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RESUMO

Com intuito de maximizar a extragcdo de compostos bioativos e atividade antioxidante
(AA) do chéa verde proveniente de folhas roxas de Camellia sinensis (L.) var. assamica
(Mast.) Kitamura, conduziu-se estudos para avaliar métodos de extracdo de
compostos bioativos, envolvendo o tempo, temperatura, solventes e a proporcéo de
material vegetal no processo de extracdo, além da investigagdo da composicao
guimica dos diferentes extratos obtidos, atividade antioxidante in vitro, estabilidade
guimica dos compostos e bioatividades in vitro. No primeiro estudo (Capitulo 2),
utilizou-se a otimizagcdo simultanea aplicada que resultou na combinacdo da
temperatura de 60 °C, tempo de 15 min e relacdo massa-solvente de 1 g de folhas
roxas desidratadas para 62,3 mL de solvente (solucdo de etanol/acido citrico 80:20
v/v), como condicdes ideais de extracdo. Este extrato liofilizado na condicdo ideal
exerceu efeitos citotdxicos e antiproliferativos contra linhagens de células humanas
(IMR90, A549 e HCTB8), atividade antimicrobiana frente a alguns microrganismos
Gram-negativos e Gram-positivos, como Escherichia coli (IAL 2064), Listeria
monocytogenes (ATCC 7644), Staphylococcus aureus (ATCC 13565) e
Staphylococcus epidermidis e reduziu a secrecao de citocinas pro-inflamatorias (TNF-
a, CXCL2/MIP-2 e IL-6) em macréfagos RAW 264.7. Posteriormente, foi conduzida a
avaliacdo do solvente de extracdo (Capitulo 3) no cha verde proveniente de folhas
roxas de C. sinensis, com o objetivo de estimar o efeito isolado dos solventes, agua e
etanol, e suas combinacdes binarias na extragdo de compostos bioativos. Neste
estudo a condic&o ideal foi obtida na propor¢cdo 75% de etanol e 25% de 4gua como
solvente de extracdo. O extrato na condi¢cdo ideal evidenciou a diversidade de
compostos fendlicos, atividade antioxidante in vitro, ndo mostrou comportamento
hemolitico em eritrocitos submetidos a condi¢cdes hipotdnicas e isotbnicas, além de
apresentar efeitos citotdxicos in vitro por atividades antioxidantes e pré-oxidantes em
células cancerigenas e hibridas, respectivamente. Por fim, uma ultima condicéo de
extracdo foi estudada (Capitulo 4), utilizando como solvente extrator agua acidificada
com &cido citrico. Este extrato apresentou teores de diferentes classes de compostos
fendlicos, atividade antioxidante in vitro, equilibrio reversivel de antocianinas e
atividade antioxidante com variacdo de pH. Ao avaliar a estabilidade quimica, a
fotodegradacdo foi observada apos 24 h de exposi¢édo da luminosidade e degradacéo
térmica (> 80 °C). O extrato liofilizado apresentou propriedades antioxidantes como
inibicAo da peroxidacgdo lipidica, protecdo do plasma humano contra a oxidac&o
induzida pelo cobre e reducdo da viabilidade celular, além de exercer efeitos
antiproliferativos e citotoxicos em linhagens celulares (A549 HepG2, HCT8 e
Eahy926). Nos trés estudos realizados com folhas roxas de C. sinensis (cv. Zijuan),
0S extratos obtidos por um processo simples, de baixo custo e com utilizacdo de
solventes atoxicos, evidenciaram um alto potencial tecnoldgico, porém ainda carecem
de estudos de biodisponibilidade e bioacessibilidade in vivo.

Palavras-Chaves: Camellia sinensis; Folhas roxas de cha; Métodos de extracao;
Compostos fendlicos; Bioatividades.



ABSTRACT

In order to maximize the extraction of bioactive compounds and antioxidant activity
(AA) from green tea from purple leaves of Camellia sinensis (L.) var. assamica (Mast.)
Kitamura, studies were conducted to evaluate extraction methods for bioactive
compounds, involving time, temperature, solvents and the proportion of plant material
in the extraction process, in addition to investigating the chemical composition of the
different extracts obtained, activity in vitro antioxidant, chemical stability of compounds
and in vitro bioactivities. In the first study (Chapter 2), simultaneous optimization was
applied, which resulted in the combination of a temperature of 60 °C, a time of 15 min
and a mass-solvent ratio of 1 g of dehydrated purple leaves to 62.3 mL of solvent
(ethanol/citric acid solution 80:20 v/v), as ideal extraction conditions. This lyophilized
extract under ideal conditions exerted cytotoxic and antiproliferative effects against
human cell lines (IMR90, A549 and HCT8), antimicrobial activity against some Gram-
negative and Gram-positive microorganisms, such as Escherichia coli (IAL 2064),
Listeria monocytogenes (ATCC 7644), Staphylococcus aureus (ATCC 13565) and
Staphylococcus epidermidis and reduced the secretion of pro-inflammatory cytokines
(TNF-a, CXCL2/MIP-2 and IL-6) in RAW 264.7 macrophages. Subsequently, the
evaluation of the extraction solvent (Chapter 3) was conducted on green tea from
purple leaves of C. sinensis, with the aim of estimating the isolated effect of the
solvents, water and ethanol, and their binary combinations on the extraction of
bioactive compounds. In this study, the ideal condition was obtained with a proportion
of 75% ethanol and 25% water as extraction solvent. The extract in the ideal condition
showed the diversity of phenolic compounds, antioxidant activity in vitro, did not show
hemolytic behavior in erythrocytes subjected to hypotonic and isotonic conditions, in
addition to presenting cytotoxic effects in vitro due to antioxidant and pro-oxidant
activities in cancerous and hybrid cells, respectively. Finally, a last extraction condition
was studied (Chapter 4), using water acidified with citric acid as the extracting solvent.
This extract presented levels of different classes of phenolic compounds, in vitro
antioxidant activity, reversible anthocyanin balance and antioxidant activity with pH
variation. When evaluating chemical stability, photodegradation was observed after 24
h of light exposure and thermal degradation (> 80 °C). The lyophilized extract showed
antioxidant properties such as inhibition of lipid peroxidation, protection of human
plasma against copper-induced oxidation and reduction of cell viability, in addition to
exerting antiproliferative and cytotoxic effects in cell lines (A549 HepG2, HCT8 and
Eahy926). In the three studies carried out with purple leaves of C. sinensis (cv. Zijuan),
the extracts obtained by a simple, low-cost process using non-toxic solvents showed
high technological potential, but in vivo bioavailability and bioaccessibility studies are
still lacking.

Keywords: Camellia sinensis; Purple tea leaves; Extraction methods; Phenolic
compounds; Bioactivity.
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INTRODUCAO

Os chas se tornaram uma das bebidas mais consumidas em todo o mundo, e
sem davida a Camellia sinensis é a fonte vegetal mais utilizada para este proposito
(Santos et al., 2018). Os brotos, folhas e caules de Camellia sinensis [Camellia
sinensis (L.) O. Kuntze] e Camellia assamica [Camellia sinensis var. assamica
(Masters) Kitamura], sao utilizados para o processamento e obtencédo de diferentes
chas, classificados como nédo fermentado (cha verde e branco), semi fermentado (cha
ollong) e totalmente fermentado (cha preto) (Zhang et al., 2019a; Zhao et al., 2020). A
producdo de chas para consumo e pesquisa se tornou uma industria bilionéaria com
uma receita gerada de 7 bilhdes de délares em exportacbes mundiais em 2019, o que
corresponde uma area plantada de 1 milhdo de hectares com 5,79 milhdes de
toneladas de cha (Goncalves Bortolini et al., 2021).

Além do consumo de chéas na forma tradicional, como a infusdo, a aplicagédo
de extratos brutos ou compostos purificados séo utilizados em diferentes propésitos,
como: preservacdo de produtos carneos, substituicio de antioxidantes sintéticos,
suplemento em produtos lacteos, ocasionando o aumento da vida de prateleira de
produtos alimenticios por meio da inibicdo de microrganismos e/ou processos
oxidativos (Santos et al., 2020; Gongalves Bortolini et al., 2021).

Diferentes cultivares de C. sinensis sdo encontradas para o0 consumo € a
cultivar Zijuan, também conhecida como cha roxo, se destaca entre as cultivares
devido sua coloragéo roxa, oriunda do acumulo de antocianinas, o que fornece uma
rica diversidade de compostos fendlicos, com destaque para flavonoides,
especialmente flavan-3-06is, antocianinas e acidos fendlicos (Zhao et al., 2020; LI et
al., 2021; Shi et al., 2021; De Moura et al., 2022). Bioatividades da cultivar Zijuan
também ja foram relatadas na literatura, como efeitos antioxidantes, antimicrobianos,
anti-inflamatorios e anti-hiperglicémicos (Kerio et al., 2013; Gao et al., 2018; Zhao et
al., 2020; De Moura et al., 2023).

A técnica de extracdo solido-liquido € amplamente utilizada para extrair
compostos fenolicos devido a sua facil execucéo, alta reprodutibilidade e baixo custo
(Armstrong et al., 2020; Sayuti et al., 2021; Moura et al., 2022), porém fatores como
tempo, temperatura, tipo e volume de solventes devem ser avaliados e otimizados no
intuito de maximizar a extracdo de compostos bioativos, no entanto, a toxicidade do

solvente deve ser considerada para possiveis aplicaces em alimentos (Schechtel et
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al., 2019). Para fins alimenticios, solventes como agua e etanol sdo recomendados
devido a sua baixa toxicidade, sendo reconhecidos como seguros por 6rgdos de
saude de diversos paises como o Brasil (Resolucdo RDC n° 466 de 10 de fevereiro
de 2021), Estados Unidos (Food and Drug Administration - FDA) e Unido Européia
(Diretiva 2009/32/EC de 23 de abril de 2009). Levando em consideracdo os fatores
mencionados, os extratos devem fornecer um alto rendimento fenélico, porém devem
ser seguros para 0s consumidores e 0 meio ambiente.

Neste contexto, o presente estudo foi desenvolvido para otimizar diferentes
condic¢fes para extragdo dos compostos bioativos no ché verde proveniente das folhas
roxas de Camellia sinensis (L.) var. assamica (Mast.) Kitamura (cultivar Zijuan), em
um processo simples, atoxico e de baixo custo, avaliacdo das propriedades funcionais,
caracterizagéo e estabilidade quimica.

Esta tese de doutorado em quimica esté dividida em 4 capitulos interligados.
Capitulo 1: apresenta uma revisao bibliografica sobre chas provenientes da C.
sinensis, metabdlicos secundarios, bioatividades e possiveis aplicacdes na industria
farmacéutica e alimenticia.

Capitulo 2: aborda o estudo da influéncia da temperatura, tempo e razdo massa
solvente no processo de extracdo, visando maximizar os teores de compostos
bioativos extraidos e atividade antioxidante (AA) in vitro, utilizando uma abordagem
estatistica, aléem de avaliar as propriedades funcionais in vitro e a estabilidade dos
compostos fendlicos frente a variacdo de pH.

Capitulo 3: Aborda a avaliacdo dos efeitos isolados e binarios dos solventes
extratores, agua e etanol em diferentes proporcdes, visando potencializar os teores
de compostos fendlicos e atividade antioxidante, bem como a composicdo quimica
através da cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS)
e bioatividades in vitro.

Capitulo 4: Compreende o estudo do extrato antocianico obtido com solu¢do aquosa
de acido citrico, visando avaliar a composicdo quimica, bioatividades in vitro e

estabilidade frente a variacdo de pH, temperatura e luz.



Figura 1.0 Subdivisdo da tese de doutorado em quatro capitulos interligados.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar diferentes condi¢cdes de extracdo dos compostos bioativos presentes
no cha verde proveniente de folhas roxas de Camellia sinensis (L.) var. assamica
(Masters) Kitamura cv. Zijuan, bem como avaliar a composicao fendlica, estabilidade

guimica, atividade antioxidante e bioatividades in vitro dos extratos obtidos.
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CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1CHAS

Os chas ganharam o mundo devido suas caracteristicas de aroma e sabor, mas
suas propriedades medicinais foram fundamentais para que o cha se tornasse uma
das bebidas mais consumidas em todo o mundo. N&o ha indicagbes de quando os
chas comecaram a serem consumidos, porém ha diversas lendas que contam sobre
este acontecimento. A lenda mais conhecida afirma que em 2737 a.C. um imperador
chinés teria sido o primeiro a saborear o cha, pois folhas cairam sobre o recipiente
com agua a ser fervida, curioso ele saboreou a bebida colorida e achou saborosa e
revitalizante. Porém, o primeiro registro escrito foi no ano de 200 a.C, em um livro
chinés que menciona efeitos desintoxicantes de chas (Elisa; Braibante, 2014)

Na era cristd, os chas foram se difundindo cada vez mais pelo mundo, no século
XVII, por exemplo, ocorreu a introdugédo dos chas na india pelos britanicos (Diby et al.,
2016) e no Brasil no inicio do século XIX D. Jodo VI iniciou o plantio de Camellia
Sinensis para assegurar o consumo pela corte portuguesa (Lima, 1997) e com o
passar o tempo, as infusdes caseiras comec¢aram a ganhar cada vez mais visibilidade.
As propriedades medicinais juntamente com a cultura popular foram fortalecendo esse
consumo.

Além dos chas serem uma excelente fonte de compostos bioativos € um setor
gue contribui para o desenvolvimento socioeconémico, visto que representa uma
importante fonte de emprego e renda para milhdes de familias. Atualmente a China é
maior produtor de cha e corresponde a 47% da producéo global, com 3,1 milhdes de
toneladas em 2021, ja a india com 1,33 milhdes de toneladas é o segundo maior
produtor. Estima-se que até 2030, a producdo mundial de chas devera aumentar
anualmente 2,1% (Fao, 2022).

Em 2022, por meio da legislacéo sanitaria federal disposta na Resolugdo RDC
ANVISA n°® 716, de 01 de julho de 2022, a ANVISA estabeleceu a identidade e as
caracteristicas minimas de qualidade dos chéas e definiu como “o produto constituido
de uma ou mais partes de espécie(s) vegetal(is) inteira(s), fragmentada(s) ou
moida(s), com ou sem fermentacdo, tostada(s) ou ndo, constantes de Regulamento

Técnico de Espécies Vegetais para o Preparo de Chés. O produto pode ser adicionado
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de aroma e ou especiaria para conferir aroma e ou sabor” (Brasil, 2022). Os teores de
compostos fendlicos e volateis também s&o utilizados para garantir da qualidade de
um cha, aléem dos parametros regulatérios vigentes, visto que tais compostos estado
relacionados com as suas caracteristicas sensoriais (Qian et al., 2018).

Os chas podem ser oriundos de diferentes ervas, como o cha mate produzido
a partir de folhas e caules de llex paraguariensis A. St.-Hil., uma planta nativa da
Ameérica do Sul, o cha rooibos que é fabricado a partir Aspalathus linearis, um arbusto
de origem indigena e endémico da Africa do Sul e os chas branco, verde, amarelo e
preto produzidos a partir da Camellia sinensis, sendo esta a fonte vegetal mais
consumida para fabricacdo de chas em todo o mundo (Santos, et al., 2018a; Zhang et
al., 2019a).

1.2CAMELLIA SINENSIS

A Camellia sinensis é a espécie mais utilizada em todo o mundo para a
producdo de chas. Pertencente a familia Theaceae, o cultivo da Camellia Sinensis
concentra-se na China e india, totalizando aproximadamente 60% da produc&o
mundial (Zhang et al., 2019a). Duas diferentes variedades séo cultivadas, a sinensis
([Camellia sinensis (L.) O. Kuntze) e assamica [Camellia sinensis var. assamica
(Mast.) Kitamura]. Em seu habitat natural, a Camellia sinensis var. sinensis € um
arbusto perene, ou seja, seu ciclo de vida é longo, com 1 a 2 metros de altura, folhas
grossas e coriaceas (rigidas como o couro), tolerante a alta altitude e baixa
temperatura. A Camellia sinensis var. assamica é uma arvore, podendo ter de 10 a 15
metros de altura, folhas elipticas, com 8 a 20 cm de comprimento e 3,5 a 7,5 cm de
largura, com preferéncia a climas quentes e iumidos. Para ambas a umidade relativa
ideal € de 70 a 90% e o pH ideal do solo de 4,5 a 5,5, embora possa se adaptar ao
pH entre 3,3 a 6,0 (Diby et al., 2016; Zhang et al., 2019a).

As folhas de C. sinensis, de ambas as variedades, possuem uma composicao
rica em compostos fenolicos (acidos fendlicos, flavonoides e taninos), alcaloides
(metilxantinas) e nutrientes (carboidratos, proteinas e minerais). Os compostos
fendlicos se destacam na composi¢cdo quimica com 18 a 36%, sendo as catequinas
responsdaveis por 12 a 24% do total de polifendis presentes (Gongalves Bortolini et al.,
2021).
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A patrtir de brotos, folhas jovens, folhas maduras e caules de C. sinensis seis
tipos de chas podem ser produzidos e sado classificados de acordo com seu
processamento para desidratacdo, sdo eles: verde, amarelo, branco, preto, oolong
(vermelho) e pu-erh (ch& escuro) (Granato et al., 2014; Goncalves Bortolini et al.,
2021). Cada chéa apresenta caracteristicas e composicdo quimica distinta devido as
etapas do processamento, origem geografica, clima e variedade da planta (Zhang et
al., 2019a; Goncalves Bortolini et al., 2021).

Dentre os principais processos envolvidos no processamento, o grau de
fermentacdo (ndo fermentado, parcialmente fermentado, totalmente fermentado e
pés-fermentado) se destacam e fornecem as principais caracteristicas de cada cha,
além das etapas de processamento, como colheita, limpeza, selecdo, secagem parcial
ou total, rolagem e armazenamento (Gongalves Bortolini et al., 2021). O cha verde,
por exemplo, é produzido a partir de folhas da C. sinensis sendo a fixa¢do a primeira
etapa, para desativar as enzimas enddgenas (especialmente a enzima polifenol
oxidade) que sao responsaveis pela fermentacéo dos outros tipos de chas. Apds essa
etapa, as folhas de cha séo enroladas manualmente ou em maquinas especificas para
gue ocorra a quebra da estrutura celular e por fim, desidratadas (Zhang et al., 2019a).
Os chas considerados nao fermentados séo o cha branco, verde e amarelo, enquanto
o cha oolong é considerado um cha de curta fermentacéo, o cha pu-erh um cha pos
fermentado e o cha preto um cha com fermentacdo completa (Kilel et al., 2013;
Goncalves Bortolini et al., 2021). A fermentag&o do cha faz com o que as folhas antes
ricas em catequinas comeg¢am a ser oxidadas por enzimas enddgenas ou de origem
microbiana, gerando uma mistura complexa de polifendis, especialmente teaflavinas
(Zhang et al., 2019a).

1.2.1 Camellia sinensis (L.) var. assamica (Mast.) Kitamura: cultivar Zijuan

Uma diferente cultivar de C. Sinensis tem chamado a atencdo devido a
coloracao de suas folhas, antes eram verdes agora podem-se encontrar folhas roxas.
Tal coloracao é oriunda do acumulo de antocianinas, pois a exposi¢ao a adversidades,
como luz intensa no verao ou baixas temperaturas no outono favorecem o processo
de sintese. A cor roxa prevalece mesmo ap0s as condicbes ambientais favoraveis
serem restauradas (Li et al., 2023). Foi cultivada pela primeira vez em 1985 no Instituto

de Pesquisa do Cha (Academia de Ciéncias Agricolas de Yunnan) na China e a partir
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de 2005 é uma planta protegida pela Administragéo Florestal do Estado da China (Lv
et al., 2015; Gao et al., 2018). Conhecida como cha Zijuan ou cha roxo normalmente
e classificada como cha verde, preto ou pu-erh, dependendo do seu processo de
fabricacéo (Kerio et al., 2013; Peng et al., 2013; Joshi; Rana; Gulati, 2015).

As cores roxa, vermelha e azul presente em frutas, vegetais, folhas e flores é
caracteristica da presenca de antocianinas, compostos fendlicos, pertencentes ao
grupo dos flavonoides. Em estudos realizados por Lv et al. (2015) foram identificadas
em extratos metandlicos de cha Zijuan os compostos: pelargonidina-3,5-O-
diglicosideo, cianidina-3-O-galactosideo, cianidina-3-O-glicosideo, delfinidina,
cianidina, pelargonidina, peonidina e malvidina, sendo a cianidina-3-O-galactosideo
em maior concentracdo. Em outro estudo, Kerio et al. (2012) relataram a presenca de
5 das 6 antocianidinas naturais mais comuns, a delfinidina, cianidina, pelargonidina,
peonidina e malvidina, em extratos metandlicos em chés verdes e pretos produzidos
a partir de folhas roxas de C. sinensis, além de duas antocianinas, cianidina-3-O-
galactosideo e cianidina-3-O-glicosideo. Neste mesmo estudo catequinas também
foram identificadas nos chas derivados de folhas roxas de C. sinensis, se destacam a
(-)-epigalocatequina, catequina, (-)-epicatequina, (—)-epigalocatequina-galato e (-)-
epicatequina galato.

Tais compostos estdo associados a bioatividades ja observadas e relatadas na
literatura, como propriedades antioxidantes (Fan et al., 2013; Kerio et al., 2013),
inibidor da proliferacao de células cancerigenas da mama, colén e figado (Gao et al.,
2018), reducao do risco de doencas neurodegenerativas (Wang et al., 2017), efeito
anti-hiperglicémico (Zhao et al., 2020), além da diminuicdo dos niveis colesterol total,
colesterol de baixa densidade e triacilgliceréis plasmaticos (Peng et al.,, 2013). A
presenca de catequinas, frequentemente encontradas em chas derivados da C.
sinensis e antocianinas em um mesmo meio reacional podem favorecer no aumento
de bioatividade, visto que sdo poderosos antioxidantes, além do efeito sinérgico entre
catequinas e antocianinas (Rossetto et al., 2002). Grupos hidroxilas adicionais
favorecem o aumento da atividade antioxidante, como exemplo, auxiliando em uma

maior atividade de eliminagéo de radicais livres (Joshi; Rana; Gulati, 2015).
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1.3METABOLITOS SECUNDARIOS DE PLANTAS

As bioatividades relacionadas aos produtos naturais estdo associadas aos
metabdlicos secundarios produzidos pelas plantas. Tais compostos ndo apresentam
acdo nos processos vitais do vegetal, como a fotossintese, respiracao e producgéo de
substancias essenciais como o0s lipideos, proteinas e carboidratos, porém
desempenham na planta funcdes de protecdo contra micro-organismos patogénicos
e insetos, diminuem os danos causados por condi¢cdes ambientes desfavoraveis como
temperatura, luz e pH, além de contribuir para a acidez, adstringéncia, sabor, odor e
cor de alimentos a base de plantas (Alara; Abdurahman;Ukaegbu, 2021).

Os metabdlitos secundarios séo divididos em trés grandes grupos, originados
a partir de vias metabdlicas, em especial a via do acido chiquimico e a do acetil CoA,
séo eles: terpenos, compostos nitrogenados e compostos fendlicos. Os terpenos sao
formados pela unido de moléculas de 5 carbonos (CsHs)n, originando cadeias abertas
ou fechadas. Os compostos nitrogenados séo formados principalmente a partir de
aminoacidos aromaticos. Os compostos fendlicos caracterizado quimicamente pela
presenca de pelo menos um grupo hidroxila ligada diretamente a um anel aromatico,
originando mais de 50000 moléculas ja identificadas, devido ser estruturalmente
heterogéneo, sendo uma importante fonte de estudos e explorada por diversos

pesquisadores (Avila-Roman et al., 2021)

1.3.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sao moléculas orgéanicas formadas por um ou mais
anéis aromaticos ligados diretamente a um ou mais grupos hidroxilas (-OH) e podem
ter substituintes como os grupamentos metil, metoxil, amino, monossacarideos, entre
outros (Alara, Abdurahman; Ukaegbu, 2021). Tais compostos s&o derivados da
fenilanina e sintetizados por duas principais vias metabdlicas, a via do &acido
chiquimico e a via do acido malénico. Nestes processos, ocorre a introducdo de um
ou mais grupos hidroxila, originando os subgrupos de compostos fendlicos.

Dentre as principais classes de compostos fendlicos, destaca-se os acidos
fendlicos, flavonoides, taninos e estilbenos (Alara, Abdurahman; Ukaegbu, 2021;
Carmo et al., 2018). Os éacidos fendlicos séo caracterizados por apresentar o anel

aromatico, grupo carboxilico e grupos hidroxilas e/ou metoxila e podem ser divididos
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em dois grupos principais, 0os acidos benzoicos ou hidroxibenzoicos (Figura 1.1A),
formados por uma estrutura de 7 carbonos (Cs-C1) e como exemplos pode-se citar 0
acido galico, vanilico e o siringico e os acidos cinamicos ou hidroxicinamicos (Figura
1.1B) que contém em sua estrutura uma cadeia de 9 carbonos (Ce-C3), como o &cido

p-cumarico, cafeico e ferdlico.

Figura 1.1 — Exemplos de &cidos fendlicos. Acido hidroxibenzéico (A) e acido hidroxicinamico (B).

(A) (B)

O 0
OH S OH

HO HO

Fonte: O autor.

Os flavonoides tém como estrutura quimica um esqueleto de carbono comum
de difenilpropano (Cs-C3-Cs), composto por dois anéis de benzeno (A e B) unidos por
um anel pirano com um heteroatomo de oxigénio (anel C), como demostrado na Figura
1.2A. Diferencas estruturais no anel C classificam os flavonoides em flavonais,
flavonas, flavanadis, flavononas, antocianidinas e isoflavonoides (Figura 1.2B — G). As
diferencas na estrutura de cada subgrupo sdo parcialmente atribuidas ao padrédo e
grau de hidroxilacdo, glicosilacdo ou metoxilacdo (Kumar; Pandey, 2013; Alara;
Abdurahman; Ukaegbu, 2021).

Figura 1.2 — Estrutura quimica béasica dos flavonoides (A) e subclasses de flavonoides (B-G)
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Fonte: Adaptado de Kumar e Pande (2013).

28

Os flavan-3-6is, ou apenas flavanois, usualmente chamados de catequinas, é

a subclasse de flavonoides mais abundante em chés provenientes da C. sinensis. A

unidade béasica contém dois carbonos quirais, C2 e Cz no anel B (Figura 1.2A) e

normalmente as configuracdes 2R e 3R dos flavandis sdo predominantes, como (-)-

epicatequina (EC), (-)-epicatequina galato (ECG), (-)-epigalocatequina (EGC) e (-)-

epigalocatequina galato (EGCG), observadas na Figura 1.3.
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Figura 1.3 — Estruturas de flavanéis predominantes nos chas provenientes da Camellia sinensis. (-)-
epicatequina (A), (-)-epicatequina galato (B), (-)-epigalocatequina (C) e (-)- epigalocatequina galato (D).
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Fonte: O autor.

Em comparacdo a outros flavonoides, os flavandis apresentam maior
capacidade antioxidante, como comprovado por Grzesike et al., 2018 ao avaliar a
eliminacao do radical ABTS e atividade antioxidante redutora de ferro de flavonoides
(hesperidina, morina, naringenina, naringina e rutina) e catequinas (EGCG, ECG, EGC
e EC). Tal comportamento esta relacionado com a presenca de grupos hidroxilas em
suas estruturas quimicas, exibindo uma maior inibicdo na producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e atividade de eliminacdo de radicais livres em
comparacao a outros compostos ou classes fendlicas (Xu; Gao; Granato, 2021).

