ARTIGO ORIGINAL

S

Arquivos Brasileiros de Ciéncias da Saude

Determinacao da atividade antioxidante e do
teor total de polifenol em amostras de cha de
ervas comercializadas em sachets

Determination of total antioxidant activity and total content
of polyphenols in samples of tea leaves marketed in bags

Tieme Nakamura, Fatima Santos Silva, Diego Xavier da Silva, Maryane Woth de Souza, Horacio Dorigan Moya

Curso de Ciéncias Farmacéuticas da Faculdade de Medicina do ABC (FMABC) — Santo André (SP), Brasil.

RESUMO

Objetivo: Os chas de ervas s&o tradicionalmente utilizados na
medicina popular em muitas regides do Brasil. Os chas contém
compostos antioxidantes que combatem o stress oxidativo e
seu consumo tem sido associado a diminuicdo dos niveis de
colesterol, presséo arterial e até de doencas cardiovasculares.
O objetivo deste estudo foi determinar a capacidade antioxidante
total, o teor total de polifendis, o consumo (scavenging) de H,0,
e a presenga de outros grupos de compostos antioxidantes
em 43 amostras de chas em sachets. Métodos: O método
CUPRAC (cupric ion reducing antioxidant capacity) foi utilizado
para determinar a capacidade antioxidante total. O teor total de
polifendis foi obtido com o uso do reagente de Folin-Ciocalteu;
0 ensaio de scavenging baseou-se no consumo de solugdo
de H,0, apos adigdo do cha; e a presenca de flavondides,
carotenos e catequinas foi investigada por cromatografia em
papel. Resultados: A capacidade antioxidante total nas amostras
analisadas seguiu a ordem: camomila > horteld > carqueja >
cidreira > boldo > verde > mate > preto > branco > erva doce.
O teor total de polifendis obedeceu a sequéncia: branco > hortela
> preto > mate > boldo > verde > camomila > carqueja > cidreira >
erva doce. As divergéncias encontradas entre as amostras de um
mesmo grupo de chéa podem ser atribuidas a época da colheita,
ao tipo de solo, local de plantio, variacdes climaticas e partes da
planta utilizadas na elaboragéo dos sachets. Conclusao: Conclui-
se que todas as amostras analisadas apresentaram capacidade
antioxidante e consumo de H,0,. Em apenas uma delas né&o foi
possivel detectar flavondides, carotenos ou catequinas.
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ABSTRACT

Objective: Tea leaves are traditionally used in folk medicine in
many regions of Brazil. They contain antioxidant compounds
that can protect against oxidative stress and their regular intake
have been associated with decreased of cholesterol levels,
blood pressure and, thereby, with the lowered risk of coronary
heart disease. The objective of this study was to determine
the total antioxidant capacity, the total polyphenols content,
scavenging of H,0, and presence of other groups of antioxidant
compounds in 43 tea samples packed in bags. Methods: The
CUPRAC method (cupric ion reducing antioxidant capacity) was
used to quantify the total antioxidant capacity. The polyphenols
content was performed using the Folin-Ciocalteu reagent. The
scavenging assay was based on the consumption of H,O,
after addition of tea; the presence of flavonoids, carotenes and
catechins was evaluated by paper chromatography. Results:
The total antioxidant capacity found in tea samples followed the
order: chamomile > mint > carqueja > balm > boldo > green
> mate > black > white > fennel. For total polyphenol content
the order was: white > mint > black > matte > boldo > green >
chamomile > carqueja > balm > fennel. The differences found in
the samples from the same kind of tea can be attributed to the
harvest season, soil type, planting location, climate differences
and from the parts of the vegetal material used in the preparation
of the tea bags. Conclusion: All samples analyzed presented
antioxidant activity and ability to scavenge H,O,. It was not
possible to detect flavonoids, carotenes and catechins in only
one sample.

Keywords: tea; beverages; polyphenols; flavonoids; carotenoids;
catechins.
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INTRODUGAO

Estudos epidemioldgicos e ensaios clinicos tém estabelecido
relagdo direta entre a ingestdo de frutas e hortalicas e a diminui-
¢do da ocorréncia de distdrbios relacionados ao stress oxidativo
que ocorre devido ao desequilibrio entre o balan¢o antioxidan-
te e pré-oxidante, favorecendo o ultimo e originando danos em
biomoléculas como proteinas e DNA. A esses danos é atribuido
grande numero de patologias, incluindo doengas cardiovascula-
res ou relacionadas ao envelhecimento e até mesmo certos tipos
de cancer'?.

Acredita-se que os componentes presentes nos alimentos que
contribuam mais ativamente para essa prote¢ao sejam as vitami-
nas (E e C), carotenos e polifendis (ex.: flavondides e catequinas),
0s quais atuam como antioxidantes (AO’s). Estes desempenham
papel importante no sistema de defesa do corpo, consumindo es-
pécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS) como
0,7, HO', H,0,, ONOO, ROO:, etc., que sdo subprodutos noci-
vos gerados durante o processo normal de respiracao das células
aerdbicas™**. Assim, incrementar a dieta com a ingestdo baseada
em alimentos contendo compostos AO’s deve ajudar a manter um
“estado antioxidante” balanceado e, por conseguinte, permitir
uma fungao fisioldgica adequada em um sistema vivo®.

Essa recente preocupag¢do com o stress oxidativo e o “estado
antioxidante” tem, como consequéncia, aumentado o interesse
em quantificar os AO’s presentes nos alimentos, pois muitos
compostos fitoquimicos nos vegetais rotineiramente ingeridos
sao importantes fontes exégenas desses AO’s. Além dos intime-
ros compostos AO’s presentes nos alimentos, outros ainda po-
dem ser adicionados como aditivos (ex.: vitamina E, BHT, BHA,
etc.) para impedir que o alimento se torne rangoso devido a oxi-
dagdo lipidica.

