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RESUMO

Atualmente é notério um aumento da procura por parte dos consumidores por
produtos naturais com menor teor ou auséncia de aditivos quimicos sintéticos. Desta
forma, objetivo do presente estudo foi otimizar uma formulag&o de bebida organica
mista composta por cha branco (Camellia sinensis var sinensis), erva mate tostada
(llex paraguariensis) e rooibos vermelho (Aspalathus linearis) com os teores de
compostos fendlicos e atividade antioxidante maximizados, avaliar funcionalidades
em meio quimico e biolégico e aplicar o extrato otimizado liofilizado em um gelado
comestivel. Uma otimizacdo simultanea foi aplicada em torno do conteudo fendlico
total, capacidade inibitéria da lipoperoxidacdo, poder quelante do Fe?*, capacidade
redutora do cobre e intensidade de gosto umami. A formulag&o otimizada apresentou
82,9% chéa branco + 10,9% ch& mate + 6,2% cha rooibos, com uma fun¢éo desejavel
(valor d) de 0,7905. Este cha otimizado inibiu 64% da lipoperoxidacdo in vitro e
apresentou um alto conteudo fendlico, especialmente caempferol, (+) - catequina, (-)
- epicatequina, quercetina-3-rutinoside, (-) - epigalocatequina e (-) - epicatequina-2-O-
galato. De fato, o efeito antioxidante foi confirmado pela diminuicdo de 30% da
geracdo de espécies de oxigénio em células de carcinoma de hepatoma humano
(HepG2, 100 e 240 pg/mL). No ensaio de viabilidade celular, o Glso para células
epiteliais do adenocarcinoma colo-retal humano (Caco-2) foi de cerca de 547 pg/mL
e 481 pg/mL para HepG2. O processo de pasteurizacdo (65 °C/30 min) nao afetou o
conteudo fendlico total e a atividade antioxidante da formulacdo otimizada do cha.
Uma comparacao multivariada foi aplicada para comparar a atividade antioxidante in
vitro e ex vivo, a atividade citotoxica/antiproliferativa frente a células cancerosas, a
atividade inibitéria da a-amilase, a-glucosidase e enzima conversora da angiotensina
I, bem como capacidade de protecdo da cisdo em DNA de extratos aquosos de
Camellia sinensis, llex paraguariensis, Aspalathus linearis e do extrato otimizado. Os
extratos de Camellia sinensis e o0 otimizado apresentaram maior atividade
antioxidante, maior capacidade em inibir a a-amilase e proliferacédo das células HCT8
e maior capacidade de reducéo do reagente Folin-Ciocalteu. O extrato de Aspalathus
linearis apresentou menor capacidade em inibir a a-glucosidase, porém apresentou
capacidade de inibir a oxidag¢édo do LDL similar ao extrato de Camellia sinensis. Ja o
extrato de llex paraguariensis apresentou a maior inibicdo da lipoperoxidacdo de
homogenato de cérebro de ratos Wistar, atividade anti-hipertensiva e inibicdo da
proliferacdo de células A549. Na sequéncia, o extrato otimizado foi aplicado em
gelados comestiveis adicionados de proteina animal (soro do leite) e/ou vegetal
(arroz). Os gelados comestiveis adicionados do extrato otimizado liofilizado
apresentaram maior contetdo fendlico total em relacdo aos controles (sem adi¢éo). O
gelado comestivel formulado com proteina animal e extrato otimizado apresentou a
maior capacidade antioxidante, em relacéo ao poder de reducao do ferro e captura do
radical DPPH, respectivamente. Em relacdo a analise sensorial, os maiores indices
de aceitacdo, 91 e 88% foram observados nas formulacfes adicionadas de proteina
animal sem e com extrato otimizado, respectivamente.

Palavras-Chave: Composicdo fendlica; Atividade antioxidante, Otimizagédo
estatistica; Citotoxicidade; Analise sensorial



ABSTRACT

Currently, there is a notable increase in consumer demand for natural products with a
lower content or absence of synthetic chemical additives. Thus, the aim of the present
study was to optimize a mixed organic drink formulation consisting of white tea
(Camellia sinensis var sinensis), toasted yerba mate (llex paraguariensis) and red
rooibos (Aspalathus linearis) with the maximum levels of phenolic compounds and
antioxidant activity , evaluate functionalities in chemical and biological environment
and apply the optimized lyophilized extract in an edible ice cream. Simultaneous
optimization was applied around the total phenolic content, lipoperoxidation inhibitory
capacity, Fe?* chelating power, copper reducing capacity and umami flavor intensity.
Which resulted in an optimized formulation containing 82.9% white tea + 10.9% matte
tea + 6.2% rooibos tea. With a desirable function (d value) of 0.7905. This optimized
tea inhibited 64% of lipoperoxidation in vitro and had a high phenolic content, especially
caempferol, (+)- catechin, (-)-epicatechin, quercetin-3-rutinoside, (-)-epigallocatechin
and (-)-epicatechin- 2-O-gallate. In fact, the antioxidant effect was confirmed by a 30%
decrease in the generation of oxygen species in human hepatoma carcinoma cells
(HepG2, 100 and 240 pg/mL). In the cell viability assay, the GI50 for human colorectal
adenocarcinoma epithelial cells (Caco-2) was about 547 pg/mL and 481 pg/mL for
HepG2. The pasteurization process (65 °C/30 min) did not affect the total phenolic
content and the antioxidant activity of the optimized formulation of the tea. A
multivariate comparison was applied to compare the antioxidant activity in vitro and ex
Vvivo, the cytotoxic/antiproliferative activity against cancer cells, the inhibitory activity of
a-amylase, a-glucosidase and angiotensin | converting enzyme, as well as the ability
to protect against DNA scission of aqueous extracts of Camellia sinensis, llex
paraguariensis, Aspalathus linearis and the optimized extract. The extracts of Camellia
sinensis and the optimized showed greater antioxidant activity, greater capacity to
inhibit a-amylase and HCT8 cell proliferation and greater capacity to reduce the
reagent Folin-Ciocalteu. The Aspalathus linearis extract showed less capacity to inhibit
a-glucosidase, however it showed the ability to inhibit LDL oxidation similar to the
Camellia sinensis extract. The llex paraguariensis extract, on the other hand, showed
the greatest inhibition of the lipoperoxidation of Wistar rat brain homogenate,
antihypertensive activity and inhibition of A549 cell proliferation. Then, the optimized
extract was applied to edible ice creams with animal (whey) and/or vegetable (rice)
proteins. The edible ice creams added to the lyophilized optimized extract showed
higher total phenolic content compared to the controls (without addition). The edible
ice cream formulated with animal protein and optimized extract showed the highest
antioxidant capacity, in relation to the power of reducing iron and capturing the DPPH
radical, respectively. In relation to sensory analysis, the highest acceptance rates, 91
and 88% were observed in formulations added with animal protein without and with
optimized extract, respectively.

Keywords: Phenolic composition; Antioxidant activity, Statistical optimization;
Cytotoxicity; Sensory analysis
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INTRODUCAO

E fato que os chas se encontram entre as bebidas mais populares e
largamente consumidas em todo o mundo. O consumo de chas, seja na forma de
saché ou bebidas prontas para o consumo, vem crescendo a cada dia no Brasil.
Durante a ultima década, houve um aumento no consumo de aproximadamente 30%
em todo o mundo. Boa parte deste aumento é devido as funcionalidades apresentadas
por alguns chas que sao tratadas por muitos autores como fun¢des benéficas a saude,
além de fatores sensoriais, como aromas atraentes e sabores suaveis (DA SILVEIRA
et al., 2014; ROSSI; BASSETT; SAMMAN, 2018)

Alguns chas fazem parte da cultura de uma determinada populacdo. Os chas
de Camellia sinensis sdo parte cultural de populacfes asiaticas. Os quais s&o
produzidos a partir da Camellia sinensis (L.) Kuntze (Theaceae), uma planta originaria
da Asia, e é amplamente cultivada e consumida no Sri Lanka, India, China, Jap&o,
Taiwan e em muitos outros paises tropicais e subtropicais (SHARANGI, 2009). Nos
altimos 10 anos, ocorreu o desenvolvimento e lancamento de diferentes chas
comerciais produzidos a partir de folhas de C. sinensis, (vermelho, amarelo, preto,
oolong, pu-erh, e branco) e tem aumentado o consumo em muitos paises, por todo o
mundo (GRANATO et al., 2014). Entre as diversas variedades de chas de C. sinensis,
o cha branco merece destaque por conter a maior atividade antioxidante frente aos
demais tipos de chas da mesma planta (ZIELINSKI et al., 2015).

Cha mate ou simplesmente mate, € uma bebida amplamente consumida em
paises latino-americanos do sul, principalmente no Uruguai, Argentina, Paraguai e
Brasil. Essa bebida esta ganhando aceitagcdo no mercado mundial de chas, incluindo
os Estados Unidos e Europa devido as suas propriedades sensoriais. Este cha é
fabricado a partir da infusdo de folhas secas de llex paraguariensis St. Hilaire, uma
planta da familia Aquifoliaceae tipica de regides subtropicais e nativa da América do
Sul (DA SILVEIRA, 2016).

O ché de rooibos fermentado é produzido a partir de um arbusto leguminoso
africano, o Aspalathus linearis, o qual tem por caracteristica ser uma bebida ausente
de cafeina e que contém baixo teor de taninos, o que lhe proporciona gosto adocicado
e suave, com aroma de mel, flor, caramelo (KOCH et al., 2012). A presenca da
diidrocalcona aspalatina, encontrada unicamente nessa espécie, a torna especial

frente a outros chas. Esse marcador quimico é tido como parametro de qualidade no
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produto comercial (KRAFCZYK; GLOMB, 2008).