As antocianidinas (Figura 1.4), outro subgrupo dos flavonoides, é a classe de
compostos que se destacam nas folhas roxas de C. sinensis. Tais compostos quando
ligadas a glicosideos (agucares) sdo denominadas de antocianinas e responsaveis
pelas coloracdes vermelha, azul, roxa e laranja de vegetais, frutas, folhas e flores.
Dentre os principais agucares, a glicose, ramnose, xilose, galactose e arabinose séao
frequentemente ligadas a antocianidina. As antocianinas diferem-se nos grupamentos
ligados aos anéis, que podem ser de hidrogénio, hidroxilas ou metoxilas, como
observado alguns exemplos na Figura 1.4, além dos diferentes aglcares.

Mais de 500 antocianinas e 27 antocianidinas ja sao conhecidas e

identificadas na natureza, porém apenas 6 antocianidinas representam 90% da



30

classe, sédo elas: cianidina, pelargonidina, delfinidina, petunidina, peonidina e
malvidina (Wallace; Giusti, 2015).

Figural.4 — Estrutura quimica bésica da antocianidina e exemplos de grupos substituintes.

R
OH
+
HO 0
‘ X R,
// O___Rz
OH
Antocianina Grupo R Grupo Ry Grupo R»
Cianidina-3-O-glicosideo OH H Glicose
Cianidina-3-O-galactosideo OH H Galactose
Malvidina-3-O-glicosideo OCHs OCHz3 Glicose

Fonte: Adaptado de WALLACE E GIUSTI, 2015.

O uso de extratos de antocianinas como pigmentos naturais é utilizada pela
industria, devido suas diferentes cores, porém sao instaveis e suscetiveis a
degradacbes (Figura 1.5) influenciada por fatores como pH, luminosidade,
temperatura, solventes, gas oxigénio, ions metalicos e enzimas (Alappat; Alappat,
2020). Com a alteracdo do pH podem ocorrer quatro estruturas quimicas principais
em equilibrio com o0 meio, o cation flavilico, a base quinoidal, o carbinol pseudobase
e a chalcona, sendo o cétion flavilico (pH 1-2) a forma mais estavel e de coloracéo

vermelha (Granato et al., 2016).
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Figura 1.5 — Antocianinas e fatores que afetam a estabilidade estrutural.
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Fonte: Adaptada de ENARU et al. (2021).

Os taninos, classe dos compostos fendlicos com estrutura complexa, podem
ser divididos em taninos condensados e taninos hidrolisaveis. Os taninos
condensados, sao formados pela ligacdo de dois ou mais monémeros de flavandis,
possuem estrutura complexa, resistente a hidrolise e de alto peso molecular. Os
taninos condensados também sdo chamados de proantocianidinas devido ao fato de
gue, quando aquecidos em uma solucdo 4cida de &lcool, podem ser degradados em
antocianidinas por meio de um processo de oxidacdo catalisada por acido (Alara,
Abdurahman; Ukaegbu, 2021). J& os taninos hidrolisaveis sdo formados por
poliésteres de acido galico e diferentes carboidratos e sao facilmente hidrolisados em
condicdes acidas e basicas.

Essas substancias fendlicas, sozinhas ou combinadas, com sinergismo entre
0S compostos, sdo parcialmente responsaveis pelas atividades bioldgicas in vitro e in

vivo dos chas de C. sinensis.

1.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

De acordo com Halliwell e Gutteridge (2007), antioxidantes sdo substancias
gue em baixa concentracdo comparado ao substrato oxidavel, sdo capazes de

retardar ou prevenir significativamente a oxidacao deste substrato. Substancias com
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ndcleo fendlico atuam como eficientes captadores de espécies reativas de oxigénio
(EROs), por mecanismos de transferéncia de elétrons, transferéncia de atomos de
hidrogénio e quelante de metais de transicdo como zinco, cobre e ferro (Granato et
al., 2018a).

As EROs, podem atacar e danificar praticamente qualquer molécula do
organismo, tais radicais atacam doando um elétron desemparelhado ou capturando
um elétron de outra molécula, ficando estaveis, porém a molécula atacada transforma-
se em um radical, desencadeando uma reacdo em cadeia consequentemente
destruindo o tecido. S&o exemplos de EROs: anion superoxido (O2™), radical hidroxila
(OH"), 6xido nitrico (NO) e o perdxido de hidrogénio (H2032), que apesar de ndo ser um
radical livre, € capaz de causar danos ao DNA ao atravessar a membrana nuclear
(Brewer, 2011).

Os extratos obtidos de plantas apresentam crescente interesse cientifico
devido seus efeitos benéficos a saude, principalmente pela atividade antioxidante
exercida pelos compostos fendlicos presentes nos extratos. Procedimentos padrbes
de medida da atividade antioxidante s&o utilizados através da avaliacdo dos variados
mecanismos de acdo, e devem seguir uma série de condi¢des, como exemplificado
por Granato e Nunes (2016), séo eles:

Avaliar reacdes de transferéncia de elétrons e &tomos de hidrogénio;
Especificar o substrato de oxidagao;

Medir reacdes quimicas que de fato ocorram em reac¢des principais;
Ser simples e possuir um mecanismo definido;

Ter instrumentacao que seja disponivel;

Ter boa reprodutibilidade;

Medir antioxidante lipofilicos e hidrofilicos;

Utilizar diferentes fontes de radicais;

© © N o o & w0 NP

Ser utilizado em larga escala.

Todas essas caracteristicas sdo fundamentais, porém em apenas uma analise
€ impossivel reunir todas, assim a combinacdo de procedimentos padrdes sao
utilizados para tragar um perfil de bioatividade de uma determinada amostra (Granato;
Nunes, 2016).

Os mecanismos de acdo de substancias antioxidantes podem ocorrer
principalmente por trés mecanismos, além da combinacéo destes. O mecanismo de

acao via transferéncia de hidrogénio (HAT) mensura a capacidade de um antioxidante
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(AH) em neutralizar os radicais livres através da doagdo de atomos de hidrogénio,
enguanto o mecanismo de transferéncia de elétrons (ET) mede a capacidade dos
compostos em transferir um elétron para a molécula antioxidante. Ambos os ensaios
produzem uma espécie neutra ndo reativa, um ion fenolato estavel, uma espécie
catibnica e uma espécie reduzida e energeticamente estavel, espécies sem poder de
ataque devido estabilizacdo de elétrons do anel aroméatico. Por fim, o terceiro
mecanismo de acdo € a capacidade de quelar metais de transi¢cdo, como ions de cobre
e ferro que estdo ativamente ligados a producdo de espécies reativas, como as de
oxigénio, decorrentes a reagdes de Fenton (Eq. 1.1) e de Haber-Weiss (Eqg. 1.2), como
exemplificado nas equacdes abaixo (Granato et al., 2018a).
Fe?* + 0, » Fe3* + 05"
205° + 2H* - H,0, + 0,
Fe?* + H,0, > Fe3* + OH™ + OH® (Eg. 1.1)
Fe3* + 0, - Fe?* + 0,
Fe?* + H,0, - Fe3* + OH™ + OH"
0, + H,0, > 0,+ OH™ + OH® (Eq. 1.2)

As andlises frequentemente utilizadas para avaliacdo antioxidante, como a
capacidade antioxidante de reducdo do ferro (FRAP), capacidade redutora do
reagente fenol de Folin-Ciocalteu e a capacidade redutora do ion cuprico (CUPRAC)
sdo exemplos de andlises que utilizam o método ET, enquanto a capacidade de
absorcao do radical oxigénio (ORAC) e o ensaio que avalia o branqueamento do [3-
caroteno sao ensaios com mecanismo HAT. Ensaios de atividade captadora de
radicais livres, como DPPH e ABTS, utilizam ambos os mecanismos. Vale ressaltar
que o mecanismo ET depende do pH do meio e simulados por meio de um agente
oxidante (Granato; Nunes, 2016).

As analises in vitro fornecem uma ampla avaliacdo sobre o perfil antioxidante
de extratos naturais e/ou compostos isolados, porém a avaliagdo da eficacia de
compostos antioxidantes em humanos dependem da biodisponibilidade in vivo,
biotransformacéo e bioacessibilidade, visto que as condicdes fisioldgicas do individuo,
perfil da microbiota intestinal, caracteristicas quimicas intrinsecas dos compostos, sao
alguns exemplos de fatores que influenciam a atividade antioxidante in vivo (Granato;

Nunes, 2016). O uso de andlises in vitro com células isoladas, incluindo hemécias
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humanas e células tumorais, auxiliam e fornecem uma avaliacdo mais proxima ao in
vivo. Com os modelos in vitro baseados em células, é possivel avaliar a seletividade
dos extratos analisando a viabilidade das células apOds exposicdo a diferentes
concentracdes do extrato e os efeitos de um agente oxidante (por exemplo, H202) na
capacidade antioxidante, através da diminuigdo da producédo de EROs e produtos de
oxidacao (Cruz et al., 2021; Moura et al., 2023).

1.5 APLICACAO TECNOLOGICA E EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

A procura por alimentos nutricionalmente balanceados pelos consumidores fez
com gue a industria alimenticia buscasse alternativas para substituicdo de aditivos
guimicos sintéticos por extratos naturais de plantas e/ou frutas, ndo apenas suas
propriedades antioxidantes e antimicrobianas, mas também pelos aspectos sensoriais
que conferem aos produtos (Granato et al., 2018b). O uso de extrato bruto ou
compostos isolados pela inddstria alimenticia como aditivos possibilita o
desenvolvimento de produtos inovadores, saudaveis, nutritivos e de longa vida util
(Gongalves Bortolini et al., 2021).

O aumento da vida de prateleira de produtos alimenticios por meio da inibi¢cao
de microrganismos e processos oxidativos sdo fundamentais para obtencdo de um
produto de qualidade, além dos aspectos sensoriais que 0 extrato agrega ao produto
(Lorenzo; Munekata, 2016).

A técnica de extracdo sélido-liquido € amplamente utilizada para extracao de
compostos fenodlicos de interesse devido sua facil execucédo, confiabilidade e baixo
custo (Sayuti et al., 2021), porém diferentes variaveis podem interferir no processo de
extracdo de compostos bioativos de interesse, como o0 tempo, temperatura, tipo e
volume de solventes (Lorenzo; Munekata, 2016; Moura et al., 2022). Tais fatores sé&o
fundamentais para a eficacia da extracdo de compostos fendlicos, influenciando na
permeabilidade do solvente para o interior da matriz vegetal e consequentemente na
difusdo do soluto para o solvente, favorecendo o aumento da concentracdo de
compostos fendlicos (Cacace; Mazza, 2003). Porém € importante ressaltar que 0s
compostos fendlicos, especialmente as antocianinas, podem ser degradados com
temperaturas acima de 60 °C, quando expostos a luz por tempo prolongado e com a
variacdo intensa de pH, resultando em baixas concentracdes e reducao dos potenciais

beneficios a saude (Escher et al., 2018; Howard et al., 2012).
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Os solventes utilizados para a extracdo também devem ser cuidadosamente
escolhidos, visto que podem favorecer o aumento no teor dos compostos extraidos,
além da extracao seletiva desses compostos (Pedro et al., 2016; Cruz et al., 2021).
Na literatura, é possivel encontrar solventes como a agua, etanol, acetona, metanol,
acetato de etila, éter de petréleo e diclorometano, utilizados com o propdsito de extrair
compostos fendlicos (Guo et al., 2018; Armstrong et al., 2020; Fan et al., 2020; Fidelis
et al., 2020; Shi et al., 2021). O uso de uma mistura de solventes ou acidificacdo da
solucdo para maximizar essa extracdo também sao reportadas (Almeida et al., 2017;
Fidelis et al., 2020; Cruz et al., 2021), porém € importante ressaltar que a toxicidade
do solvente deve ser avaliada (Schechtel et al., 2019). Para fins alimenticios,
solventes como agua e etanol sdo recomentados pela baixa toxicidade e reconhecidos
como seguros pela legislagéo brasileira (Resolugdo RDC N° 466, de 10 de fevereiro
de 2021), pela FDA (Food and Drug Administration) dos Estados Unidos e também
pela Comissao e Parlamento europeu através da Diretiva 2009/32/EC de 23 de Abril
de 2009, que estabelece os solventes de extracdo autorizados e que podem ser
utilizados na producéo de alimentos e ingredientes alimenticios na unido europeia ou
agueles importados.

Levando em consideracdo todos os fatores mencionados anteriormente, 0
processo de extracdo deve fornecer um alto rendimento fendlico, e deve usar
solventes que sejam seguros para os consumidores e o meio ambiente (Moura et al.,
2023). O uso de modelos matematicos obtidos pela metodologia de superficie de
resposta (MSR) descrevem o efeito de varidveis de interesse na composi¢cao quimica
e bioatividade dos extratos (Armstrong et al., 2020; Escher et al., 2020) e auxiliam na

escolha dos parametros ideais para a extracéo (Moura et al., 2022).
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CAPITULO 2 - FOLHAS DE CHA ROXO (CAMELLIA SINENSIS var. ASSAMICA
CV. ZIJUAN) COMO UM POTENCIAL INGREDIENTE FUNCIONAL: DA
EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS AS ATIVIDADES ANTIOXIDANTES E
BIOLOGICAS?

2.1 INTRODUCAO

Em forma de cha, a C. sinensis é a fonte vegetal mais consumida em todo o
mundo, além do sabor agradavel é considerada saudavel, devido ao alto teor fendlico
(Zhang et al., 2019a). Conhecido como cha Zijuan, folhas roxas de C. sinensis tem se
destacado entre as variedades da planta devido sua composicdo fendlica
diversificada, incluindo compostos como flavan-3-6is, acidos fendlicos e antocianinas,
responséaveis pela coloracdo das folhas (Kerio et al., 2012; Zhao et al., 2020).

Atividades bioldgicas, principalmente antioxidantes, estdo relacionadas aos
compostos fendlicos e o uso de extratos naturais como ingredientes funcionais obtidos
por processos de extracdo ja € uma tendéncia (Armstrong et al., 2020). Porém é
necessario o estudo das variaveis envolvidas no processo de extracdo, pois
temperaturas elevadas e um tempo prolongado podem degradar os compostos e
consequentemente resultar em baixas concentracdes e reducdo dos potenciais
benéficos a saude (Escher et al., 2018). Nesse contexto, 0 presente estudo foi
desenvolvido para avaliar os efeitos da combinacdo das variaveis independentes
(tempo, temperatura e razdo massa:solvente) e assim otimizar a condicdo para
extracdo dos compostos bioativos no cha verde proveniente das folhas roxas de C.
sinensis (L.) var. assamica (Mast.) Kitamura cv. Zijuan, em um processo simples e de

baixo custo, além de avaliar a bioatividade do extrato otimizado obtido.

1Capitulo publicado: MOURA et al. Purple tea (Camellia sinensis var. assamica) leaves as a potential
functional ingredient: From extraction of phenolic compounds to cell-based antioxidant/biological
activities. Food and Chemical Toxicology, . 159, 2022. Disponivel  em:
https://doi.org/10.1016/j.fct.2021.112668
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Modelar e otimizar as condicdes de extracdo de compostos bioativos utilizando
técnicas estatisticas;

e Investigar a composicdo quimica por métodos cromatograficos;

e Analisar as bioatividades in vitro;

e Avaliar o efeito da variacao de pH no teor de compostos bioativos e AA,;

e Correlacionar os compostos bioativos e mecanismos de AA.

2.3 MATERAIS E METODOS

2.3.1 Matéria Prima

O cha verde proveniente de folhas roxas de C. sinensis (L.) var. assamica
(Masters) Kitamura cv. Zijuan, foi adquirido na cidade de Xishuangbanna, Yunnan
Province, Chinaem 2017 (Figura 2.1A). O processamento para obtencéo do cha verde
€ produzido através das seguintes operagcfes sequenciais: fixagdo, obtencdo de
cachos e desidratacdo. Na primeira etapa, ocorre a desativacdo das enzimas
endogenas (1,5-2 min a 130 °C) presentes nas folhas frescas. Apos a fixacéo, as
folhas de cha sédo enroladas manualmente ou em maquina para obten¢éo dos cachos,
em seguida, sao desidratadas (Zhang et al., 2019a). Com o objetivo de se obter uma
maior area superficial a amostra foi triturada (60 Tyler mesh) e armazenada em
frascos de polietileno de baixa densidade a -10 °C, sob abrigo de luz para posterior
preparo dos extratos (Figura 2.1B).

Figura 2.1 - Cha verde obtido de folhas roxas de Camellia sinensis adquirido no comércio local de
Xishuangbanna, China (A) e triturado (B).
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Fonte: Do Autor.
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2.3.2 Planejamento Experimental e Preparacéo dos Extratos

Utilizou-se um planejamento fatorial do tipo Box-Behnken para otimizar as
condicbes de extracdo dos compostos bioativos e atividade antioxidante (AA)
presentes nas folhas roxas desidratadas de C. sinensis. Avaliou-se o efeito da
combinacédo de trés variaveis independentes (temperatura, tempo e a relacdo massa-
solvente). As temperaturas utilizadas foram 20, 40 e 60 °C, o tempo de extracao foi
de 5, 10 e 15 minutos, e a relacdo méassica de material vegetal pelo volume de solvente
foi de 1:35, 1:50 e 1:65 (g/mL), distribuidos conforme a Tabela 2.1. Realizou-se cinco
repeticbes no ponto central para estimar o erro e avaliar a falta de ajuste dos modelos
propostos. Como solvente utilizou-se uma solucao de etanol anidro e acido citrico (1
mol/L), em uma proporc¢ao 80% etanol anidro e 20% &cido citrico (pH 3,5). A extracéo
foi realizada em uma cuba extratora com 50 mL de solvente extrator, protegida da luz
e sob constante agitacdo. Apds esta etapa, os extratos foram filtrados em papel filtro
gualitativo e o residuo lavado com o solvente extrator até completar o volume para
padronizacdo do volume final. Os extratos foram armazenados sob refrigeracédo (8 °C)
em frascos de polietileno protegidos da luz até o0 momento das analises.

Tabela 2.1 - Matriz do Planejamento fatorial Box-Behnken com os niveis reais e codificados.

Ensaios Temperatura (°C) Tempo (min) 1:X (mL)

E1 20 (-1) 10 (0) 1:65 (+1)
E2 20 (-1) 5(-1) 1:50 (0)
E3 20 (-1) 15 (+1) 1:50 (0)
E4 20 (-1) 10 (0) 1:35 (-1)
E5 40 (0) 15 (+1) 1:35 (-1)
E6 40 (0) 5(-1) 1:35 (-1)
E7 40 (0) 15 (+1) 1:65 (+1)
E8 40 (0) 5(-1) 1:65 (+1)
E9 60 (+1) 10 (0) 1:35 (-1)
E10 60 (+1) 10 (0) 1:65 (+1)
E11 60 (+1) 15 (+1) 1:50 (0)
E12 60 (+1) 5(-1) 1:50 (0)
E13 (C) 40 (0) 10 (0) 1:50 (0)
E14 (C) 40 (0) 10 (0) 1:50 (0)
E15 (C) 40 (0) 10 (0) 1:50 (0)
E16 (C) 40 (0) 10 (0) 1:50 (0)
E17 (C) 40 (0) 10 (0) 1:50 (0)

Nota: (C) = pontos centrais; 1:X = 1 g de material vegetal para X mL de solvente
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2.3.3 Determinagédo da Composicao Fendlica

O método Azul de Prussia (Price; Butler, 1977: Margraf et al., 2016) foi
utilizado para quantificacdo dos teores de compostos fendlicos totais (CFT). O
procedimento inicia-se ao adicionar 100 pL de solucéo de cloreto férrico hexahidratado
(0,5 mmol/L) e 100 pL dos extratos diluidos (E1 a E17) em &gua ultrapura (1:75 v/v),
em microplacas de 96 pocos. Apés 2 minutos, 100 yL da solucéo de ferricianeto de
potassio (0,5 mmol/L) séo adicionados a microplaca e agitada por 20 segundos. ApGs
15 minutos registrou-se a absorbéncia (A=725 nm) em leitor de microplaca (Epoch,
Biotek, EUA). O mesmo procedimento foi adotado para a construcdo da curva analitica
(y=24,366x-0,630; R2=0,995), utilizando-se acido galico com concentracbes de 2,5 a
20 mg/L. Os resultados foram expressos em mg de acido galico equivalente por 100
g de folhas roxas desidratadas (mg AGE/100 Q).

Os teores de flavonoides totais (FT) e antocianinas totais (AT) foram
determinados pelo método proposto por Lees e Francis (1972). Em um baldo de 5 mL,
os extratos (E1 a E17) foram diluidos em uma solucdo tampéo de cloreto de potassio
(0,025 mol/L; pH 1), a fim de se obter absorbancias menores que 1, de acordo com a
Lei de Lambert-Beer. As absorbancias foram registradas utilizando o
espectrofotdmetro UV-Vis (Shimadzu UV-1800, Japédo), nos comprimentos de onda
de 374 nm e 535 nm. Utilizou-se os coeficientes de extingdo da quercetina (76,6) e da
cianidina-3-O-glucosideo (98,2) nas equacdes 2.1 e 2.2, respectivamente, para obter

a quantificacdo dos compostos analisados.

Abs x Fator de diluicao
£ (2.1)

FT (mg quercetina equivalente /100 g) = =

equivalente __ Abs x Fator de diluicao
Seee) (2.2)

AT (mg cianidina — 3 — glucosideo —— = 552

Para o célculo do fator de diluicdo (FD), o volume total do extrato (VTE) e o

volume utilizado de extrato (VE) para a analise foram utilizados (equacéao 2.3).

VTE x5
VE

FD = (2.3)

Os resultados foram expressos em mg de cianidina-3-glucosideo equivalente
por 100 g de folhas roxas desidratadas (mg CGE/100g) para as antocianinas totais e
mg de quercetina equivalente por 100 g de folhas roxas desidratadas (mg QE/100 g)
para os flavonoides totais.
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Todas as analises foram realizadas em triplicata e a linha base do
equipamento foi registrada utilizando-se das mesmas propor¢cdes dos reagentes,

substituindo a amostra pelo solvente especifico utilizado na diluicéo.

2.3.4 Avaliagdo da Atividade Antioxidante

2.3.4.1 Captura do Radical 2,2-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH)

A capacidade antioxidante frente ao radical DPPH foi avaliada de acordo com
Stasko et al. (2007). Em uma microplaca de 96 pocos, foram adicionados 40 pL dos
extratos (E1 a E17) e 260 pL de uma solucao de DPPH a 0,10 mmol/L solubilizada em
etanol e solugdo tampéo fosfato de sédio monobéasico a 50 mmol/L (pH 6,0) na
proporcdo 1:1 e deixadas reagir no escuro por 30 min. A diminui¢do da absorbancia
foi medida em espectrofotdbmetro de microplacas (A=525 nm) e a solucdo de DPPH
sem amostra foi utilizada para controle do ensaio. Realizou-se a curva analitica
(y=0,6677x-1,0582; R2=0,998) com concentracdes de 7 a 56 mg/L de acido ascérbico.
Os resultados foram expressos em mg de acido ascorbico equivalente por 100 g de

folhas roxas desidratadas (mg AAE/100 g).

2.3.4.2 Capacidade Redutora Total (CRT)

O método proposto por Berker et al. (2013) foi utilizado para avaliagcdo da
capacidade redutora total dos extratos. Inicialmente o reagente de Folin-Ciocalteu foi
diluido com isobutanol (1:2 v/v) e 75 pL dessa solugcédo foram misturados com 50 pL
dos extratos diluidos (E1 a E17) em acetona (1:20 v/v). Apds 2 min, 875 uL de uma
solucédo de NaOH (0,1 mol/L) e 1000 uL de agua ultrapura foram adicionados ao tubo
de ensaio, deixando reagir por 20 min. Apos o periodo de reacdo, uma aliquota de
250 pL foi transferida para uma microplaca e a absorbancia (A=665 nm) foi registrada.
A curva analitica (y=1949x-57,595; R2=0,992) foi construida utilizando a quercetina
como padréo (50 a 450 mg/L) e os resultados foram expressos em mg de quercetina

equivalente por 100 g de folhas roxas desidratadas (mg QE/100 g).



41

2.3.4.3 Inibicdo de Peroxidacgdo Lipidica

A porcentagem de inibicho da peroxidacao lipidica de fosfolipidios e
triacilglicerdis contidos na gema de ovo de galinha, induzida por Fe?* e em um sistema
tamponado (pH 7,4) foi realizada pela metodologia utilizada por Margraf et al. (2016).
Para obtencdo do homogenato de gema, 6,25 g de gema peneirada de ovo branco
foram adicionados em 250 mL de tampdao fosfato de sodio (0,1 mol/L; pH 7,4). Em
seguida, 500 pL do homogenato e 50 pL dos extratos (E1 a E17) diluidos em tampéo
fosfato de sédio (1:10 v/v) foram incubados por 5 min e 50 pL de FeSO4 (4 mmol/L)
foram adicionados a mistura, agitada em vortex e incubada por mais 45 min a 37 *
2°C. Para finalizar a reacéao, foram adicionados 500 pL de &cido acético 20% (pH 3,5)
e 1000 pL de &cido tiobarbitarico (TBA; 46 mmol/L), incubado em banho de glicerina
(95 £ 5 °C). Apés 30 min, os tubos foram resfriados em banho de gelo, centrifugados
a 6000 xg, por 15 min a 25 °C. Utilizou-se uma microplaca de 96 pocos para leitura
espectrofotométrica (A=532 nm) com adicdo de 300 pL do sobrenadante de cada tubo.
A quercetina (100 mg/L) foi utilizada como controle positivo, e &gua ultrapura para o
controle negativo, ambos em substituicio da amostra. A taxa de inibicdo de

peroxidacao lipidica (Yoinivicao) foi calculada pela equacéo 2.4.

ACOTL role™ Aamos ra
Yomiigao = (eonsrole—ramestra) 1 100 (2.4)

Acontrole

Onde, Acontrole € @ absorbancia obtida pela mistura sem adicdo do antioxidante e
Aamostra € @ absorbancia obtida pela mistura com adicdo do antioxidante (extratos e

guercetina).
2.3.5 Metodologia de Superficie de Resposta e Otimizacao

A fim de avaliar a influéncia da temperatura, tempo e a relacdo massa-
solvente, utilizou-se a metodologia de superficie resposta (MSR), por meio da analise
de regresséo linear multipla, visando a avaliacdo dos efeitos lineares, quadraticos e
as interacdes entre as variaveis nos teores de compostos fendlicos e AA dos extratos.
A partir dos resultados, os dados foram modelados utilizando a equagéao 2.5.

Y = Bo+ XKy BiX; + Xiq BuX? + XK, ByXX; (2.5)
onde, Y é as variavel dependente; Xi e Xj sdo as variaveis independentes, 3o € 0

intercepto; Bi, Bii € Bij representam os coeficientes linear, quadratico e interacao entre
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as variaveis independentes, respectivamente; e k € o numero de variaveis
dependentes (k = 3). A andlise de regressdo baseada no método dos minimos
guadraticos foi utilizada para avaliar as variaveis e interacfes significativas no
processo de extracdo. Os modelos foram avaliados pela porcentagem de variabilidade
do coeficiente de regresséo linear multiplo (R?), pelo coeficiente de determinagéo
ajustado (RZadj), significancia estatistica do modelo (p<0,05) e auséncia da falta de
ajuste do modelo (piack of it>0,05). O modelo matematico proposto apresentou apenas
os coeficientes de regressédo que apresentaram significancia estatistica (p<0,05).
Para avaliar a melhor condicdo para extracdo de compostos fendlicos e AA,
utilizou-se a metodologia de otimizacéo proposta por Derringer e Suich, (1980). Foram
consideradas setenta iteracdes com o objetivo de extrair a concentragdo maxima de
CFT, AT e AA pelos métodos: CRT, inibicdo da peroxidacgéo lipidica e captura do
radical livre DPPH. A elaboracdo do extrato nas condicbes otimizadas, seguiu o
procedimento descrito no item 2.3.2 e as andlises reconduzidas a fim de avaliar o erro

de predicdo do modelo de regressao.