Observa-se, porém, que a maioria dos alimentos industrializa-
dos apresenta em suas embalagens tabelas de valores nutricionais
que expressam a quantidade total de certos componentes, como
gorduras, proteinas, fibras, carboidratos, sodio, etc., e até calorias.
Estes valores sao destinados a fornecer informagdes tteis para os
consumidores. Todavia, embora os AO’s sejam reconhecidamente
importantes, ndo existe ainda nenhum indice nutricional da “ati-
vidade antioxidante” ou da “capacidade antioxidante total” dispo-
nivel nos rétulos desses produtos.

Isso pode ser atribuido, em parte, a falta de um procedimento
padréo e universalmente aceito para a quantificagdo dessa capa-
cidade antioxidante total (CAT). De fato, devido as diferentes
caracteristicas quimicas das reagdes envolvidas nos métodos
disponiveis na literatura para quantificar a CAT, nenhum ensaio
isolado reflete com exatidio a atividade antioxidante de um sis-
tema tao complexo®’. Em alguns paises, a industria alimenticia
tem aceitado e adotado o método denominado ORAC (oxygen
radical absorbance capacity)” para a determinacdo da CAT de
seus produtos e incluido os valores obtidos com esse método nos
rétulos dos seus produtos nutracéuticos®. No Brasil, isso ainda

nao ¢ realizado.
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O chi, bebida mais consumida em todo o mundo, tem uso tra-
dicional na cultura brasileira e é consumido em muitas partes do
Pais na medicina popular. Pesquisas tém associado o consumo de
chds a redugao do risco de desenvolvimento de doengas cardio-
vasculares, diminuindo os niveis de colesterol total e da pressdo
arterial. Estudos recentes realizados em animais de laboratérios
demonstraram que o consumo adequado de chd pode prevenir a
formagcao de diversos tipos de cancer, como de pele, pulmao, esd-
fago, estdbmago, intestino delgado, c6lon, bexiga, figado, pancreas,
prostata e glandulas mamarias®, e também pode atuar em um si-
nergismo positivo com administracdo de drogas antitumorais'.

Neste trabalho, a CAT foi determinada em 43 amostras de dez
diferentes tipos de ervas de chas (hortela — Mentha piperita L.
e/ou Mentha arvensis L.; erva cidreira — Cymbopogon citratus
S. e/ou Melissa officinalis L.; erva doce — Pimpinella anisum L.
e/ou Foeniculum vulgare; camomila —° Matricaria chamomilla
L., Matricaria recutita e/ou Chamomilla recutita L.; mate — Ilex
paraguariensis St. Hill; boldo — Peumus boldus, Molina; carque-
ja — Baccharis genisteiloides (Lamarck) Person; branco, verde e
preto — Camellia sinensis L. Kuntze), comercialmente disponiveis
na regido da Grande Sao Paulo. O método CUPRAC (cupric ion
reducing antioxidant capacity) ja foi anteriormente utilizado para
a determinagdo da CAT em amostras de chas'!, se baseia na varia-
¢do da coloragdo dos complexos de Cu(II) formados com o ligante
neocuproina'? e utiliza a espectrofotometria, técnica bastante co-
mum em laboratérios analiticos.

Paralelamente determinou-se o teor total de polifenol (TTP) nas
mesmas amostras. Aos compostos polifendlicos, constituintes na-
turais da ervas de chds, sdo atribuidos beneficios a saide humana
devido as suas propriedades antioxidantes que interrompem a ca-
deia oxidativa®®. Entre os mecanismos propostos para essa atividade
antioxidante, incluem-se a despolarizacdo de elétrons, a formagao
de ligagdes de hidrogénio intramoleculares e o rearranjo da estru-
tura molecular. Polifenéis também podem evitar reagdes de 6xido
redugdo por meio da quelagdo de ions de cobre e de ferro, que cata-
lisam in vivo a formagdo de ROS e RNS™. O TTP nas amostras de
chas foi determinado por espectrofotometria, utilizando o reagen-
te de Folin-Ciocalteu, conforme recomendado pela Farmacopeia
Brasileira para a quantificagdo de TTP em extratos vegetais®.

Ha muito tempo sabe-se que peréxido de hidrogénio (H,0,) é
um importante contribuinte para o stress oxidativo e que sua pre-
senga promove a formagédo de cancer em pele de ratos'®. Em niveis
elevados de concentragao, H,O, induz a apoptose em células de
mamiferos' e acredita-se que esteja envolvido na metdstase tu-
moral'®. Por isso, a capacidade de consumo (scavenging) de H,0,
pelas mesmas amostras de chas também foi avaliada.

A presenga de outros grupos de compostos AO’s, como flavonoides,
catequinas e carotenos, foi investigada por cromatografia em papel.

Os flavondides (quercetina, kaempferol, luteolina, rutina, miri-
cetina, etc.) sdo compostos polifendlicos largamente encontrados
em vegetais. Sao responsaveis pela inibigdo de oxidagao do acido

linoléico e pela oxida¢ao do LDL, peroxida¢do de fosfolipideos
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da membrana, peroxidagao lipidica microssomal e mitocondrial,
peroxidagéo de eritrdcitos e fotoxidagdo e peroxidagdo de cloro-
plastos®. Estudos demonstraram que certos flavonoides podem
agir como indutores de apoptose em células de cancer do célon®
e de mama® humanos, além de inibir marcadamente a formagao
de céncer de pele em camundongos®.

