é um tetraedro. Os pontos puros do planejamento correspondem a 

q permutações, ou seja, 1,0,0,0. Já as misturas binárias contêm permutações do tipo q/2; 

misturas ternárias q/3 e misturas quaternárias q/4. Portanto, nesse tipo de planejamento 

q

i
i=1

x =100%=1
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temos um total de 15 misturas diferentes, ou seja, quatro componentes puros, seis nas 

misturas binárias, quatro nas ternárias e uma mistura quaternária, conforme Figura 1. 

 

Figura 1 – Planejamento experimental do tipo centroide simplex para o estudo de 
misturas de quatro componentes. x1, x2, x3 e x4 representam as proporções dos 
diferentes solvente utilizados. 

Após a realização dos experimentos, os dados obtidos são ajustados e um 

polinômio com o número de termos a estimar ou parâmetros a estimar, podendo ser no 

máximo igual ao número de pontos do planejamento, é ajustado. Em geral, o polinômio 

para quatro componentes é definido pela Eq. 211: 

Eq. 2
 

em que, bi é o coeficiente linear do componente e representa a resposta esperada para o 

componente puro i, bij é o coeficiente da interação entre os componentes i e j; bijk é o 

coeficiente da interação entre os componentes i, j e k e b1234 é o coeficiente da interação 

entre os componentes 1, 2, 3 e 4. 

4 4 4

i i ij i j ijk i j k 1234 1 2 3 4
i i < j i < j <k

ŷ = b x + b x x + b x x x + ...+b x x x x  
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Os parâmetros de b e seus respectivos erros padrão (V(b)) são calculados pelas 

Eqs. 3 e 4, respectivamente: 

Eq. 3
 

Eq. 4
 

em que, X é a matriz contendo os pontos do planejamento, o sobrescrito T indica a 

transposta da matriz e -1 a inversão da matriz; Y é o vetor das respostas e s2 é a variância 

em Y. 

A análise de variância (do inglês, Analysis of Variance - ANOVA) é usada para 

testar a adequação dos modelos matemáticos aos resultados experimentais individuais 

obtidos por meio do planejamento de misturas. A falta de ajuste da regressão é testada 

comparando Fcalculado, que é a razão entre as médias quadráticas da falta de ajuste e do 

erro puro (MQfaj/MQep), com Ftabelado (m-p),(n-m), onde m significa o número de níveis 

distintos da variável independente; p o número de parâmetros do modelo e n o número 

total de observações. Portanto, se Ftabelado for maior que Fcalculado, não há indicação de 

falta de ajuste para o modelo. Podemos testar se a regressão é estatisticamente 

significativa e útil para fazer previsões, pela da razão entre as médias quadráticas da 

regressão e do resíduo (MQR/MQr), seguindo uma distribuição Ftabelado (p-1),(n-p). Se 

Ftabelado for menor que Fcalculado a equação é significativa e útil para fazer previsões. O 

coeficiente de determinação (R2) para esse ajuste é calculado pela razão da soma dos 

quadrados da regressão e total (SQR/SQT). O valor máximo que R2 poderia explicar é 

dado pela subtração da soma quadrática total e do erro puro e esse valor divido pela 

soma quadrática total [(SQT-SQep)/SQT]11. 

 
-1T Tb= X X X Y

   
-1 2V b = sT

X X
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Análise de Componentes Principais (ACP) 

A análise de componentes principais calcula novas variáveis ortogonais 

chamadas componentes principais que são combinações lineares das variáveis originais 

e explica a maior parte da variância dos dados13. A ACP é um dos métodos 

multivariados mais utilizados para a análise exploratória de dados, detecção de outlier, 

gráfico de agrupamentos, classificação e redução da dimensionalidade (rank). A 

redução da dimensionalidade do conjunto de variáveis originais fornece um número 

reduzido de novas variáveis, que mesmo assim representa a variabilidade contida nos 

dados originais. Sendo que, a interpretação dos dados está baseada na análise simultânea 

das variáveis5,14-15. 

Esse método é comumente empregado na análise de informações devido a sua 

capacidade de compressão de dados em função da correlação entre diversas variáveis 

medidas16. Os dados experimentais são organizados em uma matriz X formada por n 

linhas que representam as amostras e p colunas que representam as variáveis (nxp)17. 

Para a análise de componentes principais o primeiro passo é a formação da matriz de 

variância/covariância dos dados Z para isolar a fonte de variação dos dados, conforme 

Eq. 5: 

Eq. 5 

Na sequência a matriz Z é diagonalizada por uma transformação unitária: 

Eq. 6 

em que, Λ  é uma matriz diagonal onde os elementos são autovalores de Z e P é a 

matriz de autovetores, denominadas loadings. Como consequência a nova base explica a 

variância dos dados em X e a projeção dos dados nessa base é denominada escores T18. 

T
Z= X X

-1
Λ=P ZP
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Matematicamente, cada componente principal pode ser descrita como uma 

combinação linear das variáveis originais onde a importância de cada uma dessas 

variáveis é dada pelos loadings. Essa combinação linear fornece ainda para cada 

amostra, valores chamados escores. Portanto, a ACP pode ser definida tanto no espaço 

das amostras como das variáveis, sendo que sua decomposição é calculada através da 

diagonalização da matriz de associação (XX
T) ou da matriz de covariância (XT

X), 

respectivamente19. Então, a ACP decompõe a matriz X em uma matriz de escores (Tnxa) 

e uma matriz de pesos ou loadings (Paxp), onde ―a‖ é o número de componentes 

principais, conforme Figura 2 e Eq. 714,20. 

                                                                   ou                                                   Eq. 7 

em que, X é a matriz dos dados originais, T são os valores dos escores que representam 

as coordenadas das amostras, P são os loadings que contém a informação de pesos de 

cada variáveis original na formação dos novos eixos e E a matriz dos resíduos. 

 

Figura 2 – Decomposição em componentes principais por ACP (figura adaptada de 
ESBENSEN & GELADI (2009)14). 

A primeira componente principal, CP1, é a combinação linear de máxima 

variância. A segunda componente, CP2, também de máxima variância, é ortogonal a 

CP1. Já a terceira é ortogonal às duas primeiras CPs, e assim por diante. Como esses 

eixos são calculados em ordem decrescente de importância, muitas vezes a informação 

T
X=TP +E

T T T
1 1 2 2 a a= + +…+ +X t p t p t p E
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relevante fica concentrada nas duas ou três primeiras CPs. A ACP é um método não 

supervisionado onde não se dispõe de informação prévia sobre a classificação das 

amostras, ou seja, essa informação não é utilizada na construção do modelo8. 

Análise Discriminante com Método de Mínimos Quadrados Parciais (PLS-DA) 

O PLS-DA21 (do inglês, Partial Least Squares-Discriminant Analysis) é um 

método multivariado utilizado para classificar amostras onde é necessária a redução de 

variáveis e a variabilidade dentro do grupo é maior que a variabilidade entre grupos. 

Esse modelo é desenvolvido a partir dos algarismos da regressão por PLS. A principal 

finalidade da regressão é construir um modelo linear: 

      Eq. 8 

em que, a matriz Y de dimensões (nxm) que corresponde à propriedade de interesse n é 

o número de amostras e m o número de propriedades; a matrix X com dimensões (nxj) 

representa a resposta instrumental, onde j é o número variável; B é uma matriz de 

dimensões (kxm) dos coeficientes da regressão, em que k é o número de variáveis 

latentes e E a matriz dos resíduos para o modelo que tem a mesma dimensão de Y. As 

matrizes X e Y são decompostas em variáveis latentes, a fim de reduzir o tamanho dos 

dados: 

    Eq. 9 

    Eq. 10 

Y= XB+E

T
X=TP +E

T
Y=UQ +E
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em que, T e U são as matrizes de escores contendo linhas ortogonais; P corresponde aos 

loadings da matriz X; E é a matriz residual da matriz X; Q loadings da matriz Y e E a 

matriz residual da matriz Y. 

No método PLS a ideia é extrair componentes que consigam capturar as 

variáveis das covariáveis e também obter as correlações com as variáveis dependentes. 

Isso é alcançado maximizando a covariância entre os fatores X, Y e as novas 

componentes. Em PLS existe um compromisso entre a variância explicada em X e a 

correlação com Y. Geralmente os números de variáveis latentes (VL) são pequenos. Os 

escores t, são ortogonais e estimados como combinações lineares das variáveis originais 

com os coeficientes pesos ―weight‖ (w)22-23, onde maiores detalhes podem ser 

encontrados em Wold et al. (2001)24. 

     Eq. 11 

A diferença entre os modelos PLS e PLS-DA é que neste último o bloco Y 

indica a classe à qual a amostra pertence. Portanto, quando se tem duas classes a serem 

discriminadas, utiliza-se o método PLS1, onde existe uma variável independente Y que 

pode assumir os valores 0 ou 1, caracterizando as classes.  

Para interpretar os resultados mais significativos é importante verificar qual(is) 

das variáveis medidas mais contribuem para a definição do modelo. Neste caso, essa 

informação pode ser adquirida pelo índice chamado Importância da Variável na 

Projeção (do inglês, Variable Importance in Projection - VIP)25. O VIP é um índice que 

expressa se um predito é significativo na definição do modelo de vetores latentes H de 

uma resposta particular. Neste caso a intenção é acumular a importânica de cada 

variável h, sendo refletida pelo peso (wh) de cada variável latente. O VIP é definido 

pela Eq. 1226: 

*
t = Xw
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Eq. 12 

 

em que, SSh é a soma dos quadrados descritos pelas h variáveis latentes, onde p é 

número de variáveis experimentais. Assim o VIP é uma medida da contribuição de cada 

variável de acordo com a variânica descrita por cada componente do PLS, onde 

(whj/ǁwhǁ)2 representa a importância da variável j. A estimativa da contribuição das 

variáveis originais do modelo PLS podem ser demostrada pela média quadrática dos 

VIP maiores que 1. Esse critério é geralmente utilizado para a seleção de variáveis mais 

significativas. 

Pré-Processamentos Utilizados na PLS-DA 

Os dados analisados neste trabalho utilizando o método por PLS-DA foram pré-

processados e essa manipulação foi avaliada caso a caso. Por fim os melhores e mais 

coerentes pré-processamentos foram: autoescalonamento, centralização dos dados na 

média e correção do sinal ortogonal (do inglês, Orthogonal Signal Corretion - OSC). 

O autoescalonamento é aplicado quando se quer dar a mesma importância a 

todas as variáveis. Neste caso, calcula-se a variância dos dados, 2
js , utilizando a Eq. 

1327: 

                  Eq. 13 

Onde a média jX foi obtida pela Eq. 14: 

 
n 22

j ij j
i=j

1s = X -X
n-1

 

 

H 2

h hj h
h=1

j H

h
h=1

p w /
VIP =

 
  



SS w

SS
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Eq. 14 

Na sequência os dados originais de cada elemento (Xij) são subtraídos pela 

média dos valores desta mesma coluna jX  e divididos pelo desvio padrão. 

Eq. 15 

O desvio padrão sj foi obtido pela raiz quadrada da variância: 

Eq. 16 

No pré-processamento dos dados centrados na média (Eq. 17), basicamente os 

dados originais de cada elemento da coluna (Xij) são subtraídos pela média dos valores 

desta mesma coluna jX . O resultado obtido é uma matriz com todas as colunas com 

média zero27. 

Eq. 17 

 A correção do sinal ortogonal (OSC)28 é um método desenvolvido para remover 

a variação sistemática na matriz de dados X que não está correlacionada (isto é, 

ortogonal) à matriz de resposta Y.  Consequentemente, esse pré-processamento melhora 

e torna mais simples modelos PLS. A principal vantagem de usar o OSC no PLS-DA, 

ou seja, OSC-PLS-DA em comparação com apenas PLS-DA é a capacidade de OSC-

PLS-DA em separar a variação preditiva da não-preditiva (ortogonal)29. Portanto, o 

OSC corrige a matriz de dados X, removendo as informações que não estejam 

relacionadas com a matriz Y. O primeiro passo do algoritmo utilizado para cálculo das 

n

j ij
i=j

1X = X
n

ij j
ijAE

j

X -X
X =

s

2
j js = s

ijCM ij jX = X -X
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componentes OSC é ortogonalizar a primeira componente principal (CP1) da matriz X 

em relação a Y: 

Eq. 18 

em que, tosc é ortogonal a Y, t representa o vetor dos escores das amostras em CP1. 

Os vetores pesos (weight) wosc são calculados com uma regressão PLS de tosc, 

contra X que minimiza a covariância entre X e Y. Os pesos então são utilizados para 

atualizar o vetor ortogonal dos escores, que é novamente ortogonalizado em relação a 

Y, e assim por diante até a convergência. O vetor atualizado será aproveitado para 

calcular o vetor correspondente aos loadings (posc)28,30, conforme Eq. 20. 

Eq. 19 

 

Eq. 20 

 
A matriz X é corrigida então através da subtração da variação que é ortogonal à matriz 

Y: 

Eq. 21 

em que, Xosc corresponde à matriz dos dados corrigidos, X é a matriz dos dados 

originais, tosc o vetor dos escores e posc o vetor dos loadings
31. 

 

T -1 T
OSC = - ( )t t Y Y Y Y t

osc osc=t Xw

 

T
t osc

osc T
osc osc

= X t
p

t t

T
osc osc osc= -X X t p

40



 
 

Resolução de Curvas Multivariadas (MCR) 

A primeira descrição sobre resolução de curvas multivariadas (do inglês, 

Multivariate Curve Resolution - MCR) foi em 1971 por Lawton e Sylvester32. O método 

foi testado para resolver os espectros de dois componentes em misturas de corantes 

fotográficos, na ausência de informações prévias. O método denominado de Resolução 

de Curva de Auto-Modelagem (do inglês, Self-Modeling Curve Resolution - SMCR) 

utilizou os autovetores da matriz de correlação de X e uma restrição de não negatividade 

para se obter as estimativas das contribuições individuais dos corantes utilizando uma 

matriz de rotação32-33. Mais tarde o teste foi realizado e aprovado com a mistura de três 

componentes34. 

Grande parte das amostras analisadas apresenta-se na forma de misturas 

implicando em respostas instrumentais complexas, devido as diferentes substâncias que 

as compõem. Nesses casos, extrair dados de componentes puros torna-se uma tarefa 

difícil. Uma alternativa para resolver esse tipo de problema é a aplicação do método por 

MCR. Esse método descreve um conjunto de técnicas que se propõem à recuperação 

dos perfis (espectrais, de pH, temporais, de eluição, etc.) dos constituintes de uma 

mistura. Isso é realizado pela determinação de contribuições individuais das espécies 

químicas, mesmo sem nenhuma informação prévia disponível sobre a natureza e a 

composição dessas misturas35. A principal premissa dessa família de técnicas é que os 

dados podem ser descritos por um método linear, como à Lei de Beer-Lambert para 

misturas, ou seja, quando os dados têm uma relação linear com a concentração33: 

Eq. 22 1 2 n 1 1 2 2 n nA=A +A +…+A = ε bc +ε bc +…+ε bc
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em que, A são as absorbâncias das diferentes espécies, εn a absortividade molar da n-

ésima espécie no comprimento de onda considerado; b o caminho óptico e cn a 

concentração da n-ésima espécie. A união das absorbâncias forma uma nova matriz D. 

O método MCR busca decompor uma matriz de dados D (rxc), em que as linhas 

r são os números de espectros armazenados através do processo e as colunas c são as 

variáveis instrumentais, como por exemplo, absorbância nos diferentes comprimentos 

de ondas. A decomposição MCR da matriz D é executada de acordo com a Eq. 2333, 36: 

 

Eq. 23 

em que, em que C (r×n), é a matriz descrita como a contribuição de n espécies 

envolvidas no processo, que são espectroscopicamente ativas, variam nas diferentes r 

linhas da matriz de dados (perfis de concentração). ST (n×c) é a matriz descrita como 

resposta instrumental das n espécies envolvidas que variam nas diferentes colunas c da 

matriz de dados (perfis de espectros puros). E (r×c) é a matriz residual com a variância 

não explicada pelo produto CS
T 36. 

Isso pode ser realizado com n amostras analisadas simultaneamente a partir de 

uma matriz de dados como representado na Eq. 2437-38:  

                                            Eq. 24 

 

T
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n n n

= = S + =
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     
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Além de o sinal analítico obedecer a uma relação semelhante à lei de Beer-

Lambert, outra condição é a análise do posto da matriz de dados dos analitos puros e das 

misturas.  

A análise do posto (do inglês, rank) da matriz, que indica o número de espécies 

presentes na mistura, pode ser estimada pela porcentagem de variância explicada por 

Decomposição em Valores Singulares (do inglês, Singular Value Decomposition - 

SVD)39, dando origem aos valores singulares, superiores aos relacionados com o 

ruído39. As estimativas iniciais dos constituintes da matriz, S
T, são obtidas a partir de 

métodos baseados na detecção de variáveis "puras"40. O cálculo por mínimos quadrados 

alternantes (do inglês, Alternating Least Squares - ALS), proposto pelo grupo do 

professor Dr. Romà Tauler33, busca o resultado que apresenta o melhor ajuste. Esse 

processo de otimização permite recuperar de perfis de concentrações individuais e sinais 

de espécies que melhor explicam a variância dos dados observados39. 