2.3.6 Composicéo Fendlica e Atividade Antioxidante do Extrato Otimizado

Com relacdo a composi¢cdo quimica e atividade antioxidante do extrato
otimizado de folhas roxas (EOFR), além daqueles relatadas na secdo 2.3.3 e 2.3.4,
os teores de flavondis totais, taninos condensados e orto-difendis foram quantificados
e a atividade antioxidante avaliada pelos métodos de capacidade antioxidante de
reducdo do ferro (FRAP) e capacidade quelante de Fe?*,

Para estimar o teor de flavondis totais a metodologia utilizada por Santos et
al. (2016) foi realizada. Brevemente, uma aliquota de 80 uL do EOFR diluido (1:10
v/v) em &gua ultrapura foi inserido na microplaca, juntamente com 80 pL de solucdo
alcodlica de AICI3.6H20 (82,84 mmol/L) e 120 pyL de acetado de sodio (0,6 mol/L).
Apo6s 60 min de incubacédo da microplaca, a absorbéancia foi registrada (A=440 nm) em
leitor de microplaca. A curva padrao (y=66,115x-0,242; R?=0,999) utilizada para a
guantificacao do teor de flavonais totais foi realizada em substituicido da amostra por
guercetina (5 a 60 mg/L) e os resultados foram expressos em mg de quercetina

equivalente por 100 g de folhas roxas desidratadas (mg QE/100 g).
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O teor de taninos condensados presentes no EOFR foi determinado através
da metodologia descrita por Horszwald e Andlauer (2011). Para isso, 25 uL do EOFR
diluido (1:10 v/v) em metanol, 150 pL de solucéo de vanilina (0,260 mol/L) e 75 uL de
acido sulfarico (0,323 mol/L) foram adicionados a microplaca e incubada por 15 min,
a temperatura ambiente. Por fim, a absorbancia foi registrada (A=500 nm) em leitor de
microplacas. Concentracdes de catequina (60 a 700 mg/L) foram utilizados para
obtencdo da curva de calibracdo (y=741,97x+26,577; R2=0,998) e o resultado foi
expresso em mg de catequina equivalente por 100 g de folhas roxas desidratadas (mg
CE/100 g).

O conteudo de orto-difendis foi estimado pela metodologia utilizada por Duran
et al. (1991) com modificagdes para microplacas. A analise consiste na adicdo de 50
UL do EOFR diluido (1:25 v/v) em agua ultrapura, 200 uL de solucao alcodlica de
molibdato de sddio bihidratado (0,204 mol/L) em uma microplaca de 96 pogos e ap0s
25 min de reacdo a absorbancia € entdo registrada em leitor de microplacas no
comprimento de onda de 370 nm. A curva analitica (y=162,27x-6,746; Rz = 0,991) foi
realizada com acido clorogénico na faixa de concentracdo de 20 a 140 mg/L e o
resultado foi expresso em mg de acido clorogénico equivalente por 100 g de folhas
roxas desidratadas (mg ACE/100 g).

A avaliacdo da capacidade quelante frente a Fe?* foi realizada seguindo a
metodologia proposta por Santos, Alvarenga Brizola e Granato (2017). A analise foi
realizada com a adi¢cdo de 50 pL do EOFR diluido (1:40 v/v) em agua ultrapura, 160
WL de agua ultrapura e 20 pL de solugédo de FeSO4 (0,3 mmol/L) em uma microplaca
de 96 pocos. Apds 5 min, 30 pL de solucéo de ferrozina (0,80 mmol/L) séo adicionados
a mistura e com 15 min de reacao, a absorbancia foi registrada (A=562 nm) em leitor
de microplacas. Os resultados foram expressos em mg de EDTA equivalente por 100
g de folhas roxas desidratadas (mg EDTAE/100 g), a partir da curva de calibrag&o (y=-
0,550x+61,15; R2?=0,997) obtida com substituicdo da amostra por EDTA nas
concentracfes 10 a 60 mg/I.

Para avaliacdo da capacidade antioxidante de reducéo do ferro (Ill) (FRAP),
280 pL de mistura composta por 10 mL de solucdo de TPTZ (10 mmol/L, diluido em
HCl 40 mmol/L), 10 mL de FeCls (20 mmol/L) e 100 mL de tampao acetado (300
mmol/L, pH 3,6) foram adicionados a uma microplaca de 96 pogos juntamente com 20
puL do EOFR diluido (1:150 v/v), incubado por 30 min e a absorbancia medida em A =
593 nm, conforme proposto por Granato et al. (2014a) A curva de calibracéo
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(y=57,92x-3,435; R?=0,991) foi feita utilizando concentragbes de 10 a 80 mg/L de
acido ascoérbico e o resultado expresso em mg de acido ascorbico equivalente por 100

g de folhas roxas desidratadas (mg AAE/100 g).

2.3.7 Estabilidade quimica do Extrato Otimizado

O efeito do pH em relacdo a estabilidade dos compostos fendlicos presentes
no EOFR foi realizado de acordo com Pedro, Granato e Rosso (2016), com algumas
modifica¢des. Primeiramente, 50 mL do EOFR foi diluido com 25 mL de solucdo de
acido cloridrico (HCI; 0,1 mol/L), para obter absorbéancia proximo de 1, de acordo com
a Lei de Lambert-Beer. Em uma cuba extratora, protegida da luz e sob agitacao
constante, pequenas aliquotas de hidréxido de potassio (KOH; 5 mol/L) foram
adicionadas no extrato diluido para acompanhar a variacdo de pH. Amostras do
extrato em pH 2, 4, 7, 9 e 13 foram retiradas para posterior analise. Apés atingir o pH
final (pH 13), realizou-se uma titulacédo reserva com HCI (5 mol/L) até atingir o pH
inicial da solugdo (pH 2). Aliquotas do extrato nos diferentes pHs foram analisadas
pela quantificacdo de CFT (descrita na secdo 2.3.3) e a AA foi avaliada pelo método

de inibicao do radical DPPH (descrito na se¢ao 2.3.4.1).

2.3.8 Extrato Otimizado e Liofilizado de Folhas roxas (EOL)

O EOFR foi rotaevaporado, congelado a -80 °C e liofilizado sob vacuo de 830
umL Hg (Liotop, modelo L202, Brasil) para posterior identificacdo dos compostos
fendlicos individuais por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e avaliacdo da

bioatividade in vitro.

2.3.8.1 Quantificacdo do conteudo fendlico individual por CLAE

A identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos individuais presentes
no EOL foram realizados conforme proposto por Guo et al. (2018), utilizando um
sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE; Agilent Technologies,
Califérnia, EUA), equipado com uma bomba binaria, desgaseificador a vacuo
integrado, amostrador automatico, compartimento de coluna termostatizada e detector

de matriz de diodos (DAD). Primeiramente, 3,6 mg do EOL foi dissolvido em 1 mL de
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agua ultrapura e 5 uL foram injetados. Utilizou-se uma coluna de fase reversa com
fase estacionaria Cis (Agilent; 250 mmx4,6 mm; 5 um de tamanho da particula) e
coluna de guarda (10 mmx4,6 mm, 5 um de tamanho da particula; Phenomenex,
California, EUA), temperatura mantida em 30 °C, fluxo de 1,0 mL/min e o comprimento
de onda de deteccdo em 278 nm. A fase movel foi composta por metanol (fase movel
A) e agua ultrapura acidificada com 0,2% de acido férmico (fase movel B). O gradiente
de eluicdo seguiu as seguintes condi¢des: 0-5 min, 5-20% B; 5-18 min, 20-25% B;
18-25 min, 25-42% B; 25-32 min, 42% B; 32—40 min, 42—100% B; 40—42 min, 100%-
5% B e 42-55 min, 5%B. A quantificagdo dos compostos &cido galico (AG), (+)-
catequina (C), (-)-epicatequina (EC), (-)-epigalocatequina (EGC), (-)-epigalocatequina
galato (EGCG), (-)-epicatequina galato (ECG), (-)-galocatequina (GC), (-)-
galocatequina galato (GCG), teobromina (THB) e cafeina (CAF), foram realizados por
calibragédo externa.

2.3.8.2 Atividade antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana do EOL foi realizada frente
microrganismos Gram-negativos [Escherichia coli (IAL 2064), Salmonella
Typhimurium (IAL 2431), Pseudomonas aeruginosa (IAL 1853), Salmonella Enteritidis
(S 2887)] e Gram-positivos [Listeria monocytogenes (ATCC 7644), Staphylococcus
epidermidis (ATCC 12288), Staphylococcus aureus (ATCC 13565), Bacillus cereus
(ATCC 14579)]. Os micro-organismos foram cultivados em caldo nutriente por 24
horas, exceto para Listeria monocytogenes que foram cultivados em Caldo Triptona
de Soja adicionado de 0,6% de Extrato de Levedura. As suspensdes microbianas
foram padronizadas pela escala 0,5 Mac Farland utilizando turbidimetro (modelo Mac
Farland, MS Tecnopon Instrumentacdo) e inoculadas por pour-plate em Agar
Nutriente, com excec¢do L. monocytogenes inoculado em Agar Triptona de Soja
adicionado de 0,6% de Extrato de Levedura.

A atividade antimicrobiana foi realizada de acordo com protocolo descrito por
Cleeland e Squires (1991) que descreve o método de difusdo em agar placa-cavidade.
As suspensdes padronizadas foram adicionadas aos meios de cultivo descritos
anteriormente a fim de se obter uma concentracéo final de 10® UFC/mL para cada
micro-organismo testado. Apdés o plagueamento, cavidades de 0,6 cm foram

realizadas e EOL dissolvido até uma concentragéo final de 20% em solu¢do aquosa
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de dimetilsulféxido (DMSO) foi adicionado, e incubado a 37 °C por 24 h para L.
monocytogenes, P. aeruginosa, S. Enteritidis, S. Typhimurium, E. coli e para B.
cereus, S. aureus e S. epidermidis a 30 °C por 24h. DMSO foi usado como um controle
negativo e Imipenem (10 pg) utilizado como controle positivo. Os halos de inibicéo
foram medidos usando um paquimetro digital (Digimess, Sao Paulo, Brasil) e expressa
em mm de inibicdo. Os experimentos foram repetidos em dois dias diferentes e
realizados em triplicata. Os resultados foram expressos como média e desvio padréao
do diametro (mm) do halo de inibicao.

Para a concentracdo inibitéria minima (CIM) do EOL utilizou-se o método
descrito por Siddiqi et al. (2011). Primeiramente, o EOL foi diluido em DMSO, tendo
uma concentracdo (solucdo estoque) de 1000 pug/mL e diluicdes em série (500 a
15,625 pg/mL) foram realizadas em caldo nutriente e adicionados em microplacas de
cultura estéril juntamente com cada suspensao padronizada. As placas foram
incubadas de acordo com a temperatura de crescimento de cada micro-organismo no
periodo de 24h. Para controle apenas o caldo e a suspensdo padronizada foram
incubados pelo mesmo periodo e temperatura. A CIM foi considerada como a menor
concentracdo de EOL que inibiu o crescimento. As andlises foram realizadas em

triplicata em dois dias diferentes para assegurar a repetibilidade/reprodutibilidade.

2.3.8.3 Citotoxicidade celular in vitro

O efeito citotoxico in vitro do EOFR liofilizado foi analisado em relacdo as
seguintes linhas celulares: IMR90 (fibroblasto de pulmd&o humano), A549 (células
epiteliais de adenocarcinoma do pulméao) e HCT8 (carcinoma do c6lon humano) pelo
teste do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio).
Inicialmente as células foram plaqueadas (100 pL/poc¢o) em placas de 96 poc¢os a uma
densidade de 8 x 103 células/pocos para IMR90 e 1 x 10* células/pocos para A549 e
HCT8. ApGs a adesdo, as células foram tratadas com concentracdes seriadas de
extrato (100 a 2000 pg/mL). Apos 48 h, 10 uL de solucdo de MTT (0,5 mg/mL em agua
ultrapura) foram adicionados a cada poc¢o e incubado por mais 4h a 37 °C. O
sobrenadante foi removido e os cristais de fomazan formados durante a incubacéo
dissolvidos em DMSO. A absorbancia foi registrada em 570 nm, utilizando um leitor
de microplacas (Synergy™ H1, Biotek). Trés parametros diferentes de viabilidade

celular foram analisados, conforme recomendado por Ramirez-Mares, Kobayashi e
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Mejia (2016): concentracdo capaz de inibir o crescimento celular em 50% (ICso),
concentracdo do agente que inibe o crescimento em 50% em comparacao com células
nao tratadas (Glso) e concentragdo que resulta na morte de 50% das células em

relagcdo ao numero de células no inicio do tratamento (LCso).

2.3.8.4 Geracéao de espécies reativas de oxigénio (EROSs) intracelulares

A geracgdo de espécies reativas de oxigénio intracelular foi analisada utilizando
a técnica de fluorescéncia conforme descrito por Escher et al. (2018). As células A549
e HCT8 (6 x 10* por poco) foram tratadas com EOL (100, 500 e 1000 pg/mL)
previamente diluido em diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA; 25 mmol/L). Para
controle negativo e positivo, as células foram tratadas com PBS e H202 (22,5 pymol/L),
respectivamente. Um pos-tratamento com H20:2 (22,5 ymol/L) foi realizado para todos
0s pocos. A intensidade de fluorescéncia intracelular das células foi medida em um
comprimento de onda de excitacdo de 485 nm e com um comprimento de onda de
emissdao de 538 nm. Os resultados foram expressos como porcentagem da

intensidade de fluorescéncia.

2.3.8.5 Atividade anti-inflamatoria

Com o intuito de avaliar a atividade anti-inflamatoria do EOL, o teste de
viabilidade MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) foi
realizado com macréfagos 264.7, cultivados inicialmente em RPMI suplementado com
10% de soro fetal bovino (FBS), 100 U/mL de penicilina e 2 mM de glutamina a 37 ° C
em uma atmosfera de 5% de CO2/95%. Em seguida os macréfagos RAW 264.7 foram
cultivados em placas de 96 pocos (2 x 10° células/pogo) e passado o periodo de
adesédo, as células foram tratadas com EOL (diluido em soro fisiologico) nas
concentragbes de 1, 10, 100 e 1000 pg/mL. Apbs 24 horas, o sobrenadante foi
removido, e RPMI (1 mg/mL) adicionado a placa e incubada por 3h. Posterior, 0
sobrenadante foi removido novamente e as células foram ressuspensas em 200 uL
de DMSO. A absorbancia foi medida a 540 nm usando um leitor de microplaca
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA). Os resultados foram expressos em

porcentagem de viabilidade celular (Sardi et al., 2017).
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A quantificagdo de citocinas como TNF-a (fator alfa de necrose tumoral),
CXCL2/MIP-2 (ligante 2 de quimiocina/proteina 2 inflamatdria de macréfagos) e IL-6
(interleucina-6) foram realizadas com macroéfagos cultivados em placas de 24 pocos
(2 x 10° células/pogo) por 24 horas, a 37 ° C com 5% de CO2. Passado o periodo de
adesao, as células foram tratadas com o EOL na concentracdo de 100 pug/mL por 30
minutos e posterior, estimuladas com LPS (10 ng/mL). As citocinas foram
guantificadas pelo método ELISA (ensaio imunoadsorvente ligado a enzima) e os

resultados foram expressos em pg/mL (Novilla et al., 2017).

2.3.8.6 Inibicdo da a-amilase e a-glicosidase in vitro

O efeito de inibi¢&o in vitro do EOL contra as enzimas a-amilase (2 a 3 mg/mL)
e a-glicosidase (25 a 200 pug/mL) foram avaliadas usando a metodologia descrita por
Guo et al. (2018). O ensaio para a enzima a-amilase foi realizado com adicdo em
tubos de ensaio de 500 puL do EOL em diferentes concentracdes (2 a 3 mg/mL), ja
para controle positivo utilizou-se 1 mmol acarbose (500 pL). Em seguida, 500 pL de
13 U/mL de solucéo de a-amilase (tipo VI-B do pancreas suino em PBS a 0,02 mol e
pH 6,9) foram adicionados ao tubo de ensaio e incubada por 10 min a 25 °C.
Posteriormente, 500 puL de solucdo de amido soluvel a 1% (dissolvida em PBS e
fervida por 15 min) foi adicionada e a mistura foi incubada por mais 25 min. Por fim,
adicionou-se 1 mL de acido dinitrosalicilico e os tubos foram aquecidos a 100 °C
durante 5 minutos e a mistura foi diluida com 100 mL de agua ultrapura. A absorbancia
foi registrada no comprimento de onda de 520 nm.

Para a avaliacdo da inibicdo da enzima a-glicosidade, o ensaio foi realizado em
microplacas de 96 pocos com adi¢do de 50 pL do EOL (25 a 200 pg/mL) ou acarbose
(1 mmol) para controle positivo e 100 uL de uma solugao de a-glicosidase (tipo | de
Saccharomyces cerevisiae) 1 U/mL (em PBS a 0,1 mol, pH 6,9) e incubado por 10
min. Em seguida, 50 yL de uma solugao de p-nitrofenil-a-D-glucopiranésido (PNPG, 5
mmol em PBS 0,1 mol e pH de 6,9,) foi adicionada a cada poco e incubada a 25 °C
por 5 min. Por fim, a absorbancia foi medida a 405 nm.

Para ambas as analises, os resultados foram expressos como porcentagem de
inibicdo e o valor 1Cso foi calculado por anélise de regresséo usando o software TIBCO
Statistica v.13.3 (TIBCO Software Ltd, California, EUA).
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2.3.9 Andlise estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos
em media e desvio padrdo. Inicialmente, avaliou-se a homogeneidade das variancias
(teste de Brown-Forsythe) e as diferencas entre os valores médios foram
subsequentemente avaliadas usando a andlise de variancia unifatorial (ANOVA),
seguida do teste de Fisher’s de diferenca minima significativa (p<0,05). Para a
avaliacdo anti-inflamatoria, o teste t de Student ndo pareado (p<0,05) foi empregado
para comparar o controle (grupo tratado com LPS) e o grupo tratado com LPS + EOL
(Granato; Araudjo Calado; Jarvis, 2014). O software TIBCO Statistica v. 13.3 (TIBCO
Software Ltd, Palo Alto, CA, EUA) foi utilizado nas analises.

2.4 RESULTADOS E DISCUSSOES

2.4.1 Efeitos das Variaveis Independentes na Composi¢cdo Fendlica e Atividade

Antioxidante dos extratos

Os valores médios para os teores de CFT, FT, AT e AA, estdo descritos na
Tabela 2.2 e a diferenca significativa (p<0,05) foi observada em todas as respostas.
Na tabela 2.3 € possivel verificar os efeitos significativos para a maximizacédo das
respostas, além da variabilidade dos dados, auséncia da falta de ajuste e a
normalidade dos residuos.

O contetdo de CFT variou de 4286 a 1107 mg AGE/100 g (Tabela 2.2) e
observou-se que o maior teor de CFT foi obtido com a temperatura de 60 °C, 10 min
de extracdo e razdo massa-solvente de 1:65. Na Tabela 2.3, verifica-se que o modelo
de MSR explicou 97% da variabilidade dos dados (R2a¢=0,969), ndo apresentou falta
de ajuste (p>0,05) e os residuos seguiram a distribuicdo normal. A tendéncia dos
resultados pode ser observada na Fig. 2.2A, onde a temperatura e tempo de extragao
causaram o aumento no teor CFT. A interacdo linear entre a temperatura e razao
massa-solvente aumentou a concentracao de CFT, constatando a importancia de se
estudar diferentes variaveis e possiveis interacdes.

Um comportamento semelhante foi observado para FT e AT. Os teores de FT
variaram de 1009 a 249 mg QE/100 g, enquanto o teor de AT variou de 305 a 49 mg
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CGE/100 g (Tabela 2.2). Para ambas as respostas, a extracéo realizada a 60 °C, 10
min e razdo massa-solvente de 1:65 favoreceu uma melhor eficiéncia na extracdo. Os
modelos de MSR (Tabela 2.3) explicaram 95% da variabilidade dos dados (FT -
R244j=0,946; e AT - R24=0,951), ndo apresentaram falta de ajuste (p>0,05) e os
residuos seguiram a distribuicdo normal. O efeito linear da temperatura e do tempo
(Fig. 2.2B-C) ocasionaram um aumento dos teores de FT e AT, enquanto o efeito
guadratico da temperatura tendeu a diminuir a eficacia da extracdo de antocianinas
(Tabela 2.3). A razdo massa-solvente nao apresentou efeito significativo (p>0,05), ndo
interferindo nos teores de tais compostos.

Corroborando com os resultados obtidos neste estudo, no qual maiores
temperaturas e tempos favorecem o aumento da extracdo de compostos bioativos,
Armstrong et al. (2020) observaram que a temperatura linear e o tempo de extracéo
também aumentaram o teor de CFT do cha pu-erh. A temperatura de 85,4 °C e 3 min
foram necesséarios para a maxima extracdo do extrato aguoso nas condi¢cdes
estudadas, totalizando 1935 mg AGE/100 g. Em outro relato, Zielinski et al. (2014)
estudaram a influéncia do tempo, temperatura e concentracdo de etanol na extracao
de compostos fendlicos em extratos de cha branco (Camellia sinensis L. Kuntze) e
obtiveram como condic¢des ideais para a maxima extracao fendlica o tempo de 10 min,
temperatura de 66 °C e solucédo de etanol a 30% como solvente extrator.

Fatores como temperatura, tempo e area superficial sdo fundamentais para a
eficacia da extracdo de compostos fendlicos, influenciando na permeabilidade do
solvente para o interior da matriz vegetal e consequentemente na difusdo do soluto
para o solvente, favorecendo o aumento da concentracdo de compostos fendlicos
(Cacace; Mazza, 2003). Porém é importante ressaltar que os compostos fendlicos,
especialmente as antocianinas, podem ser degradados com temperaturas acima de
60 °C, quando expostos a luz por tempo prolongado e até com a variacdo intensa de
pH, resultando em baixas concentracdes e redugéo dos potenciais benéficos a saude
(Howard et al., 2012; Escher et al., 2018).

Os resultados da AA dos extratos demonstraram que a temperatura e o tempo
afetaram diretamente a AA in vitro dos extratos hidroalcéolicos acidificados (Tabela
2.3). Os modelos foram significativos, n&o apresentaram falta de ajuste (p>0,05) e os
residuos seguiram a distribuicdo normal. A CRT variou de 6939 a 26514 mg QE/100
g (Tabela 2.2), sendo que o extrato obtido a 60 °C por 15 min e razdo massa-solvente

1:50, apresentou a maior capacidade antixidante. O modelo de regressao explicou
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90% da variabilidade dos dados (R2ad4j=0,901; Tabela 2.3) e de acordo com a Fig. 2.2D
€ possivel verificar que a temperatura e o tempo nos maiores niveis estudados
influenciaram no aumento da AA ao passo que a razdo massa-solvente nao
apresentou efeito significativo para o aumento da CRT.

A porcentagem de inibicdo da lipoperoxidacdo induzida em homogenato de
gema de ovo variou de 32 a 72% (Tabela 2.2). O extrato obtido a temperatura de 60
°C, 15 min e razdo massa-solvente 1:50, inibiu 72% da oxidacéo lipidica em meio
fisiologico. O modelo de regressao (Tabela 2.3) proposto foi capaz de explicar 97%
da variabilidade dos dados (R2a¢=0,967). Os efeitos lineares e quadraticos, bem como
as interacdes entre as variaveis, apresentaram efeito significativo ao inibir a
lipoperoxidacdo, exceto a razdo massa-solvente linear que ndo apresentou efeito
significativo sobre a reposta analisada. A tendéncia dos resultados também pode ser
observada da Fig. 2.2E, onde o0 aumento da temperatura e tempo colaborou para uma
maior inibicdo da lipoperoxidac¢éo induzida.

Ja para a avaliacdo da captura do radical livre DPPH, observou-se a variacao
de 25758 a 55719 mg AGE/100 g (Tabela 2.2). O maior valor de DPPH foi observado
guando a extracao foi realizada nas condicbes de 60 °C, 10 min e relagcdo massa-
solvente de 1:65. O modelo proposto (Tabela 2.3) explicou 84% da variabilidade dos
dados (R2adj=0,839) e o efeito linear da temperatura, tempo, razdo massa-solvente e
interagd@o entre a temperatura e razao massa-solvente aumentaram significativamente

os valores obtidos na analise (Fig. 2.2F).
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Tabela 2.2 - Quantificagcéo de classes de compostos fendlicos e atividade antioxidante de extratos de folhas roxas de Camellia sinensis var. assamica de acordo
com o planejamento experimental Box Behnken.