Outro grupo importante de fitonutrientes polifenolicos sdo as
catequinas, compostos incolores, soliveis em agua e normalmen-
te divididos em epicatequinas, galato de epicatequinas, epigalo-
catequinas e galato de epigalocatequina, sendo o ultimo presente
em grande quantidade nas ervas dos chas. No cha verde, encontra-se
grande quantidade de catequinas, e esta singularidade tornou pos-
siveis estudos utilizando o cha feito com essa erva para verificar a
a¢do preventiva de alguns tipos de cancer em 6rgaos humanos?.

Carotenos sio pigmentos organicos encontrados nos vegetais e
essenciais para a vida. Como o ser humano nao consegue sinteti-
za-los, devem ser ingeridos pela alimentagdo. Carotenos apolares
(ex.: B-caroteno e licopeno) e polares (ex.: luteina e zeaxantina)
apresentam comprovadas propriedades antioxidantes, e diver-
sos estudos tém atribuido a esses compostos também atividade
anticancerigena*®.

Ao contrario de outros nutrientes, os AO’s presentes nos vegetais
sdo compostos quimicamente muito diferentes, o que efetivamente
dificulta a adogdo de um unico método para avaliar a atividade an-
tioxidante em amostras de cha®. Todavia, o conjunto de ensaios aqui
apresentado pode servir como um guia na escolha da bebida a ser
consumida ou servir como um modelo de estudo para o controle de

qualidade de produtos fitoterapicos industrializados.

METODOS

Equipamentos e materiais

As medigoes espectrofotométricas foram realizadas no espec-
trofotdometro HPUV 8453 (Agilent) utilizando cubeta de vidro e
de quartzo, ambas com 1,00 cm de caminho 6tico.

Papel para cromatografia Whatman TM Grade 1 (Sigma-
Aldrich), usado em todos os ensaios cromatograficos, foi seco em
estufa profissional Line SX 450 (Sterilifer).

Translluminator UV ZT-21 (Crystal Bioglow) foi utilizado para

visualizagdo dos mesmos ensaios cromatograficos.

Reagentes e solucoes

Todas as solugdes e diluigoes foram preparadas com dgua obti-
da por osmose reversa (Quimis Q842-210), exceto quando men-
cionado outro solvente.

Solugdo padrio de dacido gdlico (=98%, CHO.H,0, MM
188,13 g mol”, Carlo Erba) 0,188 mg mL" foi preparada diariamente
por dissolugio de 0,0188 g em dgua em baldo volumétrico de 100,0 mL.
A partir dessa solugao obteve-se solugdo diluida 0,0188 mg mL™.

Reagente de Folin-Ciocalteu (FC) foi preparado dissolvendo

10,0 g de tungstato de sddio (NaZWO4.2HZO, MM 329,86 g mol”,
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Synth), 2,0 g de acido fosfomolibdico (HspMolew MM 1825,
25 g mol”, Sigma-Aldrich) e 50,0 mL de 4cido fosférico (H,PO,,
85%, 1,71 g cm?, Merck) em 75,0 mL de agua. Esta mistura foi
aquecida sob refluxo durante duas horas e depois de atingir a tem-
peratura ambiente foi transferida para um baldo volumétrico de
100,0 mL, sendo o volume completado com agua. O reagente foi
mantido a 8°C e quando adquiriu cor esverdeada foi regenerado
por ebuli¢do com algumas gotas de bromo liquido, Br,, somente
até o reaparecimento da coloragio amarela®.

Soluc¢io de carbonato de sédio (Na2C03, MM 105,99 g mol’,
Carlo Erba) a 10% foi preparada dissolvendo 10 g do sal em agua
em baldo volumétrico de 100,0 mL.

Solugdo de perclorato de cobre(II), Cu(ClIO,),, 2,3 mol L' foi
preparada a partir da reagio de carbonato de cobre(1I), CuCO,,
Fluka Chemie A.G, com um ligeiro excesso de 4cido percldrico
(HClO4, MM 100,46 g mol’!, 70%, d=1,57 g cm™, Merck). Solugédo
9,31x10 mol L foi obtida por dilui¢ao, e a padronizagéo foi rea-
lizada por titulagdo complexométrica com EDTA.

Solu¢do de neocuproina monohidratada (NC), na forma
de cloridrato, (C H,,N,,HCLH,O, MM 262,73 g mol", Fluka)
1,22x10% mol L'! foi preparada por dissolugdo de 0,3201 g em eta-
nol (99,5%, Synth) em baldo volumétrico de 100,0 mL.

Solugio de acetato de amonio (CH3COONH » MM 77,08 g mol?,
QM Reagentes) 2,0 mol L' foi preparada por dissolugdo de 38,54 g
em dgua em baldo volumétrico de 250,0 mL e utilizada como solugdo
tampao (pH 7,0).

Solugdo padrao de 4cido ascorbico (99,7%, C.H,O,, MM
176,13 g mol™!, Merck) 0,177 mg mL"! foi preparada diariamen-
te por dissolugao de 0,04443 g em agua em baldo volumétrico
de 250 mL.

Reagente CUPRAC foi preparado pela mistura de 0,75 mL
de solugdo de Cu(ClO,),, 9,31x10* mol L', 3,0 mL de solu-
¢do de acetato de amonio 3,0 mol L' e 15,0 mL de solugdo de
NC 1,22x102mol L', completando o volume com alcool etilico
(99,5%, Synth) em um baldo volumétrico de 50 mL.

Solucdo de cloreto de aluminio (AlCls, MM 133,34 g mol’,
Fluka) 1,0% foi preparada dissolvendo 0,10 g em dlcool etilico
(99,5%, Synth) em balao volumétrico de 10,0 mL.