Uma vez que a estimativa inicial é gerada, a etapa de otimização iterativa é 

iniciada. Em cada ciclo iterativo as matrizes C e ST são calculadas, sob restrições, em 

duas etapas, por mínimos quadrados39-42:  

Eq. 25 

Eq. 26 

Uma matriz D* reconstruída a partir do produto das matrizes CS
T é calculada e 

comparada com a matriz D original, onde a otimização iterativa continua até que o 

critério de convergência seja cumprido. Esse critério é alcançado quando a variação dos 

resultados entre iterações consecutivas apresentar valor abaixo do valor limite 

predefinido ou quando certo número de iterações for excedido42.  

 
-1T

C = DS S S

 
-1T T T

S = C C C D
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Certas restrições devem ser aplicadas durante os passos de otimização para 

fornecer formas significativas para os perfis C e ST e para minimizar os fenômenos de 

ambiguidade de rotação ou intensidade, tanto quanto possível. As restrições são 

propriedades químicas ou matemáticas que os perfis em C e/ou ST devem cumprir. Os 

perfis calculados são modificados de modo a obedecer à condição de restrição42. Em 

MCR-ALS qualquer tipo de restrição como a não-negatividade, unimodalidade, 

fechamento (closure), posto local e trilinearity, pode ser facilmente aplicada às soluções 

apontadas37. Neste estudo foram utilizadas apenas as restrições de não-negatividade e 

unimodalidade (quando necessário). A não-negatividade é aplicável em dados de 

concentrações e instrumental que naturalmente devem ser positivos para terem 

significado físico. Portanto se um dado perfil deve ser não-negativo, os elementos 

negativos são forçados a serem iguais a zero. Já a unimodalidade permite que os perfis 

tenham um único máximo44. 

Neste trabalho as ferramentas quimiométrica descritas foram aplicadas de acordo 

com o objetivo de cada capítulo. 
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DISCRIMINAÇÃO ENTRE EXTRATOS DAS FOLHAS DE Camellia sinensis DE 

PRIMEIRA E SEGUNDA COLHEITA POR ESPECTROMETRIA UV-VISÍVEL 

E OSC-PLS-DA 

 INTRODUÇÃO 

No processo de fabricação do chá verde as folhas frescas picadas, manual ou 

mecanicamente, são submetidas ao cozimento a vapor (processo usado no Japão) ou 

torradas em forno (processo mais usado na China) para que a oxidação, comumente 

conhecido por fermentação, seja interrompida, preservando os componentes ativos das 

folhas. Nesse procedimento as folhas tornam-se mais flexíveis e maleáveis e então são 

colocadas em bandejas aquecidas, com o intuito de romper a estrutura celular, 

inativando a enzima e consequentemente inibindo a fermentação1-5. Esse termo não se 

refere a um processo microbiano, mas sim a reação de acastanhamento natural 

catalisada por enzimas endógenas para a planta6.  Em seguida, as folhas são submetidas 

à prensagem e aquecimento com uma série de tratamentos chamada de rolamento 

primário, secundário e rolamento final7. Isso dá as folhas a sua forma e estilo, tais como 

torcido, encaracolado ou enrolado, assim como uma maior durabilidade. O rolamento 

das folhas também ajuda a regular a liberação de substâncias naturais e sabores durante 

a maceração. Existem dois tipos principais de chá verde o Sencha e o Bancha8. Sencha é 

produzido com folhas da primeira colheita, chamado de ichibancha, sendo de qualidade 

superior e o Bancha é feito a partir das folhas de colheita tardia ou com as folhas mais 

duras e talos que não são aproveitadas para a produção de Sencha.  

No Brasil, a colheita das folhas da C. sinensis começa em setembro. 

Primeiramente, os arbustos são totalmente podados e após duas semanas, com o 

desenvolvimento dos brotos, as primeiras folhas são colhidas e é o que chamamos 
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―folhas de primeira colheita‖. Num espaçamento de aproximadamente duas semanas, as 

―folhas de segunda colheita‖ são coletadas e assim sucessivamente até meados do mês 

de abril, o que permite cerca de doze colheitas durante esse período. 

Os metabólitos exercem uma grande variedade de funções fisiológicas e 

ecológicas nas plantas. No caso do chá verde, além disso, fornece efeitos benéficos à 

saúde humana. Esses efeitos têm sido atribuídos à complexa composição química do 

chá verde que é constituído por compostos fenólicos (catequinas entre outros), 

compostos voláteis, aminoácidos, carboidratos, proteínas, mineiras, oligoelementos, etc 

9-11.  

A cafeína (1,3,7-trimetilxantina), conforme Figura 1, é o principal alcaloide 

purina encontrado no chá verde, representando cerca de 3 a 6% do peso seco das 

folhas12-13. Existem duas hipóteses sobre a importância da cafeína nas plantas: defesa 

química e função alelopática. A primeira hipótese confere às folhas jovens um maior 

teor de cafeína para proteger os tecidos moldes de patógenos e herbívoros. Já a segunda 

hipótese atribui a ela o efeito autotóxico, ou seja, quando as folhas caem no chão, a 

libera inibindo a germinação de outras plantas 12,14. O consumo desse alcaloide aumenta 

o estado de alerta e reduz a fadiga15. Ademais, possui efeitos diuréticos16 e é 

considerado um fraco broncodilatador17. No entanto, segundo Lovatto et al. (2004)18 o 

consumo diário de cafeína pode aumentar a pressão arterial para consumidores 

regulares18 e mulheres grávidas devem limitar seu consumo em 300 mg dia−1, evitando 

assim aborto espontâneo ou ainda que o bebê nasça com baixo peso19. 

 

Figura 1 – Fórmula estrutural da cafeína. 
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Além dos compostos já citados, as folhas de chá também contêm pigmentos que 

são lipofílicos como, por exemplo, as clorofilas a e b20. Estudo realizado por Lee et al. 

(2015)21 sugere que o calor aplicado na manufatura do chá verde pode ativar a enzima 

clorofilase e assim aumentar a concentração da feofitina. Segundo Harpaz-Saad et al. 

(2007)22, essa enzima é responsável pela degradação da clorofila. Além do mais, a 

conversão de clorofila em feofitina pode ocorrer no processamento e armazenamento de 

vegetais verdes23. A análise da decomposição da clorofila e seus derivados têm sido 

investigados por estar relacionada à qualidade dos produtos como frutas e vegetais24. 

Apesar da feofitina conferir uma coloração mais escura no processo de obtenção do chá 

verde, estudos revelam que esse derivado possui atividades antioxidantes, assim como 

antigenotóxica25-26. As Figuras 2a e 2b, apresentam as fórmulas estruturais das clorofilas 

a e b, assim como das feofitinas a e b. 

 

Figura 2 – Fórmula estrutural (a) clorofila a e b. (b) feofitina a e b. 

A composição das folhas de chá verde é muito semelhante à das folhas antes de 

serem colhidas. No entanto, isso depende de uma variedade de fatores como clima, 

estação, técnicas de cultura, tipo, idade da planta e também o processamento das 

folhas27-28. A variação da quantidade dos metabólitos referente às colheitas das folhas 

do chá verde também vem sendo estudada29-30, porém necessita ser mais investigada.  
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Estudos utilizando técnicas instrumentais mais rápidas e simples como 

espectrometria ultravioleta-visível, infravermelho e infravermelho próximo, associada 

às técnicas quimiométrica, têm sido realizados como alternativas para a análise 

discriminante e/ou classificatória entre café cafeinado e descafeinado31; classificação de 

azeites de oliva virgens de diferentes regiões geográficas e autenticidade32-33, assim 

como vinhos34, variedades de vinagres35, variedades de chá 36, entre outros. Portanto, o 

objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial da impressão digital por 

espectrometria na região do UV-Visível associado à análise multivariada dos dados na 

discriminação das folhas da C. sinensis de primeira e segunda colheita. 

METODOLOGIA 

Amostragem  

As amostras da C. sinensis de primeira e segunda colheita, já processadas, foram 

fornecidas pela Fazenda Agrochá Boa Vista, localizada na cidade de Araucária (PR). 

Neste mesmo local foi coletado, em triplicata, o material para o processo de conferência 

de exsicata. A exsicata da Camellia sinensis (L.) Kuntze foi depositada no herbário da 

Universidade Estadual de Londrina e classificada pela Dra. Ana Odete Vieira sob o 

número FUEL 49288, conforme Figura 3.  

Dois conjuntos de amostras de folhas de C. sinensis foram estudados nesta etapa. 

O primeiro foi coletado em setembro de 2011 e corresponde às folhas de primeira 

colheita após a poda. Dezoito dias depois, o segundo conjunto de folhas foi coletado, 

quando os novos brotos estavam prontos para serem colhidos e correspondem à segunda 

colheita. No laboratório essas amostras secadas foram trituradas em um liquidificador 
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(modelo TA-02 da marca Skymsen) para obter homogeneidade e armazenadas em sala 

climatizada a 20° C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 - Foto da exsicata da planta Camellia sinensis (L.) Kuntze depositada no 
herbário da Universidade Estadual de Londrina sob o número FUEL 49288. 

Determinação da Umidade 

Essa análise refere-se a segurança do produto, pois ambientes úmidos favorecem 

a contaminação e consequentemente a degradação do material por micro-organismos. 

Para essa análise37, primeiramente os pesa-filtros permaneceram por 40 minutos em 

estufa (modelo S150S-D da marca Biopar) a 105º C. A massa do material vegetal 

utilizada foi de 3,000 g, em triplicata, utilizando a balança analítica modelo AY220 da 

Shimadzu. O material vegetal foi mantido na estufa durante 3 horas a 105ºC. Após esse 

período, as amostras foram resfriadas em dessecador. Na sequência suas massas foram 
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verificadas e então as amostras retornaram para a estufa por mais 30 minutos. Esse 

procedimento foi repetido até massa constante. Os cálculos da porcentagem de umidade 

foram obtidos por meio da Eq. 1. 

Eq. 1 

sendo que, N corresponde ao valor, em grama, de umidade (perda da massa) e P o valor, 

em grama, da amostra. 

Determinação das Cinzas Totais 

A determinação do teor de cinzas avalia a presença de resíduos inorgânicos não 

voláteis como areia, pedra e terra. Para essa determinação37 foram analisados 2,000 g do 

material vegetal, nos pesa-filtros previamente preparados e em triplicata. Com auxílio 

do bico de Bunsen as amostras foram pré-incineradas e na sequência mantidas durante 

12 horas no forno mufla (modelo MA385 da marca Marconi) a temperatura de 550º C. 

Após esse intervalo, foram resfriadas em dessecador e suas massas verificadas. Em 

seguida, as amostras retornaram para a mufla por 1 hora e as massas foram novamente 

verificadas. O procedimento foi repetido até massa constante37. Os cálculos obtidos da 

porcentagem de cinzas totais foram realizados por meio da Eq. 2. 

Eq. 2 

em que, N corresponde ao valor, em grama, de cinzas e P o valor, em grama, da 

amostra. 

NU(%) = x100
P

T
NC (%) = x100
P
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Preparo dos Extratos Brutos 

Para a extração dos metabólitos, todos os solventes orgânicos utilizados foram 

de grau analítico e obtidos a partir de F. Maia (São Paulo, Brasil). Os solventes 

extratores dos metabólitos foram escolhidos de acordo com um planejamento de 

misturas do tipo centroide simplex38 para quatro componentes, Figura 4. Os quatro 

solventes foram etanol (e), acetato de etila (a), diclorometano (d) e clorofórmio (c), 

totalizando quinze diferentes misturas, com três replicatas no ponto central para o 

cálculo de erro experimental, confirme Tabela 1. A seleção de cada solvente foi feita 

considerando triângulo seletividade de solventes de Snyder39. 

 

Figura 4 - Planejamento de misturas do tipo centroide simplex para a escolha do 
solvente extrator envolvendo (e) etanol, (a) acetato de etila, (d) diclorometano e (c) 
clorofórmio. 

Neste trabalho, optou-se pelo método de remaceração, ou seja, repetindo a 

operação algumas vezes utilizando o mesmo material, renovando o líquido extrator. 

Esse procedimento foi realizado no banho ultrassom, que facilita a dilatação e 

hidratação do material vegetal. Consequentemente, isso causa o alargamento dos poros 

da parede celular, facilitando a transferência de massa e permitindo que uma maior 

quantidade de compostos seja extraída40. Portanto, cada extrato bruto foi obtido a partir 
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de 2,00 g de material vegetal, anteriormente moído e peneirado, com adição de 6 mL de 

uma das misturas de solventes listadas na Tabela 1. Na sequência, cada mistura 

permaneceu no banho ultrassom (modelo Ultracleaner 800 da marca Unique) durante 30 

minutos e posteriormente filtrada para separar a solução a partir das folhas. Esse 

procedimento foi repetido mais catorze vezes, de modo que o volume total de solvente 

puro ou mistura adicionada às folhas foi de 90 mL. Os extratos foram deixados em 

repouso, sob ventilação forçada, até atingirem massa constante. 

Tabela 1 – Planejamento de misturas do tipo centroide simplex para a escolha do 
solvente extrator envolvendo etanol (e), acetato de etila (a), diclorometano (d) e 
clorofórmio (c). 

Notação 

do 

extrato 

Solventes 

Etanol  

(e) 
Acetato de etila (a) 

Diclorometano 

(d) 

Clorofórmio  

(c) 

e 1 0 0 0 
a 0 1 0 0 

d 0 0 1 0 

c 0 0 0 1 

ea ½  ½ 0 0 

ed ½  0 ½ 0 

ec ½ 0 0 ½ 

ad 0 ½ ½ 0 

ac 0 ½ 0 ½ 

dc 0 0 ½ ½ 

ead ⅓ ⅓ ⅓ 0 

edc ⅓ ⅓ 0 ⅓ 

eac ⅓ 0 ⅓ ⅓ 

adc 0 ⅓ ⅓ ⅓ 

eadc(1) ¼ ¼ ¼ ¼ 

eadc (2) ¼ ¼ ¼ ¼ 

eadc (3) ¼ ¼ ¼ ¼ 
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Análise por Espectrometria na região do UV-Visível 

Para a análise por espectrometria UV-Visível, 20 mg de cada extrato bruto foram 

dissolvidos em 10,00 mL da respectiva mistura extratora, Tabela 1. As medidas de 

absorção foram realizadas em uma cubeta de quartzo de 1 cm, por meio de um 

espectrofotômetro UV-Visível e monitorados na faixa de 200 a 800 nm com resolução 

de 1 nm. 

Análise por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 

Os extratos brutos das amostras da C. sinensis de primeira e segunda colheita 

foram submetidos à análise por cromatografia líquida de alta eficiência SPD-M10AV 

Finnigan Surveyor com detector de arranjo de fotodiodo (DAD) e bomba quaternária 

Termo-Electron Corporation.  

Para as análises cromatográficas, 2 mg de cada extrato bruto foram redissolvidos 

em 2,00 mL de metanol grau HPLC adquirido da JT Baker (Phillipsburg, EUA) e 

filtrados em membrana de polifluoretano (PTFE) com 25 mm de diâmetro e porosidade 

de 0,2 μm da Chromafil (Düren, Alemanha). Sendo que 100 μL da solução foram 

diluídos em 400 μL da fase móvel inicial, ou seja, 95% de acetonitrila (ACN) e 5% de 

água (H2O) (v/v), onde a acetonitrila foi adquirida pela JT Baker (Phillipsburg, EUA). 

As condições cromatográficas foram: coluna cromatográfica Hilic Phenomenex modelo 

Kinetex com dimensões de 150 x 4,60 mm e porosidade de 2,6 μm acoplada ao filtro de 

linha. Volume de injeção de 20 μL e a vazão de 0,7 mL min-1. A fase móvel do sistema 

cromatográfico se deu pela combinação da seguinte programação: 95,00:5,00 de 

ACN:H2O (v/v) durante 1 min; 80,65:19,35 ACN:H2O (v/v) até 4 min; 64,50:35:50 

ACN:H2O (v/v) até 7 min; 50,00:50,00 ACN:H2O (v/v) até 10 min e retornando a 
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95,00:5,00 ACN:H2O (v/v) até 15 minutos. O arranjo de fotodiodo foi monitorado na 

faixa de absorbância de 190 a 800 nm. 

Programas Computacionais 

Os dados obtidos nas análises por espectrometria UV-Visível foram monitorados 

e registrados pelo software Vision Lite e as análises cromatográficas pelo ChromQuest 

4.2.  

Para o tratamento dos dados foram utilizados os programas computacionais 

STATISTICA®41 e Matlab®42. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO  

Os parâmetros básicos do controle de qualidade das folhas da C. sinensis foram 

averiguados pela porcentagem de umidade e o teor de cinzas totais. Segundo a Portaria 

519, de 26 de junho de 1998 da ANVISA43, o limite da porcentagem de umidade para as 

folhas do chá verde é de 12%. Assim, os resultados obtidos permaneceram abaixo da 

legislação vigente, ou seja, 6,73 % (±0,04) e 7,05 % (±0,03), para as folhas de primeira 

e segunda colheita, respectivamente. Quanto ao teor de cinzas totais, os valores 

resultantes foram de 4,28% (±0,09) para a primeira colheia e 4,24% (±0,09) para a 

segunda colheita, abaixo do limite estabelecido de 8% 43. 