Estudos demonstram que o consumo de chas e compostos fendlicos de outras
matrizes tem sido associado com multiplos efeitos benéficos, como hepatoprotecéo
(ZHANG et al., 2014), efeito antioxidante in vitro (PELUSO; SERAFINI, 2017) e in vivo
(BOAVENTURA et al., 2012), acéo anti-inflamatoria (LUZ et al., 2016), antihemolitica
(SANTOS et al., 2016) e anti-hipertensiva (SHAW; WU; WANG, 2017), dentre outras.
Ervas de diferentes origens botanicas podem apresentar distintas funcionalidades,
desta forma a obteng&do de um extrato misto de ervas mostra-se interessante pela
possibilidade de se obter, em um Unico extrato, funcionalidade Unica ou até mesmo
maximizada.

Por meio da pesquisa realizada no dia 14 de junho de 2017 acerca da
anterioridade no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI) (palavras chaves:
chéa funcional, bebida multicultural e mistura de chas) e por meio da Classificacédo
Internacional de Patentes, IPC, (cédigos A 23F 3/00, A61K 36/81, A23F 3/22, A 23F
3/16, A23L 2/44), nenhuma das invengdes encontradas (BR 10 2015 004792 4; PI
0700195-9; P1 0515610-6; PI 0008074-8; P1 0701881-9; BR 11 2015 020691 3; BR 10
2014 001065 3; BR 11 2015 029503 7) refere-se ao desenvolvimento de uma bebida
mista composta por com cha branco (Camellia sinensis var. sinensis), mate tostado
(llex paraguariensis) e rooibos fermentado (Aspalathus linearis).

De forma analoga e complementar, ndo ha registros de inventos assim como
€ ausente na literatura cientifica estudos que proponham o desenvolvimento de uma
bebida com conteudo fendlico e atividade funcional in vitro maximizado por meio da
aplicacado de ferramentas matematicas. Desta forma, o desenvolvimento de uma
bebida mista que apresente elevada atividade antioxidante, aceitacéo sensorial, e teor
de compostos fendlicos é de interesse cientifico, industrial e de consumidores que
buscam uma alimentacdo mais saudavel. Portanto, a presente proposta abrange
exatamente essa vertente, contribuindo tanto para o conhecimento cientifico quanto

para as aplicacdes tecnoldgicas das espécies vegetais utilizadas.
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OBJETIVO GERAL

Otimizar uma formulacéo de bebida organica mista composta por cha branco
(Camellia sinensis var sinensis), erva mate tostada (llex paraguariensis) e rooibos
vermelho (Aspalathus linearis) com os teores de compostos fendlicos e atividade
antioxidante maximizados, avaliar funcionalidades em meio quimico e biologico e

aplicar o extrato otimizado liofilizado em um gelado comestivel.
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CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 IMPORTANCIA ECONOMICA E PRODUCAO DE CHAS

Os chas estédo entre as bebidas mais consumidas no mundo. Esse tipo de
bebida, além de ser reconhecida por sua variedade de sabores e aromas, também é
considerada saudavel. Do inicio do seu consumo até os dias atuais, essa bebida é de
preferéncia de pessoas que buscam habitos de vida saudaveis (YANG; KONG, 2016;
MICEK et al., 2018; LI et al.,, 2018). Diby, Kahia e Kouamé (2017) relatam que,
historicamente, ha indicios do consumo de cha na China ha mais de 5000 anos, sendo
gue seu consumo era voltado para cura de doencas. Com o passar do tempo, 0
consumo dessa bebida tornou-se popular em todos os continentes por questfes
nutricionais e culturais. Os mesmos autores afirmam que o consumo de chas se tornou
popular no século XVII apds sua introducdo na india pelos britanicos. Atualmente, o
consumo de cha assim como a produc¢édo, encontram-se difundidos por todo o mundo.
Ja séo disponiveis no mercado diversas formas de chas, dos sachés as bebidas
prontas para 0 consumo.

No Brasil, a Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA) fixou a identidade e as caracteristicas minimas de qualidade que devem ser
obedecidas para cha. Por meio da legislacao sanitaria federal disposta na Resolucdo
RDC ANVISA n° 277, de 22 de setembro de 2005, define como cha “o produto
constituido de uma ou mais partes de espécie(s) vegetal(is) inteira(s), fragmentada(s)
ou moida(s), com ou sem fermentacéo, tostada(s) ou ndo, constantes de Regulamento
Técnico de Espécies Vegetais para o Preparo de Chas. O produto pode ser adicionado
de aroma e ou especiaria para conferir aroma e ou sabor”. De acordo com a mesma
Resolucdo o produto deve ser designado de "Cha", seguido do nome comum da
espécie vegetal utilizada, podendo ser acrescido do processo de obtencédo e ou
caracteristica especifica. Podem ser utilizadas denominagdes “consagradas pelo uso”
(BRASIL, 2005).

Além dos parametros regulamentadores vigentes, existem outros indicadores
que podem apontar a qualidade de um cha. De acordo com Qian et al. (2018) a
composicdo fenolica assim como o0s compostos volateis sdo fundamentais para
expressar a qualidade de um cha. A qualidade do ch& pode ser influenciada por uma

combinacgao de fatores internos e externos, como condicdes ambientais do ambiente
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de crescimento do vegetal, gramatura, variedade, assim como o0 método de preparo
da bebida, além da possibilidade de se avaliar a qualidade com base no brilho, cor,
sabor, aparéncia e odor (NITIN-SEETOHUL et al., 2013; LI et al., 2018).

A producgé@o mundial de chd vem aumentando assim como o consumo, sendo
que 99,9% da producéo encontra-se distribuida entre a Asia, Africa e as Américas de
acordo com dados apresentados pela FAO (2014). A quantidade de chéa produzida no

mundo, por regido, pode ser observada na Figura 1.

Figura 1 - Quantidade média em toneladas de cha produzida no mundo entre 2013-
2014
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Fonte: FAO, 2014.

Entre as regifes produtoras, dados apresentam alto crescimento na producéo
de cha (Figura 2), mostrando assim, a continua expansao do cultivo, para que consiga
atender a demanda pelo aumento do consumo. O Brasil, em 2014, foi o segundo
maior produtor das Ameéricas, com producdo atingindo cerca de 1400 toneladas,

ficando atras apenas da Argentina (FAO, 2014).
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Figura 2 - Crescimento em percentual da producao de cha por regido no periodo de
2004 - 2014
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Dentre a variedade de chas produzidos, alguns destacam-se, principalmente,
por sua composicao quimica. Cada regido produz chas caracteristicos, 0os quais sao
conhecidos em todo o mundo, como € o caso dos chas branco, mate e rooibos,

endémicos da Asia, América do Sul e Africa, respectivamente.

1.2 CHA BRANCO (Camellia sinensis)

A Camellia sinensis L. Kuntze (Theaceae) € uma planta endémica do leste,
sul e sudeste da Asia, sendo uma arvore que pode chegar até aos 15 metros de altura
e que da origem aos chas mais conhecidos e consumidos do mundo. Esse vegetal é
cultivado e consumido no Sri Lanka, india, China, Jap&o, Taiwan e em muitos outros
paises tropicais e subtropicais (SHARANGI, 2009). Nos ultimos anos, ocorreu 0
desenvolvimento e lancamento de diferentes chas comerciais, com destaque para 0s
chas verde, vermelho, amarelo, preto, oolong, pu-erh e branco. Esses chas tém se
popularizado e seu consumo vem aumentando em muitos paises ocidentais
(GRANATO et al., 2014).

O crescente consumo de chas de C. sinensis esta parcialmente atrelado aos
seus efeitos funcionais: atividade imunomoduladora (CHATTOPADHYAY et al., 2012),
hipoglicémica (TENORE et al., 2013), cicatrizante (ASADI et al., 2013), efeitos protetor
de DNA, inibidor da proliferacdo de células cancerigenas do coélon
(HAJIAGHAALIPOUR et al., 2015), antioxidante, antifungica (CAMARGO et al.,
2016), capacidade em reduzir os niveis séricos de colesterol total e LDL in vivo (IMBE
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et al., 2016), acdo anti-inflamatoria e anti-hepatotoxica (THITIMUTA et al., 2017),
potencial antimicrobiano (GUPTA; KUMAR, 2017; SANTOS et al., 2018).

Maity, Vedasiromoni e Ganguly (1995), relataram que extratos aquosos de C.
sinensis possuem atividade anti-Ulcera, e sugerem que efeitos farmacoldgicos
presentes no extrato estdo relacionados com a presenca de polifendis. Rietveld e
Wiseman (2003) relataram que esses beneficios a saude sao atribuidos a presenca
de metabdlitos secundarios, principalmente os compostos fendélicos, com destaque
para os teores elevados de catequinas que tém sido descritos como agentes
antioxidantes e que apresentam um potencial benéfico frente a diminuicao do risco de
doencas relacionadas as espécies reativas. Cai et al. (2004) avaliaram a atividade
antioxidante e conteudo fendlico de 112 plantas medicinais tradicionais chinesas
associadas a atividade anticancerigena, incluindo C. sinensis e observaram
correlacao linear, positiva e significativa (r=0,95) entre o contetido fendlico e atividade
antioxidante. Em extrato C. sinensis, essa associacdo entre compostos fendlicos e
atividade antioxidante também foi observada por Anesini et al. (2008), De Oliveira et
al. (2015) assim como por Gramza-Michatowska et al. (2016).

Entre as diversas variedades de chas de C. sinensis, o cha branco merece
destaque por apresentar maior atividade antioxidante em relacao aos demais tipos de
chas da mesma espécie (ZIELINSKI et al., 2015). Recentemente, Dai et al. (2017) em
estudo da caracterizacdo metabolémica do cha branco e comparag¢do com o cha verde
e preto, constataram maior nimero de metabdlicos no cha branco em relagédo ao cha
verde e preto. Tal resultado foi obtido por meio da aplicacdo da cromatografia liquida
de alta eficiéncia associada a espectrometria de massas com quadrupolo de tempo
de voo.