Ensaio fe(r?glrizggst:)?czis Antocianinas Flavonoides R(e:(?l?tzi)crf?l'c(j)?al Lipoperoxidacao DPPH
o it
(mg AGE/100 g) (mg CGE/100 g) (mg QE/100 g) (mg QE/100 g) (% inibicao) (mg AAE/100 g)
1 1393 + 36 65 + 1 316 £ 2" 9190 + 186/ 32+1 29261 + 649f
2 1107+ 5™ 49 + 1 249 £ 2° 6739 + 96! 32+1 25758 + 17449
3 2081+ 20! 89 + 1M 423+ 7 11954 + 231h 35+0 36760 + 796°
4 1887+ 23 88 + 1M 386+ 1M 11380 + 39" 40 £ 1 26205 + 876¢
5 3075 + 22¢ 157 + <1¢ 691 + 14° 17212 + 343¢ 46 £ 19 37468 + 508¢
6 2113 + 16! 121 + <19 544 + 7 14164 + 3619 55 + 1¢f 31308 + 529°
7 2882 + 37f 130 + 4 638 + 13 15378 + 1084f 48 + 29 45566 + 309°
8 2210 + 341 103 + 1" 476 +6K 11570 + 856" 44 + 1h 31360 + 1535
9 3166 + 544 291 + 5P 894 + 23¢ 23315 + 755° 62 +1° 36504 + 327¢
10 4286 + 312 305 + 82 1009 + 112 23225 + 291° 68 + <1P 55719 + 11112
11 4175 + 108" 294 + 7° 980 + 6° 26514 + 16752 72 £<12 48244 + 2848
12 3263 + 56° 214 £ <1° 796 + 1¢ 20524 + 822¢ 52 + 2f 44330 + 1536°
13 (C) 2680 + 719 130 + 6 620 + 18¢ 19363 + 877¢ 58 + 2de 37346 +2420°
14 (C) 3158 + 409 147 +1° 618 + 09 21334 + 724° 56 + 3% 36976 + 540¢
15 (C) 2325 + 31h 120 + <19 513+ 0 15118 + 295 56 + 3de 41857 + 9409
16 (C) 2728 + 189 142 + <1° 599 + 1N 18308 + 3344 59 + 3¢d 42057 + 961¢
17 (C) 2717 + 68 130 £ 1° 553 + <1 15863 + 281 58 + 2de 40975 + 9909
EOFR 5016 + 66 2696 831+31 16995 + 356 75 +<1 50957 + 835
p-Valor? 0,860 0,828 0,471 0,587 0,907 0,814
p-Valor 2 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Nota: (C) pontos centrais. AGE = acido galico equivalente; QE = quercetina equivalente; CGE = cianidina-3-glucosideo equivalente; AAE = acido ascoérbico

equivalente. ! Teste Brown-Forsythe (homoscedasticidade); 2 Analise de variancia unifatorial (ANOVA). Letras diferentes na mesma coluna representam

resultados estatisticamente significativos (p<0,05) de acordo com o teste de Fisher. EOFR = extrato otimizado de folhas roxas de C. sinensis.
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Figura 2.2 - Efeito do tempo e temperatura de extracdo no teor de compostos fendlicos totais (A), flavonoides totais (B), antocianinas totais (C), capacidade
redutora total (D), inibicdo de lipoperoxidagéo (E) e captura do radical livie DPPH (F).
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Tabela 2.3 - Coeficientes de regresséo obtidos pela metodologia de superficie de resposta para modelar
os efeitos da temperatura (X1), tempo (X2) e razéo sélido-liquido (X3) na composi¢ao quimica e atividade
antioxidante das folhas roxas de Camellia sinensis var. Assamica cv. Zijuan

Parametros

Coeficientes Erro - 95% 95%

de Regressdo padrdo Confianca Confianca t-Valor  p-Valor

Compostos fendlicos
totais (mg AGE/100 g)

Constante 2634 48 2481 2787 54 <0,001
X1 1057 68 841 1273 15 <0,001
X2 446 68 230 663 6 0,007
X1X3 404 96 98 71 4 0,025
R2 0,975

R? ajustado 0,9695

e

Antocianinas totais

(mg CGE/100 g)

Constante 159 2 151 16 67 <0,001
X1 101 3 91 111 31 <0,001
x12 -22 2 -29 -15 -9 0,002
X2 22 3 1 32 0,006
R2 0,961

R? ajustado 0,951

p-Vanr,(normaIidade 0568

dos residuos) '

Flavonoides

(mg QE/100 g)

Constante 605 11 567 644 50 <0,001
X1 288 16 234 342 17 <0,001
X2 83 1 29 137 4 0,016
R2 0,953

R? ajustado 0,946

oo Gormaliade e

Capacidade total de

reducao (mg QE/100 g)

Constante 16239 500 14646 17831 32 <0,001
X1 6789 707 4537 9041 9 0,002
X2 2257 707 5 4509 3 0,050
R2 0,914

R? ajustado 0,901

p-Valor (normalidade 0.824

dos residuos)
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Lipoperoxidagéo
(% inibicao)

Constante 49 <1 47 50 111 <0,001
X1 14 <1 12 15 26 <0,001
X12 1,9 <1 0,7 3,1 5 0,015
X2 3.4 <1 15 52 59 0,010
X22 3,1 <1 1,8 4,2 8 0,004
X3? 1,7 <1 0,5 2,9 4 0,020
X1X2 4,3 <1 1,9 6,8 5 0,011
X12X2 -3,6 <1 -5,3 -1,9 6,7 0,007
X1X3 3,5 <1 1 5,9 4 0,020
X2X3 3,3 <1 0,8 5,7 4., 0,023
R2 0,987

R? ajustado 0,967

p—Vanr}(normaIidade 0246

dos residuos) '

DPPH

(mg AAE/100 g)

Constante 38170 548 36425 39914 69 <0,001
X1 8351 775 5884 10818 10 0,002
X2 4410 775 1943 6877 5 0,011
X3 3802 775 1335 6269 4 0,016
X1X3 4039 1096 550 7528 3 0,035
R2 0,881

R? ajustado 0,839

p-Valor (normalidade 0,702

dos residuos)

A partir dos dados de AA e composicao fendlica determinada por
espectrofotometria, observou-se que a analise de correlacdo entre os métodos foi
positiva e significativa (p<0,05). As maiores correlagdes foram observadas entre a
CRT e os teores de CFT (r=0,939) e AT (r=0,908). A andlise de captura do radical
DPPH obteve a maior correlacdo com o teor de CFT (r=0,866), seguida do teor de AT
(r=0,734) e FT (r=0,668). Por fim, a inibicdo da lipoperoxidacdo induzida
correlacionou-se com o teor de CFT (r=0,841), AT (r=0,810) e FT (r=0,740). Estudos
com as folhas roxas de C. sinensis corroboram com os dados obtido neste estudo,
Kerio et al. (2013) ao avaliarem a composicao fendlica e AA de extrato metandlico de
folhas roxas de C. sinensis (cha preto e verde) verificaram que a AA avaliada pela

captura do radical livre DPPH ¢é influenciada pelo teor de antocianinas (r=0,789) e
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catequinas (r=0,818). Os autores ainda afirmam que a cianidina-3-O-glucosideo foi a
antocianina que melhor se correlacionou com a AA (r=0,843).

Utilizou-se a otimizacdo simultanea, baseada na funcédo desejabilidade, para
obter a melhor condicdo experimental com um alto teor fendlico e AA (Figura 2.3).
Com uma funcdo de desejabilidade (valor d) de 0,993, a seguinte condi¢cdo
experimental foi proposta: 15 minutos de extracédo a 60 °C e razdo massa-solvente de
1 g de folhas roxas desidratadas para 62,3 mL de solvente extrator. Os valores
preditos pelos modelos de regressdo juntamente com os valores experimentais e a
porcentagem do erro absoluto estdo apresentados na Tabela 2.4. Verificou-se que os
dados experimentais do EOFR estdo dentro dos intervalores de predicao,
comprovando que os modelos sdo adequados e capazes de prever a composi¢cao
fendlica e a AA de extratos etandlicos acidificados de cha verde proveniente de folhas
roxas de C. sinensis.
Tabela 2.4 - Valores preditos e experimentais para o extrato otimizado do cha das folhas roxas de

Camellia sinensis var. assamica cv. Zijuan.
Valores

Respostas médios -95% predicdo +95% Valor Erro relativo

P . predic predicdo experimental absoluto (%)
previstos

Compostos fendlicos

totais (mg AGE/100 g) 4524 3759 5290 5016 + 66 11

Antocianinas totais

(mg CGE/100 g) 277 241 313 269+6 3

Flavonoides totais

(mg QE/100 g) 1007 817 1198 831+31 17

Capacidade redutora

total (mg QE/100 g) 25029 17061 32996 16995 + 356 32

Lipoperoxidacao

(% inibicéo) 70 63 75 75 +<1 9

DPPH 57363 48634 66091 50957 + 835 11

(mg AAE/100 g)
Note: Erro relativo absoluto (%) = [(valor médio experimental-valor médio predito) / valor médio predito]
x100. AGE = 4cido galico equivalente; QE = quercetina equivalente; CGE = cianidina-3-O-glucosideo
equivalente; AAE = 4cido ascorbico equivalente.
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Figura 2.3 - Otimizag&o simultdnea para maximizar o conteido de compostos bioativos e atividade
antioxidante de folhas roxas de Camellia sinensis var. assamica.
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2.4.2 Composicao Fendlica e Atividade Antioxidante do Extrato Otimizado

Em relagdo a composicao quimica do EOFR além dos relatados na Tabela 2.2,
o teor de flavondis, taninos condensados e orto-difendis foram 476 + 8 mg QE/100 g,
14815 + 587 mg CE/100 g e 5377 £ 193 mg ACE/100 g, respectivamente. Os taninos
condensados (flavan-3-6is), formados a partir de duas ou trés moléculas de
catequinas, € a subclasse mais abundante de flavonoides presentes nos chas
provenientes da C. sinensis como relatado por Santos et al. (2018), corroborando com
o teor observado neste estudo. Tais compostos também podem favorecer no elevado
teor de orto-difendis, ja que compostos EGC, C, EC, EGCG, e ECG contém inUmeros
grupos hidroxilas na posi¢éo orto em sua estrutura quimica, além de &cidos fenolicos
e outros compostos de baixo peso molecular, frequentemente relatados em pesquisas
com chas provenientes da C. sinensis. Por fim, o teor de flavondis representados

pelos compostos kaempferol, quercetina e miricetina, sdo relatados em estudos
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provenientes da C. sinensis, porém em menores concentra¢cdes, como notado neste
estudo (Granato et al., 2014).

Sete catequinas incluindo GC, GCG, EGC, C, EC, EGCG e ECG foram
detectadas no EOFR liofilizado (Figura 2.4). Dentre eles, os teores de EGCG, EGC e
ECG (10,87-12,13 mg/g de extrato liofilizado), foram observados em maiores
concentracfes. Além disso, alcaloides purinicos teobromina (THB) e cafeina (CAF),
foram quantificados e seus teores foram de 15,17 e 1,53 mg/g, respectivamente.
Esses resultados corroboram os achados de Fan et al. (2013), Shi et al. (2021) e Zhao
et al. (2020), mostraram altos niveis de EGCG, ECG, EGC, EC e CAF em amostras
de C. sinensis de diferentes cultivares. Shi et al. (2021) relataram o teor total de
catequinas de 220-330 mg/g para extratos metanolicos de folhas roxas, e EGCG
ocupou a maior fracdo (92,4 mg/g a 165,4 mg/g) em 9 cultivares de chas com folhas
roxas de C. sinensis.

Andlises complementares para avaliacdo da AA foram realizadas visando
abranger os diferentes mecanismos de acdo. O EOFR apresentou capacidade
redutora testada pelo ensaio FRAP (27042 + 113 mg AAE/ 100 g) e capacidade
guelante de ferro (7149 + 275 mg EDTAE/100 g). Estudos na literatura apontam que
extratos obtidos de C. sinensis sdo reconhecidos pela capacidade de doacdo de
elétrons além da capacidade de quelar metais de transicdo, como cobre e ferro
(Granato et al., 2014; Santos et al., 2020). O elevado teor de compostos como flavan-
3-0is e taninos condensados presentes no EOFR promoveram os altos niveis de
atividade antioxidante apresentados nos resultados deste estudo. De fato, esta
magnitude da atividade antioxidante do EOFR também é apontada adiante nos testes

de cultura de células onde este extrato diminui a producédo de EROs intracelular.



59

Figura 2.4 - Cromatograma (A) e quantificacdo (B) da composicdo fendlica detectada no extrato
liofilizado e otimizado de folhas roxas (EOFR) de Camellia sinensis var. assamica cv. Zijuan (A=278
nm).
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2.4.3 Estabilidade do Extrato otimizado

A estabilidade de compostos bioativos € influenciada muitas vezes por
variacbes de pH, temperaturas elevadas e luminosidade. As antocianinas, como
exemplo, sdo degradadas quando expostas a temperaturas elevadas, luz em excesso,
e sua cor pode ser influenciada pela variacdo de pH, devido o deslocamento da
estrutura de equilibrio reversivel ou irreversivel desses compostos (escher et al.,
2018). Neste intuito, avaliacdo dos teores de CFT e AA (DPPH) foi realizada para o
EOFR em meio acido (pH 2 e 4), neutro (pH 7) e alcalino (pH 9 e 13) a fim de verificar
a estabilidade e reversibilidade dos compostos. Os  resultados obtidos tiveram
diferenca significativa (p<0,05) no teor de CFT (Figura 2.5A) e AA avaliada pelo
método de captura do radical DPPH (Figura 2.5B). Verificou-se que os teores de CFT
variaram de 1481 a 4407 mg AGE/100 g e o maior teor observado foi em pH 7
enquanto em pH 13 resultou no menor teor de CFT. Um comportamento semelhante
foi observado para a AA, a menor porcentagem de inibicdo do radical DPPH foi em
pH 13 (30% de inibicdo) e as maiores porcentagens foram observadas entre os pH 2
a 7, com variacdo de 69 a 72% de inibicdo do radical DPPH. Ambas as andlises
demostraram reversibilidade parcial dos compostos presentes dos extratos no
deslocamento de equilibrio, com uma recuperacédo de 85% para o teor de CFT e uma
porcentagem de AA de 61%.

De acordo com Lee e Kader (2000) os baixos teores de CFT e AA em pH
extremamente alcalino é esperado devido a possivel oxidacdo desses compostos,
como observado em pH 13 neste estudo. Ao avaliar a AA de extrato aquoso de pétalas
azuis de Clitoria ternatea, Escher et al. (2018) obtiveram a menor porcentagem de
inibicdo do radical DPPH em pH 10,20, enquanto em pH préximo a 7 obteve 64% de
inibicdo do radical, e em pH entre 3 e 5, a porcentagem de inibicdo foi de
aproximadamente 60%. Este estudo corrobora com os dados obtidos para o EOFR,

com porcentagens de AA acima de 60%, entre os pH 2 a 7.
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Figura 2.5 - Estabilidade do teor de compostos fendlicos (A) e atividade de inibicdo do radical DPPH
(B) do extrato otimizado de folhas de cha roxo (EOFR) de Camellia sinensis var. assamica em diferentes
pHs.
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Observar a estabilidade dos compostos em diferentes faixas de pH é relevante

devido a possivel absor¢cao desses compostos em um processo digestivo, onde o pH
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pode variar de 1,5 a 2 no estbmago, pH 7 no intestino delgado e pH 8 no duodeno,
além da possivel aplicacdo tecnoldgica, visto que a adicdo de extratos ricos em
compostos fendlicos em produtos alimenticios pode favorecer no aumento da vida util
do produto, diminuir processos oxidativos, substituir corantes e conservantes
sintéticos, fornecendo ao consumidor um produto de qualidade e potencialmente
funcional (Goncalves Bortolini et al., 2021). O EOFR apresentou elevados teores de
CFT e AA em uma faixa ampla de acidez (pH 2 a 7), semelhante do processo
digestivo, porém estudos de biodisponibilidade e bioacessibilidade em modelos in vivo

Sa0 necessarios.

2.4.4 Bioatividades in vitro do EOFR Liofilizado

2441 Atividade Antimicrobiana

Os resultados obtidos para o0 método de difusdo em agar placa-cavidade, estédo
demostrados Tabela 2.5, sendo os mesmos referentes ao halo de inibi¢do obtido pela
atividade antimicrobiana do EOFR liofilizado. E possivel verificar que EOFR
apresentou inibicdo do crescimento para todos 0s micro-organismos testados, exceto
Bacillus cereus. Os menores halos de inibicdo foram de 1,5 mm para o Salmonella
Typhimurium (IAL 2431) e 1,8 mm para Salmonella enteritidis (S 2887), e com maiores
halos destaca-se a Listeria monocytogenes (ATCC 7644), Staphylococcus aureus
(ATCC 13565) e Staphylococcus epidermidis (ATCC 12288), com halos de 4,0, 4,1 e
5,0 mm, respectivamente. Para a concentracao inibitéria minima, o extrato néo inibiu

0 crescimento dos microrganismos nas concentracdes de utilizadas (15,625 a 250
pg/mL).

Tabela 2.4 - Atividade antimicrobiana do extrato liofilizado e otimizado de folhas de chéa roxo (EOFR)
de Camellia sinensis var. assamica.

Halo de inibicdo (mm)
EOFR liofilizado (mm) Controle positivo (mm)

Micro-organismos

Listeria monocytogenes (ATCC 7644) 4,0+0,3 31,8+1,0
Pseudomonas aeruginosa (IAL 1853) 2,0+0,7 17,3+ 3,8
Salmonella typhimurium (IAL 2431) 1,5+0,3 21,8+1,7
Salmonella enteritidis (S2887) 1,8+0,6 16,3 +8,3
Bacillus cereus (ATCC 14579) ND 20,0+1,8
Escherichia coli (IAL 2064) 26+16 30,0+£1,2
Staphylococcus aureus (ATCC 13565) 4,1+0,1 37,8 +8,7
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12288) 50£04 6,5+£0,6

Nota: Controle positivo: Imipenem (10 pg/mL). ND = N&o detectado (extrato n&o inibiu o crescimento).
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De acordo com Almajano et al. (2008) a atividade antimicrobiana esta
relacionada com compostos fendlicos presentes no EOFR, tais como flavan-3-0is e
flavonais, e interacdes sinérgicas podem atuar em um maior potencial antimicrobiano.
Estudos da atividade antimicrobiana utilizando os chas provenientes da C. sinensis
sédo frequentemente observados na literatura (Armstrong et al., 2020; Santos et al.,
2018; Reygaert, 2014), porém ndo foram encontrados relatos de atividade
antimicrobiana com a utilizacao de folhas roxas de C. sinensis. A auséncia de estudos
comparativos enfatiza a importancia de se estudar essa variedade de ch4, visto que
tem potencial antimicrobiano frente a micro-organismos importantes para a ocorréncia

de doencas de origem alimentar e quadros clinicos.

2.4.4.2 Viabilidade Celular e Medicdo de Espécies Reativas de Oxigénio
Intracelular

O efeito citotéxico do EOFR foi avaliado nas linhagens celulares IMR90, A549
e HCTS8 e os resultados apresentados na Tabela 2.6. O EOFR liofilizado apresentou
viabilidade para todas as linhagens celulares testadas (ICso de 804,2 a 1161 ug/mL),
com maior sensibilidade em relacdo ao A549 (ICso de 804,2 ug/mL). O EOFR liofilizado
demonstrou um baixo efeito citotéxico contra a linhagem celular de cancer HCT8
(LCs50=1778 pg/mL) e pareceu nao téxico para A549 e células normais (LCs0>2000
png/mL) cuja LCso ndo foi determinada, sugerindo relativa seguranca para essas
células em baixas concentracdes. Em geral, o EOFR liofilizado apresentou atividade
antiproliferativa para todas as linhagens celulares: IMR90 (Gls0=85,72 pg/mL), A549
(Gl50=595,4 pg/mL) e HCT8 (Gls0=564,4 pg/mL). Comportamento semelhante foi
observado em um estudo com extrato de cha Zijuan (Gao et al., 2018), que também
exibiu efeito antiproliferativo em relacao as linhagens celulares cancerosas HCT-116,
HepG2 e MDA-MB-231 (ICso de 224,09 a 380,47 pg/mL). O EOFR liofilizado contém
notavel conteddo fendlico total, incluindo catequinas e antocianinas, que foram os
principais responsaveis pela atividade antiproliferativa do extrato otimizado de cha
verde proveniente de folhas roxas de C. sinensis.

Das linhagens celulares de cancer investigadas, as células A549 mostraram-se
mais resistentes ao extrato, exibindo um alto valor de Glso e indicando que seriam

necessarias concentragcdes muito altas para inibir a proliferacdo celular. Por outro
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lado, as células IMR90 apresentaram maior sensibilidade, pois apresentaram baixo

valor de Glso, refletindo citotoxicidade substancial para essa linhagem celular normal.

Tabela 2.5 - Viabilidade celular de células epiteliais de adenocarcinoma de pulm&o humano (A549),
fibroblasto de pulmdo humano (IMR90) e carcinoma do co6lon humano (HCT8) ap0s exposicdo ao
extrato otimizado e liofilizado de folhas roxas de C. sinensis var. assamica cv. Zijuan.

Linhagem Celular

Parametro IMR90 AB49 HCTS
ICso (ug/mL) 1089 8042 1161
Glso (g/mL) 8572 595 4 564.4
L Cso (ug/mL) >2000 2000 1778

Nota: ICso: a concentragdo do agente que inibe o crescimento em 50%; Glso: a concentracdo do agente
gue inibe o crescimento em 50%; LCso: a concentracdo do agente que resulta na morte de 50% das
células em relagédo ao niimero no inicio do tratamento.

Considerando o fato de que as antocianinas presentes no EOFR liofilizado
atuaram como agente antioxidante em estudos anteriores (Lv et al., 2015; Joshi et al.,
2017), realizou-se a avaliacdo da geracdo de EROs intracelular em linhagens
celulares expostas a varias concentracfes (100-1000 pg/mL) do EOFR liofilizado
(Figura 2.6). Os niveis de EROs induzidos por H202 foram maiores que os do controle.
O extrato apresentou efeitos antioxidantes, e as trés concentracdes exibiram uma
diminuicdo adequada na producédo de EROs em relagdo as células A549 e HCT8 ao
mesmo nivel da geracdo espontanea. Esse resultado esta associado a presenca de
antocianinas e catequinas, que podem remover de forma eficiente os radicais livres e
induzir forte atividade antioxidante nas células por conterem numerosos grupos
hidroxila (Joshi et al., 2017; Neill et al., 2002). A particularidade da molécula de
antocianina como antioxidante também pode ser atribuida a sua capacidade de
deslocar elétrons e formar estruturas ressonantes (Bagchi et al., 2003).

A atividade antioxidante de compostos fendlicos, como os presentes no EOFR
liofilizado, pode prevenir danos celulares em células normais e células cancerosas por
inibir a geracdo de EROs intracelular induzida por H202 (Fan et al., 2020). Uma
reducdo nos niveis de EROs pode prejudicar a sinalizacdo pré-tumorigénica e,
consequentemente, a proliferacdo celular e progressao tumoral (Carmo, Granato;
Azevedo, 2021). De fato, esse efeito pode ser observado pelo leve efeito de

citotoxicidade em relacédo a linhagem celular HCT8 (LCso = 1778 pg/mL).
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Figura 2.6 - Medicdo intracelular de espécies reativas de oxigénio em células epiteliais de
adenocarcinoma de pulmdo humano (A549) e carcinoma do c6lon humano (HCT8) por
espectrofluorimetria.
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Nota: Tratamento realizado com o extrato otimizado e liofilizado de folhas roxas de Camellia sinensis
a 100-1000 pg/mL. Dados quantitativos sdo a média + desvio padrdo. Letras diferentes indicam uma
diferenca significativa (p<0,05).

2443 Atividade Anti-inflamatoéria

Os resultados referentes a viabilidade celular em relacdo a macréfagos 264.7
e quantificacdo das citocinas (TNF-a, CXCL2/MIP-2 e IL-6), estdo apresentados na

Figura 2.7.
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Figura 2.7 - Efeitos do extrato liofilizado e otimizado de folhas roxas (EOFR) de Camellia sinensis var.
assamica cv. Zijuan(1-1000 pg/mL) na viabilidade de macréfagos RAW 264,7 (A), produgédo de TNF-a
(B), producéo de CXCL2/MIP-2 (C) e producéo de IL-6 (D).
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Nota: O simbolo (#) indica diferenca estatistica em relac@o ao veiculo e o simbolo (*) indica diferenga
estatistica (p<0,05) em relacéo ao grupo tratado apenas com lipopolissacarideos (LPS).

O EOFR apresentou citotoxicidade na concentragdao de 1000 pg/mL (Figura
2.7A), jA em concentracbes menores (1, 10, 100 pg/mL) o EOFR promoveu a
manutencdo da viabilidade celular. Com base nesses resultados, a concentracdo de
100 pg/mL do EOFR liofilizado foi utilizada para avaliacéo da liberacédo de citocinas
inflamatoérias em macréfagos estimulados por LPS. Conforme observado na Figura
2.7C-D, o pré-tratamento das células com EOFR a 100 pg/mL reduziu a liberag¢édo das
citocinas pro-inflamatorias (p<0,05). Similarmente, Novilla et al. (2017) avaliaram as

propriedades anti-inflamatérias do extrato etanolico de cha oolong (Camellia sinensis)
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e observaram a capacidade de reduzir os niveis de 6xido nitrico (NO), interleucinas
(IL-6, 1L-1B), ciclooxigenase-2 (COX-2) e TNF-a em macréfagos ativos. Tal
comportamento pode estar associado ao elevado teor de compostos fendlicos
presentes nos produtos obtidos a partir da C. sinensis, 0 EOFR contém especialmente
compostos como flavan-3-6is e antocianinas, que podem auxiliar na atividade anti-
inflamatéria por meio de sua capacidade de eliminar radicais livres como NO,
peroxinitrito e outras espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (Novilla et al., 2017),
além de inibir a ativacao de fatores de transcri¢cao pré-inflamatorios e diminuir os niveis

de citocinas pro-inflamatorias (Bastos; Rogero; Aréas, 2009).

2.4.4.4 Inibicdo da a-amilase e a-glicosidase in vitro

A inibicdo das enzimas a-glicosidase e a-amilase esta representada Figura
2.8. Pode-se observar que o EOFR liofilizado apresentou atividade inibitoria contra as
enzimas a-glicosidase e a-amilase. Com apenas 63,50 ug/mL, o EOFR liofilizado
inibiu 50% da atividade da enzima a-glicosidase (ICso = 63,50 ug/mL), enquanto para
a enzima a-amilase foi necessaria uma concentracdo de 2,11 mg/mL para inibir 50 %
de atividade enzimatica (ICso = 2,11 mg/mL). O aumento da concentracdo de EOFR
liofilizado mostrou um efeito dose-dependente: para a enzima a-glicosidase, a maior
concentracdo de EOFR liofilizada testada (200 pg/mL) inibiu 100% da atividade
enzimatica, enquanto para a enzima a-amilase, a concentragdo maxima testada de

EOFR liofilizado (3 mg/mL) inibiu aproximadamente 80% da atividade enzimatica.
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Figura 2.8 - Efeitos do extrato liofilizado e otimizado de folhas roxas de Camellia sinensis var. assamica
na inibicdo das enzimas a-glicosidase e a-amilase.
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Estudos anteriores mostraram que compostos fendlicos, como flavonoides,
acidos fendlicos e taninos, inibem enzimas digestivas e, assim, ajudam a controlar
doencas associadas a hiperglicemia, além de reduzir a taxa de glicose e absor¢do no
intestino delgado (Hanhineva et al., 2010). Esses dados corroboram os resultados
obtidos por Armstrong et al. (2020), que ao avaliarem a capacidade inibitoria do extrato
aquoso pu-erh contra a a-glicosidase, obtiveram o valor de ICso de 47,30 ug/mL, ja em
relacdo a a-amilase, o extrato otimizado apresentou 30% de inibicdo na maior
concentracéo testada (30,0 mg/mL). Santos et al. (2020) obtiveram valores de ICso de
113,5 yg/mL e 19,0 mg/mL para a-glicosidase e a-amilase, respectivamente, ao
avaliar extratos aquosos de cha branco.
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2.5 CONCLUSOES

Este estudo demostrou a eficacia da aplicacdo da metodologia de superficie de
resposta para modelar a extracdo de compostos bioativos presentes no cha verde
proveniente de folhas roxas de Camellia sinensis var. assamica. A temperatura de 60
°C, tempo de 15 min e relacdo massa-solvente de 1 g de folhas roxas desidratadas
para 62,3 mL de solucdo de etanol/acido citrico, maximizaram as respostas de CFT e
AA. O EOFR apresentou elevado teor de CFT, AA, estabilidade dos compostos em
faixas de pH relevantes ao processo digestivo, além de apresentar efeitos
antimicrobiano, antiproliferativos e citotoxicos in vitro contra células, inibicdo da
atividade das enzimas a-amilase e a-glicosidase e mostrou efeitos anti-inflamatorios
usando um modelo in vitro baseado em macrofagos. Os resultados obtidos sugerem
gue o extrato otimizado de folhas roxas de C. sinensis pode ser utilizado como
ingrediente em aplicacdes tecnoldgicas, visando elevar a vida util do produto, diminuir
danos oxidativos, melhorar aspectos sensoriais, além de ser potencialmente funcional,
porém estudos de biodisponibilidade e bioacessibilidade em modelos in vivo ainda séo

necessarios.
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CAPITULO 3 — ESTUDO DA INFLUENCIA DA AGUA E ETANOL COMO
SOLVENTES NA EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS DE FOLHAS ROXAS
DE CAMELLIA SINENSIS var. ASSAMICA?

3.1 INTRODUCAO

Como visto no Capitulo Il deste trabalho, o cha verde de folhas roxas
provenientes de C. sinensis var. assamica € um potencial ingrediente funcional, com
alto teor fendlico e diferentes atividades biol6gicas, e fatores como temperatura,
tempo, razdo massa solvente foram fundamentais para se obter tais resultados.
Estudos evidenciam que os solventes utilizados na extracdo podem favorecer o
aumento no teor dos compostos extraidos e algumas caracteristicas podem ser
avaliadas para auxiliar nesta escolha, como: capacidade de solubilizar o soluto
desejado, apresentar alta especificidade com a molécula de interesse, ser
guimicamente inerte e de facil remocéo (Pedro; Granato; Rosso, 2016; Alcantara et
al., 2019; Cruz et al., 2021).