Os rendimentos dos extratos brutos das folhas da C. sinensis de primeira e 

segunda colheita obtidos de acordo com o planejamento experimental do tipo centroide 

simplex (Tabela 1) foram avaliados e estão expostos na Tabela 2. 
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Tabela 2 - Rendimentos dos extratos brutos, das folhas da C. sinensis de primeira e 
segunda colheita, provenientes da mistura de solventes seguindo o planejamento do tipo 
centroide simplex entre etanol (e), acetato de etila (a), diclorometano (d) e clorofórmio 
(c). 

Notação 

do 

extrato 

Rendimentos (% (m/m)) 

1ª colheita 2ª colheita 

e 4,6836 4,7026 
a 1,9291 1,8577 
d 3,2569 2,7896 
c 2,0597 1,2637 
ea 4,3546 7,2531 
ed 6,1169 5,6358 
ec 5,5389 5,4138 
ad 2,3243 1,9180 
ac 2,5650 2,2766 
dc 1,6581 1,7993 
ead 3,4534 4,3341 
eac 3,6671 4,6245 
edc 4,6792 4,6199 
adc 0,9844 0,9641 

eadc (1) 3,5980 3,7376 
eadc (2) 3,6898 3,6214 
eadc (3) 3,5479 3,7472 

O teste t-emparelhado foi aplicado aos valores dos rendimentos a fim de 

verificar se haveria diferença entre as porcentagens dos rendimentos dos extratos brutos 

das duas colheitas. Para isso utilizou-se a equação 336: 

Eq. 3 

em que, t̂ representa o valor de tcalculado para ser comparado ao ttabelado, d  é o valor médio 

das diferenças d (diferença individual entre dois valores em um único par combinado, 

ou seja, a diferença entre as porcentagens de rendimentos de dois extratos brutos, de 

primeira e segunda colheita, extraídos com o mesmo solvente extrator), Δ assumindo a 

d

d -Δ
t̂ =

s / N
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hipótese de que valor médio das diferenças d para a população é igual à zero, sd 

representa o desvio padrão e N o número de pares de dados. 

O resultado do teste t-emparelhado mostrou que não há diferença significativa ao 

nível de 95% nas porcentagens dos rendimentos entre as colheitas, onde o valor de 

tcalculado de 0,71 foi menor que ttabelado de 2,12. Portanto, não rejeitamos a hipótese nula, 

ou seja, não há evidências estatísticas de que os resultados de primeira e segunda 

colheita são significativamente diferentes. Dessa maneira, todos os valores das 

porcentagens dos rendimentos foram analisados em conjunto. 

A fim de avaliar o efeito dos solventes puros e suas misturas com relação aos 

rendimentos dos extratos brutos, Tabelas 2, foram testados diferentes modelos 

matemáticos. A análise da variância (ANOVA) foi utilizada para verificar a adequação 

desses modelos. Para os resultados dos rendimentos dos extratos o melhor modelo que 

se ajustou aos dados foi o quadrático, demonstrando ser significativo e não 

apresentando falta de ajuste num nível de 95% de confiança. Como o valor da razão 

Mqfaj/MQep, que corresponde ao valor de Fcalculado (2,47), é menor do que o valor 

tabelado F5,19;0,05 de 2,74; não houve falta de ajuste para o modelo. Além disso, o valor 

da razão MQR/MQr (19,68) foi maior que o valor da distribuição tabelada F(9,24;0,05) de 

2,30, no nível de 95% de confiança, indicando que o modelo ajustado é significativo, 

conforme Tabela 3. O coeficiente de determinação (R2) para esse ajuste foi calculado 

pela razão da soma dos quadrados da regressão e total (SQR/SQT) sendo igual a 0,8359. 

Já o valor máximo que R2 poderia explicar é dado pela subtração da soma quadrática 

total e do erro puro e este valor dividido pela soma quadrática total (SQT-SQep)/SQT, 

nesse caso 0,8807. 
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Tabela 3 - Análise de variância (ANOVA) para o ajuste do modelo quadrático das 
porcentagens dos rendimentos dos extratos brutos das folhas da C. sinensis de primeira 
e segunda colheita, preparados de acordo com o planejamento experimental do tipo 
centroide simplex. 

Fonte de 

Variação 

Soma 

Quadrática (SQ) 

Graus de 

Liberdade 

Média 

Quadrática (MQ) 
Fcalculado 

Regressão (R) 70,2867 9 7,8096 19,6837 
Resíduos (r) 9,5222 24 0,3968  
F. Ajuste (faj) 3,7547 5 0,7509 2,4738 
E. puro (ep) 5,7675 19 0,3036  
Total (T) 79,8088 33 2,4184  

A Eq. 4 mostra o modelo de predição das porcentagens dos rendimentos dos 

extratos brutos das folhas da C. sinensis, onde os termos que não apresentaram 

significância foram omitidos.   

Eq. 4 

em que, (e) etanol, (a) acetato de etila, (d) diclorometano, (c) clorofórmio e os valores 

entre parênteses os erros padrão dos parâmetros. No restante desse trabalho todas as 

demais equações apresentadas seguem essa mesma notação para os coeficientes. Os 

termos que não apresentaram significância no nível de 95% de confiança foram 

omitidos. 

Por meio dos coeficientes da Eq. 4, podemos observar o efeito sinérgico entre as 

misturas binárias envolvendo etanol, ou seja, etanol:acetato de etila; 

etanol:diclorometano e etanol:clorofórmio. Já as interações entre acetato de 

etila:diclorometano e diclorometano:clorofórmio apresentaram um efeito antagônio. O 

componente acetato de etila foi igualado à zero para representar a superfície de resposta 

em duas dimensões, conforme Figura 5. A superfíce indica que a maior porcentagem 

(m/m)
( 0,44) ( 0,44) ( 0,44)( 0,44)

( 1,87) ( 1,87) ( 1,87) ( 1,87) ( 1,87)

Rend 4,83e 2,11a 3,16d 1,79c

7,21ea 6,53ed 7,85ec 4,26ad 3,87dc
  

    

   

    

62



 
 

dos rendimentos pode ser obtida pela mistura envolvendo etanol:diclorometano e a 

menor porcentagem por meio da mistura diclorometano:clorofórmio, onde utilizando a 

regressão obtemos 5,63 e 1,51 % (m/m), respectivamente. 
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Figura 5 - Superfícies de resposta dos rendimentos dos extratos brutos das folhas da C. 

sinensis de primera e segunda colheita, mostrando o efeito dos solventes extratores do 
planejamento experimental do tipo centroide simplex. 

Os espectros de absorção dos extratos das folhas da C. sinensis de primeira e 

segunda colheita foram registrados na faixa de 200 a 800 nm em seus respectivos 

solventes de extração. Porém, devido à interferência dos solventes utilizados, os 

espectros foram analisados a partir de 250 nm a 720 nm, onde após este último 

comprimento de onda não houve informações espectrais adicionais. 

Para a análise por PLS-DA os dados foram organizados numa matriz com 34 

linhas e 471 colunas. Cada linha refere-se ao espectro do extrato bruto correspondente 

(Tabela 1), de ambas as colheitas e as colunas às absorbâncias nos diferentes 

comprimentos de onda, envolvendo a região de 250 a 720 nm. A Figura 6 ilustra a 
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sobreposição dos espectros de absorção dos 34 extratos brutos, sendo 17 para cada 

colheita. 

 

Figura 6 – Sobreposição das impressões digitais espectrais na região do UV-Visível 
dos extratos brutos, obtidos pelo planejamento experimental do tipo centroide simplex, 
das folhas da C. sinensis de primeira e segunda colheita. 

PLS-DA foi utilizado para tentar encontrar a melhor correlação entre as matrizes 

X e Y. Nesse conjunto de dados, a matriz X corresponde aos espectros de absorção dos 

extratos brutos da C. sinensis e Y às classes de cada espectro, ou seja, primeira ou 

segunda colheita. Para obter uma melhor análise discriminante alguns pré-

processamentos foram testados. Por fim a matriz X foi centrada na média e a redução da 

variação da matriz X, que não estava relacionada à Y (autoescalonado), foi realizada 

aplicando a correção do sinal ortogonal (OSC). O método de validação cruzada 

venezianas (do inglês, venetian blinds) foi utilizado para a determinação do número de 

variáveis latentes (VL) com o menor valor da Raiz Quadrada do Erro Médio Quadrático 

de Validação Cruzada (do inglês, Root Mean Square Error of Cross-Validation - 

RMSECV). Nesse caso, são necessárias duas variáveis latentes (VL) para explicar o 

método de classificação, o que representa 96,33% da variância explicada em X e 66,38 
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% da variância explicada em Y, com RMSECV igual a 0,41. Por m eio da Figura 7, que 

apresenta o gráfico dos escores d as VL1 x VL2, podemos observar dois grandes grupos, 

ou seja, primeira e segunda colheita.  
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Figura 7 – Gráfico dos escores da OSC-PLS-DA (VL 1vs. VL2) das impressões digitais 
espectrais na região de UV-Visível (250 a 720 nm) dos extratos brutos das folhas da C. 
sinensis de primeira e segunda colheita, obtidos pelo planejamento experimental do tipo 
centroide simplex. 

O gráfico dos pesos (weight), Figura 8a, mostra as bandas que contribuem para a 

discriminação entre as d uas colheitas. No entanto, as regiões espectrais que podem  ser 

consideradas com o i mportantes para o desempenho do modelo de OSC-PLS-DA e  

consequentemente na discrim inação entre as  co lheitas, são observadas no gráfico que 

ilustra a I mportância da Vari ável na Projeção (do inglês, Variable Importance of 

Projection - VIP)44-45, com valores maiores que 1, Figur a 8b. Esse último gráfico indica 

três bandas: 272; 410 e 663 nm . A m aior part e dos extratos de segunda colheita 

estálocalizada no quadrante positivo da VL 1. Com o os pesos dessas três absorções 

foram positivos na VL 1, então quanto m ais para a dire ita do gráfico dos escores (m ais 

positivo), maior será a concentração  dos metabólitos que correspondem a essas band as. 

Os valores dos pesos negativos da VL 2, que corresponde a 48,56 % da variação 
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explicada em Y, indicam que os extratos de primeira colheita contêm menores 

concentrações do metabólito referente à banda em 272 nm e com isso alocados na 

região negativa da VL2. Já os valores positivos dessa mesma variável demonstram a 

influência das bandas em 410 e 663 nm nas amostras de segunda colheita. 

 

Figura 8 – (a) Gráficos dos escores dos pesos (weight) das variáveis latentes (VL) 1 
(azul) e 2 (vermelho). (b) Importância da Variável na Projeção (VIP) para a 
investigação da impressão digital espectral na região UV-Visível (250 a 720 nm) dos 
extratos brutos das folhas da C. sinensis de primeira e segunda colheita modelados por 
OSC-PLS-DA. 

No caso do chá verde a região de 272 nm pode estar associada à cafeína ou ao 

grupo das catequinas. Porém, segundo Souto e colaboradores (2010)31 esta região pode 

ser devida à transição eletrônica da cafeína n      π*, em particular ao cromóforo C=O. 

As outras duas bandas indicadas podem ser correspondentes a pigmentos presentes nas 
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folhas da C. sinensis. A feofitina é um produto de degradação da clorofila a, que é 

encontrada no chá e possui a banda de Soret em 410 nm (região azul), seguida por 

outras bandas mais fracas e de comprimentos de onda maiores, chamadas bandas Q em 

665 nm, onde entre as bandas Soret e Q, há pequenas bandas em 505, 535 e 606 nm24. 

Essas bandas são características do anel porfírico e ocorre pela promoção de elétrons do 

π ligante para π* antiligante46. Portanto, pela avaliação aplicando OSC-PLS-DA, 

possivelmente a discriminação entre os dois grupos se deve as maiores concentrações da 

cafeína e o maior produto de degradação da clorofila a, feofitina a, nos extratos brutos 

de segunda colheita quando comparadas com os de primeira colheita. 

Para obter mais informações sobre os metabólitos sugeridos na discriminação 

por OSC-PLS-DA, os extratos brutos foram analisados por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) acoplada à detecção por arranjo de diodo (DAD). Em cada extrato 

bruto obteve-se nos ápices dos picos da cafeína e da feofitina a, os perfis espectrais, 

conforme as Figuras 9a e 9b, com absorbâncias máximas em 272 e 410 nm, 

respectivamente. 

 

Figura 9 – Espectros UV-Visível obtidos a partir da cromatografia líquida de alta 
eficiência com detector de arranjo de diodo (CLAE-DAD): (a) cafeína com pico 
máximo no tempo de eluição de 2,54 min. (b) feofitina a com pico máximo no tempo de 
eluição de 1,52 min. 
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Na Tabela 4 constam os valores das intensidades das bandas das absorbâncias 

máximas da cafeína e feofitina a. Segundo Milenkovic et al. (2012)24 a razão entre as 

intensidades das absorbâncias envolvendo as bandas Soret e Q (ASoret/AQ) para a 

feofitina a e b são de aproximadamente 2,33 e 5,30, respectivamente. As razões médias 

das intensidades dessas bandas, obtidas em nossos experimentos, foram de 2,49 ± 0,09 

para os extratos brutos das folhas da C. sinensis de primeira colheita e 2,45 ± 0,18 (u.a.) 

para os de segunda, sugerindo mais uma vez a presença da feofitina a. 

Tabela 4 – Valores das intensidades das absorbâncias máximas dos perfis espectrais da 
cafeína e feofitina a dos extratos brutos das folhas da C. sinensis de primeira e segunda 
colheita, obtidos pelo planejamento experimental do tipo centroide simplex. 

Notação 

do 

solvente 

Intensidade da Cafeína 

λmáx 272 nm 

Intensidade da Feofitina a 

λmáx 410 nm 

1ª colheita 2ª colheita 1ª colheita 2ª colheita 

e 323,8 576,1 411,7 672,7 
a 251,2 257,8 1495,6 1709,3 
d 600,7 1100,4 1549,4 2505,7 

c 267,4 294,6 1396,6 2056,1 
ea 328,0 671,4 944,5 925,4 

ed 355,2 804,1 805,2 1795,9 
ec 395,5 449,2 1233,7 879,4 

ad 228,5 433,8 1564,7 1077,8 
ac 176,5 219,7 1123,4 1578,4 
dc 247,8 334,8 1083,4 1218,0 

ead 330,7 459,4 311,8 1264,8 
eac 347,2 289,6 1402,3 965,6 

edc 527,1 466,3 1161,4 924,8 
adc 192,1 214,9 1348,7 1981,1 

eadc (1) 317,8 445,1 1177,1 1556,6 

eadc (2) 241,2 383,3 1005,1 1338,8 
eadc (3) 282,3 379,0 1070,6 1402,7 
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O teste t-emparelhado foi aplicado aos valores das intensidades da absorbância 

da cafeína e feofitina a, conforme Tabela 4. Os resultados do teste t mostraram diferença 

significativa, ao nível de 95%, entre as abundâncias relativas de dados das intensidades 

dos espectros, tanto para a cafeína quanto para a feofitina a nas duas colheitas. Essa 

afirmação está baseada nos respectivos valores de tcalculado de 3,51 e 2,43 maiores que 

ttabelado de 2,12. Portanto, há evidências estatísticas de que os resultados de primeira e 

segunda colheita são significativamente diferentes, sendo maiores para os extratos de 

segunda colheita. Segundo Mohanpuria et al. (2009)13 a cafeína se encontra presente nas 

folhas mais jovens. Assim como a cafeína, a feofitina a apresentou resultados maiores 

para os extratos de segunda colheita. O fato de haver ocorrido um segundo estresse na 

planta relacionado ao corte das folhas, pode nos levar a crer que possa haver 

desencadeado maior produção de cafeína e clorofila e seus derivados. Esses resultados 

confirmam os obtidos por espectrometria na região UV-Visível descrito anteriormente.  

Para analisar o comportamento dos solventes quanto à extração da cafeína e da 

feofitina a, a metodologia de superfície de resposta foi aplicada sobre as intensidades 

das absorbâncias em 272 e 410 nm, conforme Tabela 4. Para isso, foram testados os 

modelos linear, quadrático e cúbico especial e a falta de ajuste das superfícies foram 

avaliadas pela ANOVA, no nível de 95% de confiança. Para os resultados das 

absorbâncias máximas da cafeína obtidos a partir dos extratos brutos das amostras de C. 

sinensis de primeira e segunda colheita o modelo quadrático foi significativo e não 

apresentou falta de ajuste. Os modelos matemáticos estão representados pelas equações 

5 e 6. 

Eq. 5 

 

1 ( 68,15) ( 68,15) ( 68,15)( 68,15)

( 290,18)

Cafeína 310,57e 252,92a 588,60d 256,51c

769,61ad

a colheita
  



   
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Eq. 6 

A Tabela 5 mostra a ANOVA para os modelos quadráticos ajustados às 

respostas experimentais das intensidades das absorbâncias máximas do perfil espectral 

da cafeína nos extratos brutos de ambas as colheitas da C. sinensis. 