O processo de producado do cha branco se diferencia dos demais chéas de C.
sinensis e essa peculiaridade pode estar diretamente ligada aos maiores niveis de
compostos fendlicos, uma vez que o cha branco é produzido a partir de brotos e folhas
jovens de C. sinensis cobertos de pequenos pelos prateados, colhidos apenas uma
vez por ano, no inicio da primavera antes que as flores desabrochem. Para tanto, os
botbes foliares estédo protegidos da luz do sol, impedindo a formacao de clorofila. Ap6s
a colheita as folhas sao imediatamente levadas a um curto processo de cocgao a
vapor e secas rapidamente para evitar a oxidacao (RUSAK et al., 2008; SHARANG]I,
2009). Os mesmos autores afirmam que, por esta razéo, o cha branco mantém os

maiores niveis de compostos antioxidantes e os menores niveis de cafeina do que
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qualquer outro cha de C. sinensis. O processamento, mais curto, do cha branco em
comparacao com a producdo de outros chas de C. sinensis pode ser observado na

Figura 3.

Figura 3 - Principais etapas de processamento de diferentes tipos de chas de Camellia
sinensis
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Fonte: Adaptado de Hilal e Engelhardt (2007)

Na literatura, encontra-se um grande numero de publicacdes acerca da
composicdo quimica de chas, em especial os oriundos de C. sinensis (CHOI et al.,
2016; KELEBEK 2016; RODRIGUES et al.,, 2016; WU et al., 2016; JESZKA-
SKOWRON; ZGOtA-GRZESKOWIAK; FRANKOWSKI, 2018). Entre 0os compostos
presentes em chas de C. sinensis, os flavan-3-6is, também conhecidos como
catequinas, sdo 0s mais abundantes e principais compostos contidos na espécie

(PINTO, 2013). De acordo com Friedman et al. (2005), dependendo da configuracao
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estereoquimica, as catequinas podem apresentar como dois isGbmeros: trans
(catequina) e cis (epicatequina). Para cada um destes compostos ocorrem dois
isbmeros épticos: (+)-catequina e (-)-catequina e (+)-epicatequina e (-)-epicatequina.
Ainda ha a possibilidade das catequinas serem modificadas por esterificacdo com o
acido galico de modo a formar (-)-catequina-3-galato, epicatequina-3-galato, (-)-
epigalocatequina-3-galato e (-)-galocatequina-3-galato.

Além das catequinas, ja foram detectados varios outros compostos fendlicos
em Camellia sinensis. Os principais fendlicos além das catequinas sdo quercetina,
caempferol, miricetina e apigenina com porcées variadas de mono, di e triglicosideos
(DAI et al., 2017). Outros compostos encontrados em chas de C. sinensis sdo 0s
acidos fendlicos de baixa massa molecular, como os acidos galico, p-cumarico e
cafeico (RUSAK et al, 2008). Por essa complexa composic¢ao fendlica associada aos
beneficios ja relatados a saude, o cha branco encontra-se entre os chas mais

consumidos, ndo s6 na Asia, mas em todos os continentes.

1.3 CHA MATE (llex paraguariensis)

Chéa mate ou simplesmente mate, € uma bebida amplamente consumida nos
paises latino-americanos do sul, principalmente no Uruguai, Argentina, Paraguai e
Brasil. Essa bebida é reconhecida em varios paises e continua ganhando a cada dia
mais aceitacdo no mercado de chas, incluindo os Estados Unidos e Europa, devido
as suas propriedades sensoriais. Este cha é fabricado a partir da infusdo de folhas
secas de llex paraguariensis A. St.-Hil., uma planta da familia Aquifoliaceae tipica de
regibes subtropicais e nativa da América do Sul (GRIGIONI et al.,, 2004;
SCHAPOVALOFF et al., 2015; DA SILVEIRA, 2016).

O tradicional chd mate é elaborado a partir da erva-mate tostada. Para
fabricacdo dessa erva, inicialmente as folhas sdo submetidas a altas temperaturas
(600-800 °C) por 2 min em secador rotatorio. Essa primeira etapa do processo tem
como principal fungdo inativar enzimas que podem causar oxidacdo das folhas,
alterando suas caracteristicas sensoriais. Posteriormente, as folhas sdo submetidas a
uma pré-secagem em temperatura de 280 °C por mais 3 min. Em seguida, inicia-se
de fato a secagem das folhas a qual ocorre por meio de fluxo de ar quente por cerca
de 5 horas até ser alcancada a umidade de 5 g/100 g. Para o produto adquirir sabor,

aroma e cor, apos seco é envelhecido. O envelhecimento pode ser de dias até varios
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meses dependendo das condi¢cdes e objetivo do produto final. Entdo as folhas séo
trituradas e passam por torrefacéo a 160 °C por cerca de 12 min (ISOLABELLA et al.,
2010; DE GODOY et al., 2013). E valido ressaltar que, como descrito por Isolabella et
al. (2010), mesmo que as operacfes unitarias sejam basicamente as mesmas, 0
processo de industrializacdo varia entre industrias.

Além do seu sabor e odor agradavel, o cha mate destaca-se como uma bebida
rica em compostos fendlicos principalmente um grupo de compostos formados a partir
de isbmeros de ésteres do acido cafeico, nomeados como &cidos cafeoilquinicos
(MARQUES; FARAH, 2009; PERES et al., 2013). Também foi identificada uma grande
variedade de outros compostos fendlicos em cha mate como os &acidos galico,
siringico, ferulico, p-cumérico e cafeina além de quercetina-3-rutinoside, quercitrina, e
glicosideos de caempferol (PAGLIOSA et al., 2010; BIZZOTTO et al., 2012; FRIZON
et al., 2015; NUNES et al., 2015; MATEOS et al., 2018).

A composicdo quimica minoritaria em |. paraguariensis é associada a
multiplos efeitos funcionais, com acdo antimutagénica (MIRANDA et al., 2008),
antidiabete (KANG et al., 2012), atividade antimicrobiana frente Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Salmonella Enteritidis ATCC 13076 e Listeria monocytogenes
ATCC 07644 (MARTIN et al., 2013), potencial efeito anti-obesidade (DE RESENDE et
al., 2015), auxilio na cicatrizacdo de feridas cutaneas in vivo (ROMANA-SOUZA,
PIRES; MONTE-ALTO-COSTA, 2015), capacidade ansiolitica, estimulante e
neuroprotetora in vivo (SANTOS et al., 2015), efeito anti-inflamatério in vivo (LUZ et
al., 2016), atividade antioxidante in vitro e in vivo (MATEOS et al., 2018; DE LIMA et
al., 2018), e capacidade em reduzir a hiperglicemia e normalizar os parametros de
estresse oxidativo in vivo (DE LIMA et al., 2018).

Devido a sua composicdo quimica juntamente com as mais diversas
funcionalidades, o chd mate vem se destacando tanto pelo aumento no consumo
como pelo nimero de pesquisas que vém sendo desenvolvidas atualmente. Um
exemplo de estudo que aliou a ciéncia com a tecnologia de alimentos, Ramos et al.
(2017) desenvolveram leite fermentado adicionado de extrato aquoso de |I.
paraguariensis, Syzygium aromaticum e Cymbopogon citratus e observaram um
aumento significativo do poder redutor, atividade antioxidante e fendlicos totais na
matriz lactea ap0s 21 dias de refrigeracdo. Os mesmos autores sugerem que extratos
de ervas incluido erva-mate podem ser utilizados para desenvolver novos produtos

lacteos com potenciais propriedades funcionais.
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1.4 ROOIBOS (Aspalathus linearis)

7

O Aspalathus linearis € um arbusto leguminoso, de origem indigena e
endémico da Africa do Sul, o cha de rooibos é produzido a partir das folhas do A.
linearis. O ch& de rooibos verde (ndo fermentado) € de uso tradicional e comecou a
ganhar destaque ha muitos anos por apresentar propriedades medicinais, em especial
para aliviar alergias, problemas dermatologicos, asma, colica infantil, nAuseas e azias
(VAN WYK; VAN OUDTSHOORN; GERICKE, 2009). Entretanto, para ampliar as
opcOes desse produto amplamente consumido pelos africanos, a industria de
alimentos desenvolveu um processo tecnoldgico baseado na fermentacédo de folhas e
talos para estabilizar a erva e exportar para diversos paises, criando o rooibos
fermentado (vermelho).

Desta forma, o ch& de rooibos foi ganhando mercado com seu sabor suave e
apelos funcionais. De acordo com Joubert e De Beer (2011), o cha de rooibos nao
tinha valor comercial até o inicio do século XX, mas na atualidade € um produto bem
conhecido e consumido em mais de 37 paises. O rooibos nao fermentado apresenta
cor verde brilhante caracteristica natural da planta de origem, também é
tradicionalmente comercializado nos paises europeus e americanos, porém em menor
escala, representando cerca de 10% do total produzido de cha a partir de A. linearis.
Ja o cha rooibos vermelho é produzido pela fermentacéo natural das folhas verdes de
A. linearis, 0 qual apresenta como caracteristica final a cor caramelo e odor peculiar
(KOTINA et al., 2012).

A superioridade mercadoldgica do rooibos vermelho pode ser explicada pelo
fato que os consumidores buscam além de um produto com alto contetdo fendlico e
atividade antioxidante, uma bebida que seja agradavel sensorialmente. Como
relatado por Joubert e De Beer (2014), o extrato de rooibos verde é uma bebida rica
em antioxidantes, mostrando-se superior neste quesito em relacéo ao cha fermentado.
No entanto, os extratos de rooibos verde podem resultar em uma bebida com um
sabor indesejavel, devido a sua adstringéncia e sabor “gramado” acentuado (MARINI
et al., 2017).