Relatos na literatura mostram diversos solventes utilizados para extragéo de
compostos fendlicos, como: agua, etanol, acetona, metanol e acetato de etila (Santos,
et al., 2018a; Armstrong et al., 2020; Fidelis et al., 2020). O uso de uma mistura de
solventes ou acidificacdo da solugdo, para maximizar essa extracdo também séao
reportadas (Almeida et al.,, 2017; Reis et al., 2017; Cruz et al., 2021), porém é
importante ressaltar que a toxicidade do solvente deve ser avaliada (Schechtel et al.,
2019). Para fins alimenticios, solventes como agua e etanol sdo recomentados pela
baixa toxicidade e reconhecidos como seguros pela FDA (Food and Drug
Administration) dos Estados Unidos, pela Comisséo europeia (Diretiva 2009/32/EC) e
também pela Legislacdo Brasileira por meio da Resolucdo RDC N° 466, de 10 de
fevereiro de 2021, que estabelece os solventes de extragcdo e procedimentos
autorizados, para uso na producao de alimentos e ingredientes (Brasil, 2021). Sendo
assim, o objetivo desse capitulo foi avaliar diferentes propor¢cdes de agua (Hz20) e
etanol (EtOH), de forma a maximizar o teor de compostos extraidos bem como suas

atividades bioldgicas.

2Capitulo publicado: MOURA et al. Sustainable and effective approach to recover antioxidant
compounds from purple tea (Camellia sinensis var. assamica cv. Zijuan) leaves. Food Research
International, v. 164, 2023. Disponivel em: hitps://doi.org/10.1016/].foodres.2022.112402.
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3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os efeitos isolados e binarios dos solventes, agua e etanol, na extracao
de compostos bioativos e atividade antioxidante (AA).

e Investigar o perfil cromatogréfico dos extratos obtidos;

e Avaliar as propriedades funcionais in vitro do extrato liofilizado obtido na
proporgao de solvente ideal para maiores teores de compostos bioativos e AA.

3.3 MATERIAIS E METODOS

3.3.1 Preparagao dos extratos

Folhas roxas da Camellia sinensis var. assamica cv. Zijuan foram adquiridas
em Xishuangbanna, Yunnan Province, China, apos o procedimento padréo de fixacéo,
enrolamento e secagem de folhas e brotos para obtencdo do cha verde (cha nao
fermentado). Para alcangar uma maior area superficial durante a extragédo, a amostra
foi triturada (60 Tyler mesh) e utilizada para o preparo dos extratos.

Um delineamento inteiramente casualizado foi utilizado para avaliar o efeito
isolado da agua (H20) e do etanol (EtOH) e suas combinacgfes binarias na extracao
de compostos bioativos e atividade antioxidante do cha verde obtido a partir de folhas
roxas de C. sinensis. Os extratos foram preparados em triplicata nas condi¢des
otimizadas descritas por Moura et al. (2022), na proporcdo 1 g de material vegetal e
62,3 mL do solvente extrator, 60 °C por 15 min, em uma cuba extratora sob constante
agitacdo. ProporcOes dos solventes utilizados estédo descritas na tabela 3.1. Os
extratos foram filtrados (papel filtro qualitativo) e o residuo lavado com o solvente de
extragcdo para padronizacdo do volume. Os extratos foram armazenados sob
refrigeracéo (8 °C) em frascos de polietileno e protegidos da luz até o momento das
analises. Analises para determinar o teor de polifendis, clorofila A e B, parametros de

cor e AA in vitro foram conduzidos.
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Tabela 3.1 - Propor¢des de solventes utilizadas para extracdo de compostos fendlicos no cha verde de
folhas roxas de C. sinensis.

Ensaios Etanol (%) H20 (%)

Et0 0 100
Et25 25 75
Et50 50 50
Et75 75 25

Et100 100 0

Nota: Proporcdo de solventes: 100% H2O (Et0), 75% H20 + 25% EtOH (Et25), 50% H20 + 50% EtOH
(Et50), 25% H20 + 75% EtOH (Et75), e 100% EtOH (Et100).

3.3.2 Caracterizagdo quimica dos extratos

As quantificacBes dos teores de compostos fendlicos totais (CFT, mg de acido
galico equivalente por 100 g de folhas roxas, mg AGE/100 g), flavonoides totais (mg
de quercetina equivalente por 100 g de folhas roxas, mg QE/100 g), antocianinas totais
(mg de cianidina-3-O-glicosideo equivalente por 100 g de folhas roxas, mg CGE/100
g) e orto-difendis (mg de acido clorogénico equivalente por 100 g de folhas roxas, mg
ACE/100 g) foram realizados em triplicata de acordo com os métodos colorimétricos
descritos no capitulo 2 deste trabalho (sessdes 2.3.3 e 2.3.6).

A metodologia proposta por Seraglio et al. (2016) foi utilizada para a
identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos presentes nos extratos
provenientes das folhas roxas de C. sinensis. Utilizou-se um cromatografo liquido
modelo 1290 Infinity (Agilent Technologies, Deutschland GmbH, Waldbronn,
Alemanha) acoplado ao espectrometro de massa modelo 5500 QTRAP (Sciex,
Framingham, EUA), equipado com uma fonte de ionizac&o por electrospray (ESI). O
software Analyst 1.6.2 (AB Sciex, Foster City, CA) e MultiQuant (AB Sciex, Foster City,
CA) foi usado para operacdo do equipamento e processamento de dados,
respectivamente. A separacdo cromatografica foi realizada no modo de fase reversa
com uma coluna Zorbax Eclipse Plus Cis (3,5 um, 3,0 x 100 mm) fabricada pela Agilent
Technologies Inc., (Santa Clara, EUA). A temperatura da coluna foi mantida a 40 °C,
o volume de injecdo de amostra foi de 5 L e a taxa de fluxo da fase mével foi de 300
ML/min. A fase mével A era composta por uma solugdo aquosa de acido férmico (0,1%)
e a fase movel B era composta por acetonitrila com 0,1% de acido formico. O gradiente
de eluicdo seguiu as seguintes condi¢cdes: 98% A (0-3 min), 80% A (3-10 min), 10% A
(10-11 min), 98% A (11-13 min), com 4 min para o equilibrio do sistema.
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Cada extrato foi injetado em triplicata, e a quantificacdo de cada composto foi
realizado por calibracéo de padrédo externo (37 compostos) na faixa linear de 25-1000
Mg/L, exceto para EGCG, cuja faixa linear foi de 500-1000 ug/L, todos com linearidade
(R?) acima de 0,99. Os limites de quantificacdo variaram de 0,20 a 12,8 ug/L, e a
descricdo da validacdo do método esta disponivel do estudo realizado por Seraglio et
al. (2016). Os modos de ionizacado positivo e negativo foram ajustados para 5500 V e
-4500 V, respectivamente. Outros parametros do instrumento foram ajustados como:
25 psi (gas de cortina) e 55 psi (gas nebulizador e gas auxiliar) a 400 °C em uma
atmosfera de nitrogénio. Os parametros de espectrometria de massa para a andlise
de cada composto fendlico sdo mostrados na Tabela 3.2. Os resultados foram

expressos em mg de cada composto fendlico por 100 g de folhas roxas (mg/100 g).
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Tabela 3.2 - Espectrometria de massas para transi¢des de monitoramento multiplo de reacgédo para os ions no modo positivo [M + H]* e negativo [M - HJ".

Compostos Tetengao lonPreGusor iR confimaco D FE . CE PSC
_ (min) (Da) (Da)
ACidgyzi?)ZZOico 714 122.93 o 51.00 % 10 5 24
cégﬂasgr;a 7.68 146.94 2020 103.00 e 10 5
Acido 2,4-gi7h|_i|(:g):<ibenzoico 477 155.00 137_.00 136;,50 31 18 ;g 582
Acido 2,5—((:1:i7h|_i|<:g)j<ibenzoico 476 155.00 137_.00 109;.00 ﬁ 18 ;g 280
R S A T
Acglglﬁgico 6.64 194.99 1090 89.00 i 18 i 18
R N U
Pirg;argt())rlna 9.28 257.02 1500 76.90 gg 18 :;g 18
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e e 00 4 10 3 1
oteon i 4 10 e 1o
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Acido 3,4—gi7h|_i|<:g)j<ibenzoico 476 152.90 10?.00 90?90 ;g 18 gg _—173
ACidocg_HCsuc;zérico 6.44 162.92 s 93.00 % 10 .40 5
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Isgiﬂ?zana ) 8.17 314.95 300-'00 156 90 ggg :18 :gg _-195
(-)-Epigalocatequina galato ) 169.00 - -165 -10 -20 -11
C2H1s011 5.76 456.97 i 125.00 165 10 52 9
Isoquercitrina 300.00 - -215 -10 -36 -15
C21H20012 ) 6.19 462.98 - 271.00 -215 -10 -56 -13
Naringina 271.00 - -255 -10 -42 -13
CaHz2014 - 6.36 579.02 ] 151.00 255 10 -48 9

Rutina 299.90 - -230 -10 -48 -15

C27H30016 ) 6.00 609.00 - 270.90 -230 -10 -70 -13

PD: potencial de desagrupamento (V); PE: potencial de entrada (V); EC: energia de colisao (V); PSC: potencial de saida da célula de colisao (V).
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3.3.3 Determinacédo da Cor Instrumental, Clorofila A e B e Teor de Carotenoides

Totais

Parametros de cor foram determinados através do método proposto por
Schechtel et al. (2019). Os extratos foram diluidos na propor¢éo 1:3 (v/v) com agua
ultrapura e a absorcdo méaxima foi registrada em diferentes comprimentos de onda
(420, 520 e 620 nm), com uma cubeta de 1 cm. A intensidade de cor (I) e a proporcao
de amarelos (PA), vermelhos (PV) e azuis (PZ) foram estimados de acordo com as
equacgles 3.1 a 3.4.

[ = AbSyy0 + Abssyo + Absgag (3.2)
%PA = 420 x 100 (3.2)
%PV = T2 x 100 (3.3)
0Pz = 22%20 4 100 (3.4)

I

Teores de clorofila A (Chl.A), clorofila B (Chl.B) e carotenoides totais (CT) foram
guantificados de acordo com Bursa¢ KovacCevi¢ et al. (2018), com algumas
modificagdes. Os extratos foram diluidos em etanol P.A. na proporcéo 1:2 (v/v) e a
absorbancia foi registrada nos comprimentos de onda 440, 644 e 662 nm. Os teores
foram estimados utilizando as equacdes 3.5 a 3.7 e 0s resultados foram expressos

em mg por 100 g de folhas roxas.

Chl.A = (9784 X Ab5662) - (099 X AbS644_) (35)
TC = (4.695 x Absy40) — 0.369(Chl. A + Chl.B) (3.7)

3.3.4 Atividade antioxidante

A capacidade redutora total (CRT) dos extratos foi avaliada baseado no
método de Folin-Ciocalteu modificado e os resultados expressos em mg de quercetina
equivalente por 100 g de folhas roxas (mg QE/100 g). A atividade sequestrante do
radical livre DPPH e atividade antioxidante de reducgé&o do ferro (FRAP) também foram
avaliados e os resultados expressos em mg de acido ascorbico equivalente por 100 g
de folhas roxas (mg AAE/100 g). Para capacidade quelante frente aos ions Fe?*, os

resultados foram expressos em mg de EDTA equivalente por 100 g de folhas roxas
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(mg EDTAE/100 g). As analises foram realizadas em triplicata e de acordo com 0s

métodos apresentados no capitulo 2 desde trabalho (secdes 2.3.4 e 2.3.6).

3.3.5 Obtencao do extrato ideal e modelagem da extrac&o

A homocedasticidade das variaveis de respostas foram avaliadas pelo teste
de Brown-Forsythe (p>0,05) e a diferenga entre as médias por meio de analise de
variancia unidirecional (ANOVA). O teste de Fisher de diferenga minima significativa
(p=<0,05) foi realizado para identificagdo do extrato com maior potencial funcional,
obtido pelos teores resultantes da composi¢cao quimica e AA in vitro e este escolhido
como extrato ideal, para sequéncia das analises.

Para avaliar os efeitos isolados e binarios da 4gua e etanol na extracédo de
compostos bioativos, clorofilas A e B, AA in vitro e cor instrumental, a analise de
regressao linear multipla foi conduzida. Os coeficientes de regressdo foram
considerados significativos quando p<0,05 e os coeficientes de determinacao (R?) e
coeficiente de determinacgéo ajustado (R2aqj) foram utilizados para avaliar os modelos
obtidos. O software TIBCO Statistica v. 13.3 (TIBCO Software Ltd, Palo Alto, CA, USA)

foi utilizado para a analise.

3.3.6 Extrato ideal liofilizado (EIL)

A liofilizacéo (=50 °C, 1200 umHg; modelo Terroni LD 1500A) do extrato ideal
de folhas roxas de C. sinensis (Et75; 75% EtOH + 25% H20) foi realizada para
posterior avaliagdo da composicdo quimica, atividade antioxidante e bioldgica in vitro.

3.3.6.1 Caracterizacdo quimica e atividade antioxidante

Os teores de CFT (mg AGE/100 g de EIL), flavonoides totais (mg QE/100 g
de EIL), taninos condensados (mg CE/100 g de EIL), flavondis totais (mg QE/100 g de
EIL) e orto-difendis (mg ACE/100 g de EIL) foram realizadas seguindo as
metodologias propostas por Moura et al. (2022) e descritas no capitulo Il (se¢bes 2.3.3
e 2.3.6) desde trabalho.

A amostra para a quantificacdo de catequinas, acido galico e cafeina foi

preparada com 0,2 g do EIL dissolvidos em 2 mL de solugao aquosa de metanol (70%
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v/v), filtrada em filtro Millipore de 0,22 ym (Shanghai) e injetado no equipamento de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Xu et al., 2018). O volume de injecéo
foi de 10 pL, temperatura da coluna (Diamonsil™ C18 column; 250x4.6 mm I.D., 5
pum) de 30 °C e fluxo de injegdo de 1mL/min. A fase madvel foi composta por agua
acidificada com 2% de &cido acético (fase move A) e acetonitrila (fase mével B). O
gradiente de eluicao inicialmente foi de 6,5% da fase movel B, aumentada linearmente
para 15% em 16 min e para 25% em 25 min, em seguida reduzida para 6,5% em 30
min e mantida até 35 min de injecdo. O detector ultravioleta Shimadzu SPD (Shimadzu
Corporation) foi usado para a deteccéo de EC, EGC, ECG, EGCG, C, GC, CG, GCG,
acido galico e cafeina, a 280 nm. Os resultados foram expressos em mg/g de EIL.
Para avaliacdo da AA do EIL as seguintes andlises foram realizadas: FRAP (mg
AAE/g de EIL), atividade sequestrante de radical livre DPPH (mg AAE/g de EIL) e
atividade quelante frente aos ions Cu®* e Fe?* (mg EDTAE/g de EIL), seguindo os
procedimentos adotados por Santos; Alvarenga Brizola; Granato (2017) e descritas
nas secodes 2.3.4 e 2.3.6 (Capitulo 2). A porcentagem de inibicdo da peroxidacao
lipidica induzida por Fe?* de fosfolipidios e triacilglicerdis contidos na gema de ovo de
galinha, em um sistema tamponado pH 7.4 (sec¢éo 2.3.4.3, Capitulo 2) foi avaliado em
diferentes concentragfes de EIL (250, 500 e 750 mg/L) e a concentragdo necessaria

de EIL para inibicdo de 50% da peroxidacao lipidica (ICso) foi calculada.

3.3.6.2 Atividade Anti-Hemolitica

Para avaliacdo da protecao dos eritrocitos submetidos ao estresse osmotico,
o EIL foi adicionado aos eritrécitos oriundos de amostras de tipagem sanguinea O,
com procedimentos aprovados no comité de ética da Universidade Estadual de Ponta
Grossa (Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo FEtica - CAAE
94830318.1.0000.0105 — ANEXO 1). Para obtenc¢do dos eritrocitos, foram realizadas
lavagens sucessivas em PBS (Phosphate Saline Buffer; 5 mmol/L, pH 7,4, NaCl 154
mmol/L), centrifugados a 700 xg durante 10 min e o sobrenadante descartado. Tal
procedimento foi repetido por 3 vezes, para obtencdo do sobrenadante incolor. Por
fim, os eritrocitos foram ressuspendidos (12,5 % v/v) em PBS e utilizados para a
analise, conforme metodologia proposta por Zhang et al. (2019b), utilizando
hemataocrito final de 0,8% (v/v). Inicialmente adicionou-se 60 puL da suspenséao de
eritrécitos (12,5%) e 840 uL de extrato (50 pL/mL) diluido em PBS ([NaCl] = 0,1-0,9%
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m/v; pH 7,4) em microtubos e incubados por 10 min. A hemolise total (HT) foi obtida
com a adicao de 840 uL de agua ultrapura e 60 pL de eritrocitos, ja a curva controle
foi realizada com substituicdo do extrato por PBS em todas as concentra¢cdes de NaCl
(0,1 a 0,9%). Os microtubos apos o periodo de incubacao, foram centrifugados (900
xg) por 10 min, e 300 pL do sobrenadante foram transferidos para microplacas de 96
pocos e a absorbancia registrada em 540 nm. Para avaliacdo do efeito dose-
dependéncia a mesma metodologia foi utilizada com concentracdo do EIL de 25, 50 e
75 puL com 0,3% de NaCl. A taxa de hemdlise (Yonemsiise) foi calculada pela equacéo
3.8, onde Aexp € a absorbéancia obtida com a adi¢cdo do extrato e Axt a absorcao

referente a HT.

Aex
Yonensiise = (A p)x 100 (3-8)

HT

3.3.6.3 Viabilidade celular

A citotoxicidade in vitro do EIL foi avaliada em relacéo as linhagens celulares
A549 (células epiteliais de adenocarcinoma do pulméo), HepG2 (células de carcinoma
de hepatoma humano), HCT8 (carcinoma de cdlon humano) e EA.hy926 (hibrido de
células endoteliais) através do teste do MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-
difenil tetrazolium]; kit para crescimento celular). As células a uma densidade de 1x104
célula/poco foram adicionadas nas microplacas de 96 pocos e apos 24 horas, as
células foram tratadas com o EIL nas concentra¢fes de 50, 100, 150, 200, 250 e 500
Mg QE/mL durante 48 horas. Em seguida, a solucado de MTT (5 mg/mL) foi adicionada
e ap6s 4 horas a 37 °C, o sobrenadante foi removido e os cristais de formazan
produzidos foram dissolvidos em 100 pL de DMSO. A absorbéancia (570 nm) foi
medida usando um leitor de microplacas (Synergy™ H1, Biotek) e a analise de dose-
resposta foi determinada por regressao nao linear (ajuste de curva). Os parametros
avaliados foram: 1Cso (concentragdo capaz de inibir o crescimento celular em 50%),
Glso (concentracdo do agente que inibe o crescimento em 50% em comparagdo com
células ndo tratadas) e LCso (concentracdo que resulta na morte de 50% das células

em relacdo ao numero de células no inicio do tratamento).
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3.3.64 Atividade antioxidante celular via geragéao de ERO

A geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) é usada para monitorar a
oxidacdo em sistemas bioldgicos. As quantidades intracelulares de ERO foram
medidas por um ensaio fluorométrico com diacetato de 2,7-diclorofluoresceina
(DCFH-DA), que detecta e quantifica a producéo intracelular de radical superéxido,
radical hidroxila e peréxido de hidrogénio (Othméne et al., 2021). Todas as linhagens
celulares foram semeadas a 6x10%poco e foram tratadas por 1 h a 37 °C com EIL
diluido em solucédo de DCFH-DA (25 mmol/L) nas concentra¢cdes de 10, 50 e 100 ug
QE/mL. As células foram tratadas com 15 pmol/L H202 para o controle positivo e para
0 controle negativo apenas com meio de cultura. Apés a incubacao, a producao
intracelular de ERO foi medida pela intensidade da fluorescéncia em um fluorimetro
(Synergy ™ H1, Biotek) com comprimento de onda de excitacdo de 485 nm e
comprimento de onda de emissao de 538 nm (Granato et al., 2022). A intensidade de
fluorescéncia é proporcional & quantidade de ROS formada intracelularmente e os
resultados expressos em porcentagem da intensidade de fluorescéncia.

3.3.7 Anédlise Estatistica

As analises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos como
média e desvio padrdo. Quando necessaria a comparacao entre resultados, o teste
Brown-Forsythe foi empregado para avaliagdo da homocedasticidade e analise de
variancia unidirecional (ANOVA) utilizada para investigar a diferenca entre as médias,
seguido do teste de Fisher de diferenca minima significativa (p<0,05). Matrizes de
correlacdo de Pearson foram utlizadas para correlacionar estatisticamente a
composicdo quimica e AA in vitro. Os testes foram realizados com o auxilio do
software TIBCO Statistica v. 13.3.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.4.1 Efeitos da Agua e Etanol na Extracdo de Compostos Bioativos, Cor

Instrumental e Atividade Antioxidante

Os modelos obtidos pela analise de regressdo linear mdultipla foram
satisfatorios, com R? e R2aqj maiores que 0,720 (Tabela 3.3) para todos os parametros
avaliados (caracterizagdo quimica, AA e cor instrumental). Os resultados referentes
aos coeficientes de regressao obtidos, é possivel observar que a agua foi o solvente
com maior influéncia para CFT, orto-difenois, CRT, DPPH e FRAP, ja para o etanol as
analises com maior influéncia do solvente foi o teor de antocianinas totais, Chl.A, TC
e pigmentos amarelos. O efeito sinérgico entre os solventes foi significativo em todas
as andlises, exceto para a intensidade de cor. Este efeito sinérgico obteve maior
relevancia para as analises antioxidantes FRAP, DPPH e CRT, porém
guantitativamente menores que o efeito dos solventes puros (agua e etanol). O efeito
ternario para todas as analises foi pequeno, porém néo foi significativo apenas para a
capacidade quelante de Fe?*. Tais resultados permitem observar a importancia em
estudar diferentes condi¢cdes de polaridade do solvente extrator, além de utiliza-los
para prever o conteudo fendlico, AA, parametros de cor, carotenoides totais e clorofila

A e B de extratos hidroalcéolicos de folhas roxas de C. sinensis cv. Zijuan.

Tabela 3.3 - Modelagem da extracdo de compostos bioativos, atividade antioxidante, clorofilas e cor
instrumental de extratos de Camellia sinensis var. assamica cv. Zijuan obtidos com diferentes
proporc¢des de etanol e agua.

Fatores CchglgCrleeg;gg © paE(;:go t-Valor  p-Valor Co_n%‘isefﬁga Coﬁ‘iﬁga
Compostos fendlicos totais (mg AGE/100 g)
(A) EtOH 30,419 2,450 12,415 <0,001 25,027 35,812
(B) H20 50,331 2,450 20,542 <0,001 44,938 55,724
AB 1,246 0,106 11,809 <0,001 1,014 1,479
AB(A-B) 0,005 0,002 2,462  <0,001 0,001 0,010
R2 0,939
R? ajustado 0,923
Flavonoides totais (mg QE/100 g)
(A) EtOH 1,850 0,233 7,933 <0,001 1,336 2,363
(B) H20 2,501 0,233 10,725 <0,001 1,987 3,014
AB 0,064 0,010 6,346  <0,001 0,042 0,086
AB(A-B) 0,001 <0,001 7,157 <0,001 0,001 0,002

R? 0,895



R? ajustado 0.866
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Antocianinas totais (mg CGE/100 g)

(A) EtOH 0,675 0,112 6,012 <0,001 0,428 0,922
(B) H20 0,507 0,112 4519 <0,001 0,260 0,754
AB 0,024 0,005 5,037  <0,001 0,014 0,035
AB(A-B) <0,001 <0,001 6,054 <0,001 <0,001 0,001
R2 0,879
R? ajustado 0,846
orto-difendis (mg ACE/100 g)
(A) EtOH 6,949 2,395 2,902 <0,001 1,679 12,220
(B) H20 23,785 2,395 9,932 <0,001 18,514 29,056
AB 1,401 0,103 13,582 <0,001 1,174 1,628
AB(A-B) 0,011 0,002 5,381 <0,001 0,006 0,015
R2 0,953
R? ajustado 0,940
Flavonois totais (mg QE/100 g)
(A) EtOH 2,457 0,363 6,769  <0,001 1,658 3,256
(B) H20 2,367 0,363 6,522 <0,001 1,568 3,166
AB 0,075 0,016 4,828  <0,001 0,041 0,110
AB(A-B) 0,001 <0,001 4,057 <0,001 0,001 0,002
R2 0,803
R? ajustado 0,748
Capacidade Redutora Total (mg QE/100 g)
(A) EtOH 22,997 10,291 2,235 0,047 0,347 45,647
(B) H20 126,943 10,291 12,335 <0,001 104,293 149,594
AB 5,875 0,443 13,254 <0,001 4,899 6,850
AB(A-B) 0,034 0,009 3,915 0,002 0,015 0,053
R2 0,954
R? ajustado 0,941
DPPH (mg AAE/100 g)
(A) EtOH 127,611 9,062 14,082 <0,001 107,666 147,555
(B) H20 272,843 9,062 30,110 <0,001 252,899 292,788
AB 7,356 0,390 18,846 <0,001 6,497 8,215
AB(A-B) 0,069 0,008 8,947  <0,001 0,052 0,086
R2 0,979
R? ajustado 0,973
FRAP (mg AAE/100 g)
(A) EtOH 57,631 3,449 16,710 <0,001 50,040 65,222
(B) H20 125,270 3,449 36,321 <0,001 117,679 132,861
AB 5,256 0,149 35,380 <0,001 4,929 5,583
AB(A-B) 0,071 0,003 24,107 <0,001 0,064 0,077
R? 0,994
R? ajustado 0,993
Capacidade Quelante de Fe?* (mg EDTAE/100 g)
(A) EtOH 7,040 0,355 19,832 <0,001 6,258 7,821



84

(B) H20 8,797 0,355 24,783 <0,001 8,016 9,579
AB 0,156 0,015 10,221 <0,001 0,123 0,190
R2 0,917
R? ajustado 0,894
Clorofila A (mg/100 g)
(A) EtOH 0,702 0,081 8,630 <0,001 0,523 0,881
(B) H20 0,283 0,081 3,478 0,005 0,104 0,462
AB(A-B) <0,001 <0,001 5,029 <0,001 <0,001 <0,001
R2 0,861
R? ajustado 0,823
Clorofila B (mg/100 g)
(A) EtOH 0,120 0,016 7,630 <0,001 0,085 0,155
(B) H20 0,451 0,016 28,698 <0,001 0,417 0,486
AB -0,002 0,001 -3,082 0,010 -0,004 -0,001
AB(A-B) <0,001 <0,001 10,045 <0,001 <0,001 <0,001
R? 0,956
R? ajustado 0,945
Carotenoides totais (mg/100 g)
(A) EtOH 0,250 0,043 5,796 <0,001 0,155 0,344
(B) H20 0,115 0,043 2,673 0,022 0,020 0,210
AB 0,007 0,002 3,517 0,005 0,002 0,011
AB(A-B) <0,001 <0,001 3,356 0,006 <0,001 <0,001
R2 0,787
R? ajustado 0,729
Intensidade de cor
(A) EtOH 0,025 0,004 6,495 <0,001 0,016 0,033
(B) H20 0,018 0,004 4,859 0,001 0,010 0,027
AB(A-B) <0,001 <0,001 4,905 <0,001 <0,001 <0,001
R2 0,786
R? ajustado 0,728
Pigmentos vermelhos (%)
(A) EtOH 0,099 0,006 15,546 <0,001 0,085 0,113
(B) H20 0,252 0,006 39,424 <0,001 0,237 0,266
AB 0,003 <0,001 11,216 <0,001 0,002 0,004
AB(A-B) <0,001 <0,001 6,545 <0,001 <0,001 <0,001
R? 0,973
R? ajustado 0,966
Pigmentos amarelos (%)
(A) EtOH 0,833 0,011 75,154 <0,001 0,809 0,858
(B) H20 0,599 0,011 54,019 <0,001 0,575 0,623
AB -0,004 <0,001 -8,480 <0,001 -0,005 -0,003
AB(A-B) <0,001 <0,001 -6,390 <0,001 <0,001 <0,001
R2 0,964
R? ajustado 0,954
Pigmentos azuis (%)
(A) EtOH 0,067 0,005 13,985 <0,001 0,057 0,078
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(B) H20 0,153 0,005 31,878 <0,001 0,143 0,164
AB 0,001 <0,001 4,398 <0,001 <0,001 0,001
AB(A-B) <0,001 <0,001 6,358 <0,001 <0,001 <0,001
R2 0,941
R? ajustado 0,926

3.4.2 Composicdo Quimica, Atividade Antioxidante e Cor Instrumental de Extratos
de Cha Roxo

Os extratos provenientes das extracdes com diferentes proporgdes de etanol e
agua podem ser observados na Figura 3.1. Os resultados referentes a composicao
fendlica, cor instrumental e AA in vitro quando extraidos em condi¢cfes distintas de
polaridade do solvente extrator, estdo apresentados na Tabela 3.4. A diferenca
significativa foi observada através da analise de variancia unidirecional (ANOVA),

exceto para o &cido cafeico quantificado via LC-MS/MS (p=0,09).