Tabela 5 – Resultados da análise de variância (ANOVA) para o ajuste dos modelos 
quadráticos das intensidades espectrais de cafeína das folhas da C. sinensis de primeira 
e segunda colheita, preparados de acordo com o planejamento experimental. 

Fonte de 

Variação 

Soma  

Quadrática (SQ) 

Graus de 

Liberdade 

Média 

Quadrática (MQ) 
Fcalculado 

Cafeína 1ª colheita    
Regressão (R) 161732,07 9 17970,23 3,76 
Resíduos (r) 33451,53 7 4778,79  
F. Ajuste (faj) 30512,52 5 6102,50 4,15 
E. puro (ep) 2939,01 2 1469,50  
Total (T) 195183,60 16 12198,97  

Cafeína 2ª colheita    
Regressão (R) 792958,02 9 88106,45 16,27 
Resíduos (r) 37911,97 7 5416,00  
F. Ajuste (faj) 35176,32 5 7035,26 5,14 
E. puro (ep) 2735,65 2 1367,82  
Total (T) 830869,98 16 51929,37  

Para os modelos quadráticos ajustados aos valores das intensidades de 

absorbância máxima de cafeína dos extratos brutos de primeira e segunda colheita, as 

razões MQfaj/MQep, foram respectivamente 4,15 e 5,14. Esses valores são menores do 

que o valor da distribuição F(5,2;0,05) tabelado de 19,30; indicando não haver falta de 

ajuste para os modelos selecionados. Além disso, os valores da razão MQR/MQr foram 

2 ( 72,56) ( 72,56) ( 72,56)( 72,56)

( 308,92) ( 308,92)

Cafeína 593,41e 276,71a 1106,66d 301,37c

1184,70ad 1435,85dc

a colheita
  

 

   

 
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de 3,76 e 16,27, respectivamente, sendo maiores quando comparados ao valor da 

distribuição F(9,7;0,05) tabelado de 3,68; indicando que a regressão foi significativa. 

Analisando os coeficientes do modelo obtido para os extratos de primeira 

colheita da C. sinensis, verifica-se que houve um efeito antagônico entre a interação do 

solvente envolvendo acetato de etila:diclorometano quanto à extração da cafeína, Eq. 5. 

O mesmo ocorreu para a extração desse composto nos extratos de segunda colheita. 

Porém, para essa amostra também houve um efeito antagônico entre 

diclorometano:clorofórmio, Eq. 6. De acordo com os coeficientes dos extratos de 

primeira e segunda colheita, o diclorometano apresentou os maiores valores prevendo 

uma absorbância máxima no perfil espectral da cafeína de 588,6 e 1106,7, 

respectivamente. Esses valores possuem boa concordância com os valores 

experimentais de 600,7 e 1100,4. 

As Figuras 10a e 10b mostram as superfícies de resposta para os modelos 

ajustados das absorbâncias máximas para a cafeína dos extratos brutos de primeira e 

segunda colheita, respectivamente. O componente clorofórmio foi igualado à zero para 

representar a superfície de resposta em duas dimensões. Podemos observar, que em 

ambas as colheitas, as maiores intensidades das absorbâncias são obtidas pelo 

diclorometano puro e as menores nas interações entre acetato de etila:diclorometano. Os 

resultados para diclorometano são confirmados pela literatura, onde estudos testando 

diversos solventes mostram que este solvente é mais eficiente na extração da cafeína47-

49. Ademais, é também utilizado como solvente na descafeinação de chá48.  
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Figura 10 - Superfícies de resposta para os componentes: etanol, acetato de etila e 
diclorometano aplicadas as aborbâncias máximas da cafeína dos extratos brutos das 
folhas da C. sinensis de primera (a) e segunda (b) colheita, mostrando o efeito dos 
solventes extratores do planejamento experimental do tipo centroide simplex. 

Para os resultados das intensidades da absorbância máxima da feofitina a (410 

nm), obtidas a partir dos extratos brutos das amostras da C. sinensis de primeira e 

segunda, o modelo cúbico especial foi o que melhor se ajustou aos dados. Considerando 

que os valores de F reportados na Tabela 6 de 0,58 e 0,59, respectivamente, foram 

menores que o valor da distribuição F(1, 2; 0,05) tabelado de 18,51, não houve falta de 
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ajuste para o modelo selecionado, num nível de 95% de confiança. Além disso, os 

valores da razão entre as médias quadráticas da regressão e do resíduo (MQR/MQr), 

foram de 24,10 e 27,50, respectivamente, sendo maiores quando comparados ao valor 

da distribuição F(13, 3; 0,05) tabelado de 8,73, indicando que a regressão foi significativa.  

Tabela 6 – Resultados da análise de variância (ANOVA) para o ajuste dos modelos 
quadráticos das intensidades espectrais de feofitina a das folhas da C. sinensis de 
primeira e segunda colheita, preparados de acordo com o planejamento experimental. 

Fonte de 

Variação 

Soma  

Quadrática (SQ) 

Graus de 

Liberdade 

Média 

Quadrática (MQ) 
Fcalculado 

Feofitina a 1ª colheita    
Regressão (R) 2031793,41 13 156291,80 24,10 
Resíduos (r) 19452,34 3 6484,11  
F. Ajuste (faj) 4380,17 1 4380,17 0,58 
E. puro (ep) 15072,17 2 7536,08  
Total (T) 2051245,75 16 128202,86  

Feofitina a 2ª colheita    
Regressão (R) 3865591,50 13 297353,19 27,50 
Resíduos (r) 32434,79 3 10811,60  
F. Ajuste (faj) 7366,37 1 7366,37 0,59 
E. puro (ep) 25068,42 2 12534,21  
Total (T) 3898026,29 16 243626,64  

Os modelos matemáticos de previsão para a determinação da intensidade das 

absorbâncias máximas da feofitina a para os extratos brutos de primeira e segunda 

colheita estão representados pelas equações 7 e 8, respectivamente. 

 

Eq. 7 

 

1 ( 80,51) ( 80,51) ( 80,51)( 80,51)

( 392,20) ( 392,20) ( 392,20)

( 2498,24) ( 2498,24)

Feofitina a 412,67e 1496,57a 1550,37d 1397,52c

1283,42ec 1325,56ac 1593,15dc

19988,02 9148,92

a colheita

ead eac

  

  

 

   

  
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Eq. 8 

 

Analisando os coeficientes do modelo obtido para os extratos de primeira 

colheita podemos notar a existência de um efeito sinérgico entre a mistura binária 

envolvendo etanol:clorofórmio e ternária de etanol:acetato de etila:clorofórmio, ou seja, 

fornecem resultados maiores de intensidade do que se esperaria. Os resultados previstos 

para essas duas interações foram 1225,7 e 1434,1 e os resultados experimentais foram 

1225,7 e 1403,3, respectivamente. Já a interação entre as misturas de solventes 

extratores de acetato de etila:clorofórmio; diclorometano:clorofórmio e etanol:acetato 

de etila:diclorometano tiveram um efeito antagônico nas intensidades de absorbância 

máxima de feofitina a. A maior intensidade de absorbância máxima em 410 nm obtida 

foi por meio do diclorometano, onde utilizando a regressão o valor previsto foi de 

1550,4; concordando com o valor experimental de 1549,4. O mesmo ocorreu para a 

amostra de segunda colheita, onde a intensidade prevista da absorbância da feofitina a 

extraída por diclorometano seria de 2557,4 e o valor obtido experimentalmente foi de 

2505,7. Quanto às interações dos solventes dos extratos brutos de segunda colheita 

acetato de etila:diclorometano:clorofórmio extraíram uma maior quantidade da feofitina 

a do que poderia se esperar, assim tendo um efeito sinérgico. Já as misturas binárias 

envolvendo etanol:clorofórmio; acetato de etila:diclorometano e 

diclorometano:clorofórmio tiveram um efeito antagônico na extração do composto 

discutido. 

As superfícies de resposta para os modelos ajustados das absorbâncias máximas 

do perfil espectral da feofitina a dos extratos brutos de primeira e segunda colheita estão 

2 ( 103,97) ( 103,97) ( 103,97)( 103,97)

( 506,43) ( 506,43) ( 506,43) ( 3226,01)

Feofitina a 673,95e 1710,56a 2506,96d 2057,36c

1985,23ec 4164,01ad 4296,80dc 27101,26

a colheita

adc

  

   

   

   
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demonstradas nas Figuras 11a e 11b, respectivamente. O componente acetato de etila foi 

igualado à zero para representar a superfície de resposta em duas dimensões. Podemos 

observar nas superfícies que a parte vermelha mais escura, indo em direção ao 

diclorometano e clorofórmio, fornecem elevadas intensidades das absorbâncias 

máximas da feofitina a e no vértice do etanol, em verde escuro, indicam baixas 

intensidades, em ambas as colheitas.  
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Figura 11 - Superfícies de resposta para os componentes: etanol, acetato de etila e 
diclorometano aplicadas as aborbâncias máximas da feofitina a dos extratos brutos das 
folhas da C. sinensis de primera colheita (a) e segunda (b) colheita, mostrando o efeito 
dos solventes extratores do planejamento experimental do tipo centroide simplex. 
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CONCLUSÃO 

O presente trabalho mostrou o potencial da impressão digital obtidas por 

espectrometria na região UV-Vísivel em discriminar as folhas de C. sinensis de primeira 

e segunda colheita com o auxílio da ferramenta quimiométrica adequada. A vantagem 

de se utilizar a espectrometria é atribuída à facilidade de manuseio e obtenção dos 

dados, além de ser de baixo custo e simples. Além disso, a impressão digital dos 

extratos brutos foi útil para fazer uma análise exploratória dos dados espectrais dos 

extratos brutos em conjunto com o método quimiométrico OSC-PLS-DA. Assim, foi 

possível distinguir as amostras de primeira e segunda colheita, mesmo havendo grande 

variação dos dados devido aos diferentes solventes utilizados na preparação dos extratos 

brutos utilizando o planejamento do tipo centroide simplex explorando quatro solventes 

diferentes. Os valores dos VIPs indicaram que as absorbâncias correspondentes à 

cafeína e feofitina a foram as responsáveis pela distinção entre as colheitas. O 

diclorometano puro foi o melhor extrator para esses metabólitos. 

Esses resultados sugerem que a metodologia proposta é uma alternativa para a 

avaliação das amostras de primeira e segunda colheita, uma vez que as folhas da C 

sinensis de primeira colheita possui um valor de mercado maior. Trabalhos futuros 

poderiam investigar a impressão digital espectral aliada ao método de PLS-DA de 

outras plantas, assim como outras variáveis, além do corte. 
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CAPÍTULO IV 
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EFEITO DO SOLVENTE EXTRATOR NA OBTENÇÃO DA EPICATEQUINA, 

EPIGALOCATEQUINA GALATO, EPIGALOCATEQUINA E 

ANTIOXIDANTES NAS FOLHAS DE Camellia sinensis L. POR 

PLANEJAMENTO DE MISTURAS 

INTRODUÇÃO 

Nos últimos anos, o interesse no chá verde tem aumentado devido aos seus 

efeitos medicinais e farmacológicos atribuídos aos polifenóis especialmente catequinas 

e ácidos fenólicos. Os principais compostos das folhas da C. sinensis são a 

epigalocatequina galato (EGCG), epicatequina galato (ECG), epicatequina (EC) e 

epigalocatequina (EGC)1. Essas catequinas são responsáveis pelo sabor amargo e 

adstringente do chá verde e têm recebido considerável atenção por suas propriedades 

benéficas para a saúde tais como a prevenção de doenças cardiovasculares2 e do câncer3-

5, bem como suas propriedades anti-hipertensiva6-7, anti-inflamatório8, anti-obesidade9 e 

anti-envelhecimento10, entre outros. 

Vários estudos sobre as catequinas no chá verde têm sido relatados, incluindo 

suas atividades antioxidantes11-12. Os antioxidantes são substâncias que atrasam ou 

inibem significativamente a oxidação de substâncias facilmente oxidáveis13. O 

metabolismo de gorduras, proteínas e carboidratos para a produção de energia no 

organismo humano utiliza o oxigênio e como consequencia este se torna um radical 

livre altamente reativo. Radicais livres são capazes de atacar as células saudáveis do 

corpo, fazendo com que perca sua estrutura e função e assim contibuindo para o 

envelhecimento e doenças degenerativas como o câncer, cardiovascular, cataratas, 

diclinio no sistema imonológico e disfunção cerebral. Esses radicais livres podem ser 

então neutralizados pelos antioxidantes14. No chá verde a EGCG possui capacidade de 
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reagir com a maioria das espécies reativas de oxigênio. A estrutura tri-hidróxi das 

catequinas contribuem para sua atividade antioxidante porque podem quelar íons 

metálicos e prevenir a geração de radicais livres. Além disso, essa estrutura permite a 

deslocalização de elétrons, o que confere alta reatividade para eliminar os radicais 

livres15. 

O método mais utilizado para avaliar a capacidade antioxidante de compostos e 

extratos específicos é realizado pela atividade sequestradora do radical 2,2-difenil-1-

picrilhidrazina (DPPH•). Este método foi descrito por Brand-Williams et al. (1995)16 ao 

qual baseia-se na redução do DPPH• por uma substância antioxidante17, conforme 

Figura 1. O monitoramento é feito pela redução da banda de absorbância no 

comprimento de onda específico, conforme a reação ocorre. 

 

Figura 1 – Estabilização do radical livre DPPH•. 

O método de DPPH então foi modificado por Sánchez-Moreno et al. (1998)18 

que mediu parâmetros cinéticos, sendo dois deles a quantidade de antioxidante 

necessária para reduzir em 50% a concentração inicial de DPPH (IC50) e o tempo que 

esta concentração necessita para reduzir em 50% a quantidade inicial do radical. 

Muitos métodos, tais como a cromatografia líquida de ultra eficiência 

(UHPLC)19, espectrometria de reflectância de infravermelho próximo com transformada 
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de Fourier (FT-NIR)20, cromatografia líquida capilar com detecção electroquímica11-21, 

cromatografia em camada delgada22, cromatografia de precipitação centrífuga23, 

cromatografia contracorrente de alta velocidade24-25, entre outros, foram relatados para a 

análise de conteúdo catequina no chá verde. 

A análise por comatografia líquida de alta eficiência envolve a interação dos 

componentes da amostra com a fase estacionária e a fase móvel26.  A escolha da fase 

móvel é fundamental, pois além de arrastar os componentes da amostra através do 

sistema cromatográfico ela participa do processo de separação. Portanto três critérios 

devem ser considerados na seleção da fase móvel, ou seja, caracteristicas físico-

químicas, força cromatográfica e seletividade27.  

Existe uma infinidade de solventes disponíveis para a seleção da composição da 

fase móvel. A seleção é geralmente afetada pelas características fisico-químicas do 

solvente como a alta pureza, baixa viscosidade e ponto de ebulição, decomposição da 

fase móvel, compatibilidade com o detector, dissolução da amostra sem decompor os 

componentes e miscibilidade completa em misturas. Outros dois parâmetros devem ser 

levados em consideração, a força cromatográfica (polaridade) relacionada à retenção 

dos compostos e a seletividade relacionada à separação entre eles27. 

A fase móvel na cromatografia em fase reversa geralmente é composta de um ou 

mais modificadores orgânicos (solvente orgânico) e água. Assim o índice de polaridade 

é uma medida numérica da polaridade relativa dos solventes envolvidos, conforme Eq. 

128. Os valores de polaridades individuais para os quatro solventes mais utilizados na 

cromatografia líquida em fase reversa, ou seja, água, metanol, acetonitrila e tetra-

hidrofurano, são: 10,2; 5,1 e 5,8 e 4,029; respectivamente. 
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Eq. 1 

onde, Pa’ e Pb’ são os índices de polaridade dos solventes puros A e B e ϕa e ϕb as 

frações dos volumes dos solventes A e B. 

Além da polaridade Snyder30, determinou experimentalmente três parâmetros: 

basicidade (xe), acidicidade (xd) e momento de dipolo (xn). Os solventes então foram 

agrupados, Tabela 1, de acordo com a o tipo de interação que eles possuem, este 

agrupamento é disposto em um triângulo, Figura 2. Portanto, solventes quimicamente 

semelhantes, possuem parâmetros de seletividade similares, onde fazem parte do mesmo 

grupo, mesmo podendo apresentar valores diferentes de polaridade. 

Tabela 1 – Classificação dos solventes determinados por Snyder. 

Grupos Solventes 

I Éteres alifáticos (éter dietílico) 

II Álcoois alifáticos (metanol, etanol, octanol, 1-propanol) 

III Derivados de piridina, (tetra-hidrofurano), sulfóxidos 

IV Glicóis, ácido acético 

V Diclorometano 

VI Ésteres alifáticos, cetonas, nitrilas, dioxano (acetonitrila) 

VII 
Hidrocarbonetos aromáticos, compostos aromáticos 
halogenados, 

éteres aromáticos, compostos nitro (tolueno) 

VIII Água 

 

ab a a b bP '=Φ P +Φ P
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Figura 2 - Triângulo de seletividade de Snyder para solventes usados em cromatografia. 