Processos que alteram a composic¢ao fendlica, como € o caso da fermentacéo,
tem papel importante nas caracteristicas sensoriais de cha de ervas. Koch et al.
(2013), avaliaram o impacto da pasteurizacdo a vapor no perfil sensorial e na

composicédo fendlica das infusdes de cha rooibos (Aspalathus linearis) e concluiram
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gue tal tratamento térmico promove alteracdes no perfil do sabor. Os mesmos autores
afirmam que tal reducdo se apresenta diretamente relacionada com a diminuicdo de
sélidos soluveis, teor total de polifendis e na concentracdo de aspalatina (MARAIS et
al., 2000).

Entre as varias alteracfes quimicas decorrentes da fermentacdo, uma das
principais é a oxidacao de aspalatina por meio de seus analogos, tendo como produto
quantidades de isoorientina e orientina. Esse processo também é o principal
responsavel pela mudanca de coloracdo das folhas devido as fortes alteracdes no
cromoforo dos compostos, passando de verde para uma cor vermelha-castanha
caracteristica de ervas fermentados. De acordo com Heinrich, Willenberg e Glomb
(2012), as reacdes responséaveis pela mudanca de coloracdo iniciam-se com a
oxidacdo de aspalatina em sua orto-quinona que também é oxidada formando
compostos coloridos de estruturas dibenzofuranicas.

Os primeiros estudos realizados com rooibos tinham por foco elucidar sua
composicdo quimica e caracterizar quimicamente a aspalatina. Koeppen e Roux
(1965) estabeleceram uma metodologia espectrofotométrica para detectar a presenca
da aspalatina em extrato aquoso de rooibos. No mesmo estudo foi sugerido que a
maxima absorcao deste composto € obtida no comprimento de onda de 290 nm, em
etanol. Os mesmos autores ainda caracterizaram a aspalatina como um composto
glicosilado, assim como a orientina e vitexina, também presentes em rooibos.

Nos ultimos anos foram atribuidas uma gama de funcionalidades em torno dos
extratos de A. linearis. Dentre elas destacam-se acdo na diminuicdo a resisténcia a
insulina (MAZIBUKO et al., 2013), diminui¢do de risco da obesidade (SANDERSON
et al., 2014; PEREIRA et al., 2017), atividade cardioprotetora (DLUDLA et al., 2014),
potencial anti-inflamatério (KU et al., 2015), acdo antihemolitica (SANTOS et al.,
2016), propriedades anti-mutagénicas (GELDERBLOM et al., 2017) e atividade
antioxidante in vitro e in vivo (MONSEES; OPUWARI, 2017; SANTOS et al., 2018),

O rooibos apresenta todas essas propriedades devido a sua composicao
quimica, a qual apresenta quantidades apreciaveis de varios compostos fendlicos.
Dentre os compostos ja identificados, citam-se a quercetina-3-rutinoside, quercetina,
luteolina, vitexina, isovitexina, orientina, isoorientin, € uma mistura de isoquercitrina e
hiperosideo, além da presenca da aspalatina, uma dihidrocalcona que representa o
marcador quimiotaxonémico da planta (BRAMATI et al., 2002; JOUBERT; BEER,
2011).
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Além dos compostos fendlicos ja citados, Santos et al. (2016) avaliando a
influéncia do tempo e temperatura no conteudo fendlico, quantificaram acido 3, 4-
dihidroxibenzoico, acido sinaptico, acido cafeico, acido galico, acido ferdlico, acido
siringico, acido salicilico, acido p-cumarico, naringenina, pinobanskim, siringaldeido e

sinapaldeido em extratos aquosos de rooibos vermelho.

1.5 METABOLITOS SECUNDARIOS DE PLANTAS

Os vegetais produzem uma grande variedade de compostos organicos. Esses
compostos podem ter origem em vias metabdlicas diferentes no vegetal, uma vez que
0S vegetais sao capazes de produzir metabdlitos primarios e secundarios. O
metabolismo primario é responsavel pela producdo de substancias comuns e
essenciais como, lipidios, proteinas, carboidratos e acidos nucleicos (MARTINS et al.,
2015; GIADA 2013).

J& os metabdlitos secundarios ndo apresentam acdo direta conhecida nos
processos vitais do vegetal como fotossintese, respiracdo, transporte de solutos,
assimilacao de nutriente e sintese de proteinas, carboidratos e lipidios (TAIZ; ZEIGER
2009). De acordo com os mesmos autores, os metabolitos secundarios diferem-se
dos metabdlitos primarios em relacéo a sua distribuicdo no reino vegetal, uma vez que
metabolitos secundarios podem ser especificos de uma determinada espécie vegetal,
por outro lado os metabdlitos priméarios sédo encontrados em todo o reino vegetal.

Os compostos derivados do metabolismo secundario de vegetais mesmo que
ndo apresentem envolvimento direto com as func¢fes vitais dos vegetais ja citadas,
desempenham fungbes nas respostas de defesa contra micro-organismos
patogénicos e herbivoros, além de diminuir os danos provocados por raios
ultravioletas (SAHEBI et al., 2017). Outra caracteristica dos metabdlitos secundarios
€ que eles desempenham funcdes especializadas em uma ampla variedade de
organismos vivos, sendo considerados como compostos biologicamente ativos
(GOUVEA et al., 2012).

Os metabdlitos secundarios podem ser divididos em trés grandes grupos: Os
terpenos, compostos fendlicos e os compostos nitrogenados como apresentados na
Figura 8. A rota simplificada da biossintese dos metabolicos secundarios de vegetais

apresentada na Figura 4, foi descrita por Taiz e Zeiger (2009). A mesma figura mostra
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as principais vias metabdlicas, com destaque para as duas principais vias que sao a

do acido chiquimico e a do acetil CoA.

Figura 4 - Rota metabdlica simplificada dos metabdlitos secundarios em vegetais
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Fonte: Adaptado de Taiz e Zeiger (2009)

Entre os metabdlicos secundarios, uma classe de que vem sendo a cada dia

mais explorada por pesquisadores do mundo inteiro, sdo os compostos fendlicos.

Sendo que inimeras pesquisas apontam os compostos fendlicos como o grupo de

compostos responsaveis por algumas atividades funcionais tanto in vitro como in vivo
(JUNIOR; MORAND 2016). Como relatado por Gumay, Bakri e Utomo, (2017), o cha

verde melhora a fungdo da memaria espacial assim como a atividade da enzima

superoéxido dismutase em camundongos com deméncia induzida por D-galactose.
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1.6 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos constituem uma importante classe de metabdlitos
secundarios dos vegetais sendo amplamente distribuidos, com mais de 8000
estruturas atualmente identificadas (SCALBERT; WILLIAMSON 2000; MARTINS et
al., 2015). O termo "fendlico" ou "polifenol" pode ser quimicamente definido como uma
substancia que apresenta um ou mais grupos hidroxila ligados diretamente a um ou
mais anéis aromaticos, respectivamente. Os compostos fendélicos podem variar de
moléculas simples, tais como os acidos fendlicos e ligninas, até estruturas de alta
complexidade como é o caso das proantocianidinas (DAI;, MUMPER, 2010;
SANTOS-BUELGA et al., 2012; CUTRIM; CORTEZ, 2018).

Os compostos fendlicos encontram-se distribuidos nos vegetais, como frutas,
cereais, legumes e castanhas. Estéo presentes, também, em bebidas como cha, café,
cerveja, vinho entre outras (DAI; MUMPER, 2010). Os mesmos autores afirmam que
essas classes de compostos sdo responsaveis por algumas propriedades sensoriais
dos alimentos vegetais como adstringéncia, além de serem responsaveis pela
pigmentacdo de muitas frutas e hortalicas.

Biogeneticamente, os compostos fendlicos resultam de duas vias metabdlicas
principais. A via do acido chiquimico e via do &cido malénico (Figura 5). A via mais
elucidada e considerada a mais importante é a do acido chiquimico o qual d& origem
a fenilalanina (SANCHEZ-MORENO, 2002; HOLLMAN, 2001). A fenilalanina é
desaminada para formar acido cinamico, o qual entra na via fenilpropanol. Esta via
metabolica tem como ponto chave, a introdu¢do de um ou mais grupos hidroxila no

anel aroméatico produzindo os compostos fendlicos.
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Figurab - Biossintese geral dos compostos fendlicos
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Fonte: Adaptado de Taiz e Zeiger (2009)

A maioria dos compostos fendlicos sdo sintetizados por meio da fenilalanina,
como mostra a Figura 5. A via do acido chigquimico da origem principalmente a
compostos mais simples como os &cidos fendlicos, ligninas e cumarinas. Ja a
combinacdo de ambas as vias (via do &cido chiquimico e via do acido malbnico)
conduz a formagao dos compostos com massa molecular maior como os flavonoides,
0 grupo mais abundante de compostos fendlicos na natureza (SANCHEZ-MORENO,

2002), além de outros grupos mais complexos como 0s taninos condensados.
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1.6.1 Acidos fendlicos

Os acidos fendlicos podem ser divididos em duas classes: Os acidos
benzdicos ou hidroxibenzdicos e os acidos cimamicos ou hidroxicinamicos (Figura 6).
Os acidos hidroxibenzodicos tem por caracteristica apresentar em sua estrutura sete
atomos de carbono (Cs-C1), sendo os acidos fendlicos mais simples encontrados na
natureza. Sao exemplos de A&cidos hidroxibenzéicos os &cidos: Gélico, p-
hidroxibenzdico, protocatecuico, vanilico assim como o acido siringico. Ja os acidos
hidroxicinamicos, exibem em sua estrutura nove atomos de carbono (Cs-Cs), e tem
como representantes de sua classe os &cidos p-cumarico, cafeico, ferulico e sinapico.
Salienta-se que o acido cafeico é o mais abundante em frutas e hortalicas e é
frequentemente esterificado com acido quinico dando origem aos acidos clorogénicos

(D ARCHIVIO et al., 2007; DAI; MUMPER, 2010)

Figura 6 — Exemplo dos &acidos hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos
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Fonte: O autor

Os acidos fendlicos tém por caracteristica geral a presenca de um anel
benzénico, com um grupo carboxilico. Além da presenca de um ou mais grupo
hidroxila ligado ao anel benzénico sendo possivel a presenca de metoxila na molécula,
conferindo propriedades funcionais para essas substancias (YANG et al.,, 2001;
MANCUSO; SANTANGELO, 2014).