Solugdo de dcida de vanilina (CH,O,, 152,13 g mol?, J. T.
Baker) 1,0% foi preparada dissolvendo 0,10 g em 10,00 mL de é4ci-
do cloridrico concentrado (36,5%, 1,18 g cm?, Synth).

Reagente de Carr-Price foi preparado dissolvendo 2,5 g de clo-
reto de antimdnio (SbCla, MM 228,11 g mol”, Riedel-de-Haeén)
em 7,5 mL de cloroférmio (CHCI,, MM 119,38 g mol’!, Synth).

Solugdo de 4gua oxigenada 10 V (solugio de H,O, 3%,
Rioquimica Ind. Farm.).

Solugdo tampao fosfato (PBS) pH 7,6 foi preparada pela mis-
tura de 39,5 mL de solugdo de hidroxido de s6dio (NaOH, MM
40,00 g mol!, Merck) 0,050 mol L' com 50,0 mL de solugio de
dihidrogenofosfato de sédio (NaH,PO,.H,0, MM 137, 99 g mol',
Ecibra) 0,0500 mol L' para um baldo de volumétrico de 100,0 mL

e o volume completado com dgua.



Procedimento experimental

Preparacao das amostras de chas

As amostras de ervas de chas de diferentes espécies vegetais
e de varias marcas comerciais (Dr. Oetker, Lin Tea, Coop, Ledo,
Dia, Hikari, Apichd, Ekonomico, Carrefour, Yamamotoyama,
Nutrichd e Real) foram adquiridas em supermercados da Grande
Séao Paulo. Todo o material estava seco, acondicionado em sachets
e dentro do prazo de validade estabelecido pelo fabricante.

A extragao dos compostos hidrossoltiveis do material seco origi-
nando o chd foi efetuada por infusio. Agua foi aquecida até a fer-
vura e transferiram-se 250 mL para uma caneca na qual o sachet foi
imerso repetidas vezes durante trés minutos. A massa do material
seco utilizada para o calculo da CAT foi obtida pela média das pesa-

gens do contetido de trés sachets da mesma embalagem.

Determinacéo do teor total de polifenol

Este ensaio ¢ baseado na redugao do reagente de FC pelos com-
postos fendlicos em meio alcalino (pH=10) ajustado com solug¢do
de Na,CO, a 10% com a formagao de solugdo de cor azul, cujas
medigdes de absorbancia em 715 nm sao relacionadas ao contet-

do total de polifenol®, expresso em acido galico®.

Curvas de calibracao

Aliquotas de 50 a 350 uL da solugdo de 4cido galico, AG, 0,0188
mg mL"' foram transferidas separadamente para uma série de
sete baldes volumétrico de 5,0 mL contendo 200 mL do reagen-
te de FC, os quais foram completados com solugdo de Na,CO, a
10%. A concentragéo final da solugdo de AG variou de 1,88x10*
a 1,32x10° mg mL". Apés 30 minutos, as leituras de absorbancia
(A) foram realizadas em 715 nm utilizando dgua como solugio
, ab-
oncentragdo de AG em mg mL")

de referéncia (branco). Com o grafico de calibragio (A,

sorbancia em 715 nm vs C,, ¢
obteve-se a reta A715nm=a+b><C A €M que a e b sdo, respectiva-

mente, os valores dos coeficientes linear e angular.

Calculo do TTP

Amostras de cha recém preparadas foram diluidas 25 vezes.
Aliquotas variando de 250 a 1.000 pL (dependendo do tipo de
chd) foram transferidas para baldes volumétricos de 5,0 mL con-
tendo 200 mL do reagente de FC, os quais foram completados
com solugio de Na,CO, a 10%. Apés 30 minutos, as leituras de
absorbéancia foram realizadas em 715 nm utilizando dgua como
branco. O TTP foi deduzido a partir da reta da curva de calibra-
¢do A, . =a+bxC, . e o valor, expresso em C, . Todas as medi-
¢oes foram feitas em triplicata e, depois de corrigidas as diluigdes

efetuadas, expressou-se o TTP em mg AG/g material seco.

Determinacao da atividade
antioxidante com o método CUPRAC
O reagente cromogénico utilizado nesse método ¢ formado pe-

los complexos de Cu(II) com NC em solugdo hidroetanolica em
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pH 7,0 mantido com solugio de CH,COONH,. Quando certos
agentes redutores sao adicionados a essa solugdo, Cu?* é reduzido
a Cu*, formando complexos de Cu(I)/NC cor laranja intensa com

maximo valor de absorbancia em 454 nm.

Curvas de calibracdo com acido ascérbico
Aliquotas de 50 a 350 uL da solugdo de acido ascérbico, AA,
0,177 mg mL" foram transferidas separadamente para uma série
de sete frascos de 5,0 mL contendo 2,5 mL do reagente CUPRAC,
os quais foram completados com agua. A concentragdo final de
AA variou de 1,76x10” a 1,23x102 mg mL"'. Apds 30 minutos,
as leituras de absorbancia (A) foram realizadas em 454 nm. Uma
mistura 1:1 (v/v) recém-preparada do reagente CUPRAC em agua
foi usada como solugéo de referéncia. Com o gréfico de calibragao
(A "
corbico, em mg mL™") obteve-se a reta A

.» absorbancia em 454 nm vs C, ,, concentracdo de dcido as-

454n;

454nm=a+b><CAA, ondeaeb

sdo, respectivamente, os valores dos coeficientes linear e angular.