A força peso do solvente de uma fase móvel composta por água e modificadores 

orgânicos pode ser calculada pela Eq. 2: 

Eq. 2 

onde, Sa e Sb são os valores força-peso dos solventes puros ―a‖ e ―b‖ e ϕa e ϕb as frações 

dos volumes dos solventes ―a‖ e ―b‖
28. 

Os parâmetros de força para os quatro solventes mais utilizados na 

cromatografia líquida em fase reversa, ou seja, água, metanol, acetonitrila e tetra-

hidrofurano, são: 0,0; 2,6; 3,1 e 4,431; respectivamente. 

O objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos de diferentes solventes na 

extração de epicatequina (EC), epigalocatequina galato (EGCG) e epigalocatequina 

ab a a b bS =Φ S +Φ S
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(EGC), bem como sobre as suas atividades antioxidantes em dois conjuntos de folhas da 

C. sinensis usando o planejamento de misturas do tipo centroide simplex para os 

solventes de etanol, diclorometano, acetato de etila e clorofórmio. Um planejamento 

experimental envolvendo mistura de água com diferentes modificadores orgânicos 

também foi utilizado para investigar diferentes fases móveis na separação de picos 

obtidos por cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa (CLAE-FR). A 

análise de componente principal (ACP) foi então utilizada para comparar as impressões 

digitais cromatográficas para os diferentes extratos. 

METODOLOGIA 

Preparo das Amostras 

Os extratos brutos foram preparados seguindo o planejamento de misturas do 

tipo centroide simplex envolvendo quatro solventes extratores: etanol (e), acetato de 

etila (a), diclorometano (d) e clorofórmio (c), conforme Tabela 2. Cada extrato foi 

obtido a partir de 2,00 g de material vegetal, com adição de 6 mL de uma das misturas 

de solventes listadas na Tabela 2. Cada mistura permaneceu no banho ultrassom durante 

30 minutos, onde na sequência foram filtradas. Esse procedimento foi repetido mais 

catorze vezes, de modo que o volume total de solvente puro ou mistura adicionada às 

folhas foi de 90 mL. Os extratos foram deixados em repouso, sob ventilação forçada, até 

atingirem massa constante. 

Para a análise cromatográfica, foram diluídos 2 mg de cada extrato em 2 mL de 

metanol (grau HPLC, marca J.T. Baker, Phillipsburg, USA). Em seguida, as amostras 

foram levadas ao banho ultrassônico por 10 minutos, permanecendo em repouso por 

pelo menos 1 hora. Após este período as amostras foram filtradas em membrana de 
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polifluoretano com porosidade 0,2 μm (PTFE, Chromafil). Os filtrados foram 

armazenados em eppendorfs de 2 mL a -4º C. Para as injeções cromatográficas foram 

pipetados 100 μL do filtrado (20º C) contendo extrato bruto e metanol, e diluídas em 

400 μL na fase móvel utilizada. 

Tabela 2 – Planejamento de misturas do tipo centroide simplex para a escolha do 
solvente extrator envolvendo etanol (e), acetato de etila (a), diclorometano (d) e 
clorofórmio (c). 

Notação 

do 

extrato 

Solventes 

Etanol  

(e) 
Acetato de etila (a) 

Diclorometano 

(d) 

Clorofórmio  

(c) 

e 1 0 0 0 
a 0 1 0 0 

d 0 0 1 0 

c 0 0 0 1 

ea ½  ½ 0 0 

ed ½  0 ½ 0 

ec ½ 0 0 ½ 

ad 0 ½ ½ 0 

ac 0 ½ 0 ½ 

dc 0 0 ½ ½ 

ead ⅓ ⅓ ⅓ 0 

edc ⅓ ⅓ 0 ⅓ 

eac ⅓ 0 ⅓ ⅓ 

adc 0 ⅓ ⅓ ⅓ 

eadc(1) ¼ ¼ ¼ ¼ 

eadc (2) ¼ ¼ ¼ ¼ 

eadc (3) ¼ ¼ ¼ ¼ 
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Análise por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 

Para as análises cromatográficas foi empregado um sistema Finnigan Surveyor 

61607 juntamente com detector de arranjo de diodo Finnigan Surveyor PDA, injetor 

manual Rheodine e alça de injeção de 20 L. Os analitos foram separados por uma 

coluna C18 Phenomenex® (250 x 4,6 mm d.i.) modelo Gemini com porosidade 5μm e 

pré-coluna (4 x 3 mm d.i.). Os cromatogramas foram monitorados em 210; 254 e 280 

nm numa vazão de 1,0 mL min-1. Os dados foram processados usando software 

ChromQuest 4.2. Cada extrato preparado foi analisado em cada um das fases móveis, 

como descrito na sequência. 

Escolha das Fases Móveis 

Para a seleção da fase móvel o parâmetro de solventes de Snyder em fase reversa 

(FR) chamado de força-peso foi utilizado. Os efeitos da força de separação e polaridade 

da fase móvel foram investigados por um planejamento experimental de mistura 

consistindo de água, acetonitrila e metanol, tal como ilustrado na Fig. 3. As proporções 

de solventes foram calculadas considerando a força total de solvente (ST), e os valores 

da polaridade (P’). 
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Figura 3 – Planejamento experimental para as fases móveis baseado nos parâmentro de 
seletividde de Snyder usado para a cromatografia de fase reversa, em que ST e P’ 
representam a força e polaridade do solvente, respectivamente. 

Ensaio da Atividade Antioxidante  

Para a análise dos extratos brutos pelo método da atividade captadora do radical 

DPPH•, as soluções de cada extrato foram preparadas por dissolução de 7,5 mg de 

extrato em 25 ml de etanol. A partir dessa solução estoque, as soluções de trabalho 

foram preparadas com massas diferentes (1-40 µg mL-1). A cada 3,0 mL da solução de 

trabalho de cada extrato bruto foram adicionados 0,1 mL de uma solução etanólica do 

radical livre de DPPH (1 mM). Após 30 min de incubação e protegidos da luz, os 

espectros das soluções resultantes foram registados num espectrofotometro Evolução 

60S (Thermo Scientific) com a leitura da absorvância de 517 nm32. Os testes foram 

realizados em triplicadas. Como controle foi utilizado 0,1 mL de solução etanólica de 

DPPH 1mM e 3,0 mL de etanol. 
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Para avaliação da capacidade antioxidade dos extratos brutos, calculou-se a 

porcentagem de inibição, conforme Eq. 3. A determinação da concentração necessária 

para causar 50% de inibição da concentração de DPPH (IC50) foi realizada pela 

regressão linear das médias das triplicatas das concentrações em cada ponto. 

Eq. 3 

RESULTADOS E DISCUSSÃO  

Primeiramente foi avaliada a capacidade dos constituintes de cada extrato bruto, 

preparado por meio do planejamento de mistura do tipo centroide simplex, Tabela 2, das 

folhas da C. sinensis em capturar os radicais livres de 2,2-difenil-1-picrilhidrazila 

(DPPH•). Este tipo de análise foi importante para avaliar o efeito dos solventes quanto à 

extração dos compostos fenólicos. 

Numa análise preliminar os extratos brutos apresentaram grandes variações da 

massa necessária para sequestrar 50% do radical livre de DPPH (IC50). Portanto, 

tivemos que trabalhar com diferentes faixas de concentrações, conforme Tabela 3. 

 

 

 

 

 

 

50
Absorbância controle-Absorbância amostraIC =

Absorbância controle
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Tabela 3 - Equações das retas e seus respectivos valores de IC50 dos extratos brutos das 
folhas da C. sinensis de primeira e segunda colheita, extraídas de acordo com o 
planejamento experimental do tipo centroide simplex. 
Notação 

do 

extrato 

Faixa dinâmica 

(µg mL
-1

) 
Equação da reta 

IC50 

(µg mL
-1

) 

e 1 a 7 % Inibição1 = 4,1123 + 9,8009x 
% Inibição2 = 1,9192 + 11,2719x 

4,6820 
4,2655 

a 1 a 15 % Inibição1 = -0,3578 + 5,0445x 
% Inibição2 = 2,8107 + 4,9828x 

9,9827 
9,4705 

d 1 a 7 % Inibição1 = 3,7565 + 8,1176x 
% Inibição2 = -2,5545 + 6,9589x 

5,6967 
7,5521 

c 10 a 40 % Inibição1 = 1,9624 + 1,2236x 
% Inibição2 = -0,8913 + 1,0397x 

39,2589 
48,9466 

ea 1 a 7 % Inibição1 = 4,4862 + 9,7807x 
% Inibição2 = -2,7006 + 11,9570x 

4,6534 
4,4075 

ed 1 a 7 % Inibição1 = -0,8658 + 7,6908x 
% Inibição2 = -4,2258 + 8,5386x 

6,6139 
6,3507 

ec 1 a 7 % Inibição1 = 6,8830 + 6,8592x 
% Inibição2 = -5,4457 + 8,2929x 

6,2860 
6,6859 

ad 10 a 40 % Inibição1 = 12,9996 + 1,5723x 
% Inibição2 = 11,8530 + 1,5120x 

23,5328 
25,2295 

ac 5 a 20 % Inibição1 = 5,1512 + 2,7426x 
% Inibição2 = 2,8618 + 2,8240x 

16,3527 
16,6921 

dc 10 a 40 % Inibição1 = 7,9985 + 0,8309x 
% Inibição2 = 2,0841 + 0,9561x 

50,5524 
50,1165 

ead 1 a 7 % Inibição1 = 9,2963 + 9,9125x 
% Inibição2 = 2,5528 + 10,6938x 

4,1063 
4,4369 

eac 1 a 7 % Inibição1 = -3,9273 + 8,9388x 
% Inibição2 = -1,3359 + 9,2016x 

6,0330 
5,5790 

edc 1 a 7 % Inibição1 = -7,9522 + 9,6181x 
% Inibição2 = -4,6048 + 8,6634x 

6,0253 
6,3029 

adc 5 a 20 % Inibição1 = -2,1645 + 1,8156x 
% Inibição2 = -4,0109 + 1,9401x 

28,7319 
27,8392 

eadc (1) 1 a 7 % Inibição1 = 0,9241 + 7,0370x 
% Inibição2 = 2,7153 + 7,8238x 

6,9740 
6,0437 

eadc (2) 1 a 7 % Inibição1 = 5,2981 + 6,9546x 
% Inibição2 = 9,2430 + 7,6503x 

6,4277 
5,3275 

eadc (3) 1 a 7 % Inibição1 = 0,0885 + 7,4193x 
% Inibição2 = -1,6340 + 8,6290x 

6,7273 
5,9838 
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A Figura 4 mostra o efeito da composição do solvente sobre o IC50 dos extratos 

brutos da C. sinensis para as duas colheitas. Ao comparar os resultados, pode-se notar 

que o clorofórmio puro e a mistura binária de diclorometano:clorofórmio (50:50 v/v) 

apresentaram valores mais elevados de IC50, seguido pela mistura ternária entre acetato 

de etila:diclorometano:clorofórmio e as misturas binárias de acetato de 

etila:diclorometano e acetato de etila:clorofórmio. Uma vez que um valor de IC50 mais 

baixo indica uma atividade antioxidante mais elevada, estes resultados indicam que os 

extratos preparados em clorofórmio e diclorometano:clorofórmio apresentaram as piores 

atividades antioxidantes. Misturas que não continham etanol também apresentaram 

maiores valores de IC50, ou seja, capacidades antioxidantes inferiores. É interessante 

notar que as altas atividades antioxidantes também foram obtidas pelas misturas 

contendo etanol sendo etanol:acetato de etila e etanol:acetato de etila:diclorometano, as 

de maiores atividades. 

 

Figura 4 – Concentrações (µg mL-1) dos extratos brutos das folhas da C. sinensis de 
primeira (I) e segunda (II) colheita extraídos de acordo com o planejamento 
experimental do tipo centroide simplex necessárias para sequestrar 50% do radical livre 
de DPPH• (IC50). Valor mais baixo indica maior atividade antioxidante. 

Os resultados de um teste t-pareado não mostrou diferença significativa no nível 
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de confiança de 95% entre os valores de IC50 para as duas colheitas, ou seja, tcalculado de 

0,83 foi menor que ttabelado de 2,12. Portanto, os valores de IC50 foram analisados em 

conjunto para determinar a melhor composição do solvente extrator para aprimorar a 

atividade antioxidante. O modelo cúbico especial não mostrou falta significativa de 

ajuste no nível de confiança de 95%, como pode ser visto nos resultados da ANOVA na 

Tabela 4, e é dado pela Eq. 4, em que apenas os coeficientes significativos foram 

mostrados. 

Eq. 4 

Tabela 4 - Análise de variância (ANOVA) para ajuste do modelo dos resultados das 
concentrações (µg mL-1) dos extratos brutos das folhas da C. sinensis extraídos de 
acordo com o planejamento experimental do tipo centroide simplex necessárias para 
sequestrar 50% do radical livre de DPPH• (IC50). 

Fonte de 

Variação 

Soma 

Quadrática (SQ) 

Graus de 

Liberdade 

Média 

Quadrática (MQ) 
Fcalculado 

Regressão (R) 6612,210 13 508,631 198,430 
Resíduos (r) 51,266 20 2,563  
Falta de ajuste (faj) 0,168 1 0,168 0,062 

Erro puro (ep) 51,097 19 2,689  
Total (T) 6663,472 33 201,923  

O coeficiente linear de clorofórmio, conforme Eq. 4, apresentou um valor muito 

maior do que os demais solventes puros caracterizando uma menor capacidade 

antioxidante. Por outro lado, o coeficiente de etanol é menor, mas significativo no nível 

de confiança de 95%, o que indica a maior capacidade antioxidante. Efeitos sinérgicos e 

antagônicos significativos entre misturas binárias e ternárias podem ser observados a 

partir dos valores do coeficiente da equação do modelo 4. A interação 

etanol:dicloromentano:clorofórmio (1:1:1 v/v/v) possui o efeito mais antagônico, devido 

ao alto coeficiente, seguido da mistura etanol:acetato de etila:diclorometano (1:1:1 

50
(±1,13) (±1,13) (±1,13) (±1,13) (±5,51)(±5,51)

(±5,51) (±5,51) (±35,12) (±35,12) (±35,12)

IC = 4,48e+9,73a +6,62d + 44,10c-71,36ec +64,67ad

-41,72ac +99,73dc-242,52ead -423,13edc-133,30adc
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v/v/v) e acetato de etila:diclorometano:clorofórmio (1:1:1 v/v/v). 

A superfície de resposta para IC50 é mostrados na Figura 5 em função da 

proporção de solventes. O valor de IC50 mais baixo do gráfico de superfície de resposta 

é observada com uma mistura etanol:acetato de etila:dicloromentano na proporção 

55:25:20 (v/v/v). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5 – Superfície de resposta para as concentrações (µg mL-1) necessárias para 
sequestrar 50% do radical livre de DPPH (IC50) para ambas as colheitas de folhas de C. 

sinensis em função da composição dos solventes de etanol, acetato de etila e 
diclorometano. 

Uma vez que as características estruturais dos compostos fenólicos são também 

responsáveis pela atividade antioxidante da extração, a separação e identificação das 

catequinas contidas nas folhas da C. sinensis foram avaliadas. A separação e 

identificação das catequinas foram realizadas por HPLC-DAD em fase reversa. O efeito 

do solvente de extração, bem como as fases móveis nas análises das catequinas foram 

investigados utilizando o planejamento de mistura da Tabela 2 em conjunto com o 

planejamento de mistura das fases da Figura 3, que representa não apenas as proporções 

relativas dos solventes modificados nas fases móveis, mas também a força total de 

solvente (ST) e a polaridade (P’). A eficiência de extração de cada solvente foi 
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comparada através da abundância relativa de determinadas áreas dos picos 

cromatográficos.  

Os resultados da Figura 6 mostram que a utilização do mesmo extrato bruto, 

porém modificando a composição da fase móvel provoca picos sobrepostos. Em outras 

palavras, a variação na força da fase móvel pode causar sobreposição de picos limitando 

a separação desejada dos metabólitos. A melhor resolução foi obtida usando a fase 

móvel preparada com 67:16:17 (v/v/v) de água:acetonitrila:metanol, pois só esta fase 

móvel separou os picos dos espectros da epicatequina (EC), epigalocatequina galato 

(EGCG) e epigalocatequina (EGC). Portanto, esta fase móvel foi utilizada para todas as 

análises subsequentes. 