Em chéas a presenca dos &cidos fendlicos € comumente relatada na literatura
como no estudo realizado por Jeszka-Skowron, Krawczyk e Zgota-Grzeskowiak
(2015), no qual avaliaram a composic¢ao fendlica de cha branco (Camellia sinensis)

por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa e
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determinaram quantidades dos acidos galico, clorogénico, protocatecuico, p-

cumarico, cafeico, ferdlico e sinapico.

1.6.2 Flavonoides

Os flavonoides compartiham um esqueleto de carbono comum de
difenilpropano (Ce-C3-Cs), sendo dois anéis de benzeno (A e B) unidos por uma cadeia
linear de trés carbonos (Figura 7A). Essa cadeia central de trés carbonos pode formar
um anel pirano (anel C) sendo que o anel C dos flavonoides apresenta o heteroatomo
de oxigénio como apresentado na Figura 7B (D ARCHIVIO et al., 2007; KAY et al.,
2017).

Figura 7 — Estrutura tipica de um flavonoide
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Fonte: O autor

Os flavonoides sdo os compostos fendlicos mais abundantes na dieta humana
tendo em vista que cerca de 7000 flavonoides ja foram identificados em plantas, e a
lista esta crescendo constantemente (GRANATO et al.,, 2016). E eles podem ser
encontrados na natureza divididos em varias subclasses. A determinacdo de cada
classe de flavonoide esta relacionada principalmente ao grau de hidroxilacdo e
presenca de dupla ligacdo no pirano central (SANCHEZ-MORENO, 2002). As
principais classes de flavonoides sao: flavondis, flavonas, flavanonas, isoflavonoides,

antocianidinas e flavanois (Figura 8).
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Figura 8 - Estruturas moleculares das principais subclasses de flavonoides
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Fonte: Adaptado de KUMAR e PANDE (2013)

Esses compostos apresentam uma série de propriedades funcionais que os
fazem atuar sobre sistemas bioldgicos. Por conseguinte, muitas dessas propriedades
atuam de forma benéfica para a saude humana, tornando-se componentes
importantes na dieta humana. Como relatado por Sherbet (2017), os flavonoides
podem inibir a proliferacdo celular, induzem a apoptose e suprimem a angiogénese
por interferéncia na sinalizacdo do fator de crescimento, sendo potenciais agentes
anticancer. Ahmad et al. (2015), em reviséo do potencial terapéutico dos flavonoides,
concluiram que esses fitoquimicos possuem atividade antimicrobiana, anti-

inflamatoria e antioxidante in vitro e in vivo.

1.7 ESPECIES REATIVAS

Dentre as diversas funcionalidades dos compostos fendlicos ja relatadas, as
mais estudadas e consequentemente, mais elucidadas séo as que agem sobre o
estresse oxidativo. De acordo com Persson, Popescu e Cedazo-Minguez (2014) o
estresse oxidativo pode ser definido como o desequilibrio entre o surgimento de
espécies oxidativas e a habilidade dos sistemas de defesa antioxidante em combaté-
las. A formacdo de espécies reativas € um mecanismo inevitdvel em organismos
aerobicos, uma vez que em situacdes normais somente 95 a 97% do oxigénio
absorvido, é reduzido na cadeia respiratéria por meio do transporte de elétrons, bem
como no reticulo endoplasmatico, tendo por produto final agua (KEHRER, 2014).

As fontes que cedem os cations de hidrogénio e os elétrons necessarios para
a reagdo séo, basicamente, dinucledtido de nicotinamida e adenina reduzido (NADH),
dinucleédtido de flavina e adenina reduzido (FADH) e a coenzima Q (HALLIWELL;

GUTTERIDGE, 2015). As moléculas de oxigénio que ndo séo devidamente reduzidas
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pelo sistema enddgeno (3 a 5%) recebem apenas um elétron, o qual vai ocupar um
dos orbitais externos, ao mesmo tempo em que o0 outro continua ndo emparelhado,
produzindo intermediarios altamente reativos, denominados Espécies Reativas de
Oxigénio — EROs, Equacéo 1, 2, 3 e 4 (SLATER, 1988):

02 + e = 02" (radical superéxido) (2)
02 + H20 = HO2" + "OH (radical hidroperoxila) (2)
HO2' + e + H* = H202 (peroxido de hidrogénio) (3)
H202 + e = "OH + "OH (radical hidroxila) (4)

A formacao de EROs tem sido relacionada a danos em lipidios, proteinas e
acidos nucleicos em diferentes sistemas biolégicos e, por conseguinte, deficiéncia
funcional e estrutural em diferentes moléculas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).
Para evitar ou retardar os danos ocasionados pelo estresse oxidativo em humanos, o
consumo de compostos com propriedades antioxidantes tem sido recomendado
(SAKANAKA; TACHIBANA; OKADA, 2005).

1.8 ANTIOXIDANTES

De acordo com Halliwell e Gutteridge (2007), um antioxidante é uma
substancia que, quando presente em baixa concentragcédo, em relacao ao substrato na
forma oxidavel, retarda ou inibe a oxidacdo do mesmo. Os compostos fendlicos e
carotenoides sdo 0s principais compostos bioativos em alimentos de origem vegetal
como frutas, verduras, chas entre outros. Por natureza, sdo capazes de proteger as
células dos agentes oxidantes, evitando efeitos deletérios em diversos 6rgéos.

As defesas antioxidantes podem ser de origem enddgena (enzimaticos), como
as enzimas superoxido dismutase (SOD), glutationa-peroxidase (GPx) e catalase
(CAT), e exdgena (ndo-enzimaticas), as quais apresentam uma gama de minerais e
substéancias, destacando-se algumas vitaminas, carotenoides, acidos fendlicos e

flavonoides. Os antioxidantes tém papel fundamental na prevencao e diminuicdo dos
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efeitos prejudiciais do estresse oxidativo (KAO et al., 2010; FUKAI; USHIO-FUKAI,
2011).

Os antioxidantes podem ser caracterizados por Varios critérios como: sua
polaridade, funcdo e mecanismo de acdo. Em relacdo a polaridade, Lopez e Denicol
(2013) afirmam que a capacidade de um antioxidante de chegar ao local onde as
espécies reativas sdo geradas € um aspecto critico e por essa razao, a polaridade do
composto antioxidante deve ser levada em consideracdo no mecanismo de acao.
Neste contexto, 0s compostos antioxidantes podem ser classificados como hidrofilicos
(soluveis em agua), tais como acido ascorbico, antocianinas, acido galico entre outros,
ou como lipofilicos (soluveis em solventes organicos) como a-tocoferol, licopeno e B-
caroteno (SIES, 2007). Quanto a sua func¢do, os antioxidantes podem apresentar a
capacidade sequestrante de radicais livres (acido ascoérbico, tocoferdis entre outros),
sequestrante de oxidantes ndo-radicalares (catalase e tiois), além da funcao inibitéria
da geracdo de oxidantes (agentes quelantes de metais, tais como 0s compostos
fendlicos) e capacidade de induzir a producdo de antioxidantes (isotiocianatos)
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).

O processo de neutralizacdo da acdo deletéria de espécies reativas nas
membranas celulares, por antioxidantes, pode ocorrer por trés mecanismos principais:
a transferéncia de atomo de hidrogénio, transferéncia de elétrons e também podem
apresentar capacidade de quelar metais de transicao, tais como zinco, ferro e cobre
(PRIOR; WU, SCHAICH, 2005). Também, pode ocorrer uma acdo combinada de
mecanismos de transferéncia de atomo de hidrogénio e transferéncia de elétrons. O
mecanismo de transferéncia de atomos de hidrogénio ocorre quando o antioxidante,
ArOH por exemplo, reage com o radical livre R-, por meio da transferéncia de dtomo
de hidrogénio, Equacao 5 (APAK et al., 2016).

ArOH + R* — ArO" + HR )

A Equacdo 6 ilustra o mecanismo de transferéncia de um elétron, supondo

gue um antioxidante doa um elétron para a molécula oxidante.

ArOH + R — ArOH* + R- (6)
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Os produtos de reacdo por meio dos dois mecanismos Sao. uma espécie
neutra nao reativa (HR), um ion fenolato estavel (ArO®), uma espécie catidnica
também estabilizada por ressonancia (ArOH*) e uma espécie reduzida e
energeticamente estavel (R°), respectivamente (OROIAN; ESCRICHE, 2015). O
radical livre, ArO’, e a espécie catibnica, ArOH*, sdo estabilizadas pela deslocalizacéo
de elétrons pi do anel aromatico. Além destes dois mecanismos de reacao, tem sido
citado na literatura analises que medem capacidade antioxidante por meio da
habilidade de um composto em quelar ions metalicos.

De acordo com Santos, Brizola e Granato (2017), os ions de cobre e ferro
estdo altamente relacionados com a producéo de diferentes espécies reativas, em
especial as de oxigénio, decorrente das reacdes de Fenton (Equacao 7) e de Haber-
Weiss (Equacao 8). Canabady-Rochelle et al. (2015) afirmam que compostos com
capacidade de quelar metais de transicdo atuam indiretamente como antioxidante

uma vez que a reacao de Fenton e de Haber-Weiss séo inibidas por sua acao.