Determinacéao da atividade
antioxidante das amostras de cha
Todas as solugdes de cha recém preparadas foram diluidas 25 vezes.
Transferiram-se cinco aliquotas entre 100 e 1750 uL (dependendo do
tipo de chd) para baldes volumétricos de 5,0 mL, os quais continham
2,5 mL do reagente CUPRAC, completando-se em seguida com dgua.
A concentragao do material seco em cada baldo foi expressa em
mg mL". Ap6s 30 minutos, as leituras em A, foram realizadas
usando mistura recém-preparada do reagente CUPRAC em dgua
1:1 (v/v) como solugdo de referéncia.

Construiu-se uma curva de calibragio (A vs C,, con-

454nm
centragio do material seco, em mg mL"') obtendo-se a reta
A - 4nmza+b><CMS, onde a e b sdo, respectivamente, os valores dos

coeficientes linear e angular.

Metodologia de calculo

Para a obtencdo dos valores da CAT das amostras de cha, os re-
sultados foram expressos em g de AA e calculados da forma como
segue. Supondo concentragdo tedrica de 1,0 mg mL"' de AA, cal-

culou-se, utilizando a equagdo A, =a+bxC, ,, o valor tedrico de

454nm

A,.,... correspondente a essa concentragio. Substituiu-se o valor

tedrico na equagdo A, =a+bxC , obtendo-se a concentragio

de material seco, C_, também em mg mL". Esse valor corres-

MS’
po de matematicamente & concentra¢do do chd (em mg mL"'), o
que equivale a CAT de uma solugdo de AA 1,0 mg mL".

Depois de corrigida a diluigio efetuada (25 vezes), encontrou-se
a massa de chd (em g) responsavel por essa atividade antioxidante, a
qual foi comparada com a massa total de amostra de cha (material
seco) presente no baldo volumétrico de 250 mL. O valor da CAT de

cada amostra de cha foi expresso em g material seco/g AA (Tabela 1).
Scavenging com peroxido de hidrogénio (H,0,)

O principio deste método reside na medida da diminuigdo

do valor de absorvéancia de uma solugdo diluida de H,O, ap6s a
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Tabela 1: Valores de teor total de polifenol, capacidade antioxidante total, scavenging de H,O, e a presenca de flavondides, catequinas e

carotenos das 43 amostras de cha analisadas

Cha
Hortela 1
Hortela 2
Hortela 3
Hortela 4

Hortela 5
Hortela 6
Erva cidreira 1
Erva cidreira 2
Erva cidreira 3

Erva cidreira 4

Erva doce 1
Erva doce 2
Erva doce 3
Erva doce 4
Camomila 1
Camomila 2
Camomila 3

Camomila 4

Camomila 5
Camomila 6

Camomila 7
Mate 1
Mate 2
Mate 3
Boldo 1
Boldo 2
Boldo 3
Boldo 4
Boldo 5

Carqueja 1
Carqueja 2
Carqueja 3

Cha verde 1

Cha verde 2
Ché verde 3

Cha preto 1

Cha preto 2

Cha preto 3
Cha preto 4

Cha branco 1
Cha branco 2
Cha branco 3

Cha branco 4

Os nomes cientificos e as partes usadas das plantas séo informagdes disponiveis nas embalagens dos produtos; TTP: teor total de polifenol (expresso em mg acido
gélico/g de material seco); CAT_,,: capacidade antioxidante total expressa em mg &cido ascérbico/g material seco; Scavenging de H,0, com valores obtidos utilizando

Nome cientifico

Mentha piperita L.

Mentha piperita L. e/ou
Mentha arvensis L.

Mentha arvensis L.
Mentha piperita L.

Mentha piperita L
Mentha arvensis L.
Cymbopogon citratus S.
Cymbopogon citratus S.
Melissa officinalis L.

Cymbopogon citratus S.

Pimpinella anisum L.
Pimpinella anisum L.
Foeniculum vulgare Mill.
Pimpinella anisum L.
Matricaria recutita L.
Matricaria recutita L.
Matricaria recutita L.

Matricaria chamomilla L.

Matricaria recutita L.

Matricaria recutita e/ou
Chamonmilla recutita (L.)
Rauscher

Matricaria recutita L.
llex paraguariensis St.Hill
llex paraguariensis St.Hill
llex paraguariensis St.Hill

Peumus boldus, Molina
Peumus boldus, Molina
Peumus boldus, Molina
Peumus boldus, Molina
Peumus boldus, Molina

Baccharis genisteiloides
(Lamarck) Person

Baccharis genisteiloides
Baccharis genisteiloides
(Lamarck) Person
Camellia sinensis (L.)
Kuntze
Camellia sinensis L.
Camellia sinensis L.

Camellia sinensis (L.)
Kuntze

Camellia sinensis (L.)
Kuntze
Camellia sinensis L.
Camellia sinensis L.
Camellia sinensis (L.)
Kuntze

Camellia sinensis (L.)
Kuntze

Camellia sinensis (L.)
Kuntze

Camellia sinensis L.