Figura 3.1 - Extratos de folhas roxas de Camellia sinensis var. assamica, obtidos com diferentes
polaridades de solvente extrator. /

EtO Et25 Et50 Et75 Et100

Nota: 100% H.O (Et0), 75% H20 + 25% EtOH (Et25), 50% H20 + 50% EtOH (Et50), 25% H20 + 75%
EtOH (Et75), e 100% EtOH (Et100).

O teor médio de CFT variou de 2948 a 6769 mg AGE/100 g de folhas roxas
(Tabela 3.4), nao diferindo significativamente os extratos obtidos nas concentracoes
de 25% a 75% de EtOH. O extrato Et100 apresentou o menor teor médio de CFT.
Estudos relatam o aumento do rendimento na extragcdo de compostos fendlicos
guando o solvente € uma mistura, como agua e etanol, devido a alteracdo da
polaridade do meio (Schechtel et al., 2019; Cruz et al., 2021). Corroborando com a
analise espectrofotométrica, tais extratos (Et25, ET50 e Et75) apresentaram também
0S maiores teores médios dos compostos identificados via LC-MS/MS (total
identificado: 6321 a 7102 mg/100 g), enquanto o extrato Et100 (2847 mg/100 g) e Et0
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(4606 mg/100 g) obtiveram os menores valores médios. O contetdo de flavonoides
totais variou de 176 a 491 mg QE/100 g de folhas roxas (Tabela 3.4). O extrato Et75
apresentou o maior teor médio no teor de flavonoides totais e também os maiores
teores obtidos de flavonoides quantificados via LC-MS/MS, como a quercetina (23,7
mg/100 g), rutina (97 mg/100 g), e as catequinas EC (400 mg/100 g), C (124 mg/100
g) e EGCG (5652 mg/100 g). Os menores teores medios de tais compostos foram
obtidos com o Et100, juntamente com o teor médio de flavonoides totais (176 mg
QE/100 g).

Os teores médios de antocianinas totais variaram de 46 a 181 mg CGE/100 g
de folhas roxas, destacando o Et75 com o maior teor médio (Tabela 3.4). Apesar da
condicdo do meio nao ser favoravel para extracdo e estabilidade das antocianinas
presentes nas folhas roxas de C. sinensis, o extrato Et75 foi superior aos demais,
enguanto o extrato aquoso (Et0) apresentou os menores teores de antocianinas totais.
As antocianinas sdo altamente instaveis e suscetiveis a degradacao, solucdes acidas
normalmente trazem maior estabilidade para a estrutura, na forma de cétion flavilico.
No estudo realizado por Moura et al. (2022) os autores quantificaram o teor médio de
305 mg CGE/100 g de folhas roxas no extrato hidroalc6olico acidificado com acido
citrico, valor superior ao desde estudo, devido a acidificacdo do solvente extrator,

favorecendo na estabilidade das antocianinas.
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Tabela 3.4 - Composicao fendlica, cor instrumental e atividade antioxidante de extratos de folhas roxas da Camellia sinensis var. assamica cv. Zijuan obtidos
com diferentes proporcdes de etanol e agua.

Extratos de folhas da Camellia sinensis var. assamica cv. Zijuan

H 1 2
Analises Et0* Et25* Et50* Et75* Et100* p-Valor®  p-Valor
Composicao quimica
Fendlicos totais (mg AGE/100 g) 4939 + 52° 6769 + 1222 6588 + 1812 6734 + 1402 2948 + 39°¢ 0,719 <0,001
Flavonoides totais (mg QE/100 g) 241 + 49 257 £ 3¢ 321+ 1P 491 + 62 176 £ 2¢ 0,771 <0,001
Antocianinas totais (mg CGE/100 g) 46 + 24 64 £ 1° 93 +1° 181 + 22 63+ 1° 0,613 <0,001
Orto-difenéis (mg ACE/100 g) 2328 + 188° 3761 + 484° 4735+ 3852 4971 + 5202 644 + 11° 0,453 <0,001
Clorofila A (mg/100 g) 25 +0,8¢ 19 +0,4¢ 30+0,3° 105 £ 0,42 67 +0,5° 0,716 <0,001
Clorofila B (mg/100 g) 45+ 1,72 18 +0,1°¢ 26 +0,1° 26 +1,5° 12 +0,7¢ 0,165 <0,001
Carotenoides totais (mg/100 g) 9,7 £0,5° 22 +0,1¢ 24 +0,1° 52 +0,22 23+0,3° 0,369 <0,001
Cor instrumental
Cor instrumental (u.a.) 1,7+0,1¢ 1,6 +0,1¢ 1,8+0,1° 4,9+0,12 2,3+0,1° 0,950 <0,001
Pigmentos vermelhos (%) 24,9+0,32 24,8 + 0,22 23,7+0,1° 23,8+0,2° 9,7+0,1° 0,813 <0,001
Pigmentos amarelos (%) 60,3+0,1¢ 62,2 +0,1¢ 64,1+0,1° 62,4 +0,1¢ 83,7 +£0,12 1,00 <0,001
Pigmentos azuis (%) 15,1 +£0,1° 13,2 +0,2° 12,2 + 0,14 13,8 +0,1° 6,5+0,1° 0,99 <0,001
Atividade antioxidante
CRT (mg QE/100 g) 12291 + 243° 19518 + 507° 19762 + 372° 20736 + 3722 1895 + 1409 0,913 <0,001
DPPH (mg AAE/100 g) 26939 + 4654 32369 + 275° 36341 £501° 38019 + 7942 12416 +276° 0,438 <0,001
FRAP (mg AAE/100 g) 12653 £ 219° 13564 + 72° 23043 £ 3812 23423 +318% 5890 + 109¢ 0641 <0,001

H 2+
(Cn?gal‘zcl'jdfgg /ng'gg‘te de Fe 866 + 5¢ 1193 + 232 1105+20° 1079 +45> 691 + 25¢ 0,493  <0,001
Composic¢éo quimica via LC-MS/MS
(mg/ 100 g)
Acido benzoico 0,6 = 0,2¢ 1,2+0,32 0,8+0,3° 0,9 +0,3° 0,8+0,3° 0,986 <0,001
Acido siringico <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ - -
(-)-Epicatequina 394 +132 414 + 362 413 + 152 400 + 252 206 + 5° 0,451 <0,001
(+)-Catequina 110 + 8° 116 + 62 112 £ 3° 124 £ 52 61+1° 0,648 <0,001
Acido clorogénico 215+ 15° 236 + 122 212 + 4 210 £ 10° 61 +1° 0,712 <0,001
Hesperidina 138 + 9¢ 227 £ 5° 274 £ 2° 319 +112 82 + 3° 0,454 <0,001
Acido 2,5-dihidroxibenzoico 23 +1° 26 +£1° 23 +1° 22 +2° 19 +1° 0,667 <0,001
Acido 2,4-dihidroxibenzoico 18,6 + 0,72 19,2 +0,32 17,8 £0,3° 18,9 + 0,62 17,9 + 0,25 0,795 <0,001
Luteolina <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ - -
Acido salicilico 0,8 £ 0,00° 1,3+0,01° 1,5+0,00% 1,5+0,012 0,3 +0,01¢ 0,861 <0,001
Acido 3,4-dihidroxibenzoico 19+ 0,22 19+0,1° 19+0,1° 19+0,12 18 +0,1° 0,781 <0,001
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Acido p-cumérico <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ - -
Acido galico 84 + 22 85+ 22 80+ 1° 75+ 19 51 +1¢ 0,879 <0,001
Acido cafeico 21+0,2 21+0,1 21+0,3 21+0,1 21+0,3 0,655 0,09
Sinapaldeido <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ - -
Acido sinapico <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ - -
Quercetina 23,0 £ 0,02° 23,5+ 0,09° 23,6 £0,05> 23,7+0,052 23,0+0,02° 0,749 <0,001
Isorhamnetina <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ - -
(-)-Epigalocatequina galato 3990 + 109 4939 + 65° 5047 + 45P 5652 + 462 2185+ 71¢ 0,594 <0,001
Isoquercitrina 95+ 1°¢ 109 + 2° 110 £ 1° 118 + 12 55 + 14 0,351 <0,001
Naringina 0,26 +0,02¢ 0,37 £ 0,012 0,37 +0,01*2 0,34+0,01° 0,29 £0,01° 0,405 <0,001
Rutina 74 £2¢ 84 +1° 92 £ 2° 97 + 12 46 + 1° 0,955 <0,001
Total identificado 4606 6321 6446 7102 2847 -

Nota: *média * desvio padréo (n=3). Et0: 100% H:0; Et25: 75% H20 + 25% EtOH; Et50: 50% H20 + 50% EtOH; Et75: 25% H20 + 75% EtOH; EthO 100%
EtOH. AGE = &cido gélico equivalente; QE=quercetina equivalente; CGE = cianidina-3-O-glicosideo equivalente; ACE=acido clorogénico equivalente. AAE
=acido ascorbico equivalente. EDTAE: acido etilenodiaminotetracético equivalente; FRAP: Capacidade Antioxidante de Reducgédo do Ferro (lll); *Valores de
probabilidade obtidos com o teste de Brown-Forsythe para homogeneidade de variancias; 2Valores de probabilidade obtidos por one-way ANOVA,; Letras
diferentes na mesma linha representam resultados estatisticamente diferentes (p<0,05) de acordo com o teste de Fisher.
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O teor de orto-difendis nos extratos variaram de 644 a 4971 mg ACE/100 g de
folhas roxas, sendo que o Et50 e Et75 ndo diferiram significativamente entre si e
apresentaram os melhores teores médios (Tabela 3.4). A mistura de solventes
favoreceu o rendimento da extracao dessa classe de compostos, visto que EtO e Et100
obtidos com solventes puros apresentaram os menores teores, 2328 e 644 mg
ACE/100 g, respectivamente. A C. sinensis é uma planta rica em compostos
pertencentes ao subgrupo dos flavan-3-0is, também conhecidos por catequinas
(Santos et al., 2020) tais compostos apresentam em sua estrutura diversos grupos
hidroxilas (OH) ligada na posigéo orto, o que explica a alta concentragcédo dessa classe
guando comparada com o teor de CFT (6734 mg AGE/100 g) no Et75, sugerindo que
aproximadamente 75% dos compostos presentes quantificados, sdo compostos
pertencentes ao subgrupo flavan-3-6is. O mesmo comportamento foi observado ao
avaliar os teores desta classe de compostos via LC-MS/MS, os compostos como EC
(206 a 414 mg/100 g), EGCG (2185 a 5652 mg/100 g) e C (61 a 124 mg/100 g)
apresentaram elevadas concentracdes, além do acido clorogénico com
concentragdes de 61 a 236 mg/100 g.

Relatos na literatura apontam as catequinas como 0S principais compostos
identificados em extratos provenientes da C. sinensis. Gao et al. (2018) identificaram
as catequinas GC, EGC, C, EGCG, EC, GCG, ECG e CG em extratos aquoso e
hidroalcéolico (30% v/v) de cha Zijuan (seco ao sol), porém estudos também
comprovam a diversidade de compostos presentes, como Shi et al. (2021) que
identificaram um total de 226 metabdlitos (193 flavonoides e 33 taninos) no extrato
metandlico de folhas roxas de C. sinensis, como quercetina, isoquercitrina, acido
galico, luteolina, compostos estes também identificados no presente estudo. Tais
resultados enfatizam a importancia de se estudar diferentes grupos de compostos
bioativos presentes nos produtos derivados da C. sinensis, buscando sempre uma
avaliacao abrangente da matriz a ser estudada.

Ao avaliar os resultados de AA (Tabela 3.4), o Et75 exibiu os melhores indices
de AA, exceto para a capacidade quelante de Fe?*, onde o Et25 apresentou
superioridade aos demais. E possivel observar a amplitude entre os teores médios
para as andlises de CRT (1895 a 20736 mg QE/100 g), avaliacdo da eliminagédo do
radical livre DPPH (12416 a 38018 mg AAE/100 g), FRAP (5890 a 23423 mg AAE/100
g) e capacidade quelante de Fe?* (691 a 1193 mg EDTAE/100 g). Tais resultados

estao relacionados a presenca de compostos bioativos presentes, visto que ha uma
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associagao positiva ao avaliar a correlagao entre os teores de compostos bioativos e
a AA in vitro. A CRT mostrou-se correlacionada positivamente com CFT (r=0,997),
orto-difendis (r=0,969) e com os teores de EC (0,930), C (0,946) e isoquercitrina
(0,988). Para a captura do radical livre DPPH as maiores correlagbes positivas
observadas foram para CFT (r=0,971), orto-difendis (r=0,982), C (0.946), hesperidina
(0,941) e isoquercitrina (0,988). Ja para o FRAP a correlacéo foi maior com o teor de
orto-difendis (0,952) e a hesperidina (0,944). Por fim, a capacidade quelante de Fe2*
mostrou-se correlacionar com maior intensidade com a andlise de CFT (0,974) e
isoquercitrina (0,906). Tais resultados intensificam a necessidade em estudar a
extracdo dos compostos bioativos com diferentes proporcdes de solventes, visando
obter o melhor rendimento e consequentemente uma maior AA.

Os teores de clorofilas, CT e cor instrumental também sao influenciados pela
alteracédo de polaridade do solvente extrator (Tabela 3.4). A utilizagdo da mistura de
solventes na propor¢cdo 75% EtOH e 25% agua ocasionaram o aumento da
solubilidade dos compostos nédo polares, como a Chl. A (105 mg/100 g) e CT (52
mg/100 g). Em relacdo a Chl. B, o extrato EtO exibiu maiores teores (45 mg/100 g),
seguido do extrato Et75 e Et50 com teor médio de 26 mg/100 g para ambos 0s
extratos. A maior intensidade de cor (Tabela 3.4) foi observado no Et75 (IC=4.9 u.a.),
gue pode ser explicado pelo elevado teor de clorofilas, principalmente Chl. A, CT, além
de apresentar os maiores teores de CFT, flavonoides totais, antocianinas totais, orto-
difendis e total identificado via LC-MS/MS. Em relacdo a proporcdo de pigmentos
amarelos, azuis e vermelhos nos extratos (Tabela 3.4), a propor¢cao de pigmentos
amarelos foi superior em todos os extratos (60 — 84%), seguido da proporcédo de
pigmentos vermelhos (9,7 a 24,9%) e com as menores propor¢cdes 0s pigmentos azuis
(6,5 a 15,1%). O Et100 obteve 83,7% de pigmentos amarelos em seu extrato,
enquanto o Et0 apresentou a maior propor¢cao de pigmentos vermelhos (24,9). Tais
resultados estdo relacionados com a presenca de compostos bioativos, como a
guercetina e carotenoides que fornecem essa elevada proporcdo de pigmentos
amarelos, além das antocianinas responsaveis pelas cores vermelha, azul, roxa ou

laranja presentes em vegetais, frutas, flores e folhas (Rashid et al., 2014).
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3.4.3 Caracterizacdo do extrato ideal de ch& roxo: composi¢édo quimica e

bioatividades

As andlises de caracterizagdo quimica e AA in vitro indicaram atraveés de testes
estatisticos que o extrato Et75 (solvente composto por 75% EtOH e 25% H20; Figura
3.2A) apresentou os melhores resultados em relacdo aos demais extratos. Portanto
este extrato foi liofilizado (Figura 3.2B) e as analises de composicao fendlica, atividade
antioxidante e biologicas in vitro do extrato ideal liofilizado (EIL) de folhas roxas Zijuan
foram realizadas a fim de complementar 0s ensaios quimicos ja realizados.

Figura 3.2 - Extrato ideal de folhas roxas de Camellia sinensis var. assamica (A) e extrato ideal
liofilizado (B).

3.4.3.1 Composicéo Fendlica e atividade antioxidante

Os teores médios das analises de caracterizagdo quimica e AA in vitro do EIL
estdo apresentados na Tabela 3.5. Os resultados evidenciam os elevados teores de
CFT, taninos condensados e orto-difendis, além da AA apresentada pelos métodos
propostos, estabelecendo um perfil antioxidante do EIL com mecanismos distintos de
acdo, como a transferéncia de elétrons, transferéncia de a&tomos de hidrogénio e a

capacidade de quelar metais de transicéo.
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Tabela 3.5 - Composic¢ado quimica e atividade antioxidante do extrato ideal liofilizado de folhas roxas de
Camellia sinensis var. assamica cv. Zijuan.

Analises Teores
Composicao quimica (analises colorimétricas — UV-VIS)
Compostos fendlicos totais 435 + 3 mg AGE/g
Flavonoides totais 129 + 4 mg QE/g
Taninos condensados 327 +5 mg CE/g
Orto-difendis 113 +8 mg ACE/g
Atividade Antioxidante
FRAP 672 + 14 mg AAE/g
Captura do radical livre DPPH 792 + 20 mg AAE/g
Capacidade quelante de Fe? 28 + 1 mg EDTAE/ g
Capacidade quelante de Cu?* 127 + 2 mg EDTAE/g
Lipoperoxidacéo (ICso) 455 + 4 mg/L
Composicéo quimica - CLAE (mg/g)
Acido galico 12,3+0,1
(-)-Galocatequina 3,9£0,0
(-)-Epigalocatequina 39,2+£0,0
(+)-Catequina 25+ 0,4
Cafeina 55,8 +0,7
(-)-Epigalocatequina galato 153,9+2
(-)-Epicatequina 4,1+0,0
(-)-Galocatequina galato 43+0,1
(-)-Epicatequina galalo 79,4 +£0,3
Total identificado 355,4

Note: AGE=4cido galico equivalente; QE=quercetina equivalente; CAE=acido clorogénico equivalente.
AAE = &cido ascorbico equivalente. EDTAE: &cido etilenodiaminotetracético equivalente; FRAP:
Capacidade Antioxidante de Reducéo do Ferro (lll); ICso: concentracdo necessaria para inibicdo de
50% da peroxidacgéo lipidica.

A atividade quelante do EIL frente a ions Fe?* e Cu?* foram avaliadas para
verificar a capacidade dos compostos fendlicos presentes no extrato em se ligar aos
metais, apresentando teores médios de 28 e 127 mg EDTAE/g de EIL frente aos ions
Fe?* e Cu?* (Tabela 3.5), respectivamente. Para ambos os metais o extrato apresentou
elevada eficiéncia, competindo com os ligantes ferrozina e violeta de pirocatecol,
diminuindo a concentracédo de ions livres em solucdo. Tais metais sdo essenciais para
a saude, porém em excesso podem gerar espécies reativas de oxigénio, ja que sao
altamente reativos em meio aquoso e assim prejudiciais para as células se presentes
como ions livres. A capacidade em quelar os metais de extratos obtidos a partir da C.
sinensis ja foram reportados na literatura, como no estudo realizado por Granato et al.
(2014), que os autores correlacionaram a partir do coeficiente de Pearson a atividade
guelante frente ao ion Fe* com o contetdo de flavan-3-6is (r=0,747) e CFT (r=0,724)
dos extratos aquosos de chas obtidos da C. sinensis.

Concentra¢cGes de EIL foram utilizados com intuito de avaliar a protecdo de
fosfolipidios, triacilglicerois e proteinas contidas na gema de ovo e propensos a

oxidacao ndo enzimatica causada pelas espécies reativas de oxigénio (ERO), geradas
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a partir de reacdes com o ion ferro. O EIL obteve porcentagens de inibi¢ao lipidica de
42 + 1% (250 mg/L), 49 + 3% (500 mg/L) e 65 + 1% (750 mg/L). O aumento da
concentracdo de EIL ocasionou a diminuicdo da peroxidagcdo lipidica, sendo
necessaria a concentracao de 455 mg/L de EIL para a inibicdo de 50%. A quercetina
(100 mg/L) foi utilizada como controle positivo, com porcentagem de inibicao de 62 +
1% e ndo apresentou diferenca significativa do EIL na concentracéo de 750 mg/L. Fica
notério o potencial antioxidante do extrato em meio biolégico, compostos presentes
como as catequinas, pertencente ao grupo dos flavan-3-6is, tem por caracteristica a
atividade antioxidante tanto pela atividade redutora de metais como a captura de
radicais livre. No estudo realizado por Santos et al. (2018) resultado semelhante ao
atual trabalho foi relatado, com 70% de inibic&o lipidica para o extrato aquoso obtido
com 66,6% de cha branco + 16,7% cha mate + 16,7% cha de rooibos.

O perfil de catequinas, cafeina e &cido géalico foram analisados para o EIL,
utilizando o sistema de CLAE e os resultados estdo apresentados na Tabela 3.5. E
possivel verificar maiores niveis de EGCG, ECG e EGC e cafeina no EIL,
corroborando com os achados de Kerio et al. (2012), Gao et al. (2018), Zhao et al.
(2020) e Moura et al. (2022). No estudo realizado por Gao et al. (2018) os niveis de
EGCG, ECG e EGC foram os mais abundantes no extrato aquoso de cha Zijuan, com
teores de 35 a 104 mg/g extrato liofilizado, inferior ao atual estudo (39,2 a 153,9 mg/g),
enfatizando a importancia do estudo da polaridade e caracteristicas do solvente

extrator.

3.4.3.2 Atividade Anti-Hemolitica

A atividade anti-hemolitica in vitro do EIL (50 ug/mL) foi avaliada em diferentes
condicbes de osmolaridade ([NaCl] = 0,1 a 0,9%) e os resultados estdo mostrados na
Figura 3.3A. E possivel verificar que o EIL apresentou porcentagem de hemolise
inferior ou ndo diferente do controle (auséncia de extrato) em todas as concentracdes
de NaCl, demostrando um efeito protetor sobre os eritrocitos quando submetidos a
condicBes hipotbnicas e isotdnicas, além de ndo demonstrar um comportamento
hemolitico na concentracdo testada. A diminuicdo de NaCl em solugcéo, provoca a
absorcao de agua pelo eritrécito, provocando inchaco da célula e consequentemente
o0 extravasamento do conteudo intracelular. A presenga de compostos fendlicos auxilia

na reducdo do parametro de fluidez da membrana eritrocitaria, por meio de ligacoes
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de hidrogénio entre fosfolipidios da membrana (cabegas polares) e os compostos
fendlicos (Zhang et al., 2019b; Cruz et al., 2021).

A concentracao de NaCl necessaria para hemolise de 50% dos eritrocitos (Hso)
€ uma forma de avaliar a capacidade do extrato na protecdo a hemolise. No presente
estudo, o EIL (50 pug/mL) obteve Hso de 0,418 £+ 0,02%, enquanto o controle (auséncia
de extrato) obteve Hso de 0,433 *= 0,003%. Os resultados apresentaram
homocedasticidade (p=0,198; teste de Brown-Forsythe), porém nao exibiram
diferenca significativa (p=0,204; one-way ANOVA), o que demostra que o EIL ndo
interferiu significativamente na hemolise dos eritrocitos ao avaliar a concentracdo de
NaCl na qual ocorre 50% de hemdlise. No estudo realizado por Zhang et al. (2019b)
ao avaliar extratos aquosos de diferentes chas pretos (C. sinensis var. assamica) foi
obtida eficiéncia na protecdo de eritrocitos submetidos a alteracdo da pressao
osmotica, com Hso de 0,311 a 0,337% de NaCl. Até o momento estudos comparativos
com folhas roxas provenientes da C. sinensis cv. Zijuan, ndo foram relatados na
literatura, enfatizando a importancia na avaliacéo e correlacéo entre ensaios quimicos
e bioldégicos. Os resultados aqui obtidos reforcam a auséncia de toxicidade in vitro
destas folhas frente a eritrocitos, apesar de ndo apresentar efeito protetor significativo.

O efeito dose-dependéncia foi avaliado em concentracdes de 25, 50 e 75 pg/mL
de EIL e apresentado na Figura 3.3B. Os resultados ndo mostraram um efeito dose-
dependéncia nas concentracdes testadas, concentracdes de EIL de 50 e 75 pg/mL e
0 controle negativo (auséncia de extrato) ndo apresentaram diferenca significativa
entre si (p<0,05), com porcentagens de hemdlise de aproximadamente 93%. A
concentracdo de 25 pg/mL apresentou um aumento da porcentagem de hemdlise
(99%), enquanto a quercetina (controle positivo; 25 pg/mL) apresentou 69% de
hemolise total. Assim, novos estudos do EIL (C. sinensis cv. Zijuan) com
concentragdes acima de 75 pg/mL sdo necessarios para avaliacdo da hemoprotecao

dos eritrécitos em meio hipoténico.
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Figura 3.3 - Curva de hemolise hipotonica do extrato ideal liofilizado (EIL) de folhas roxas de Camellia
sinensis var. assamica cv. Zijuan (50 pg/mL) em comparacédo ao controle (A). Taxa de hemdlise em
0,3% de NaCl com dose-dependéncia do EIL e comparacdo com quercetina 50 pg/mL (B).
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Nota: Diferentes letras representam valores com diferenga significativa (p < 0,05).

3.4.3.3 Geracao de EROs intracelular e viabilidade celular

Compostos fendlicos com alta capacidade antioxidante neutralizam os
radicais livres produzidos pelas células cancerigenas e podem atuar na redugédo do
crescimento e viabilidade celular (Raphaelli et al., 2021). No presente estudo, o EIL
nao induziu a producédo de ERO em linhagens de células cancerigenas (A549, HCTS,

HepG2) e, além disso, exibiu efeito protetor contra a geracdo de ERO induzida por
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H202 em todas as concentracfes avaliadas (10 a 100 yg QE/mL), exibindo atividade
antioxidante (Figura 3.4). A homeostase de ERO intracelular € essencial para a
sinalizacdo pré-tumorigénica e a sobrevivéncia das células cancerigenas (Carmo et
al., 2018), e aqui, o efeito antioxidante do EIL pode alterar esse equilibrio reduzindo a
viabilidade das células cancerigenas (Figura 3.5). O EIL é rico em (-)-epigalocatequina
galato (153,9 mg/g), flavonoide reconhecido por sua atividade antiproliferativa (Harati
et al., 2017; Moradzadeh et al., 2017; Tepedelen et al.,, 2017) e atividade
antioxidante/pro-oxidante (Ledn-Gonzélez et al., 2015; Xu et al., 2021; Mostafa-

Hedeab et al., 2022).

Figura 3.4 - Resultados da medi¢do intracelular de ERO em células cancerigenas (A549, HepG2 e
HCT8) e hibrida (EA.hy) por espectrofluorimetria.
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Nota: Tratamento EIL = extrato ideal liofilizado de folhas roxas de Camellia sinensis var. assamica (10-
100 pg QE/mL). Dados quantitativos sdo a média + desvio padréo. Letras diferentes indicam uma
diferenca significativa (p<0,05).