Fe2* + Oz —» Fe3* + 'Oy
202" + 2H" > H202 + O2
Fe?*+ H.02 — Fe®* + OH +'OH ()

Fe3* +°'02 — Fe?* + 02
Fe?* + H202 —» Fe® + ‘OH + 'OH
‘O2+ H202 — O2 + OH +'OH (8)

Fonte: Santos, Brizola e Granato (2017)

Tendo em vista a variabilidade entre os mecanismos de acdo de uma
substancia antioxidante, Apak et al. (2013) ressaltam que uma vez que muitos
mecanismos e rea¢fes multiplas estdo envolvidos, nenhum método ira refletir de
forma fidedigna a atividade de todos os compostos antioxidantes em uma matriz
complexa como sucos, chas e vinhos. Desta forma, torna-se conveniente a utilizacédo
de mais de um método e com distintos mecanismos de a¢éo, buscando compreender

de forma mais ampla o potencial antioxidante de produtos naturais.
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1.9 APLICACAO TECNOLOGICA DE EXTRATOS RICOS EM COMPOSTOS
FENOLICOS

Atualmente, € uma tendéncia a adicao de frutas, sucos ou extratos ricos em
compostos fendlicos em diversos produtos alimenticios. De acordo com Cutrim e
Cortez (2018), os principais produtos estudados para adicdo de compostos fendlicos
sao os lacteos tais como os leites fermentados e queijos, como o estudo realizado por
Rashidinejad et al. (2015) no qual, avaliaram o teor fendlico total e atividade
antioxidante de um queijo duro com baixo teor de gordura fortificado com diferentes
concentracdes de catequina além de avaliarem ao longo de 90 dias de maturacgéo. Foi
constatado que o conteudo fendlico assim como atividade antioxidante aumentaram
no queijo fresco, assim como, durante o periodo maturacéo a 8 °C. Os autores ainda
concluiram que este estudo mostra a viabilidade de incorporar antioxidantes fendélicos
em um alimento rico em proteinas, como queijo. Desta forma, € cada vez mais comum
encontrar estudos que fazem adicdo de compostos funcionais em matrizes proteicas,
como os produtos lacteos.

Ramos et al. (2017) realizaram uma otimizagéo analitica de um extrato de
ervas ricas em fendlicos e posteriormente adicionaram esse extrato em leite
fermentado. Os resultados obtidos apresentaram aumento significativo (p<0,05) no
conteudo fendlico e atividade antioxidante para o leite fermentado adicionado do
extrato liofilizado de ervas em comparacdo com o leite fermentado controle. Os
mesmos autores ainda acompanharam o armazenamento do produto por 21 dias e
observaram que o contetdo fendlico assim como a capacidade redutora total se
manteve estavel durante o periodo de armazenamento de trés semanas.

Jaster et al. (2018), em estudo do aumento da atividade antioxidante e
propriedades fisico-quimicas de iogurte enriquecido com pasta de morango
crioconcentrado, concluiram que o uso do crioconcentrado de morango na producao
de iogurtes ndo afetou a sobrevivéncia das bactérias acido-laticas durante 7 dias de
armazenamento. Também foi observado que o uso de 30% de crioconcentrado de
morango promoveu um produto com alto teor de antocianinas e atividade antioxidante.
Adicionalmente, o produto apresentou coloracdo semelhante a duas marcas
comerciais que usam corantes artificiais.

Recentemente Cullere et al. (2019) formularam risséis de carne de coelho com

niveis crescentes de extrato de rooibos fermentado (Aspalathus linearis), e
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observaram que o aumento dos niveis de incorporacéo de extrato reduziu os valores
de pH de rissois de carne de coelho e aumentou seus indices para cor vermelha e
amarela. Além de avaliarem que apos a fritura dos rissois os tratados com extratos de
rooibos fermentado foram protegidos da oxidacdo lipidica em comparagdo com o
controle (p<0,001) e concluiram que o rooibos pode ser considerado um aditivo natural
promissor na fabricacéo de rissois de carne de coelho, até o nivel de incorporacéo de
0,5%.

Como apresentado nos estudos relatados, além das funcionalidades ja
conhecidas in vitro e in vivo, extratos ricos em compostos fendlicos estdo sendo
aplicados em alimentos, com o intuito de elevar a vida util, diminuir danos oxidativos
assim como melhorar aspectos sensoriais como a cor. Além de possibilitar a entrega

de um alimento com aditivos naturais e potencialmente funcional para o consumidor.
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CAPITULO 2 - OTIMIZACAO MULTI-ANALITICA DE UMA BEBIDA MISTA
COMPOSTA POR CHA BRANCO, MATE E ROOIBOS: ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE E ANTIPROLIFERATIVA

RESUMO

Um estudo de otimizag&o estatistica foi conduzido para obter um cha contendo rooibos
fermentado (Aspalathus linearis), cha branco (Camellia sinensis var. sinensis) e mate
tostado (llex paraguariensis). Uma combinacéo ideal destas espécies foi proposta.
Este cha otimizado inibiu 64% da lipoperoxidacdo in vitro e apresentou um alto
contetdo fendlico, especialmente caempferol, (+) - catequina, (-) - epicatequina,
guercetina-3-rutinoside, (-) - epigalocatequina e (-) - epicatequina-2-0O-galato. De fato,
o efeito antioxidante foi confirmado pela diminuicdo de 30% da geracdo de espécies
de oxigénio em células de carcinoma de hepatoma humano (HepG2, 100 e 240
pug/mL). No ensaio de viabilidade celular, o Glso para células epiteliais do
adenocarcinoma colo-retal humano (Caco-2) foi de cerca de 547 ug/mL e 481 pg/mL
para HepG2. O processo de pasteurizagdo (65 °C/30 min) ndo afetou o conteudo
fendlico total e a atividade antioxidante da formulacdo otimizada do cha. O teste
sensorial indicou um indice de aceitabilidade de 78%, mostrando que a abordagem
analitica adotada foi viavel para desenvolver uma bebida rica em fendlicos e com
elevada aceitacao sensorial.

Palavras-Chave: Compostos fendlicos, antioxidante, desejabilidade funcional,

viabilidade celular

Capitulo publicado:

Santos, J. S., Deolindo, C. T., Hoffmann, J. F., Chaves, F. C., do Prado-Silva, L.,
Sant'Ana, A. S., ... & Granato, D. Optimized Camellia sinensis var. sinensis, llex
paraguariensis, and Aspalathus linearis blend presents high antioxidant and
antiproliferative activities in a beverage model. Food Chemistry, v. 254, p. 348-358,
2018.
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2.1 INTRODUCAO

Os chés estdo entre as bebidas mais conhecidas e largamente consumidas
no mundo. O aumento no consumo de cha em todo o mundo vem sendo relacionado
com funcionalidades apresentadas por alguns chas, tanto in vitro quanto in vivo que
mostraram uma relacao direta entre o consumo continuo e a diminuicéo de risco de
doencgas degenerativas nao-transmissiveis (ROSSI; BASSETT; SAMMAN, 2018;
SANTOS et al., 2016). Entre a grande variedade de chas produzidos, alguns séo
dignos de destaque principalmente por sua rica composicao fendlica, como é o caso
dos chas branco, mate e rooibos, 0os quais sdo de diferentes origens botanicas e
endémicos de regides globais distintas. Esses fatores tornam possivel que esses chas
apresentem caracteristicas quimicas e sensoriais peculiares.

O cha branco é produzido a partir de brotos e folhas jovens de C. sinensis
cobertos de pequenos pelos prateados, colhidos antes que as flores desabrochem
(RUSAK et al., 2008). Os mesmos autores afirmam que por esta razdo, o cha branco
mantém os maiores niveis de compostos antioxidantes e os menores niveis de cafeina
do que qualquer outro cha de C. sinensis. As catequinas sdo os compostos fendlicos
majoritarios em C. sinensis, porém sua composicdo quimica também apresenta

guantidades de flavondis, flavonas e acidos fendlicos (RUSAK et al., 2008).
O cha mate é produzido a partir de folhas de I. paraguariensis, uma planta da

familia Aquifoliaceae tipica de regifes subtropicais e nativa da América do Sul.
Destaca-se como uma bebida rica em compostos fendlicos como os acidos
clorogénicos, e em especial uma familia de compostos formados a partir de isémeros
de ésteres do acido cafeico, como os acidos 3- e 4-monocafeoilquinicos e 3,4-, 3,5- e
4,5-dicafeoilquinicos (MARQUES; FARAH, 2009; PERES et al., 2013). A literatura
relata a presenca de quercetina-3-rutinoside, acido galico, siringico, ferulico, e p-
cumarico em extratos aquosos de mate (BIZZOTTO et al., 2012; FRIZON et al., 2015;
NUNES et al., 2015).

O ché de rooibos fermentado € produzido a partir de folhas e talos de um
arbusto leguminoso africano, o A. linearis, no qual seu extrato tem por caracteristica
ser uma bebida ausente de cafeina e que contém baixo teor de taninos, o que lhe
proporciona gosto adocicado e suave (KOCH et al., 2012). A composi¢ado quimica de

extratos aquosos de rooibos € complexa, contendo determinadas quantidades de
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alguns flavonoides como a quercetina-3-rutinoside, quercetina, luteolina, vitexina,
orientina, isoorientina e isoquercetrina. Entretanto, a presenca da diidrocalcona
aspalatina, encontrada unicamente nessa espécie, a torna especial frente a outros
chas (SANTOS et al., 2016; KRAFCZYK; GLOMB, 2008).

Grande parte dos estudos relacionados as propriedades funcionais de chas
sdo baseados em apenas uma variedade tendo por foco avaliar os efeitos de
diferentes solventes usados para extrair os maiores teores de compostos fendlicos
(RUSAK et al., 2008; HANDA, et al., 2016). Também foi realizado estudo que avaliou
os efeitos na atividade antioxidante e redutora, perfil de sabor instrumental, e
composicdo quimica de misturas de chas, porém da mesma origem botéanica - C.
sinensis (GRANATO et al., 2014). Entretanto, ainda n&o foram localizados estudos na
literatura sobre a composicdo quimica, atividade antioxidante, potencial
antimicrobiano, e perfil de sabor instrumental de misturas de chas de diferentes
origens botanicas.