Parte usada

Folhas e ramos

Folhas e parte
do ramo

Folhas e caule

Folhas e parte
do ramo

Folhas
Folhas e ramos
Folhas
Folhas
Folhas

Folhas e
capitulos

Frutos
Sementes
Frutos
Frutos
Capitulos florais
Capitulos florais
Capitulos florais

Flores e
pedunculos

Flores

Florais e
capitulos

Florais
Folhas e talos
Folhas e talos
Folhas e talos

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas
Folhas

Folhas

Folhas e talos

Folhas
Folhas e brotos

Folhas e talos

Folhas e talos

Folhas
Folhas

Folhas jovens e
brotos

Brotos de folhas

Folhas

Folhas jovens
e brotos

aliquota de 200 mL de cha; (+): Presenca; NO: ndo observado
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TTP
61,4
83,1
478
109

82,6
47,0
7,90
10,2
1,56

8,22

8,18
6,70
64,7
6,19
12,0
16,6
9,60

14,9
12,8

8,70

13,8
60,9
69,5
51,9
29,6
56,7
64,7
55,7
578

15,2
9,17
12,0

5515

16,7
71,8

574

83,2

59,8
52,3

775

121

93,5

74,5

CAT_,
44,4
29,4
200
78,3

40,2
201

43,8
21,8
200

122

13,9
12,0
8,50
8,90
307
193
218

182
176

274

218
18,1
19,7
39,8
47,0
378
28,5
39,2
39,0

62,4
126
106

16,6

59,1
19,5

22,0

18,2

16,7
10,4

14,1
14,8
14,5

21,0

Scavenging %
174
13,6
7,96
8,20

6,24
22,9
13,6
23,2
36,9

10,0

7,63
9,64
24,1
241
16,3
2,19
8,21

4,12
10,7

12,4

6,51
20,0
9,00
9,91
16,1
445
26,7
2,57
714

6,28
19,4
16,1

26,6

28,4
273

16,5

23,4

14,4
21,5

28,5
14,0
22,7

5,84

Flavondides Catequinas Carotenos
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oxidagdo da mesma com agentes redutores, nesse caso as subs-
tancias presentes nas amostras de chds. O ensaio foi adaptado do
procedimento recomendado por Ruch, Cheng e Klainig*® com

medic¢des dos valores de absorbancia em 230 nm, A , antes e

230nm
apos a adi¢do da amostra de cha, depois de dez minutos.

Metodologia de calculo do
scavenging de H,0, nas amostras

Solugdes diluidas de H,0, 4,4 mmol L foram preparadas em
quatro baldes volumétricos de 5,0 mL contendo solugdo tampao
PBS 0,02 mol L.

No primeiro, obteve-se o valor de absorbéncia da solugdo con-
trole (Ac,,,
tendo somente PBS 0,02 mol L.

Nos outros trés baldes, adicionaram-se aliquotas de 100, 200

) descontando o valor de A,, de uma solugdo con-

e 300 uL do cha recém-preparado, completando o volume com
agua. Nesses baloes os valores de absorbéncia na presenga de cha

(ASHZOZ
solu¢do contendo a mesma aliquota de chd e PBS 0,02 mol L.

de uma

) foram obtidos descontando-se o valor de A,

A porcentagem de scavenging de H,0, atribuida aos compostos
presentes nas amostras de cha foi calculada pela equagao:
)/ Ac

%=[(Ac,,,,-As 1100

H202 H202

Deteccao de outros de compostos
AO’s por cromatografia em papel

Nestes ensaios, o papel cromatografico contendo a amostra foi
pulverizado com a solugdo do reagente especifico, seguido de um
tratamento recomendado. Em seguida, o papel cromatografico foi
transferido para o transiluminador e verificou-se a presenga de
compostos investigados diretamente sobre a luz UV.

Como esse tipo de ensaio é semiquantitativo, os resultados ob-
tidos ndo foram expressos numericamente (Tabela 1). A amos-
tra que apresentou maior intensidade de cor foi assinalada como

(+++) e a de menor coloragio (+).

Flavonéides

Gotas de ché recém-preparado foram transferidas para o pa-
pel cromatografico e, em seguida, pulverizou-se com solugdo de
cloreto de aluminio a 1,0%. O aparecimento de mancha amarela

fluorescente sob luz UV indica a presenga de flavondides®.

Catequinas

Gotas de ché recém preparado foram transferidas para o pa-
pel de cromatografia e em seguida pulverizou-se com solugdo
acida de vanilina a 1,0 %. Apds secagem do papel a temperatura
ambiente, a presenca de catequinas é indicada pela formagao de

manchas vermelhas sob luz UV,

Carotenos
Gotas de chd recém preparado foram transferidas para o pa-

pel de cromatografia e em seguida pulverizou-se com reagente de

Nakamura T, Silva FS, Silva DX, Souza MW, Moya HD

Carr-Price. O papel foi colocado em estufa a 100°C por 10 minu-
tos. O aparecimento de manchas vermelhas fluorescentes sob luz
UV indica a presenca de carotenos®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Varias pesquisas sdo encontradas na literatura sobre a quan-
tificagdo da CAT e do TTP de espécies vegetais brasileiras, mas
a maioria dos trabalhos esta direcionada para estudos utilizan-
do partes dessas ervas (folhas, caule, sementes, etc.) logo apds a
colheita. Sdo relativamente poucos os estudos que utilizam essas
espécies vegetais na forma como sdo encontradas pelos consumi-
dores para elaboragédo da infusdo (comumente denominado chd).
Um estudo dessa natureza é digno de investiga¢do e, por isso, no
presente trabalho, utilizaram-se como amostras somente ervas
para chds comercializados em sachets e disponiveis em mercados
da Grande Sao Paulo.

Embora os procedimentos encontrados na literatura sejam se-
melhantes (variando a massa de material seco de 1,0 a 1,5 g em
um volume final de dgua de 100-250 mL), parece ndo haver uma
forma padronizada para a preparagdo de amostra de chas para a
analise>'***!, Em todas as andlises do presente trabalho as amos-
tras de ché foram preparadas com o sachet fechado da mesma
forma como aquela ingerida pelo consumidor e de maneira seme-
lhante a efetuada em outro trabalho®.