 
Figura 6 - Planejamento experimental para as fases móveis com seus respectivos 
cromatogramas e espectros das catequinas do extrato etanólico. Fase móvel: (1) 
83,9:16,1 (v/v) de H2O:ACN (ST = 0,50 e P’ = 9,48); (2) 75,4:12,3:12,3 (v/v/v) de 
H2O:ACN:MeOH (ST = 0,75 e P’ = 9,03); (3) 75,0:25,0 (v/v) de H2O:MeOH (ST = 0,75 
e P’ = 8,93); (4) 75,8:24,2 (v/v) de H2O:ACN (ST = 0,75 e P’ = 9,14); (5) 67,0:16,0:17,0 
(v/v/v) de H2O:ACN:MeOH (ST = 1,00 e P’ = 8,63); (6) 66,5:33,5 (v/v) de H2O:MeOH 
(ST = 1,00 e P’ = 8,49); (7) 68,0:32,0 (v/v) de H2O:ACN (ST = 1,00 e P’ = 8,79); (8) 
59,0:20,0:21,0 (v/v/v) de H2O:ACN:MeOH (ST = 1,25 e P’ = 8,25); (9) 58,3:41,7 (v/v) 
de H2O:MeOH (ST = 1,25 e P’ = 8,07.  
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Para explorar o efeito do solvente de extração sobre a impressão digital das 

folhas da C. sinensis os dados cromatográficos foram submetidos a uma análise de 

componentes principais, organizados em uma matriz de 34 (amostras) x 616 (tempos de 

retenção) que corresponde a 15 diferentes proporções de solventes com uma triplicata 

no ponto central para cada colheita. As três primeiras componentes principais (CP) 

explicam 99,0% da variância total contida nos dados. A melhor discriminação dos 

grupos pode ser verificada na projeção da CP2 e CP3, que explicam 9,7 e 1,3% da 

variância total, respectivamente, Figura 7. Pode-se notar que os extratos sem etanol no 

solvente extrator possuem valores positivos na PC2 enquanto os extratos etanólicos ou 

que continham etanol no solvente extrator têm valores negativos nesta componente. 

Além disso, os extratos brutos preparados em etanol, diclorometano e com a mistura 

binária etanol:acetato de etila também apresentam valor de escores mais positivos na 

CP3. 

 

Figura 7 – Gráfico dos escores da CP2 vs. CP3 dos cromatogramas dos extratos obtidos 
a partir das misturas planejamento centroide simplex e analisados utilizando a fase 
móvel na proporção 67:16:17 (v/v/v) água:acetonitrila:metanol. e, a, d e c representam 
os solventes de etanol, acetato de etila, diclorometano e clorofórmio, respectivamente. 
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Para ajudar a interpretar os diferentes grupos, foi utilizado o gráfico dos loadings 

da ACP apresentados na Figura 8. Podemos observar que as amostras na região mais 

positiva da CP2 contêm abundâncias relativas mais elevadas de cafeína (tr = 4,53 min), 

enquanto que os da parte negativa têm maiores abundâncias relativas de EGC (tr = 3,66 

min). Os extratos que se encontram com valores mais negativos na CP2, mas mais 

positivos na CP3 têm maiores abundâncias relativas de EGCG (tr = 5,28 min). No 

entanto, os extratos com valores de escores negativos nas PC2 e PC3 contêm maiores 

abundâncias relativas de EC (tr = 5,02 min). A partir desta figura, podemos verificar que 

a mistura binária entre etanol:acetato de etila extrai maiores quantidades de EGCG, 

seguido por diclorometano e etanol puro, enquanto EC e EGC podem ser extraídos com 

as outras misturas de solventes contendo etanol.  

 

Figura 8 – Gráficos dos loadings das CP2 e CP3 dos cromatogramas dos extratos brutos 
preparados de acordo com o planejamento experimental do tipo centroide simplex e 
analisados utilizando a fase móvel na proporção 67:16:17 (v/v/v) 
água:acetonitrila:metanol. 
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As abundâncias relativas das três catequinas de interesse (EC, EGCG e ECG) 

foram adquiridas por meio das áreas dos picos cromatográficos de cada extrato bruto de 

ambas as colheitas. Conforme a Figura 9, os resultados mostraram que as abundâncias 

relativas das catequinas nos extratos de segunda colheita são um pouco maior do que no 

de primeira e também existem diferenças nas abundâncias relativas das catequinas 

extraídas por etanol, diclorometano e misturas contendo etanol em relação aos outros 

solventes extratores. De um modo geral, a abundância relativa de EGCG é maior do que 

EGC que é maior do que EC. Os valores individuais da segunda colheita foram maiores 

do que os da primeira colheita e um teste-t utilizado para verificar se as diferenças entre 

as abundâncias relativas das duas colheitas são realmente significativa. Os resultados do 

teste t não mostraram diferença significativa ao nível de 95% das abundâncias relativas 

de dados da área do pico cromatográficos para os três catequinas destas duas safras. 

Portanto, todos os valores foram analisados em conjunto, como função da composição 

do solvente de extração para otimizar a extração das catequinas. 

Com o intuito de aperfeiçoar a extração das catequinas, os modelos linear, 

quadrático e cúbico especial foram testados aos dados das áreas cromatográficas das três 

catequinas estudadas. A qualidade dos modelos foi determinada por meio da análise de 

variância dos resultados de regressão (ANOVA), num nível de confiança de 95%. Para a 

EC e EGC o modelo que melhor de ajustou aos dados foi o cúbico especial, onde as 

equações 5 e 6 correspondem, respectivamente, a estas catequinas. Já para a EGCG o 

modelo que melhor se ajustou aos dados das áreas cromatográficas foi o quadrático, 

conforme Eq. 7, onde e; a; d e c representam respectivamente etanol, acetato de etila, 

diclorometano e clorofórmio. A estimativa do erro padrão está representada entre 

parênteses abaixo do correspondente coeficiente do modelo.   
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Figura 9 - Variação da área do pico cromatográfico de epicatequina (EC), 
epigalocatequina (EGC) e epigalocatequina galato (EGCG) para a primeira (a) e 
segunda (b) colheita extraídas de acordo com o planejamento experimental do tipo 
centroide simplex e analisados utilizando a fase móvel na proporção 67:16:17 (v/v/v) 
água:acetonitrila:metanol. e, a, d e c representam os solventes de etanol, acetato de etila, 
diclorometano e clorofórmio, respectivamente. 
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      Eq. 5 

 Eq. 6 

Eq. 7 

Como pode ser visto na Tabela 5, os valores de Fcalculado dos modelos acima não 

sofrem de falta de ajuste e são altamente significativos. Nas três equações supracitadas, 

os coeficientes lineares referentes ao etanol e diclorometano são aproximados ou 

maiores que as de acetato de etila, o qual é maior que o clorofórmio, no caso das três 

catequinas. Também nas três equações os coeficientes binários entre etanol:acetato de 

etila demonstram haver interação sinérgica entre estes solventes quanto à extração das 

catequinas de interesse e antagônica entre acetato de etila:diclorometano e 

diclorometano:clorofórmio. Nos modelos de EC e EGC há também um efeito sinérgico 

ternário entre etanol, diclorometano e clorofórmio, enquanto que para a EGCG existe 

um efeito antagônico binário entre etanol e diclorometano. Os coeficientes do modelo 

da EGCG também são maiores quando comparados com as outras duas catequinas, 

enquanto que para a EC são menores. Este tipo de comportamento já era esperado, pois 

na Figura 9, observamos que na maior parte das misturas de solventes para a extração da 

EGCG, as áreas dos picos cromatográficos são maiores que das de EGC e no caso da 

EC são os menores.  

 

(±6,23) (±6,69) (±6,69) (±6,69)

(±31,08) (±31,08) (±32,91) (±195,25)

EC= 49,16e+ 25,78a + 47,38d +9,89c

+98,40ea -68,56ad -107,63dc+668,59edc

(±10,23) (±10,98) (±10,98) (±9,97)

(±51,03) (±51,04) (±54,05) (±320,66)

EGC=109,34e+ 41,17a +108,23d +15,34c

+ 240,21ea -210,66ad -223,59dc+876,39edc

(±16,29) (±16,29) (±17,76) (±14,78)

(±75,74) (±75,70) (±75,74)

EGCG =152,61e+37,61a +167,76d +12,94c

+ 447,19ea -320,17ad -291,08dc
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Tabela 5 - Análise de variância (ANOVA) para ajuste dos modelos de misturas obtidas 
a partir das áreas dos picos cromatográficos de EC, EGC e EGCG das folhas da C. 

sinensis de primeira e segunda colheita extraídas de acordo com o planejamento 
experimental do tipo centroide simplex e analisadas utilizando a fase móvel na 
proporção 67:16:17 (v/v/v) água:acetonitrila:metanol. 

Fonte de 

varação 

Soma 

Quadrática (SQ) 

Graus de 

liberdade 

Média 

Quadrática (MQ) 
Fcalculado 

EC      
Regressão (R) 9274,7 7 1325,0 12,064 
Resíduos (r) 2855,4 26 109,8  
F. Ajuste (faj) 849,9 7 121,4 1,150 
E. puro (ep) 2005,4 19 105,6  
Total (T) 12130,1 33 367,6  

EGC     
Regressão (R) 50414,3 7 7202,05 24,320 
Resíduos (r) 7699,5 26 296,1  
F. Ajuste (faj) 2374,6 7 339,2 1,2104 
E. puro (ep) 5325,0 19 280,3  
Total (T) 58113,9 33 1761,0  

EGCG      
Regressão (R) 111578,7 7 15939,8 24,448 
Resíduos (r) 16951,8 26 652,0  
F. Ajuste (faj) 3905,2 7 557,9 0,812 
E. puro (ep) 13046,6 19 686,7  
Total (T) 128530,5 33 3894,9  

 

Com base nessas observações, onde os modelos possuem tendências muito 

similares, podemos esperar que as respectivas superfícies de resposta para as áreas dos 

picos cromatográficos também sejam similares. Isso pode ser visualizado na Figura 10, 

onde as superfícies de EC, EGC e EGCG em funções de etanol, acetato de etila e 

diclorometano. Concordando com as equações 5 a 7, as maiores abundâncias relativas 

no caso das três catequinas é observada na parte de coloração verde mais intensa, ou 

seja, na proporção etanol:acetato de etila 70:30 (v/v) 
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Figura 10 – Superfícies de resposta para as áreas dos picos cromatográficos da 
epicatequina (a), epigalocatequina (b) e epigalocatequina galato (c) para ambas as 
colheitas das folhas da C. sinensis em função da composição dos solventes de etanol, 
acetato de etila e diclorometano. 
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CONCLUSÕES 

Estes resultados mostraram que a composição do solvente de extração afeta a 

eficiência da extração de catequinas. As abundâncias relativas na segunda colheita 

foram um pouco maior do que na primeira, mas as diferençaa não foram significativas 

no nível de confiança de 95%. Abundância EGCG foi maior do que o EGC, que foi 

maior do que para a EC para todas as misturas de solventes de extração. Abundâncias 

relativas mais elevadas de EC, EGCG e EGC seriam obtidas pela mistura binária de 

etanol: acetato de etila na proporção 70:30 (v/v). Já para os valores de IC50 mais baixos 

ocorreriam com uma proporção de 55:25:20 (v/v/v) de etanol:acetato de etila: 

diclorometano. 
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ANÁLISE EXPLORATÓRIA DE METABÓLITOS SECUNDÁRIOS 

EXTRAÍDOS DAS FOLHAS DA Camellia sinensis L. USANDO CLAE-DAD-

IES/EM E MÉTODOS QUIMIOMÉTRICOS 

INTRODUÇÃO 

As folhas de chá verde são constituídas por três grupos de componentes que têm 

efeitos sobre a saúde humana: bases xantinas, óleos essenciais e compostos fenólicos1. 

As folhas da C. sinensis possuem antioxidantes polifenólicos que são representados, 

principalmente, pelas catequinas: (-)-galocatequina (GC), (-)-epigalocatequina (EGC), 

(+)-catequina (C), (-)-epigalocatequina-3-galato (EGCG), (-)-epicatequina (EC), (-)-

galocatequina galato (GCG) e (-)-epicatequinagalato (ECG). Elas são conhecidas por 

terem efeitos antibacterianos e antivirais, prevenir doenças cardiovasculares, reduzir o 

risco de câncer, propriedades antialérgicas, entre outros 1-3. Além das catequinas, 

existem muitos outros componentes químicos do chá verde com efeitos benéficos, como 

a cafeína, ácido gálico, ácido clorogênico, ácido cafeico, quercetina e miricetina, entre 

outros1-2. 

Os extratos das folhas da C. sinensis contém uma mistura constituída de um 

grande número de compostos químicos, assim a utilização de ferramentas analíticas 

adequadas que permitam identificá-los é de primordial importância. A extração de 

compostos em diferentes sistemas de solventes tem sido proposta, no entanto, há uma 

falta de estudos na literatura comparando diferentes solventes para extração. Embora os 

métodos cromatográficos permitam uma boa resolução dos picos, em geral, o grande 

número compostos coeluidos dificulta a recuperação de informações confiáveis desse 

tipo de amostra. 
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A fim de resolver os problemas de coeluição, ferramentas quimiometria podem 

complementar a análise cromatográfica. A aplicação do modelo-flexível de Resolução 

Multivariada de Curvas com Mínimos Quadrados Alternantes (MCR-ALS) tem 

demonstrado ser um excelente método para a resolução e quantificação de amostras de 

misturas complexas analisadas por métodos cromatográficos4-6. O MCR-ALS7 tem sido 

usado para a resolução de respostas com múltiplos componentes em misturas não 

resolvidas, onde os perfis dos espectros puros e de eluição dos diferentes componentes 

(analitos de interesse e os compostos que interferem na coeluição) são obtidos e a sua 

quantificação relativa pode ser determinada. 

Nesta etapa do trabalho, os efeitos de diferentes solventes foram investigados 

sobre a extração de metabólitos da C. sinensis, utilizando um planejamento do tipo 

centroide simplex. Além disso, os metabólitos extraídos foram analisados por 

cromatografia líquida de alta eficiência acoplada aos detectores de arranjo de diodo e 

espectrômetro de massas com ionização por electrospray (CLAE-DAD-IES/EM) e 

ferramentas quimiométricas, tais como MCR-ALS e OSC-PLS-DA. Os dados obtidos 

por detecção DAD e EM, a partir das diferentes corridas cromatográficas dão 

informações complementares sobre a resolução dos constituintes da amostra. Assim, 

uma estratégia adequada foi proposta para resolver as sobreposições dos picos dos 

diferentes metabólitos a partir da análise simultânea dos dados de DAD e EM por 

MCR-ALS. Essa estratégia permite uma melhor identificação e quantificação dos 

componentes resolvidos. A análise por PLS-DA foi aplicada às áreas dos picos 

permitindo a investigação das possíveis diferenças entre as amostras da C. sinensis 

investigadas, em especial entre as diferentes colheitas, e os metabólitos responsáveis por 

tal discriminação. 

 

111



 
 

METODOLOGIA 

Material Vegetal 

Quatro conjuntos de amostras de folhas da C. sinensis foram gentilmente 

cedidos pela fazenda Agrochá Boa Vista (Araucária, PR, Brasil). O primeiro conjunto 

de amostras foi coletado em setembro de 2011 e correspondente a primeira colheita 

após a poda dos arbustos. Dezoito dias depois, o segundo conjunto de amostras foi 

coletado, quando novas folhas estavam prontas para serem colhidas. Nesses mesmos 

períodos, as amostras das folhas de C. sinensis foram colhidas em 2012.  

Preparo dos Extratos e Padrões de Referência 

Cada extrato foi preparado com 1,0 g da amostra da C. sinensis, previamente 

triturado e peneirado, com adição de 6,0 mL das misturas de solventes listados na 

Tabela 1. Em seguida, cada mistura foi colocada no banho de ultrassom durante 30 

minutos e filtrada para separar a solução a partir das folhas. Esse procedimento foi 

repetido mais catorze vezes, até que o volume total de solvente adicionado, puro ou na 

forma de mistura, alcançou 90 mL. Os extratos brutos foram então concentrados ao ar e 

em seguida a liofilização foi realizada em liofilizador Virtis SP Scientific, a – 81,5 ± 0,1 

oC e 20 ± 2 mTorr, até obtenção de massa constante. 

Para a análise por CLAE 2,0 mg de extrato foram solubilizados em 2,0 mL de 

uma solução constituída por MeOH/H2O (30:70 v/v) adquiridos da LiChrosolv grau 

HPLC (Merck, Darmstadt, Alemanha). A filtração foi efetuada por meio de membrana 

de polipropileno hidrofílica (GHP) com 13 mm de diâmetro e porosidade de 0,2 µm da 

Chromafil (PALL, Macherey-Nagel, Düren, Alemanha). Os padrões de referência 

utilizados foram: (-) - epigalocatequina galato (≥80% HPLC), a partir de chá verde, (-)-
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epicatequina (≥90% HPLC) da Sigma Chemical e cafeína da Fluka. 

Tabela 1 – Planejamento de misturas do tipo centroide simplex para a escolha do 
solvente extrator envolvendo etanol (e), acetato de etila (a), diclorometano (d) e 
clorofórmio (c). 