Do ponto de vista sensorial, 0 cha branco tem um sabor desagradéavel por
causa de sua adstringéncia. Pelo contrario, chas mate e rooibos tém um sabor
agradavel/odor e composicdo quimica unica (DE GODOQY et al., 2013). Portanto, o
desenvolvimento de um cha misto composto de rooibos, mate e cha branco é benéfica
do ponto de vista quimico, sensorial e funcional. Desta forma 0 objetivo do presente
estudo foi otimizar uma formulacdo de bebida organica composta por cha branco,
mate e rooibos vermelho com um perfil fendlico diversificado, maxima atividade
antioxidante e com perfil de sabor agradavel. Além disso, a atividade antiproliferativa
das ervas isoladas (rooibos, mate torrado e cha branco) e a formulacéo otimizada de
cha também foram avaliadas em relacao a HepG2 (carcinoma de hepatoma humano)
e Caco-2 (adenocarcinoma colorretal humano epitelial).
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Materiais

2.2.1.1 Produtos quimicos

Acido galico, acido clorogénico, reagente de Folin-Ciocalteu 2 N, alcool etilico,
cloreto de ferro(lll) hexahidratado, molibdato de sédio dihidratado, 2,2’-azinobis(3-
etilbenzenotiazolina-6-sulfénico),  caempferol, Iluteolina, (+)-catequina, (-)-
epicatequina,  quercetina-3-rutinoside,  quercetina,  (-)-epicatequina-3-galato,
reserpine, acido p-cumarico, &cido gélico, acido cafeico, &cido 2-tiobarbitarico,
vanilina, 2,2-difenil-1-picrilhidrazila, ferrozina, neocuproina e acido ferdlico foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (Sado Paulo, Brasil). Acetato de sodio anidro, nitrito de
sodio, fosfato de so6dio monosaédico, cloreto de aluminio hexahidratado, isobutanol,
acido acético glacial P.A., acido sulfurico, persulfato de potassio, acido ascoérbico
foram adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Propanona, acetato de amodnio e
hidroxido de sodio foram adquiridos da Synth (Diadema, Brasil). Ferricianeto de
potassio e persulfato de potassio foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha).
Sulfato de ferro (ll) heptahidratado foi adquirido da Neon (S&o Paulo, Brasil). Cloreto
de cobre dihidratado foi adquirido da Anidrol (Sdo Paulo, Brasil). Agua ultrapura foi

usada em todos o0s experimentos.

2.2.1.2 Matéria prima

Chas branco (Camellia sinensis var. sinensis) cultivado na China, mate
tostado (llex paraguariensis St. Hilaire) cultivado no Parané/Brasil, e rooibos vermelho
(Aspalathus linearis) cultivado na Africa do Sul, todos organicos, foram adquiridos das
empresas CLIPPERP® (Alemanha), Matte Ledo® (Brasil), e Simon Lévelt® (Paises
Baixos), respectivamente. A certificacéo organica do material vegetal foi baseada em
auditoria externa de acordo com a resolucdo 2001/112/EC e 834/2007/EC (Uni&o
Europeia) e pela Resolucdo 6323 de 27/12/2007 (Ministério da Agricultura, Pecuaria

e Abastecimento, MAPA, Brasil). O material foi triturado e a gramatura padronizada
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para 60 Tyler mesh. As amostras foram armazenadas em frascos de polietileno de

baixa densidade e congeladas (-20 °C) até o preparo das infusdes.

2.2.2 Planejamento experimental e preparagao das infusbes

Um delineamento de mistura simplex-centroide aumentado contendo trés
componentes, totalizando 10 ensaios experimentais, foi utilizado, para avaliar os
efeitos isolados, binarios e ternarios das infusdes, sobre o perfil de sabor instrumental,
composicdo quimica, atividade antioxidante e antimicrobiana. As variaveis
independentes (fatores) foram os chas branco, mate e rooibos. Todas as infusdes
foram preparadas de acordo com o delineamento apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Proporcdes entre os chas para formulacdo das infusées

Amostras Chabranco Cha mate Cha de rooibos

1 1 0 0

2 0 1 0

3 0 0 1

4 0,5 0,5 0

5 0,5 0 0,5
6 0 0,5 0,5
7 0,667 0,167 0,167
8 0,167 0,667 0,167
9 0,167 0,167 0,667
10 0,333 0,333 0,334

Fonte: O autor

O preparo de cada amostra foi por meio de 1 g do material de estudo (chas)
em suas devidas combinac¢des (isolada, binaria e ternaria) previamente moido e com
granulometria de 60 Tyler mesh, em presenca de 50 mL de agua ultrapura em célula
termostatizada com temperatura constante de 80+0,1 °C por 10 minutos.
Posteriormente as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 5000 rpm em 4 °C.
Em seguida filtrado em filtro de papel Whatman n° 1 e o extrato resultante foi dividido
em aliguotas de 2 mL em eppendorfs e armazenado a -25 °C até o momento das

analises.
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2.2.3 Caracterizacdo quimica dos extratos

2.2.3.1 Quantificacdo dos compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos totais (CFT) foram quantificados utilizando o ensaio
Azul da Prussia, descrito por Price e Butler (1977) e adaptado por Margraf, et al.
(2015). Resumidamente, as amostras foram diluidas com agua ultrapura na proporcao
1:50 (v/v) e uma aliquota de 100 pL foi adicionada numa microplaca de 96 po¢os com
100 pL de uma solugéo de FeCls.6H20 a 0,5 mmol/L. Apos 5 min de reagéo 100 pL
de uma solucao de Ks[Fe(CN)s] a 0,5 mmol/L foi adicionada a cada po¢o. Apds 15 min
de reacédo a absorbancia foi registrada no comprimento de onda de 725 nm utilizando
um leitor de microplacas (Synergy-BIOTEK, Winooski, VT, EUA). A linha de base do
equipamento foi registrada, utilizando uma solu¢cdo com todos os reagentes nas
devidas proporcdes, com excecdo da amostra, substituida por dgua ultrapura. A
quantificacdo, dos compostos fendlicos totais foi realizada por meio de uma curva
analitica (R?=0,997) com diferentes concentracdes de acido galico (5 - 35 mg/L). A
analise foi realizada em triplicata e os resultados expressos em mg de acido galico

equivalente por litro de cha (mg AGEI/L).

2.2.3.2 Quantificacao dos flavonoides totais

Os flavonoides totais foram quantificados pelo método colorimétrico proposto
por Zhishen, Mengeheng e Jianming (1999) e modificado por Herald et al. (2012).
Inicialmente, em uma microplaca de 96 pocos foram adicionados 100 uL de agua
ultrapura, 10 pL de NaNO:2 (0,725 mol/L) e 25 pL da amostra diluida em agua ultrapura
na proporcao 1:10 (v/v). Apds 5 min, foram adicionados 25 uL de AICI3.6H20 a 0,414
mol/L. Depois de mais 5 min foram adicionados 50 pL de NaOH (1 mol/L) em cada
poco da microplaca. Deixou-se reagindo por 5 min sob agitacdo continua, e em
seguida a absorbancia foi registrada no comprimento de onda de 510 nm em leitor de
microplaca (Synergy-BIOTEK, Winooski, VT, EUA). A linha de base do equipamento
foi registrada, utilizando uma solucdo com todos o0s reagentes nas devidas
propor¢cdes, com excecao da amostra, substituida por agua ultrapura. A quantificacao
do teor de flavonoides totais foi realizada a partir de uma curva analitica (R>=0,998)

construida com (+)-catequina na faixa de concentragdo de 50 a 250 mg/L. O
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experimento foi realizado em triplicata, e os resultados expressos em mg catequina

equivalente por litro de cha (mg CE/L).

2.2.3.3 Quantificacao de taninos condensados totais

O teor de taninos condensados foi determinado de acordo com a metodologia
proposta por Horszwald e Wilfried (2011), uma aliquota de 25 pL da amostra diluida
em metanol 1:5 (v:v) foi adicionada em cada poco de uma microplaca de 90 pocos,
seguida de 150 pL de uma solucao de vanilina (0,260 mol/L) e 75 yL de uma solucéo
de acido sulfarico (0,323 mol/L). A microplaca foi agitada e permaneceu em repouso
por 15 min & temperatura ambiente. A absorbancia foi registrada em
espectrofotometro de microplacas, no comprimento de onda de 500 nm. A linha de
base do equipamento foi registrada utilizando uma solucdo com todos os reagentes
nas proporcdes utilizadas com exce¢do da amostra, substituida por agua ultrapura. O
teor de taninos condensados presentes nos extratos, foram calculados a partir de uma
curva analitica (R?=0,993) de catequina, na faixa de concentragdo de 100 - 600 mg/L.
O experimento foi realizado em triplicata e os resultados expressos em mg de

catequina equivalentes por litro de cha (mg CE/L).

2.2.3.4 Quantificacao de flavondis

O conteudo de flavonois foi estimado pela metodologia descrita por Yermakov
etal. (1987), com modificacdes para microplaca. Para isso, as amostras foram diluidas
em agua ultrapura na proporcéo 1:20 (v/v) e uma aliquota de 80 pL deste extrato foi
inserida em uma microplaca de 96 pocos, seguida de 80 pL da solucao alcodlica de
AICl3.6H20 (82,84 mmol/L) e 120 pL de acetato de sédio (0,6 mol/L). A microplaca foi
agitada por 20 segundos e ap6s 60 min de incubacdo em temperatura ambiente a
absorbancia foi registrada no comprimento de onda de 440 nm em leitor de
microplaca. A linha de base do equipamento foi registrada utilizando uma solugéo com
todos os reagentes nas devidas proporc¢des, com excecdo da amostra, substituida por
agua ultrapura. A quantificacéo do teor de flavonais totais, foi realizada a partir de uma
curva analitica (R>=0,999) construida com quercetina na faixa de concentragéo de 7 -
80 mg/L. O experimento foi realizado em triplicata, e os resultados expressos em mg

quercetina equivalente por litro de cha (mg QEI/L).