Em relagdo ao solvente, sabe-se que o uso do etanol aumenta
a extracdo dos compostos fendlicos dos chds, bem como sua ati-
vidade antibacteriana®, mas, no presente estudo, a agua foi usada
como solvente extrator novamente para simular o uso cotidiano
desse produto.

O tempo de infusdo e a temperatura também alteram a extra-
¢do de compostos polifendlicos. Campanella, Bonanni e Tomassetti
afirmam que cinco minutos (utilizando agua quente) é o tempo
6timo para a extragdo dos compostos antioxidantes do chd. Apds
isso, esses compostos precipitam ou formam micelas, diminuindo
o TTP e a CAT do extrato vegetal®. Por isso, neste trabalho se esta-
beleceu o tempo fixo de trés minutos apds a adigdo de dgua quente.

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos com as 43 amos-
tras de 10 diferentes tipos de ervas de chds analisadas, com os
valores do TTP, da atividade antioxidante, da porcentagem de
scavenging com H,O, e também da presenga de flavondides,

catequinas e carotenos.

Teor total de polifenol

Os resultados do TTP das amostras analisadas, obtidos com
o reagente de FC, foram expressos em mg acido galico/g de ma-
terial seco. Com esses valores foram obtidas as médias do TTP
para os 10 tipos de chas analisados: hortela (64,4+17,8); erva
cidreira (8,8+1,2) erva doce (7,0+1,0); camomila (12,6%1,8);
mate (60,8+8,8); boldo (52,9+13,5); carqueja (12,1+3,0); verde
(48,0+28,3); preto (63,2+13,7) e branco (91,7+21,4), conforme

pode ser visto na Figura 1. Nesse calculo, os valores das amostras
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Figura 1: Teor total de polifenol (TTP) para diversos tipos de chas

horteld n° 4 (110), erva cidreira n° 3 (64,7) e erva doce n° 3 (1,56)
tiveram de ser retirados do célculo da média por apresentarem
valores muito discordantes do grupo.

As divergéncias encontradas no TTP para a mesma espécie
podem ser atribuidas ao fato das plantas terem sido coletadas de
fontes com caracteristicas geograficas (local de plantio) distintas e
condigdes do cultivo (tipo de solo e variagdes climaticas) diferen-
tes. Além disso, a parte da planta utilizada (assim como o seu grau
de desenvolvimento) para a preparagdo do material seco pode
influenciar no TTP e, segundo informagdes presente nas embala-
gens, somente os chds de boldo, mate e carqueja foram preparados
com a mesma parte da planta.

Embora o estabelecimento de uma classificagio com base no TTP
de cada variedade dos chés necessite de uma amostragem maior
(para evitar conclusdes enganosas), nota-se que os chds de erva
doce e cidreira apresentam o menor valor de TTP (7 a 9 mg AG/g
material seco, respectivamente) enquanto o cha branco apresenta o
maior TTP (92 mg AG/g material seco).

Apesar dos chds branco, verde e preto serem elaborados com
as folhas da mesma espécie vegetal (Camelia sinensis L.), o TTP
ndo é o mesmo para os trés chas (chas verde = 48,0 mg AG/g
material seco e cha preto = 63,2 mg AG/g material seco). Isso
pode ser atribuido ao grau de fermentagio ao qual as folhas sdo
submetidas, o que afeta o perfil dos componentes polifenolicos
do cha*. No ché branco, usam-se folhas jovens e que ainda
ndo sofreram processo de fermenta¢do; no cha verde as folhas
secas sofrem leve fermenta¢do com pouca oxidagdo durante o
processamento; e no chd preto o processo de fermentagio ¢é

0 mais intenso.

Capacidade antioxidante total

Estudos demonstram que os valores obtidos para a CAT de ex-
tratos vegetais variam em func¢do do tipo de solvente usado no
processo de extragdo, como n-hexano e acetona®, ligroina (éter
de petréleo), acetato de etila, etanol e éter dietilico®, ou n-hexano

e metanol. Como ndo ha muita informacdo sobre os valores da
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CAT em infusdes aquosas, optou-se, neste trabalho, pelo uso da
agua como solvente.

A Tabela 1 mostra variagdo no valor da CAT entre os gru-
pos de cha avaliados, a qual pode ser explicada pelas mesmas
razdes atribuidas as diferencas encontradas na quantificagao
do TTP. Além disso, o processo para embalagem da ervas nos
envelopes, incluindo a possivel inclusao de excipientes nas for-
mulagdes dos sachets, pode levar a uma alteragdo significativa
da atividade antioxidante®3¢%7.

Valores médios de CAT (expressos em mg AA/g material seco)
obtidos com o método CUPRAC para as amostras de chas ava-
liadas foram calculados retirando as amostras hortela n° 4 (110),
erva cidreira n° 3 (64,7) e erva doce n° 3 (1,56) as quais apresen-
taram valores muito divergentes do grupo. Com os valores da
Tabela 1 é possivel elaborar uma ordem de atividade antioxidante,
sendo: camomila (22,4) > hortela (10,3) > carqueja (9,81) > cidrei-
ra (6,25) > boldo (3,83) > verde (3,17) = mate (2,59); preto (1,68)
= branco (1,62) > erva doce (1,16).

Considerando, porém, os trés chds da mesma espécie vegetal
(Camelia sinensis), o valor médio da CAT das amostras de cha
preto analisadas é = 50% menor que o valor médio da CAT de
cha verde. Benzie e Szeto®® atribuiram essa diferenca a interacao
de alguns antioxidantes presentes no cha verde (principalmente
catequinas).