O EIL reduziu a viabilidade celular (Figura 3.5) contra todas as linhas de
células cancerosas testadas (A549, HCT8, HepG2), incluindo a célula hibrida
endotelial EA.hy926 (ICso: 95,3 a414,8 ug QE/mL). Além disso, EIL apresentou efeitos
citotoxicos (LCso: 199,5 a > 500 yg QE/mL) e antiproliferativos (valores Glso de 18,5 a
222,2 pg QE/mL) tanto para células cancerigenas como para as células hibridas. Em
geral, a célula cancerigena HCT8 é mais sensivel ao EIL, uma vez que apresenta a
menor concentracgdo letal (LCso = 199,5 uyg QE/mL) quando comparada com outras

linhas celulares. Apesar dos polifendis serem amplamente conhecidos pela sua
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elevada capacidade antioxidante, sdo capazes de exercer efeitos antiproliferativos
atuando como pro-oxidantes (Carmo et al., 2018). Para a célula hibrida EA.hy926, o
EIL induziu a geracdo de ERO de uma forma dose-dependente, o que pode explicar
o seu efeito na viabilidade celular (ICso = 241,8 ug QE/mL; Glso= 18,5 ug QE/mL; LCso
= 381,0 ug QE/mL). Em contraste, na presenca de H202, o EIL mostrou atividade
antioxidante na concentragcao mais elevada (100 uyg QE/mL) para a célula EA.hy926.
Figura 3.5 - Viabilidade celular células epiteliais de adenocarcinoma de pulmao humano (A549), células
de hepatocarcinoma humano (HepG-2), células de carcinoma do c6lon humano (HCT8) e hibrido de

células endoteliais (EA.hy) em relacéo a diferentes concentracdes do extrato ideal liofilizado de folhas
roxas de Camellia sinensis var. assamica.
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Assim, no estudo atual, a citotoxicidade do EIL pode estar relacionada com o
desequilibrio redox intracelular, uma vez que o EIL exerce um comportamento
"bifacetado", exibindo atividades antioxidantes (células cancerosas) e pro-oxidantes
(EA.hy926), que podem ser atribuidas ao teor de compostos fendlicos (435 mg
AGE/q).

3.5CONCLUSOES

Neste trabalho, o conteido de compostos bioativos foi maximizado ao utilizar
75% de etanol e 25% de agua como solvente de extracdo, sendo seguro para a saude
e 0 para o ambiente, atingindo os requisitos da quimica verde. As andlises
espectrofotométricas e a identificagdo de compostos fendlicos através de LC-MS/MS
permitiram uma ampla analise das propriedades biolégicas e prova da diversidade dos

compostos fendlicos em extratos de Camellia sinensis cv. Zijuan. O extrato ideal
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liofilizado ndo mostrou comportamento hemolitico em eritrécitos submetidos a
condicGes hipotdnicas e isotdnicas, mostrou efeito dose-dependéncia ao avaliar a
porcentagem de inibicdo da peroxidacdo lipidica utilizando gema de ovo de galinha, e
apresentou efeitos citotoxicos in vitro por atividades antioxidantes e pro-oxidantes em
células cancerigenas e hibridas, respectivamente. Tais resultados demonstram um
elevado potencial funcional para aplicacdo tecnologica na inddstria farmacéutica-
alimentar. Contudo, s&o necessarios estudos de biodisponibilidade e

bioacessibilidade em modelos in vivo.
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CAPITULO 4 — EXTRATO ANTOCIANICO DE FOLHAS ROXAS DE CAMELLIA
SINENSIS var. ASSAMICA: ESTABILIDADE QUIMICA, ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE CELULAR E PROTECAO DO PLASMA HUMANO?

4.1INTRODUCAO

Relatos na literatura apontam que os chas provenientes da C. sinensis séo
ricos em flavan-3-6is, taninos condensados e &cidos fendlicos, porém a presenca de
compostos como as antocianinas trazem um diferencial ao avaliar as folhas roxas de
C. sinensis (Kerio et al., 2012; Zhao et al., 2020), agregando na maior diversidade de
compostos bioativos e benéficos a saude. Compostos como as catequinas e
antocianinas em um mesmo meio reacional podem trazer um efeito sinérgico na
atividade antioxidante, removendo de forma eficiente os radicais livres, através da
capacidade de deslocar elétrons e formar estruturas ressonantes (Bagchi et al., 2003;
Rossetto et al.,, 2002). Porém a estabilidade das antocianinas depende de alguns
fatores, pois quando isoladas séo suscetiveis a degradacdo por fatores como pH,
temperatura, estrutura quimica, concentracdo, luz, oxigénio, solventes, enzimas,
proteinas e ions metalicos (Migliorini et al., 2019; Pedro; Granato; Rosso, 2016). Nao
h& registro da obtencdo de extrato proveniente de cha roxo rico em antocianinas,
avaliacdo de sua estabilidade quimica e potencial antioxidante em diferentes meios
biologicos. Neste contexto, o presente estudo visa obter um extrato de folhas roxas
de C. sinensis (Cha Zijuan) rico em antocianinas, obtido com solventes atoxicos e de
padrdo alimentar, avaliar sua estabilidade quimica e suas propriedades antioxidantes

in vitro em termos quimicos e biologicos.

SCapitulo publicado: Anthocyanin-rich extract from purple tea: Chemical stability, cellular antioxidant
activity, and protection of human plasma. Current Research in Food Science, v. 8, 2024. Disponivel
em: https://doi.org/10.1016/j.crfs.2024.100701
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4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a composicéao fendlica maioritaria e avaliar a atividade antioxidante por
métodos espectrofotométricos;

e Avaliar a atividade antioxidante do extrato antocianico em diferentes pHs (acido,
basico e neutro);

e Avaliar o efeito da temperatura e luminosidade na estabilidade das antocianinas;

e Analisar as propriedades funcionais in vitro do extrato liofilizado.

4.3MATERIAIS E METODOS

4.3.1 PREPARACAO DO EXTRATO ANTOCIANICO

Folhas de Camellia sinensis var. assamica cv. Zijuan foram adquiridas apés o
processo de fabricacdo do cha verde (fixacdo, enrolamento e secagem de folhas e
brotos) na cidade de Xishuangbanna, Yunnan Province, China. Para obtengcao do
extrato bruto (EB), a amostra adquirida de C. sinensis foi triturada (60 Tyler mesh) e
realizou-se uma extracao solido liquido com solucdo aquosa de acido citrico (0,2
mol/L; pH 1,8), em cuba extratora, protegida da luz e sob constante agitacao, seguindo
as condi¢des otimizadas (1:62.3mL m/v, 60 °C por 15 min) propostas por Moura et al.
(2022). O extrato foi filtrado (papel filtro qualitativo) e dividido em duas porgdes, a
primeira porcao (EB) foi armazenada sob refrigeracao e protegida da luz para analises
espectrofotométricas e avaliacao da estabilidade quimica dos compostos bioativos, ja
a segunda porcao (EBL; extrato bruto liofilizado) foi congelada a — 80 °C e submetida
ao processo de liofilizagdo sob vacuo de 1200 ymL Hg (Terroni, model LD 1500A, S&o

Paulo, Brasil) para realizacdo de analises bioldgicas e quimicas.

4.3.2 Classes fendlicas por espectrofotometria UV-VIS

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método colorimétrico
Azul de Prussia de acordo com Margraf et al. (2016) e o resultado expresso em mg
de acido gélico equivalente por 100 g de amostra (mg AGE/100 g). Os teores de
flavonoides totais (TF) e antocianinas totais (TA) foram quantificados pela metodologia
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descrita por Lees e Francis (1972) e os resultados expressos em mg de quercetina
equivalente por 100 g de amostra (mg QE/100 g) e mg cianidina-3-O-glicosideo
equivalente por 100 g de amostra (mg CGE/100 g), respectivamente. Os teores de
flavondis totais e orto-difendis foram estimados pelos métodos propostos por Santos
et al. (2018) e os resultados expressos em mg de quercetina equivalente por 100 g de
amostra (mg CE/100 g DW) e mg de acido clorogénico equivalente por 100 g de
amostra (mg ACE/100 g), respectivamente. Tais metodologias estdo descritas no

Capitulo Il.

4.3.3 Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante (AA) foi medida por quatro diferentes testes
colorimétricos e seus protocolos descritos no Capitulo Il, exceto para atividade de
eliminacao de radicais hidroxila. A captura do radical livre DPPH (mg AAE/100 g) e
capacidade quelante de Fe?* (mg EDTAE/100 g) foram avaliados pelos métodos
propostos por Santos et al. (2017). A capacidade total de reducdo de compostos
hidrofilicos e lipofilicos (mg QE/100 g) foi avaliado pelo método utilizado por Margraf
et al. (2016). Por fim, a atividade de eliminacdo de radicais hidroxila (mg AAE/100 g)
foi realizada pelo método descrito por Mu et al. (2012). Para a analise de atividade de
eliminacdo de radicais hidroxila o seguinte procedimento foi adotado: 1500 pyL da
amostra previamente diluida foi adicionada a 250 pL da solucdo de FeS04.7H20
(Immol/L) e 63 pL de H202 (5 mmol/L). A mistura permaneceu em repouso por 5 min
e apés esse periodo uma aliquota de 1500 uL de 1,10-fenantrolina (1 mmol/L) foi
adicionado a mistura. Apos 10 min, a absorbancia foi registrada no comprimento de
onda de 536 nm. Realizou-se a curva analitica (y=4,1407-63,46; R2=0,9908) com

concentracdes de 40 a 300 mg/L de acido ascorbico.
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4.3.4 Estudo da Estabilidade das antocianinas do extrato bruto

434.1 Efeito do pH na atividade antioxidante in vitro

O estudo da estabilidade das antocianinas em diferentes pHs foi realizado de
acordo com o método proposto por Pedro, Granato e Rosso, (2016) com adaptacoes.
O EB foi diluido com &gua ultrapura (1:1 v/v) para obtencdo de uma absorbancia
proximo a 1.00 (Amax = 525 nm) e acondicionada em uma cuba extratora (25 °C),
protegida da luz e sob constante agitacdo. Aliquotas de NaOH (5 mol/L) foram
adicionados ao EB diluido e o pH foi monitorado com pHmetro (Micronal B-474). Apos
atingir o pH basico, a titulacao reversa foi realizada com aliquotas de &cido cloridrico
(HCI; 1,0 mol/L). As absorbancias foram registradas (Amax =525 nm) em diferentes pHs
(acido, basico e neutro) no decorrer da titulacdo e o efeito do pH na atividade
antioxidante foi avaliada pelo método captura do radical livre DPPH proposto por
Santos et al. (2017).

4.3.4.2 Efeito da Temperatura

Para avaliar o efeito da temperatura (60, 80 e 100 °C) sobre o EB, o método
proposto por Escher et al. (2020) foi utilizado com pequenas modificagcdes. Para
obtencgé&o da absorbancia proximo a 1.00 (Amax = 525 nm), o EB foi diluido (1:1 v/v) em
solucéo tampéao com citrato de sédio e acido citrico 0,05 mol/L (pH 3,6) e distribuida em
tubos de ensaio, lacrados e imersos em banho termostatizado (60 e 80 °C) e banho
de glicerina (100°C), protegidos da luz. Os perfis espectrais nas diferentes
temperaturas foram registrados em intervalos de 30 min durante um periodo de 8 h.
A partir das absorbancias obtidas no comprimento de onda de 525 nm, a porcentagem
de retencédo de cor (%R), constante de velocidade de degradacédo das antocianinas

(k) e tempo de meia vida (ti2) foram calculadas com as equacgdes (4.1) — (4.3),

respectivamente.
%R = =L x 100 (4.1)
0
InZt= —kxt (4.2)
o In2
n
tip = (4.3)

onde, At = absorbancia no tempo t; Ao = absorbancia inicial; t = tempos determinados

(min).
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4.3.4.3 Efeito da Luz

O efeito da luz na estabilidade das antocianinas presentes no EB, foi avaliado
de acordo com o método proposto por Escher et al. (2020). O EB diluido (1:1 v/v) em
solucdo tampéao com citrato de sodio e acido citrico 0,05 mol/L (pH 3,6), foi distribuido
em tubos de ensaios devidamente lacrados e expostos a luz direta a conjunto de seis
lampadas fluorescentes brancas (20 W), acondicionados em uma camara de madeira
fechada com temperatura interna de 32 = 2 °C. Para controle, tubos foram
armazenados sob abrigo da luz dentro da mesma caixa. A absorbancia maxima e os
perfis espectrais foram obtidos em intervalos de 12 h, durante 4 dias (96 h). A
avaliacdo da estabilidade foi realizada através da absorbancia obtida no comprimento
de onda maximo (A = 525 nm), proporcdo de pigmentos amarelos (PA), vermelhos

(PV) e azuis (P2), calculados conforme as equacoes (4.4) — (4.7), respectivamente.

% PA = (*2420mm) x 100 (4.4)
%PV = (*2E20m) x 100 (4.5)
% PZ = (%20 x 100 (4.6)

4.3.5 Extrato Bruto Liofilizado

4.35.1 Classes fendlicas por espectrofotometria UV-VIS

Os métodos utilizados para estimar o teor de compostos fendlicos totais (mg
AGE/g de EBL), flavonoides totais (mg QE/g de EBL) e antocianinas totais (mg CGE/g
de EBL) foram realizados de acordo com os métodos citados na sessao 4.3.2.

4.3.5.2 Composicéo fendlica por UPLC-ESI-MS

Os compostos fendlicos presentes no EBL foram identificados por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada ao espectrémetro de massas do tipo
guadrupolo-tempo de voo (UPLC-ESI-MS/MS), de acordo com Shi et al. (2021). 50
mg do EBL foram solubilizados em 1 mL de solucdo aquosa de metanol (70% v/v),
filtrado em filtro de membrana (0,22 pm, Ampel) e 2 uL injetado no sistema UPLC-
ESI-MS/MS (UPLC, ExionLC™; MS, Biosystems 6500 Triple Quadrupole). As
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seguintes condi¢des para o UPLC foram adotadas: coluna Cus (1,7 pm, 2,1 mm x 100
mm, WatersACQUITY BEH); sistema solvente contendo agua acidificada (0,1% acido
férmico) e metanol acidificado (0,1% &acido férmico) com programa de eluicdo por
gradiente, sendo 95:5 (v/v) em 0 min, 50:50 (v/v) em 6 min, 5:95 (v/v) em 12 min,
mantendo por 2 min, 95:5 (v/v) v) aos 14 minutos com 2 minutos fixos, fluxo de 0,35
mL/min e temperatura, 40°C.

As varreduras de armadilha de ions linear (LIT) e triplo quadrupolo (QQQ)
foram adquiridas em um espectrémetro de massa de armadilha de ions linear triplo
quadrupolo (QTRAP® 6500+ LC-MS/MS System), equipado com uma interface
ionizacdo por electrospray (ESI), operando em modo ion positivo e controlado pelo
software Analyst 1.6.3 (Sciex). Os parametros de operacdo da fonte ESI foram os
seguintes: temperatura da fonte 550 °C; tenséo de pulverizacao ionica (IS) 5500 V;
gas de cortina (CUR) foi ajustado em 35 psi. As antocianinas foram analisadas usando
monitoramento programado de reacdes mdltiplas (MRM). As aquisicfes de dados
foram realizadas utilizando o software Analyst 1.6.3 (Sciex). O software Multiquant
3.0.3 (Sciex) foi utilizado para quantificar todos os metabdlitos. Os parametros do
espectrometro de massa, incluindo os potenciais de desagrupamento (DP) e energias
de colisdo (CE) para transicbes MRM individuais, foram feitos com otimizacao
adicional de DP e CE. Um conjunto especifico de transicdes de MRM foi monitorado
para cada periodo de acordo com os metabdlitos eluidos nesse periodo. Os resultados
foram expressos em mg de cada composto fendlico por g de extrato bruto liofilizado
(mg/g de EBL).

4.35.3 Identificacdo de compostos de fendlicos e cafeina

Flavan-3-6is, acido galico e cafeina foram analisados utilizando um sistema
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE, Shimadzu LC-2010A; Kyoto, Japao)
seguindo os procedimentos adotados por Xu et al. (2018). EBL (200 mg) foram
dissolvidos em 2 mL de solu¢do aquosa de metanol (70% v/v) e filtrado através de
uma membrana de nylon de 0,22 ym. A separacdo cromatogréafica ocorreu com
volume de injecdo 10 yL, coluna Diamonsil™ Cig (250%4,6 mm, 5 ym), temperatura
de 30 °C e vazdao de injecdo de 1 mL/min. A fase movel A foi composta por uma
solucéo aquosa de acido acético 2% e fase movel B de acetonitrila 100%. O gradiente

de eluicéo foi inicialmente de 6,5% da fase movel B, que foi aumentado linearmente
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para 15% em 16 min e 25% em 25 min, depois reduzido para 6,5% em 30 min e
mantido até 35 min da injecdo. O detector ultravioleta Shimadzu SPD (Shimadzu
Corporation) foi utilizado para a deteccdo de compostos a 280 nm. Os resultados

foram expressos em mg por g de EBL (mg/g de EBL).

4354 Atividade antioxidante

O EBL foi avaliado frente aos seguintes meétodos antioxidantes: FRAP (mg
AAE/qg), captura do radical livre DPPH (mg AAE/g), capacidade quelante de Fe?* (mg
EDTAE/g) e porcentagem de inibicdo da peroxidacédo lipidica de fosfolipidios e
triacilglicerois contidos na gema de ovo de galinha, induzida por Fe?*, em um sistema
tamponado (pH 7,4) com concentracdo de EBL de 400 a 2000 mg/L. Os resultados
foram expressos em concentracdo necessaria de EBL para 50% de inibicdo da
peroxidacdo lipidica (ICso). Os procedimentos adotados para cada analise estédo

descritos no Capitulo II.

4355 Efeito do EBL na viabilidade celular humana e atividade antioxidante
celular

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio MTT apos 48 h de tratamentos
com o EBL (15; 38; 76; 152; 228 e 380 pg AGE/mL) em células epiteliais de
adenocarcinoma do pulmao (A549), carcinoma do c6lon humano (HCT8), células de
carcinoma de hepatoma humano (HepG2) e hibrido de células endoteliais (EA.hy926).
Resumidamente, as células foram semeadas em placas de 96 poc¢os na densidade de
1 x 10 células por poco. 24 horas depois, eles foram tratados por mais 48 horas com
EBL em concentracdes na faixa de 0 a 380 pg AGE/mL. Ao final das 48 horas de
tratamento, 0,5 mg/mL de MTT foi adicionado e incubado a 37 °C por 4 horas. ApGs
este tempo, adicionou-se DMSO para dissolver o produto formazan produzido e
mediu-se a absorbancia a 570 nm. Os parametros ICso, Glso € LCso foram realizados
de acordo com método descrito por Carmo et al. (2018).

Para o ensaio de atividade antioxidante celular, o DCFH-DA (diacetato de
diclorofluoresceina) foi utilizado para detectar produtos oxidativos das linhagens
celulares. Células A549, HCT8, HepG2 e EA.hy926 foram semeadas (6 x10%/poco) e
tratadas por 1 h a 37 °C com EBL diluido nas concentracdes 7,5; 15,0 e 38,0 ug
AGE/mL em solugdo de DCFH-DA (25 mmol/L). As células foram tratadas com 15
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pmol/L de H202 para o controle positivo e para o controle negativo, apenas com 0
meio de cultura. Apés a incubacédo, os niveis de EROs foram medidos por deteccao
fluorométrica utilizando um espectrofotdmetro (excitagdo 485 nm; emissao 538 nm).
A intensidade de fluorescéncia foi proporcional a geracdo intracelular de EROs
(Granato et al., 2022).

4.3.5.6 Protecao plasmatica contra oxidacao

O plasma humano foi obtido de um voluntario saudavel (homem, 39 anos,
indice de massa corporal < 25 kg/m?, tipo sanguineo O*) apds aprovacdo do Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade de Limerick, Irlanda (ANEXO II). O ensaio
seguiu a configuracéo experimental e as condigdes estabelecidas por Corrigan et al.
(2023). Para esta analise, o EBL foi diluido 100 vezes e o plasma diluido 40 vezes,
para ambos, utilizou-se uma solucédo tampao fosfato salina (5 mmol/L, NaCl a 150
mmol/L, pH 7,35). Plasma (50 uL) e o EBL diluido (50 pL) foram misturados em uma
placa de 96 pocos. Apdés 15 min de incubacdo a 37 °C, a peroxidacao lipidica foi
iniciada com adicdo de 100 pL de CuCl2 (150 pmol/L). A producdo de dienos
conjugados foi monitorada a 245 nm por 120 min em intervalos de 5 min. A atividade
antioxidante foi comparada a uma curva padréo de acido ascorbico (12 — 120 mg/L;
R2=0,9923). A cinética durou 120 min e os experimentos foram repetidos cinco vezes.

4.3.6 Analises Estatisticas

Todas as andlises foram realizadas em triplicata, com resultados expressos
em média e desvio padrdo. Os testes de Brown-Forsythe foram empregados para
avaliar a homocedasticidade e a analise de variancia unidirecional (ANOVA) foi
utilizada para investigar a diferenca entre as médias, seguida do teste de diferenca
menos significativa de Fisher (p<0,05). O software TIBCO Statistica v. 13.3 (TIBCO
Software Ltd, Palo Alto, CA, EUA) foi utilizado.
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.4.1 Determinacao de Polifendis e Atividade Antioxidante do Extrato Bruto

Os resultados referentes as analises espectrométricas de composicao
guimica e atividade antioxidante do EB estdo apresentadas na Tabela 4.1. O EB
apresentou composicao quimica diversificada, com destaque para o teor de orto-
difendis (4169 + 175 ACE/100 g), seguido dos teores de flavonoides totais (285 + 5
mg QE/100 g), antocianinas totais (121 + 1 mg CGE/100 g) e flavonais totais (88 + 4
mg QE/100 g). O teor de fendlicos totais no EB € 4439 + 69 mg AGE/100 g, valor este
inferior ao relatado nos estudos de Gao et al. (2018) ao avaliaram o conteudo fendlico
do extrato aquoso do chéa Zijuan (422,59 + 12,09 mg AGE/g de extrato). Estudos com
o cha roxo proveniente da C. sinensis ainda séo escassos, e devido a diversidade das
formas de expor os resultados dificultam a comparacao entre os resultados. Kilel et al.
(2013), como exemplo, obtiveram seus resultados em porcentagem de polifendis
totais, com maior valor médio de 25,9 % entre as amostras analisadas. Kerio et al.
(2013) também avaliaram suas amostras de ch& roxo em porcentagem de contetdo
fendlico total (%) e obtiveram em média 22% de polifendis em amostras de folhas
roxas de cha. Apesar das diferentes formas de apresentacdo dos resultados, é
possivel observar os extratos obtidos de folhas roxas de C. sinensis sdo uma fonte

importante na extracdo dos compostos fendlicos.

Tabela 4.1 - Composicao fendlica e atividade antioxidante do extrato bruto de Camellia sinensis var.
assamica cv. Zijuan

Analises Conteldo

Composicéo Quimica

Compostos fendlicos totais (mg AGE/100 g) 4439 + 69
Flavonoides totais (mg QE/100 g) 285+5
Antocianinas totais (mg CGE/100 g) 121 +1
Orto-difenéis (mg ACE/100 g) 4169 £ 175
Flavondis totais (mg QE/100 g) 88+4
Atividade antioxidante
Captura do radical livre DPPH (mg AAE/100 g) 45402 + 1019
Capacidade guelante de Fe?* (mg EDTAE/100 g) 2973 +173
Atividade de eliminacao de radicais hidroxila (mg AAE/100 g) 250204 + 2635

Capacidade total de reducéo (mg QE/100 g) 15201 + 334




108

O EB apresentou potencial antioxidante em todos os métodos testados, como
observado na Tabela 4.1, a presenca de diferentes compostos fendélicos conferem ao
extrato propriedades antioxidantes como observado, seja pela doacédo de proétons, de
elétrons ou da capacidade de quelar metais de transicdo como o ferro. No estudo
realizado por Moura et al. (2022) o extrato etandlico acidificado foi avaliado pelos
autores, e obtiveram teores de 50957 + 835 mg AAE/100 g de cha Zijuan para a
avaliacao da captura do radical livre DPPH e 16995 + 356 para capacidade redutora
total respectivamente. Os valores foram superiores ao presente estudo, tal
comportamento pode ser explicado pelo aumento da polaridade do solvente extrator,
e consequentemente um maior teor de compostos bioativos extraidos (5016 + 66 mg
de AGE/100 g; compostos fendlicos totais) enquanto no presente trabalho o teor de
compostos fendlicos totais foi de 4439 + 69 mg AGE/100 g.

Em comparacéo a outros chas provenientes da C. sinensis, o EB apresentou
superioridade nos indices antioxidantes, como no estudo realizado por Armstrong et
al. (2020) que obtiveram os seguintes teores meédios de AA para o extrato aquoso de
ché pu-erh, 2493 + 69 mg AAE/100 g e 1771 £ 77 mg AAE/100 g para as analises
captura do radical livre DPPH e FRAP, respectivamente. Neste mesmo estudo, 0s
autores relatam a atividade antioxidante do cha mate (2882 + 1630 mg AAE/100 g),
cha preto (2810 + 94 mg AAE/100 g) e do ch& verde (7613 £ 110 mg AAE/100 g) para
a captura do radical livre DPPH; valores esses inferiores ao observado para o EB
proveniente de folhas roxas da C. sinensis, demostrando o alto potencial antioxidante

do extrato frente ao método testado.