Notação 

do 

extrato 

Solventes 

Etanol  

(e) 
Acetato de etila (a) 

Diclorometano 

(d) 

Clorofórmio  

(c) 

e 1 0 0 0 
a 0 1 0 0 

d 0 0 1 0 

c 0 0 0 1 

ea ½  ½ 0 0 

ed ½  0 ½ 0 

ec ½ 0 0 ½ 

ad 0 ½ ½ 0 

ac 0 ½ 0 ½ 

dc 0 0 ½ ½ 

ead ⅓ ⅓ ⅓ 0 

edc ⅓ ⅓ 0 ⅓ 

eac ⅓ 0 ⅓ ⅓ 

adc 0 ⅓ ⅓ ⅓ 

eadc(1) ¼ ¼ ¼ ¼ 

eadc (2) ¼ ¼ ¼ ¼ 

eadc (3) ¼ ¼ ¼ ¼ 

Condições Cromatográficas (CLAE-DAD-IES/EM) 

Para análise por CLAE-DAD-IES/EM, um sistema Waters 2690 LC foi acoplado 

em série a um detector de arranjo de diodo Waters 996 (DAD) e um espectrômetro de 

massas (EM) Quattro Micro (Waters, Milford, MA, USA). O volume de injeção foi de 5 

µL para cada extrato bruto. Os analitos foram separados por uma coluna de fase reversa 
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Zorbax Eclipse XDB-C18 da Agilent (150 mm x 2,1 mm) com partículas de 5 µm e 

vazão de 0,2 mL min-1. A fase móvel foi constituída pela combinação de A (0,1% ácido 

fórmico em água) e B (acetonitrila). O gradiente de eluição foi o seguinte: t = 0 min, 

10% de B; t = 7 min, 15% de B; t = 26 min, 20% de B; t = 29 min, 25% de B; t = 30 

min, 25% de B; t = 31 min, 10% de B; t = 35 min, 10% de B. O monitoramento no 

detector DAD foi na faixa de absorbância de 190 a 800 nm. Os espectros de massas 

foram adquiridos simultaneamente em razão massa/carga (m/z) 50-1000. Para a 

ionização por electrospray (IES) em modo negativo, a voltagem do capilar utilizada foi 

de -2.8 kV e do cone de -38 V e em modo positivo a voltagem do capilar foi de 3.0 kV e 

do cone de 32 V. As temperaturas da fonte e dessolvatação foram de 120 e 350oC, 

respectivamente e o fluxo de gás do cone e de dessolvatação de 43 e 644 L h-1.  

Conversão dos Dados 

O software Masslynx versão 3.5 (Waters, Mass., EUA) foi utilizado para o controle e 

aquisição de dados no sistema de CLAE-DAD-IES/EM. Esses dados gerados foram 

convertidos a partir dos arquivos .raw para .ascii (.txt) usando DataBridge (Waters, 

Mass., EUA). Em seguida, foram importados para o software Matlab®8 para pré-

tratamentos, análise e visualização dos resultados. 

ANÁLISE DOS DADOS 

Preparação dos Dados 

Cada corrida cromatográfica de cada extrato bruto, Tabela 1, forneceu três 

matrizes de dados, uma da detecção DAD, e outras duas da detecção por EM, uma no 

modo negativo de ionização e outra no modo positivo. Esses detectores fornecem 
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frequências de aquisição espectrais diferentes num mesmo intervalo de tempo. Assim, a 

matriz DAD obtida nos forneceu dimensões de 1793 (tempos de retenção) x 611 

(comprimentos de onda) e as matrizes EMp e EMn matrizes de dimensões contendo 488 

(tempos de retenção) x 951 (m/z) e 487 (tempos de retenção) x 951 (m/z), 

respectivamente. Para analisar simultaneamente essas matrizes de DAD e EM, elas 

devem ser sincronizadas com o mesmo vetor tempo antes da fusão em uma única matriz 

aumentada. Portanto, o deslocamento adequado e interpolação de dados de DAD para os 

de EM com o mesmo eixo de tempo é necessário9. A sincronização foi realizada 

utilizando interpolação linear de acordo com o vetor de tempo de retenção variando 

entre 2,60 a 27,96 min com intervalo de 0,062 minutos. Assim, novas matrizes 

espectrais com os mesmos tempos de retenção foram finalmente obtidas, ou seja, a 

matriz DAD com dimensões de 410 x 611; e EMn e EMp com dimensões de 410 x 951, 

sem perda de qualquer informação relevante por esta operação. O restante dos tempos 

de retenção foi eliminado por não conter qualquer informação adicional. 

Análise de Componentes Principais (ACP) 

A ACP é um método estatístico multivariado ao qual calcula novos eixos 

ortogonais, chamados componentes principais a partir das combinações lineares das 

variáveis originais dos dados, no sentido de explicar variação máxima de dados10. 

Portanto, em primeiro lugar a ACP foi usada na exploração inicial do efeito dos 

solventes sobre a folha de C. sinensis no procedimento de extração a partir dos dados 

obtidos por CLAE-DAD. As dimensões da matriz de dados obtida para cada corrida 

cromatográfica de cada extrato bruto continha 1793 linhas (tempos de retenção, 

variando de 0 a 35 min) e 611colunas (comprimentos de onda de 190 a 800 nm). Essa 
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matriz teve seus tamanhos reduzidos, dando um subconjunto de 410 tempos de retenção 

(2,60-27,96 minutos) e 201 comprimentos de onda (200 a 400 nm). 

A partir dessas novas matrizes, os Cromatogramas de Absorbâncias Totais (do 

inglês, Total Absorbance Chromatogram – TAC) foram calculados pela soma de todos 

os valores de absorção em cada tempo de retenção e a linha de base e o background 

foram corrigidos pelo algoritmo dos mínimos quadrados assimétrico proposto 

originalmente por Eilers (2004)11. O método utilizando o algoritmo de COW (do inglês, 

Correlation Optimized Warping)12-13 foi utilizado para alinhar os picos cromatográficos 

deslocados. Esse algoritmo exige dois parâmetros de entrada do usuário: o comprimento 

do segmento e a flexibilidade também chamada de tamanho de folga, aos quais foram 

selecionados de acordo com o método proposto por Skov et al. (2006)14. Após esse 

tratamento os TACs dos 68 extratos foram dispostos em uma única matriz de dados 

TACs (68 linhas e 410 colunas), onde foram centradas na média antes da aplicação da 

ACP. 

Resolução Multivariada de Curvas com Mínimos Quadrados Alternantes (MCR-

ALS) 

O modelo bilinear assumido pela MCR, Eq. 1, para a análise do conjunto de 

dados obtidos em uma corrida cromatográfica, corresponde a um único extrato da C. 

sinensis: 

Eq. 1  

onde, as linhas da matriz D são os espectros DAD e/ou EM registados em diferentes 

tempos de eluição e as colunas da matriz D são os perfis de eluição de cromatografia 

registados em diferentes comprimentos de onda e/ou valores de m/z. C é a matriz dos 

T
D=CS +E
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perfis de eluição dos compostos resolvidos na análise da corrida cromatográfica no teste 

dos extratos brutos. ST
 é a matriz dos espectros puros resolvidos. E é a matriz residual 

com valores de elemento não explicados pelas espécies químicas nas matrizes C e ST 

6,15. 

Ao juntar todos os cromatogramas dos extratos obtém-se uma matriz muito 

grande e complexa. Para facilitar a análise desses cromatogramas simultaneamente, 

cada cromatograma (DAD e/ou EM) foi dividido em seis janelas de eluição. Isso foi 

realizado de modo a garantir que todas as janelas possuíssem o mesmo tamanho (para 

Dk(DAD ou EMn ou EMp)). A Figura 1a mostra um exemplo dos limites dos tempos 

selecionados para cada janela cromatográfica na análise do extrato bruto extraído com 

etanol puro, fornecendo as matrizes Dk,DAD, k=a,b,c,d,e,f. Esses limites foram 

estipulados para os demais extratos brutos do planejamento experimental (Tabela 1). As 

janelas, com os mesmos tempos, dos diferentes extratos brutos foram então dispostas de 

acordo com a Figura 1b, onde Dkaum(DAD)N refere-se à matriz de dados na forma de 

colunas aumentadas na análise simultânea da janela cromatográfica k de N diferentes 

extratos brutos. 

Os mesmos limites da janela de tempos foram aplicados ao conjunto de dados 

obtidos por CLAE-IES/EM em modo positivo e negativo. As janelas com os mesmos 

tempos de retenção foram organizadas por colunas aumentadas, fornecendo as matrizes 

Dkaum(EMp)N e Dkaum(EMn)N. O modelo bilinear usado para analisar a matriz DAD, 

Dkaum(DAD)N, é dada na Eq. 2. Esse mesmo modelo foi também utilizado nas matrizes 

Dkaum(EMp)N, e Dkaum(EMn)N. 
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Figura 1 - (a) Esquema da separação das seis janelas de eluição dos cromatograma 
obtidos por CLAE-DAD, utilizando como exemplo o extrato bruto das folhas da C. 

sinensis extraído com etanol puro para análise por MCR-ALS. As linhas tracejadas 
delimitam os limites dos intervalos dos tempos de eluição. (b) MCR modelo bilinear 
com colunas aumentas referentes aos dados cromatográficos e espectrais dos extratos 
brutos obtidos por CLAE-DAD, Dkaum(DAD)N.  

Eq. 2 

As três possíveis matrizes de dados aumentadas (CLAE-DAD, CLAE-IES/EMp 

and CLAE-IES/EMn) de cada janela de tempo foram novamente fundidas em uma nova 

matriz superaumentada por linhas e colunas Dk(DAD-EMpN ou DAD-EMnN), que de acordo 

com modelos bilineares MCR podem ser modeladas como: 

=[ ; ;…; ]

= [ ; ;…; ]

+[ ; ;…; ]

= [ + ]

kaum(DAD)N k(DAD)1 k(DAD)2 k(DAD)N

T

k(DAD)1 k(DAD)2 k(DAD)N

k(DAD)1 k(DAD)2 k(DAD)N

T

kaum(DAD)N kaum(DAD)N

D D D D

C C C S

E E E

C S E
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 Eq. 3 

Eq. 4 

Como mostrado na Eq. 3, a decomposição da matriz aumentada por linhas e 

colunas Daum(DAD-EMp) fornece a matriz Ckaum(DAD-EMp) contendo os perfis de eluição 

puros, ou seja, as concentrações dos metabólitos em cada corrida cromatográfica de 

acordo com a janela dos tempos específicos analisada. Já a matriz ST
(DAD-EMp) fornece 

os correspondentes espectros puros DAD e EMp (ionização positiva), que são comuns 

para todas as corridas cromatográficas analisadas simultaneamente. Eaum(DAD-EMp)N 

contém o erro experimental não explicado pelo modelo bilinear4,6. O mesmo ocorre com 

a Eq. 4 com a matriz fundida Daum(DAD-EMn)N. 

O número de componentes presentes numa dada janela cromatográfica, 

analisada por MCR-ALS, foi inicialmente estimado pela análise da decomposição de 

valores singulares (SVD, do inglês Singular Value Decomposition), onde os 

componentes significativos (a partir dos constituintes químicos dos extratos brutos 

analisados) devem dar origem a valores singulares maiores do que aqueles relacionados 

ao ruído16. As estimativas iniciais dos espectros puros desses constituintes, matriz ST, 

foram obtidas por técnicas baseadas na detecção de variáveis "purest"17 a partir dos 

dados cromatográficos para a janela de tempo considerada. Durante a otimização ALS7,9 

as restrições aplicadas foram de não-negatividade, unimodalidade (somente se 

necessário) e normalização dos espectros (mesma área Euclidiana). Para avaliar a 

qualidade do ajuste dos dados, após aplicação do método de MCR-ALS, a porcentagem 

de falta de ajuste (LOF, do inglês Lock Of Fit) e a porcentagem de variância explicada 

(R2) foram calculadas de acordo com as Eq. 5 e 6, respectivamente. 

= +
P P P P

T

kaum(DAD-EM )N kaum(DAD-EM )N kaum(DAD-EM ) kaum(DAD-EM )ND C S E

= +
n n n n

T

kaum(DAD-EM )N kaum(DAD-EM )N kaum(DAD-EM ) kaum(DAD-EM )ND C S E
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em que, dij são elementos dos dados brutos conjunto D e dij* são os mesmos elementos 

obtidos com o modelo de MCR-ALS. 

Além disso, 

Eq. 6 

em que, eij são os elementos da matriz E e dij são elementos dos dados brutos conjunto 

D.

 

Todos os programas de MCR-ALS estão em MATLAB8 e estão disponíveis 

gratuitamente a partir da página inicial do MCR no http://www.mcrals.info/. 

Correção do Sinal Ortogonal na Análise Discriminante com Métodos de Mínimos 

Quadrados Parciais (OSC-PLS-DA) 

O método por PLS-DA18 consiste de uma regressão PLS empregando um 

conjunto de variáveis de previsão X e uma resposta categórica Y de variáveis binárias 

que expressam membros da classe19. Esse método procura um melhor conjunto de 

variáveis latentes capazes de discriminar entre as categorias definidas com as melhores 

combinações lineares dos valores originais independentes de X, que se correlacionam 

otimamente com os membros da classe proposta na variável dependente, Y
20-21. A 

correção do sinal ortogonal (OSC)22 é um método de pré-processamento desenvolvido 

para remover variação sistemática na matriz de dados X, que não está correlacionado à 

 
2*

2(%) ij ij ij

ij ij

d d
lack of fit

d

 



Eq. 5 

2
2

2100 1 ij ij

ij ij

e
R x

d

 
    
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matriz de resposta Y, e, consequentemente, melhorar e tornar mais simples modelos 

PLS23, como já mencionado anteriormente. 

OSC-PLS-DA foi aplicada à matriz de dados com dimensões de 20 extratos 

brutos x 8 metabólitos. Essa matriz contém as áreas de pico de 8 metabólitos em comum 

resolvidos anteriormente por MCR-ALS a partir da análise simultânea dos conjuntos de 

dados de CLAE-DAD de todos os extratos brutos que foram extraídos por etanol ou 

mistura de solvente contendo etanol. Esses metabólitos com as respectivas áreas dos 

picos foram selecionados para todas as amostras analisadas a partir da primeira e 

segunda colheita, separadamente para cada ano (2011 e 2012). As áreas foram auto- 

escalonadas antes da análise por PLS-DA. 

Para a seleção das variáveis mais relevantes, que realmente possuem um efeito 

sobre a separação, foram calculados os escores VIPs (do inglês, Variable Importance in 

Projection)19,24. Os valores dos VIPs representam a contribuição de cada preditor em 

ajustar o modelo para preditores e resposta, ou seja, sumariza a contribuição que uma 

variável tem sobre o modelo. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

O efeito do solvente extrator sobre as folhas da C. sinensis, utilizando o 

planejamento experimental, Tabela 1, foi analisado por meio dos TACs obtidos por 

CLAE-DAD aplicando a ACP. Esses dados foram organizados numa matriz com 68 

extratos x 410 comprimentos de onda, correspondentes a 15 proporções de diferentes 

solventes, com triplicata no ponto central para as duas colheitas nos dois anos 

analisados (2011 e 2012). O gráfico dos escores das duas primeiras componentes 

principais, que correspondem por 86,17% da variância total, pode ser observada através 

da Figura 2. A CP1 diferencia os extratos brutos extraídos com e sem etanol na 
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composição do solvente extrator. Os extratos preparados contendo etanol estão 

localizados no lado positivo da CP1 e extratos preparados sem etanol estão no lado 

negativo direito desta componente principal.  
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Figura 2 – Gráfico dos escores da PC1vs. PC2 dos TACs obtidos por CLAE-DAD das 

folhas de C. sinensisde primeira e segunda colheita de 2011 e 2012. 

A partir dos loadings da CP1, Figura 3, podemos verificar os extratos brutos que 

foram extraídos com etanol ou mistura de solventes contendo etanol, Tabela 1, foram 

caracterizados pelas maiores alturas dos picos cromatográficos.Portanto, decidiu-

seaplicar a MCR-ALS apenas para extratos preparadosem etanol ou que continha etanol 

na sua composição extratora. 
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Figura 3 – Gráfico dos loadings da PC1 vs. PC2 dos TACs obtidos por CLAE-DAD das 
folhas da C. sinensisde primeira e segunda colheita de 2011 e 2012. 
 

Para a análise por Resolução Multivariada de Curvas com Mínimos Quadrados 

Alternantes (MCR-ALS) as corridas cromatográficas foram subdivididas em seis janelas 

de eluição sem perderem informações, devido às diferentes formas e densidades de pico, 

como mostrado na Figura 1a.Cada janela cromatográfica (CLAE-DAD e CLAE-

IES/EM) dos extratos das folhas daC. sinensis foi analisada simultaneamente com 

colunas e linhas aumentadas por MCR-ALS usando estimativas dos picos iniciais, não 

negatividade (em C e ST) e em alguns dados unimodalidade (em C). Primeiramente, os 

dados obtidos por CLAE-DAD foram analisados separadamente, ou seja, apenas a 

matriz aumentada por colunas. Essa análise também foi aplicada aos dados obtidos por 

EM. Posteriormente, os dados fundidos por linhas e colunas, ou seja, DAD-EM foram 

analisados simultaneamente.Para explicar adequadamente a variação de dados 

observados, foi utilizado geralmente um número maior de componentes aoMCR-ALS 

do que o número de metabólitos detectados. Assim, nem todos os componentes 

resolvidos por MCR-ALS correspondeu a picos cromatográficos relacionados com 

compostos químicos, uma vez que pode haver outras contribuições de sinais detectados, 
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tais como alterações no background, composição do solvente e oscilações do 

equipamento. Todos eles podem produzir mudanças na resposta do detector, o que 

exigirá um número extra de componentes bilineares no modelo MCR. 