Devido a dificuldade de adotar um tnico procedimento para
a determinacao da atividade antioxidante, e considerando que os
polifendis devem ser os compostos que mais favorecem a CAT,
outros procedimentos especificos, além da quantificacao do TTP,
devem ser realizados. Isso porque os polifenois tém atividades
multiplas e a atividade dominante depende do meio e do subs-

trato de teste’.

Scavenging com peroxido de hidrogénio (H,0,)
Para todas as amostras de chd analisadas, a porcentagem de sca-
venging com H,O, aumentou de acordo com aliquota de cha adicio-
nada (100, 200 ou 300 uL). A Tabela 1 apresenta os resultados obti-
dos somente com o ensaio de scavenging utilizando 200 mL de cha.
Considerando todas as amostras analisadas para o mesmo vo-
lume de 200 mL, observa-se grande variagao da porcentagem de
scavenging para um mesmo tipo de cha. Os valores do coeficiente
de variagdo, a relagao percentual entre o desvio-padrdo e a mé-
dia dos valores obtidos (CV) para a porcentagem de scavenging
das amostras de chés de carqueja, branco, hortela, cidreira, doce e
camomila variaram de 50 a 55%. Para as amostras de chd mate e
boldo, os valores de CV foram =85 a 90%. Excecdo foi verificada
para as amostras de cha verde que apresentaram a menor difere-
renga entre os tipos de chas analisados (CV = 4%), o que poderia
indicar razodavel homogeneidade na composigéo fitoquimica nas
folhas e brotos da planta utilizados da espécie Camelia sinensis.
Apesar disso, pode-se propor uma ordem de porcentagem de
scavenging com H,O, nos chés avaliados, sendo: verde > cidreira =

boldo = preto =~ branco > erva doce ~ carqueja =~ horteld > mate ~



camomila. Embora os valores apresentados na Tabela 1 sejam re-
sultado de experimentos in vitro, é possivel verificar que as amos-
tra de chd verde sio mais eficientes na remogao de H,0,, que é
uma das principais ROS intracelulares e que em modelo animal se
mostrou potencialmente geradora de cancer’s.

A relagdo existente entre a porcentagem de scavenging e o TTP
nas varias amostras de chds investigadas ndo é tdo facilmente es-
tabelecida. Observa-se (Tabela 1) o aumento da porcentagem de
scavenging com o TTP somente para as amostras de erva doce,
boldo e preto. No ensaio para a porcentagem de scavenging, outros
compostos nao polifenolicos de carater redutor podem aumentar

o consumo de H,0..

Flavondides

Matsubara® constatou a presenca dos flavonoéides quercetina e
campferol em amostras de cha de boldo, e quercetina em chd de
camomila, mas niao detectou flavondides em amostras de chas de
erva doce, erva cidreira, horteld, macéa e mate*’. Em outro estudo,
miricetina e quercetina foram identificadas em amostras de chés
de camomila, erva doce, mate e hortela e chds preto e verde®.

Na presente pesquisa, camomila e mate foram os grupos de chas
que apresentaram flavondides em todas as amostras analisadas,
enquanto nas amostras de cha preto nao se observou presenca.

Nos outros tipos de chds analisados, a quantidade de flavonoi-
des variou conforme a ordem: horteld = boldo = verde > cidreira
=~ doce > carqueja = branco. Neste ultimo tipo, outros compostos
AO’s devem ser os responsaveis pelo alto TTP encontrado.

Catequinas

Os ensaios cromatograficos realizados mostraram que todas as
amostras de chas contém catequinas (Tabela 1), mas os chds preto,
verde e branco revelaram presenca maxima (+++) em todas elas.

Os trés chas derivados da erva Camelia sinensis (preto, verde e
branco) sdo uma fonte rica de catequinas, apesar de apresentarem
diferentes tempos de fermentagdo. Outro estudo da literatura®
estabelece que o teor de catequinas nestes chds segue a ordem:
branco (folhas jovens) > verde (folhas secas) > preto (folhas se-
cas fermentadas). O chd verde tem mais catequinas que o preto
pois, apds a colheita, suas folhas passam pelo vapor, inibindo a
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oxidagdo destes compostos. Em seguida, as folhas secam natural-
mente, 0 que permite preservar as catequinas que sio convertidas
a teaflavinas e tearubigenas durante o processo de oxidagdo para a

obten¢do do chd preto.

Carotenos

Neste trabalho foi observada a presenca de carotenos em todas
as amostras analisadas de chds de camomila, mate e cidreira. Nos
grupos restantes, a quantidade de carotenos diminui de acordo
com a ordem: hortela ~ doce = boldo > carqueja.

Todas as amostras de chds preto, verde e branco analisadas
mostraram pouca presen¢a de carotenos. Nessa espécie vegetal
(Camelia sinensis L.), os carotenos ndo devem ser o grupo respon-

sével pelo alto valor de TTP encontrado (Tabela 1).

Concluséao

No presente estudo, pela primeira vez, um grande nimero de
ervas de chds comercialmente disponiveis em sachets na regiao
da grande Sdo Paulo foi avaliado com o objetivo de determinar a
CAT com o método CUPRAC.

As ervas utilizadas na elaboragdo dos chas contém compos-
tos quimicamente muito diferentes, o que dificulta a adogao
de um unico método para avaliar a CAT. Todavia, o conjunto
de ensaios aqui apresentado pode servir como um guia na
escolha do cha a ser consumido ou mesmo como um modelo
inicial de estudo para o controle de qualidade de produtos
fitoterapicos.

Todos os chas aqui analisados apresentaram atividade antioxi-
dante (em termos de redugdo do {fon Cu(II) na presenga do ligante
NC) e do scavenging de H,0,, indicando, assim, possiveis benefi-

cios para a saude quando consumido apropriadamente.
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