4.4.2 Estudos de estabilidade de antocianinas do extrato bruto

44.2.1 Efeito do pH e atividade antioxidante in vitro

O efeito da variacdo do pH e atividade antioxidante in vitro do EB pode ser
observado na Figura 4.1. O perfil espectral no EB com pH de 2; 4,5; 7; 10 e 1,5 (pH
final (F); obtido pela titulagdo reserva) estdo apresentados na Figura 4.1 (A)
juntamente com as cores obtidas do extrato em cada pH, sendo elas: rosa (pH 2), rosa
claro (pH 4,5), cinza (pH 7), marrom (pH 10) e novamente rosa (pH 1,5 F). E possivel

observar a diminuicao progressiva da absorbancia obtida no comprimento de onda de
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525 nm, além da diminuicdo do pico carateristico nos pHs 7 e 10. As antocianinas
(Figure 4.1B) em meio acido existem na forma de cation flavilico (AH*), e apresentam
coloracdo vermelha, com o aumento do pH ocorre o processo de desprotonacao e
formacgdo da forma quinoidal neutra, composto este instavel e suscetivel a ataques
nucleofilico por moléculas de agua resultando no desenvolvimento de pseudobase
carbinol e chalcona, sendo esse um processo reversivel com a mudanca de pH (Pedro
et al., 2016; Escher et al., 2020). A degradacédo quimica das antocianinas causa a
perda irreversivel quando ocorre a ruptura do anel heterociclico, ao realizar a titulagéo
reversa verifica-se que as antocianinas presentes no extrato apresentaram
reversibilidade no deslocamento da estrutura de equilibrio, com recuperacédo de 80%
da absorcdao inicial. A AA avaliada pelo método da captura do radical livre DPPH esta
apresentada na Figura 4.1 (C) e expressa em % de inibicdo. Todas as respostas
tiveram inibicdo frente ao radical DPPH e apresentaram diferenca significativa
(p<0.05). O EB apresentou maior porcentagem de inibicdo em pH 4,5 (73% de
inibic&o), seguido do EB no pH 2,0 (71% de inibicdo) e pH 1,5 (F) com 58% de inibicéo.
Os menores porcentuais de inibicdo foram observados em pH 10 (39% de inibicéo) e
pH 7 (49% de inibicdo). Com a mudanca do pH, o processo de desprotonacdo da
estrutura quimica pode influenciar a capacidade do extrato em capturar os radicais
livres presentes na reagcdo corroborando com os resultados obtidos neste estudo.
Escher et al. (2020) ao avaliarem a estabilidade das antocianinas presentes no extrato
aquoso de pétalas azuis de Clitoria ternatea, obtiveram resultados semelhantes ao
presente estudo, com um leve aumento da AA em pH préximo a 4 (53 a 59% entre 0s
pH 2,25 a 5,25) e diminui¢do para 43% em pH 10.
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Figura 4.1 - Efeito do pH na estabilidade e reversibilidade das antocianinas presentes no extrato bruto
de Camellia sinensis var. assamica cv. Zijuan. A: Espectro de absor¢éo dos extratos entre pH 2 a 10,
e reversibilidade para pH 1,5 (F: final) com variacdo de cores dos extratos. (B) Estruturas moleculares
encontradas em solucdo aquosa com variacao de pH. (C) Efeito do pH na atividade antioxidante das
antocianinas presentes no extrato. Letras diferentes representam diferencas estatisticamente
significativas (p < 0,05).
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4.4.2.2 Efeito da temperatura

A estabilidade das antocianinas presentes no EB foram avaliadas nas
temperaturas de 60, 80 e 100 °C durante 420 min e 0sS parametros cinéticos
(porcentagem de retencdo de cor; constante de velocidade de degradacdo das
antocianinas e tempo de meia-vida) estdo apresentados na Tabela 4.2. A absorbancia
foi registrada em 525 nm e o perfil espectral (400 a 650 nm) pode ser observado na
Figura 4.2. Ao avaliar os dados expostos na Tabela 4.2, € possivel observar que a

temperatura de 60 °C (k = 1,9 x 10#) degradou apenas 8% das antocianinas presentes
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no EB demostrando alta estabilidade nesta temperatura, sendo necessario 3600 min
(60 h) para degradacéo de 50% das antocianinas, ja quando exposto a 80 °C (k = 5,8
x 10%), com diminuicdo de 20% e tempo de meia vida de 1260 min (21 h). A
temperatura de 100 °C (k = 3,3 x 10-3) foi extremamente prejudicial a estabilidade das
antocianinas, pois apenas 7% da retencéo de cor foi preservada e tempo de meia vida
de 8 min.

Estudos na literatura demonstram que extratos naturais ricos em antocianinas
apresentam instabilidade e degradacdo dos compostos em temperaturas superiores
a 60 °C. Migliorini et al. (2019) ao expor o extrato de antocianinas de chicoria vermelha
(Cichorium intybus L.) a 60 °C obteve tempo de meia vida de 74,23 h, enquanto que
as temperaturas de 80 e 100 °C diminuiram o tempo de meia vida para 9,55 h e 2,25
h, respectivamente. Pedro et al. (2016) avaliaram a estabilidade das antocianinas de
manjericao roxo (Ocimum basilicum L.) e obtiveram tempo de meia vida de 53,82 h,
27,56 h e 12,62 h ao expor o extrato nas temperaturas de 60, 80 e 90 °C,
respectivamente. O EB apresentou comportamento semelhantes aos extratos de
chicoria e manjericdo roxo na exposicado do extrato a temperatura de 60 °C, porém
mostrou-se mais sensivel a degradagdo em temperatura elevadas (proximo a 100 °C).

Tabela 4.2: Pardmetros cinéticos do efeito da temperatura na estabilidade das antocianinas no extrato
bruto de Camellia sinensis var. assamica cv. Zijuan.

Temperatura
Parémetros cinéticos
60 °C 80 °C 100°C
Retencéo de cor (%) 92 80 7
k 1,9x10*% 5,8x10% 3,3x103
t1/2 (min) 3600 1260 8

k: constante de velocidade de degradacao das antocianinas; tuz tempo de meia-vida.

Os perfis espectrais do extrato em diferentes temperaturas (Figura 4.2)
corroboram com o0s dados cinéticos obtidos, a diminuicdo da absorbancia no
comprimento de onda de 525 nm pode ser observado em todas as temperaturas, com
maior intensidade para as temperaturas de 80 (Figura 4.2B) e 100 °C (Figura 4.2C).
Os resultados referentes a estabilidade de antocianinas sdo fundamentais para
preservacdo da estrutura e propriedades funcionais desejadas dos compostos,
visando a aplicacdo do extrato em matrizes alimentares ou na industria farmacéutica,

que possam passar por processamentos térmicos para preparacio e/ou conservagao.
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Figura 4.2 - Efeito da temperatura na estabilidade das antocianinas presentes no extrato bruto de
Camellia sinensis var. assamica cv. Zijuan por 420 min. (A) Espectro de absor¢do dos extratos a 60 °C.
(B) Espectro de absor¢éo dos extratos a 80 °C. (C) Espectro de absorcao dos extratos a 100 °C.
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A avaliacdo do efeito da luz em funcdo do tempo na estabilidade de
antocianinas presentes no EB foi avaliada em um periodo de 96 h. A porcentagem de
pigmentos amarelos, vermelhos e azuis foram utilizados para avaliacdo da
degradacéo de antocianinas e estdo apresentados na Tabela 4.3. O perfil espectral
(400 a 700 nm) para o extrato inicial e final (96 h; em ambiente escuro e claro) estao
apresentados na Figura 4.3. Os resultados apresentaram diferenca significativa
(p=<0,05). A porcentagem de pigmentos vermelhos variou de 53 a 31%, enquanto a
porcentagem de pigmentos amarelos apresentou elevacao de 38 a 57% em 96 h de
exposicdo a luz. Neste mesmo contexto, € possivel verificar que em 12 h de exposi¢ao
houve um aumento da proporcdo de pigmentos vermelhos, enquanto os pigmentos
amarelos ndo foram alterados, o que confirma que 12 h de exposicéo a luz, ndo sao
capazes de degradar as antocianinas.

Tabela 4.3 — Proporgdo de pigmentos vermelhos, azuis e amarelos no extrato bruto de Camellia

sinensis var. assamica cv. Zijuan expostos na luz e protegidos da luz durante um 96h.
Pigmentos Pigmentos Pigmentos

Tempo vermelhos (%?*) amarelos (%*) azuis (%*)

Luz Escuro Luz Escuro Luz Escuro
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Inicio (0 min) 53+0,1° 53+0,1c 38+04" 38+04" 9z0,3« 9+0,32
12 h 56+0,3* 57+0,1® 38+02" 37+0,19 6=x0,1° 6+0,1°
24 h 51+0,5° 54+01° 41+05% 38+0,19 8=+0,3¢ 7+0,5°
36 h 46 +0,49 54+06° 45+04" 39x0,1" 9+0,6% 7 +0,5%
48 h 43+0,9° 53+0,6° 47+09 40x0,1° 10+05*° 7+0,7°
60 h 39+0,77 51+08Y 50+0,7¢ 41+02¢ 11+0,7° 8+0,7%
72 h 38+0,79 50+0,6° 52+0,8° 42%0,2° 11+0,9° 80,7
84 h 34+08" 50+0,7¢9 55+15° 43+0,3* 11+09® 7+0,6
96 h 31+0,4 47+0,7° 57+122 45%022 124112 8+0,8°

p-Value! 0,951 0,964 0,762 0,727 0,871 0,915
p-Value? <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,007

Note: Média = desvio padréo (n = 3). Valores de probabilidade obtidos com o teste de Brown-Forsythe
para homogeneidade de variancias; 2Valores de probabilidade obtidos por ANOVA unidirecional; Letras
diferentes na mesma coluna representam resultados estatisticamente diferentes (p<0,05) de acordo
com o teste de Fisher.

Amostras sem exposicao a luz dentro da mesma caixa, foram utilizadas para
controle, visando avaliar apenas a influéncia da luminosidade sobre a degradacao das
antocianinas, sendo possivel observar uma leve alteragcdo na propor¢cado de pigmentos
vermelhos (53 a 47%) e amarelos (38 a 45%). A proporcéo de pigmentos azuis obteve
variacdo de 9 a 12% quando expostos a luz por 96 h. Ao avaliar o perfil espectral das
amostras (Figura 4.3) o pico caracteristico no comprimento de onda maximo referente
as antocianinas, foi observado no perfil espectral do extrato inicial (Figura 4.3A) e no
extrato armazenado no escuro (Figura 4.3B), ja para o extrato exposto a luminosidade
esse pico caracteristico foi perdido (Figura 4.3C), confirmando a degradacédo das
desta classe de compostos.

Tais resultados evidenciam que a exposicao prolongada do EB a luz ocasionou
a fotodegradacgao das antocianinas presentes no meio, gerando compostos amarelos
como cis-chalcona, através da ruptura do anel heterociclico, tornando a reacéo
irreversivel para algumas antocianinas. Escher et al. (2020) ao avaliarem a
estabilidade das antocianinas do extrato aquoso de pétalas azuis de Clitoria ternatea
(pH 3,6), notaram a degradacao de 56% das antocianinas ao avaliar a porcentagem
de retencéo de cor durante 13920 min. Contreras-Lopez et al. (2014) estudaram o
impacto da luz na estabilidade de antocianinas presentes em extrato etandlico de
Blackberry (Rubus fructicosus) e demonstraram que a exposi¢cdo a luz aceleram a
destruicdo dos pigmentos de antocianina, com diminuicdo de 76% da concentracéo

de antocianinas monomeéricas.
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Assim, os resultados reforcam o cuidado na manipulagdo de alimentos
enriguecidos com extratos de antocianinas, além de embalagens adequadas, que
possam bloquear a luz do espectro visivel e principalmente do campo ultravioleta do
espectro, para armazenar os produtos e garantir a qualidade e manutencdo da
estrutura quimica das antocianinas (Enaru et al., 2021).

Figura 4.3 - Efeito da luz na estabilidade das antocianinas presentes no extrato bruto de Camellia
sinensis var. assamica cv. Zijuan por 96 horas. (A) Espectro de absorgdo de extratos no inicio. (B)

Espectro de absorcao apés 96 h sem exposicdo a luz (escuro). (C) Espectro de absorcdo apds 96 h de
exposicéo a luz.
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4.4.3 Extrato Bruto Liofilizado

44.3.1 Composicéao fendlica e atividade antioxidante

A composicéao fendlica e atividade antioxidante do EBL por ensaios quimicos,
biol6gicos e cromatograficos foram avaliados e expressos na Tabela 4.4. Para uma
maior abrangéncia de compostos quimicos identificados dois métodos
cromatograficos foram utilizados; ao todo 30 compostos foram identificados e

guantificados. Em maiores concentracdes destaca-se a procianidina B2 (324 + 15
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ug/g), rutina (323 + 37 pg/g), quercetina-3-O-glucosideo (244 + 10 ug/qg) e delfinidina-
3-0O-galactosideo (107 £ 6 pg/g) nos resultados obtidos por UPLC-ESI-MS/MS. Ja ao
avaliar as principais catequinas presentes no EBL por CLAE, destaca-se a (-)-
epigalocatequina galato (15323 = 1 pg/g), (—)-epicatequina galato (8031 £ 25 pg/g) e
(-)-epigalocatequina (4978 + 18 ug/g), confirmando a (—)-epigalocatequina galato o
polifenol predominante em cha nédo fermentado de C. sinensis, corroborando com os
resultados obtidos por Granato et al. (2014), Xu et al. (2018) e Zhang et al. (2019a).

As folhas roxas de C. sinensis conferem ao chd uma mistura complexa de
compostos fendlicos como evidenciado nesse estudo, as antocianinas que fornecem
as folhas tal coloracéo foram identificadas, como a delfinidina-3-O- galactosideo (107
+ 6 ug/g), cianidina-3-(6-O-p-cafeoil)-glicosideo (1,8 + 0,3 pg/g) e pelargonidina-3-O-
galactosideo (27 + 5 pg/g). Lv et al. (2015) ao identificarem antocianinas em infusdes
de cha Zijuan, detectaram em maior concentracao a cianidina-3-O-galactosideo (76,3
ng/mL) e antocianidinas como delfinina (4,31 pg/mL), cianidina (18,5 pg/mL),
pelargonidina (14,9 pug/mL), peonidina (23,8 ng/mL) e malvidina (11,1 pg/mL). Shi et
al. (2021) identificaram um total de trinta e trés antocianinas em seu estudo, sendo
delfinidina-3-O- galactosideo e cianidina-3-O-galactosideo as mais abundantes, e
destacou que as antocianidinas cianidina, delfinidina, malvidina, pelargonidina,
peonidina e petunidina foram encontrados nas formas 3-O ligadas glicosidicamente e
desempenham um papel fundamental na coloracdo roxa das folhas de cha, além de
serem estruturalmente estaveis em comparacédo as antocianidinas.

A atividade antioxidante do EBL foi avaliada e obteve propriedades
antioxidantes frente a diferentes mecanismos de acéo através dos métodos captura
do radical livre DPPH, FRAP, capacidade quelante de Fe?* e lipoperoxidagéo (Tabela
4.2). Concentragbes de 400 a 2000 mg/L do EBL foram utilizados para avaliar a
protecdo de fosfolipidios, triacilgliceréis e proteinas contidas na gema de ovo e
propensos a oxidagcdo ndo enzimatica causada pelas espécies reativas de oxigénio
induzidos através de reacdes de Fenton. O EBL demonstrou inibicdo lipidica com
porcentagens de 19 + 2% (400 mg/L), 24 + 3% (800 mg/L), 46 + 1% (1600 mg/L) e 58
+ 3% (2000 mg/L) e ICso de 1731 + 15 mg/L.

Corroborando com os resultados obtidos nos ensaios quimicos, o EBL
apresentou potencial antioxidante utilizando o ensaio biolégico de oxidacéo
plasmatica, com valor médio de 635 + 30 mg AAE/g o EBL apresentou protecdo de

plasma humano contra oxidacdo induzida (Figura 4.4). Comparado ao controle



116

positivo (producdo méxima de dienos conjugados), € possivel observar que o EBL
diluido 100 vezes apresentou Aabs menor (0,031) em comparacdo ao controle positivo
(Aabs = 0,053), mas maior que o acido ascorbico na dose de 48 mg/L (Aabs =-0,015).
Estes valores corroboram os resultados de ensaios quimicos antioxidantes (isto €,
inibicdo da peroxidacgdo lipidica da gema do ovo), destacando a eficacia do EBL na

doacéao de atomos de hidrogénio aos radicais livres.

Figura 4.4 - Efeitos do extrato bruto liofilizado (EBL) de Camellia sinensis var. assamica cv. Zijuan na
oxidacao do plasma humano.
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De acordo com Corrigan et al. (2023) a capacidade dos compostos fenodlicos
em eliminar radicais livres e reduzir os metais pré-oxidantes, pode explicar a protecao
da oxidacdo de plasma humano e evidenciar o potencial antioxidante dos compostos
fendlicos em uma matriz complexa. Em seus estudos, Corrigan et al. (2023) obtiveram
protecdo plasmatica contra a oxidagao induzida ao avaliar o chd de camomila (227
mg AAE/L) e bebida de cha de camomila suplementada com t-resveratrol e quercetina
(379 mg AAE/L). Tais resultados demonstram que 0s extratos provenientes de
plantas, como o EBL, sdo uma alternativa viavel para a industria na substituicdo de
antioxidantes e corantes sintéticos, porém sdo necessarios estudos da
biodisponibilidade abrangendo processos de digestdo e absor¢do, além de estudos in

vivo, afim de avaliar a funcionalidade do extrato.
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Tabela 4.4 - Composicéao fendlica, atividade antioxidante do extrato bruto liofilizado de Camellia sinensis
var. assamica cv. Zijuan

Analises Conteddo

Composicao quimica

Compostos fendlicos totais (mg AGE/100 g) 382
Flavonoides totais (mg QE/100 g) 1,5+0,01
Antocianinas totais (mg CGE/100 g) 0,5+0,01
Orto-difendis (mg ACE/100 g) 15+1,5
Atividade antioxidante
Captura do radical livre DPPH (mg AAE/Q) 110+ 4
FRAP (mg AAE/Q) 76+1
Capacidade quelante de Fe?* (mg EDTAE/g) 8+0.5
Lipoperoxidacéo (ICso; mg/L) 1731+ 15
Protecéo contra oxidacéo induzida de plasma humano
(Mg AAE/G) 635+ 30
Composicédo Quimica (ug/g)
(-)-Epigalocatequina galato 15323 +1
(-)-Epicatequina galato 8031 £ 25
Caféina 6532+ 1
(-)-Epigalocatequina 4978 + 18
Acido galico 1709 + 36
(-)-Galocatequina 561 + 24
(-)-Catequina galato 542 + 55
(-)-Epicatequina 520+ 6
(+)-Catequina 398 £ 60
Procianidina B2 324 £15
Rutina 323 + 37
Quercetina-3-0O-glicosideo 244 £ 10
(-)-Galocatequina galato 177 £23
Procianidina B3 146 £ 13
Delfinidina-3-O-galactosideo 107+ 6
Procianidina C1 774
Kaempferol-3-O-rutinoside 51+9
Procianidina B1 40+0.1
Pelargonidina-3-O-galactosideo 27+5
Delfinidina-3-O-(6-O-p- cumaroil)-glicosideo 25+3
Delfinidina-3-0-5-0-(6-O- cumaroil)-diglicosideo 10+£0.5
Delfinidina-3,5-O-diglicosideo 8+0.5
Peonidina-3-0-(6-O-p- cumarail)- glicosideo 71

Dihidromiricetina 6,5+0,3
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Peonidina-3-O-galactosideo 3,3+0,5

Naringenina-7-O-glicosideo 22+0,1

Petunidina-3-O-arabinosideo 1,8+0,3

Cianidina-3-(6-O-p- cafeoil)-glicosideo 1,8+0,3

Cianidina-3-O-glicosideo 1,6+0,1

Cianidina-3,5-O-diglicosideo 1,1+0,1
Total identificado 40178

Nota: ICso - concentragdo minima necessaria de extrato bruto liofilizado para inibir 50% da
lipoperoxidacéao.

4.43.2 Viabilidade celular e atividade antioxidante intracelular

O ensaio de proliferagéo celular MTT testa a taxa de proliferacao celular e,
inversamente, a reducéo da viabilidade celular quando eventos metabdlicos levam a
apoptose ou necrose (Suganya et al., 2022). O tratamento com baixas concentracdes
de EBL (Figura 4.5) revelou reducdo da viabilidade celular (ICso de 18,1 a 52,5 pL
AGE/mL), proliferagéo (Glso de 0,0006 a 17,0 ug AGE/mL) e citotoxicidade (CLso de
33,2 a 89,9 yg AGE/mL) em uma maneira dependente da dose em células
cancerigenas e normais. EBL apresenta uma grande quantidade de uma variedade
de flavonoides (por exemplo, (—)-epicatequina galato; (—)-epigalocatequina galato; (-)-
epigalocatequina), compostos fendlicos, que podem exercer efeitos citotoxicos pela
supressao de varias enzimas metabolizadoras de fase | , como o citocromo P450, que
ativam metabolicamente numerosos pro-carcin0genos e causam carcinogénese e
pela inibicho de enzimas como xantina oxidase, COX (cicloxigenase) e LOX
(lipoxigenase), que estdo associadas a doengas inflamatérias e cancerigenas
(Rajasekar et al., 2023). Curiosamente, a célula ndo cancerigena EAhy926 pareceu
ser mais sensivel aos efeitos do extrato (Figura 4.5), uma vez que apresentou o0s
menores valores de 1Cso (18,1 pg AGE/mL), Glso (0,0006 pg AGE/mL) e LCso (33,2 pug
AGE/mL) em comparacdo com células cancerigenas. Apesar desta maior
sensibilidade em células ndo cancerigenas, sdo necessarias analises adicionais para
garantir a seguranca toxicolégica do produto no desenvolvimento de novos
ingredientes alimentares. Essas etapas incluem, por exemplo, a compreensdo de
outras propriedades do EB/EBL, como solubilidade e estabilidade; tecnologias
envolvidas na fabricagao dos alimentos, experimentos in vitro com extratos digeridos,

experimentos em animais e validagédo da eficacia de alimentos funcionais em estudos
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de intervencdo humana com protocolos cientificos padrao (Azevedo et al., 2023). Na
verdade, os compostos fenolicos podem ser degradados durante a digestdo
gastrointestinal devido ao pH do ambiente intestinal, as enzimas digestivas, aos
acidos biliares e as caracteristicas da matriz alimentar, que podem modificar as
estruturas quimicas, resultando em novos compostos com diferentes
biodisponibilidades e atividades biologicas (Tomas et al., 2024). Em outras palavras,
0 processo digestivo e a interacdo com a microbiota intestinal podem alterar a
biodisponibilidade dos compostos e afetar significativamente o perfil de bioatividade e

citotoxicidade dos extratos ricos em bioativos.

Figura 4.5 - Viabilidade celular células epiteliais de adenocarcinoma do pulmédo (A549), células de
células de carcinoma de hepatoma humano (HepGz2 ), células de carcinoma do célon humano (HCT8)
e hibrido de células endoteliais (EA.hy926) em relacéo a diferentes concentrages do extrato bruto
liofilizado de folhas roxas de Camellia sinensis var. assamica.
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Nota: (A) ICso: concentracdo do agente que inibe o crescimento celular em 50%; (B) Glso: concentracéo
do agente que inibe o crescimento em 50%, em relacédo as células ndo tratadas; (C) LCso: concentracao
do agente que resulta em perda liquida de 50% de células, em relacdo ao nimero no inicio do

tratamento.

Nesse sentido, concentragcdes intracelulares 6timas de ERO permitem um
ambiente oxidativo permissivo para a proliferacdo (Carmo; Granato; Azevedo, 2021).
Para células normais EA.hy926 e células cancerosas, HCT8 (15,0 e 38,0 ug AGE/mL)
e A549 (7,5 e 15,0 ug AGE/mL), o EBL exerceu atividade antioxidante intracelular
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reduzindo o estresse oxidativo induzido pelo H202 (Figura 4.6). Li et al. (2021)
observaram que a procianidina B2 e a rutina, compostos fendlicos encontrados no
EBL (323,6 = 15,1 pg/g e 322,6 + 36,9 ug/g, respectivamente), aumentaram a
expressdo de Nrf2, que é o principal regulador da resposta antioxidante que protege
células de danos induzidos por ERO e sinalizacdo Erk1/2 ativada, que promove
protecédo mediada por Nrf2. Niveis de H202 abaixo dessa faixa podem resultar em uma
interrupcdo da sinalizacdo intracelular, ocasionando perda da homeostase com
consequente reducdo da viabilidade celular. Em contraste, os compostos fenolicos
podem atuar como agentes pro-oxidantes e niveis muito elevados de H202 também
podem reduzir a viabilidade celular, estimulando vias de apoptose que levam a morte
celular (Carmo; Granato; Azevedo, 2021). Neste estudo, o EBL induziu a geracao de
ERO em células cancerigenas HepG2 e ndo as protegeu contra o estresse oxidativo
induzido pelo H202. Portanto, no presente estudo, o comportamento antioxidante e
pré-oxidante do EBL pode explicar os efeitos citotoxicos observados no ensaio de
viabilidade celular, e levantamos a hipotese de que esta propriedade pode ser
atribuida ao conteudo de compostos fendlicos, em especial as quantidades de
flavonoides.

Figura 4.6 - Resultados da medicgao intracelular de ERO em células A549, HepG2, HCT8 e Ea.hy926

por espectrofluorimetria com extrato bruto liofilizado (EBL) a 7,5 — 38 ug AGE/mL de folhas roxas de
Camellia sinensis var. assamica cv. Zijuan.
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4.5CONCLUSOES

O extrato bruto de C. sinensis cv. Zijuan obtido a partir de um método simples,
de baixo custo e atoxico, apresentou teores quantificados em diferentes classes de
compostos fendlicos, além das antocianinas extraidas em meio acido, atividade
antioxidante in vitro, equilibrio reversivel de antocianinas e atividade antioxidante com
variagdo de pH. A fotodegradacdo das antocianinas foi observada ap6s 96 h de
exposicdo a luz e a degradagcdo térmica foi constatada ao expor o extrato a
temperatura superior a 80 °C. O extrato bruto liofilizado apresentou uma diversificada
composicdo fendlica, propriedades antioxidantes como inibicdo da peroxidacao
lipidica e prote¢cdo do plasma humano contra a oxidacdo induzida pelo cobre. As
andlises celulares in vitro revelaram que o comportamento de dupla face, antioxidante
e pro-oxidante, do EBL interferindo na viabilidade celular e exercendo efeitos
citotoxicos. Os demais resultados evidenciam o alto potencial tecnolégico do extrato
obtido, visando a aplicacéo de produtos alimenticios e farmacéuticos, na substituicao
de corantes e antioxidantes sintéticos, agregando valor nutricional e impulsionando as
vendas desses alimentos, porém o0 armazenamento e manipulagdo devem ser
cuidadosamente verificados, afim de ndo haver degradacdo dos compostos pela
exposicdo prolongada a luz e altas temperaturas. Sugere-se que estudos de
biodisponibilidade e bioacessibilidade in vivo sejam realizados.
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CONCLUSOES GERAIS

Os estudos de otimizacao da extracéo realizados com o cha verde proveniente
de folhas roxas de Camellia sinensis var. assamica cv. Zijuan, demonstraram ser
eficazes na extracdo dos compostos bioativos, visando um extrato potencialmente
funcional. Variaveis como tempo e temperatura foram significativas na extracao,
fortalecendo a importancia do estudo das condic¢des, visando a eficiéncia do processo.
O solvente extrator, outro fator fundamental para solubilidade dos compostos de
interesse, obteve interferéncia nos teores quantificados ao estudar diferentes
condicBes de polaridade. A mistura etanol e 4gua (75% v/v) utilizada como solvente
extrator nos estudos apresentados no Capitulo Ill, apresentou maior eficiéncia da
extracdo comparada aos demais extratos relatados nos capitulos Il e IV. Apesar das
diferentes quantificacdes nas analises realizadas, é importante ressaltar que todos os
extratos produzidos a partir de uma extracao solido-liquido, simples, de baixo custo e
atoxica, apresentaram atividade antioxidante e biologicas in vitro, demonstrando o
potencial uso dos extratos como ingrediente em aplicacdes tecnoldgicas. Sugere-se
gue estudos de biodisponibilidade e bioacessibilidade em modelos in vivo sejam

realizados.
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antiplatelet activities of bioactive-rich extracts.”

All ethical procedures and aspects of the study were reviewed and approved by the Science &
Engineering Ethics Committee in the September 2023 board. Each application is thoroughly reviewed
by two separate committee members and is opened for discussion to all members during the committee
meeting. The committee, and in particular the reviewers, are satisfied that this project will be conducted
according to best practice in accordance with ethical standards in research.

This research will take place between September 2023 to September 2025, with a view for an extension
by Chair Decisions prior to the end date. I am free to discuss any queries on any further ethical concerns
by emailing John.Mulvihill @ul.ie

Yours sincerely,

rs

John Mulvihill PhD

Principal Investigator Biomedical Engineering
Course Director Biomedical Engineering, BEng & MEng
Chair of Research Ethics Faculty of Science & Engineering,
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Science and Engineering Research Ethics Committee Aim:

The aim of our committee is to ensure that research is conducted according to best practice and in
accordance with ethical standards in research. Our priority is to safeguard the health, welfare, dignity
and rights of human participants and the researchers undertaking the work to minimize risk to these
parties as well as the University of Limerick itself and the investigators named in this letter.

Our committee is under the remit of the University of Limerick Research Ethics Group (ULREG)
which is ratified quarterly by the sitting external chair Prof. Paul Reynolds.
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