Análise por MCR-ALS da janela cromatográfica A utilizando CLAE-DAD e 

CLAE-IES/EMn (ou seja, com ionização electrospray no modo negativo), resolveu um 

único perfil  de espectro com uma banda máxima de absorção no comprimento de onda 

(ʎmáx) em 269 nm e um sinal de EM indicando a presença de uma espécie iônica com 

m/z 305. No entanto, dois picos cromatográficos em 2,8 e 3,7 min apresentaram este 

perfil. A análise por MCR-ALS da matriz aumentada por linhas e colunas confirmou a 

presença de dois componentes. Nesse caso era esperado que o MCR-ALS resolvesse 

dois espectros na região do UV-Visível, mas isso não ocorreu devido ao fato de ambos 

os componentes apresentarem o mesmo perfil espectral UV e valores muito semelhantes 

de m/z nos seus espectros resolvidos. Segundo Rio et. al (2004)25 esses dois espectros 

correspondem a galocatequina e epigalocatequina. O pico a 3,7 min tem uma 

concentração mais elevada do que em 2,8 min. De acordo com a literatura, a 

epigalocatequina é uma das catequinas mais abundantes presentes nas folhas de chá 

verde26. Assim, os dois picos cromatográficos em 2,8 e 3,7 min foram atribuídos a 

galocatequina e epigalocatequina, respectivamente. 

 No caso da janela B (5,2 a 10,0 min), não houve picos coeluídos. A análise por 

MCR-ALS dos dados de CLAE-DAD e CLAE-IES/EMp resolveram um único pico 

com ʎmáx de 272 nm na região UV e m/z 195. Esse dois espectros são característicos da 

cafeína. O mesmo foi confirmado na análise da matriz superaumentada dos dados 

fundidos CLAE-DAD-IES/EMp. Esse composto foi confirmado utilizando o seu padrão 

analítico. 
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A resolução da janela cromatográfica C, usando dados obtidos por CLAE-DAD, 

apresentou três componentes coeluídos. A Figura 4 mostra os perfis de eluição de três 

componentes resolvidos emCkaum(DAD)N, para amostras de primeira e segunda colheita. 

Os dados de CLAE-IES/EMn, da mesma janela cromatográfica,também indicarama 

presença de três componentes e a análise dos dados fundidos de CLAE-DAD-IES/EMn 

confirmaram suas presenças.Nessa mesma Figura podemos observar os espectros de 

UV-Visível, ST
aum(DAD)Nda matriz Ckaum(DAD)N.Como pode ser visto, os três espectros 

puros coeluídos foram bem resolvidos para os extratos. 
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Figura 4–Perfis de eluição da matrizCc aum(DAD)e espectros UV puros resolvidos por 
MCR-ALS analisando os extratos brutos, obtidos com etanol ou mistura de etanol no 
solvente extratorde primeira colheita de 2011, simultaneamente.Zoom no perfil 
cromatográfico do extrato bruto obtido por etanol puro. 

O primeiro perfil com pico cromatográfico em 10,74 min apresentou uma banda 

de absorção máxima em 278 nm e m/z 289, que é característico de fragmentação padrão 

[M-H]-da epicatequina. Esse metabólito foi confirmado utilizando o seu padrão 

analítico.Um segundo perfil de eluição foi resolvido, possuindo pico cromatográfico 

máximo em 11,51 min, com ʎmáxem 273 nm e m/z 457. Esses espectros são 

característicos da epigalocatequina galato, que também foi confirmado pela autenticação 

do padrão. Finalmente, entre os picos da epicatequina e epigalocatequina galato, um 

terceiro pico coeluído foi resolvido, no tempo de 11,00 min, com absorção máxima em 
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309 nm27 e m/z 173, ao qual pode corresponder ao ácido 4-p-cumaroilquínico25,28-29. Os 

três perfis espectrais resolvidos por MCR-ALS dessa janela cromatográfica podem ser 

observados por meio da Figura 5. 

 

Figura 5 - Espectros puros resolvidos por MCR-ALS, matriz S
T

c aum(DAD-EMpN), dos 
dados fundidos da matriz aumentada por linhas e colunas dos extratos brutos das folhas 
da C. sinensis da janela C, contendo etanol na composição da mistura de solventes 
extratores. 

A resolução dos dados de CLAE-DAD de multiconjunto da janela D mostrou a 

presença de outros três componentes espectrais UV diferentes em ST, em contraste com 

os dados de CLAE-ESI/EMp da mesma janela cromatográfica que apontaram para a 

presença de cinco componentes. A análise da matriz de dados superaumentada de 

CLAE-DAD-IES/EMp confirmaram a resolução de cinco compostos diferentes. Um 

maior número de componentes não conduziu a resultados mais interpretáveis, e um 

menor número de componentes produziu piores resultados. No entanto, o perfil 

cromatográfico resolvido indicou a possível presença de sete picos diferentes. Isso pode 

ocorrer porque alguns picos apresentaram praticamente o mesmo espectro na região UV 

e espectro EM extremamente semelhante (com valores de m/z igual ao nível de 1 amu 
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resolução). Os componentes presentes nessa janela de dados foram caracterizados como 

provenientes dos flavonóides, exceto o último pico. Espectros típicos de flavonóides 

exibem duas bandas de absorção máximas, uma entre 240 a 280 nm (banda II) e outra 

entre 300 a 550 nm, como confirmado pela literatura30. 

O primeiro perfil de eluição teve o seu pico máximo no tempo de 14,6 min, com 

bandas de absorção máxima em 270 e 335 nm, e o seu sinal em EM de [M + H]+ de m/z 

565. Esse componente pode corresponder a apigenina 6-C-pentosil-8-C-hexosídeo, um 

flavonoide já identificado em amostras de chá oolong31. Os próximos dois perfis de 

eluição, com picos máximos em 14,9 e 15,4 min, tiveram os mesmos perfis espectrais 

na região UV e m/z, ou seja, duas bandas em 264 e 354 nm as quais podem estar 

relacionadas com a miricetina-3-O-galactosídeo e miricetina-3-O-glucosídeo, com sinal 

de EM de m/z 319, ao qual pode referir-se a fragmentação [M-162+H]+ (miricetina)32-33. 

Embora não estejam incluídos nesse conjunto de dados analisados, os espectros obtidos 

por ionização negativa mostraram um sinal de EM com fragmentação [M-H]- de m/z 

479 que confere com os espectros dos dois compostos28. O seguinte perfil eluído teve o 

seu pico registrado em 15,7 min, estando coeluído com outro pico em 15,4 min, tendo 

duas bandas de absorção de UV em 264 e 354 nm e um sinal de EM em m/z 504. Esse 

composto não pode ser identificado. O quinto e sexto perfil de eluição tiveram seus 

máximos em 16,3 e 17,4 min, com os mesmos espectros UV e m/z, ou seja, com as 

bandas UV máximas em 255 e 355 nm, que podem ser de quercetina-hexoses 

conjugadas, como a quercetina-3-glicosídeo tendo um sinal de fragmentação EM em 

m/z 30330. O último componente dessa janela cromatográfica foi observado no tempo de 

eluição máximo de 17,9 min, apresentando ʎmáx em 268 nm e m/z 261 (não 

identificado). 
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A resolução dos dados fundidos de CLAE-DAD-IES/EMn (ionização negativa) 

da janela E foi conseguida utilizando cinco componentes. Um primeiro perfil de eluição 

teve o seu pico máximo em 18,9 min e duas bandas de absorção com máximos em 268 e 

335 nm e um espectro EM com um sinal principal de m/z 431 e um fragmento adicional 

de m/z 311. Esse componente pode corresponder a apigenina-C-glucose de acordo com 

estudos anteriores34-35. Um segundo perfil de eluição em 19,9 min apresentou-se 

coeluído no tempo de eluição de 20,3 min, apresentando bandas de absorção em 263 e 

353 nm e sinal principal m/z 463 e fragmento adicional em m/z 301. Esses espectros 

podem caracterizar a quercetina-galoil-hexosídeo, já identificada no chá verde35. O pico 

registrado em 20,3 min foi resolvido, contendo uma banda de absorção máxima ʎmáx de 

276 nm e m/z 441 com fragmentos de m/z 289 e 169, muito similares aos da 

epicatequina galato (ECG)25,36. Os perfis de eluição em 19,3 e 21,9 minutos, 

apresentaram espectros de UV e EM semelhantes, isto é, o primeiro com bandas de 

absorção em 264 e 346 nm e o outro em 264 e 343 nm, com o sinal EM de m/z 755. Isso 

indica que esses compostos podem ser isômeros, mas eles não puderam ser identificados 

neste trabalho, devido à precisão de massa limitada (apenas 1 amu). A janela de dados 

entre 22,90 e 27,96 min (janela F) não contêm informações espectrais e por isso não foi 

analisada. 

Dificuldades na identificação de alguns compostos resolvidos são devido a 

limitações do equipamento de detecção de massa utilizado neste trabalho, com precisão 

de resolução de apenas 1 amu. Uma melhor identificação dos compostos seria obtida 

com espectrômetros de massa mais precisos, como Time Of Flight (TOF) e Orbitrap 

que fornecem valores de resolução em massa de 0,0001 amu. 

A Figura 6a mostra os resultados de OSC-PLS-DA aplicadas às áreas de oito 

picos comuns selecionados, obtidos na análise anterior por MCR-ALS das amostras das 
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duas colheitas de 2011, analisadas por CLAE-DAD. A primeira variável latente (VL1) 

foi responsável por 28,94% da variância dos dados em X e 67,05% da variância em Y. 

Esse resultado permite a discriminação da maior parte dos extratos brutos das folhas da 

C. sinensis de primeira e segunda colheita. Os extratos brutos das folhas de segunda 

colheita estão localizados no lado positivo dos escores da VL1. De acordo com os 

weights positivos da VL1, as variáveis mais importantes correspondem aos metabólitos 

da epigalocatequina, cafeína, epicatequina e os dois compostos não identificados em 

19,3 e 21,9 min (com bandas de absorção máximas em 264 e 346 nm, e 264 e 343 nm, 

respectivamente, e m/z 755). Compostos como epigalocatequina galato e epicatequina 

galato e o composto que acreditamos ser o ácido 4-p-cumaroilquínico, apresentaram 

valores de weights negativos sobre VL1 e eles estão relacionados aos extratos de 

amostras de chá da primeira colheita, Figura 6a. Os escores do VIP superiores a 1 (um) 

foram obtidos para a epigalocatequina, cafeína e epicatequina. Esses compostos 

estimados são os que mostraram ter maiores poderes discriminatórios entre os extratos 

de amostras de chá da primeira e segunda colheita de 2011, Figura 6b.  

Na investigação das colheitas de 2012, a mesma análise foi realizada. Conforme 

apresentado no gráfico dos escores da OSC-PLS-DA, Figura 6c, os dois primeiros 

componentes explicaram 52,10% da variância em Y (62,39% variância em X) e 

permitiu a separação entre os extratos de amostras de primeira e segunda colheita de 

chá. Metabólitos como a epigalocatequina, cafeína e epicatequina, apresentaram valores 

weights negativos na VL1, que também foram característicos dos extratos de primeira 

colheita. A epigalocatequina galato, epicatequina galato e um dos isômeros, não 

identificado, com perfil de eluição em 19,3 minutos tiveram weights com valores 

positivos na VL1 e caracterizaram os extratos brutos das amostras de chá de segunda 

colheita. A epigalocatequina e cafeína apresentaram escores dos VIPs superiores a 1 e 
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permitiram uma boa discriminação entre os extratos de amostras de primeira e segunda 

colheita 2012, Figura 6d. 
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Figura 6 - Gráficos dos escores da OSC-PLS-DA (VL1 vs. VL2), das áreas dos picos 
resolvidos por MCR-ALS dos extratos que continham etanol na composição do solvente 
extrator das folhas da C. sinensis de primeira e segunda colheita de 2011 (a) e 2012 (b) 
e suas respectivas importâncias das variáveis na projeção (VIP) de 2011 (c) e 2012(d). 

Baseado nos escores dos VIPs obtidos na análise por OSC-PLS-DA, com 

valores maiores que 1, a epigalocatequina e cafeína(que estão presentes em todas as 

amostras)  tiveram os maiores poderes discriminatórios entre as amostras dos dois anos 

analisados e talvez poderiam ser usados como potenciais marcadores de colheitas. 

Extratos de amostras de chá das colheitas de 2011 tiveram maiores concentrações desses 

dois compostos na segunda colheita quando comparada aos de primeira.Uma possível 

explicação para este fato é que as plantas de chá passam por um novo estresse na  
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segunda colheita e isso talvez poderia acelerar os processos metabólicos para o 

crescimento das folhas. Porém, mais estudos são necessários para confirmar essa 

proposta. Pelo contrário, em 2012, os resultados foram opostos, com maiores 

concentrações desses dois metabólitos observados para os extratos de primeira colheita. 

Esse contraste de comportamento nas amostras de chá nas duas colheitas pode ser 

devido às temperaturas mais baixas que ocorreram em 2012, causando geada entre o 

período das duas colheitas. Isto pode sugerir que esses dois compostos podem ser 

usados como marcadores de possíveis efeitos de baixas temperaturas em metabolismos 

de plantas de chá. 

CONCLUSÃO 

Essa análise exploratória mostrou que a composição do solvente de extração 

afeta a eficiência da extração dos metabólitos. O conjunto de dados fundidos de CLAE-

DAD e CLAE-IES/EM, em matrizes de dados aumentadas por linhas e colunas, 

analisadas simultaneamente por MCR-ALS forneceu uma estratégia confiável para a 

investigação e identificação dos metabólitos extraídos das amostras de C. sinensis. Os 

espectros puros de UV e EM resolvidos por MCR-ALS permitiu a identificação direta 

da maior parte dos metabólitos resolvidos. A identificação desses metabólitos poderia 

ser confirmada utilizando detectores de espectrometria de massa de alta resolução. A 

OSC-PLS-DA aplicada às áreas de pico dos perfis de eluição dos constituintes de chá 

resolvidos por MCR-ALS permitiu a separação entre as amostras de primeira e segunda 

colheita de dois anos analisados. Em ambos os anos, epigalocatequina e cafeína foram 

os compostos que apresentam maiores diferenças e que permitiram uma melhor 

discriminação entre as duas colheitas. Portanto, esses dois metabólitos de chá são 
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propostos como potenciais marcadores de qualidade das folhas da C. sinensis, uma vez 

que se mostraram sensíveis ao estresse como o de poda e temperatura. 
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CONCLUSÃO GERAL 

Com a aplicação dos métodos quimiométricos aos espectros UV-Visível foi 

possível obter a impressão digital e discriminar as folhas de C. sinensis de primeira e 

segunda colheita, mesmo havendo grande variação dos dados devido aos diferentes 

solventes utilizados na preparação dos extratos brutos. A cafeína e feofitina a foram os 

metabólitos responsáveis pela distinção entre as colheitas. O diclorometano puro foi o 

melhor extrator para esses metabólitos. 

Na extração das catequinas os resultados mostraram que as abundâncias relativas 

na segunda colheita foram ligeiramente maiores do que na primeira colheita, mas a 

diferença não foi significativa no nível de confiança de 95%. Abundância EGCG foi 

maior que o EGC, que foi maior do que para a EC para todas as misturas de solventes 

de extração. Abundâncias relativas mais elevadas de EC, EGCG e EGC seriam obtidas 

pela mistura binária de etanol:acetato de etila na proporção 70:30 (v/v). Já para os 

valores de IC50 mais baixos ocorreriam com uma proporção de 55:25:20 (v/v/v) de 

etanol:acetato de etila: diclorometano. 

O conjunto de dados fundidos de CLAE-DAD e CLAE-IES/EM, em matrizes de 

dados aumentadas por linhas e colunas, analisadas simultaneamente por MCR-ALS 

forneceu uma estratégia confiável para a investigação e identificação dos metabólitos 

extraídos das amostras de C. sinensis. Os espectros puros de UV e EM resolvidos por 

MCR-ALS permitiram a identificação direta da maior parte dos metabólitos resolvidos. 

A OSC-PLS-DA aplicada às áreas de pico dos perfis de eluição dos constituintes de chá 

resolvidos por MCR-ALS permitiu a separação entre as amostras de primeira e segunda 

colheita de dois anos analisados. Em ambos os anos, epigalocatequina e cafeína foram 

os compostos que apresentam maiores diferenças e que permitiram uma melhor 

discriminação entre as duas colheitas. Portanto, esses dois metabólitos de chá são 
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propostos como potenciais marcadores de qualidade das folhas da C. sinensis, uma vez 

que se mostraram sensíveis ao estresse como o de poda e temperatura. 

Em suma, esse trabalho nos mostrou que utilizando uma técnica bastante simples 

e de baixo custo como a espectroscopia UV-Visível, associada à ferramenta 

quimiométrica, foi possível a discriminação entre as colheitas da C. sinensis. No 

entanto, a técnica CLAE-DAD associadas aos métodos quimiométricos, fornece 

informações adicionais como a obtenção dos espectros UV-Visível de cada metabólito 

separado pela cromatografia e também fornece alguma informação sobre a sua estrutura. 

Já com as técnicas hifenadas como CLAE-DAD-IES/EM e métodos quimiométricos, é 

possível obter mais informações estruturais desses metabólitos.  
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