45

2.2.3.5 Quantificacao de orto-difendlicos

Os orto-difenois foram quantificados de acordo com a metodologia descrita
por Durdn et al. (1991), com modificacbes para microplacas. Brevemente, uma
aliquota de 50 pL da amostra diluida em agua ultrapura na proporcao 1:20 (v/v) foi
adicionada em uma microplaca de 96 pocos juntamente com 200 uL de uma solucéo
alcodlica de molibdato de sddio bihidratado a 0,204 mol/L. Apés 25 min de reacgéo, a
absorbancia foi registrada no comprimento de onda de 370 nm em um
espectrofotometro de microplacas. A linha de base do equipamento foi registrada
utilizando uma solucdo com todos os reagentes nas devidas propor¢cdes, com excecao
da amostra, substituida por &gua ultrapura. A quantificacdo o teor de orto-fendlicos
presente na amostra, foi realizada a partir de uma curva analitica (R?=0,995)
construida com acido clorogénico na faixa de concentracdo de 20 a 160 mg/L. O
experimento foi realizado em triplicata e os resultados expressos em mg de acido

clorogénico equivalentes por litro de cha (mg CAE/L).

2.2.3.6 Quantificacdo do conteudo fendlico individual por CLAE/MS

A quantificacdo dos compostos fendlicos individuais foi realizada por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas. As
amostras foram inicialmente preparadas com 10 mg de extrato liofilizado com 1 mL de
alcool metilico contendo 1 mg de reserpina (padréo interno para controle de
qualidade). A mistura foi mantida num banho de ultrassom durante 15 min e depois
centrifugada a 5000 rpm durante 5 min. Posteriormente, o sobrenadante foi coletado,
diluido (200 ng/mL em alcool metilico) e filtrado através de uma membrana de nylon
de 0,22 um. A quantificacdo dos compostos fendlicos foi realizada utilizando-se
equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), Shimadzu UFLC, em
coluna de fase reversa (bidentado Cis 2,2 pm 120 A, com dimens6ées de 100x2,1 mm).
A separacgdo cromatografica foi realizada na coluna a 40 °C e o volume da amostra
injetada foi de 10 yL em um fluxo de 200 uL/min a 500 psi. A fase movel consistiu de
agua acidificada com 0,1% de acido férmico (fase mével A) e acetonitrila acidificada
com 0,1% de acido formico (fase movel B). O gradiente de eluicdo consistiu de: 0-15
min 95% A, 15-20 min 10% A e 20-25 min 95% A. O sistema de espectrometro de

massa foi um Bruker micrOTOF Impact HD (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha)
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com uma fonte ESI. Os parametros para analise de MS foram estabelecidos usando
0 modo de ionizacao positiva com espectros adquiridos sobre uma faixa de massa de
m/z 50 a 1200. Os parametros foram: tenséo capilar, 3500 V; temperatura do gas de
secagem, 180 °C; fluxo de gas de secagem, 8 L/min; presséo de nebulizagdo, 2 bar;
radiofrequéncia de colisdo (RF), 60 tenséo pico-a-pico (Vpp); tempo de transferéncia
de 120 pys e armazenamento pré-pulso de 8 ps. Para a quantificacdo de compostos
fendlicos, curvas analiticas externas com padrdes grau HPLC foram preparadas e os
parametros de validacdo encontram-se na Tabela 2. Os dados de MS foram
processados por meio do software Data Analysis 4.0 (Bruker Daltonics, Bremen,

Alemanha). As analises foram realizadas em triplicatas.



Tabela 2 - Parametros do método CLAE-MS para quantificacdo de compostos fendlicos em chas
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Tempo de

Faixa

Recuperacéo (%)

Compostos [M-H] retencao linear Equagao~de 2 LC/)Dl LC/)QZ (n=9) =
(min) (ng/mL) regressao (ng/mL) (ng/mL) Concentragcdo em
312 ng/mL

acido galico 169,0132 2,83 78-2500 y=135,54x-3846  0,9999 15,28 46,30 100,88
(+)-catequina 289,0707 5,68 39-2500 y=54,33x+325,48 0,9989 15,09 45,72 92,02
(-)-epicatequina  289,0707 6,18 39-2500 y=57,82x+545,43  0,9990 6,17 18,70 92,90
Acido cafeico 179,0338 6,28 78-2500 y=211,10x-4140,96 1,0000 5,35 16,23 93,46
ﬂ:‘tfnrg;t('jla?’ 609,1450 6,97 39-2500  y=177,40x+731,41 0,9998 921 27,90 94,20
Acido p-cumaérico 163,0390 7,28 78-2500 y=116,55x+286,01 0,9997 9,88 29,93 92,30
Acido ferdlico 193,0495 7,67 156-2500  y=55,45x-1971,50 0,9999 9,73 29,48 113,42
Luteolina 285,0394 9,21 39-2500 y=389,68x+1873,7 0,9998 6,13 18,57 101,19
Quercetina 301,0343 9,24 39-2500 y=248,75x-1910,9 0,9995 2,32 7,04 114,04
Caempferol 285,0393 10,21 39-2500 y=907,02x-2899,6 0,9992 6,17 18,69 106,20

Fonte: O autor

Nota: 1LOD = limite de detec¢do; 2LOQ= Limite de quantificacdo. Com excec¢do da recuperacdo, a validacdo do método foi baseada nos dados publicados por

Hoffmann et al. (2018)
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2.2.4 Atividade antioxidante in vitro

A capacidade antioxidante in vitro foi realizada por meio de cinco ensaios
atividade antioxidante de reducdo de ion cuprico (CUPRAC), capacidade redutora
total pelo método de Folin-Ciocalteu modificado (CRT), acdo antioxidante frente ao
radical 2,2-azinobis3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS*), capacidade
antioxidante de acidos graxos insaturados em homogenato de gema de ovo (sistema

bioldgico) e opoder quelante do ferro (ion ferroso).

2.2.4.1 Capacidade antioxidante de reducéo frente ao ion cuprico (CUPRAC)

A atividade antioxidante pelo método CUPRAC foi realizada conforme
metodologia descrita por Apak (2008), na qual a capacidade antioxidante € avaliada a
partir da habilidade que o composto antioxidante em estudo apresenta em reduzir 0s
ions cupricos, sendo que esse método € sensivel aos antioxidantes lipofilicos,
hidrofilicos e tidis. Para a realizacdo deste método foram preparadas as solucdes de
cloreto de cobre (1l) a 0,01 mol/L, solucdo tampéao de acetato de aménio a 1 mol/L (pH
7) e solucéo alcodlica de neocuproina 7,5 mmol/L.

Resumidamente, uma aliquota de 100 pL da amostra devidamente diluida em
agua ultrapura na proporcéao 1:20 (v/v) juntamente com 1 mL de cada soluc¢éo (cloreto
de cobre (ll), neocuproina e acetato de aménia pH 7,0) e 1 mL de agua ultrapura foi
adicionada em tubos de ensaio perfazendo um volume final de 4,1 mL. Ap6s 30 min
de incubacao 300 pL desta solugédo foram transferidos para uma microplaca de 96
pocos e imediatamente sua absorbancia foi registrada no comprimento de onda de
450 nm em leitor de microplacas. A linha de base do equipamento foi registrada
utilizando uma solugéo com todos os reagentes nas devidas proporgdes, com excegao
da amostra, substituida por agua ultrapura. Uma curva analitica (R?=0,999) foi
preparada com acido ascorbico na faixa de concentracdo de 20 a 200 mg/L para
guantificar a capacidade antioxidante pelo método CUPRAC. As analises foram
realizadas em triplicata e o0s resultados expressos em mg de acido ascorbico

equivalente por litro de cha (mg AAE/L).
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2.2.4.2 Atividade antioxidante da capacidade redutora total (CRT)

A determinagédo da capacidade redutora total das amostras incluindo
compostos hidrofilicos e lipofilicos foi baseada no método de Folin-Ciocalteu
modificado descrito por Berker et al. (2013). Para isso, o reagente de Folin-Ciocalteu
foi diluido em isobutanol na proporcao 1:2 (v:v), respectivamente. Posteriormente 75
UL dessa solucdo e 50 pL da amostra diluida em acetona na proporcdo 1:20 (v/v)
foram adicionados em tubos de ensaio. Apds 2 min de reacdo em agitacdo continua,
875 pL de uma solucdo de NaOH a 0,1 mol/L e 1,5 mL de agua ultrapura foram
adicionados e o tubo agitado novamente por 10 s. Apés 20 min de reacao, 250 uL
dessa solucao foram transferidos para as microplacas e a absorbancia registrada no
comprimento de onda de 665 nm, em leitor de microplacas. A linha de base do
equipamento foi registrada utilizando uma solucdo com todos os reagentes nas
devidas propor¢des com excecdo da amostra, substituida por acetona. A capacidade
redutora total das amostras foi calculada a partir de uma curva analitica construida
com quercetina na faixa de concentracédo de 80 a 500 mg/L (R?=0,997). Os resultados

foram expressos em mg de quercetina equivalente por litro de cha (mg QE/L).

2.2.4.3 Atividade antioxidante frente a captura do radical ABTS*

Atividade antioxidante por meio da captura do radical ABTS™ foi realizada
conforme a metodologia descrita por Re et al. (1999) com modificacbes. Para a
realizacdo deste método foram preparadas as solu¢cdes de ABTS* a 7 mmol/L, solucao
de persulfato de potassio 140 mmol/L. A solucado estoque de ABTS" foi preparada a
partir de 5 mL da solu¢cdo de ABTS* (7 mmol/L) em 88 uL da solucéo de persulfato de
potassio (140 mmol/L), a mistura permaneceu no escuro por 16 h a temperatura
ambiente. A andlise foi realizada, em uma microplaca de 96 pocos, a partir de uma
aliquota de 10 pL da amostra diluida em etanol na proporc¢ao 1:100 (v/v), seguida de
290 pL da solucao do radical ABTS®. A mistura foi agitada por 15 s e posteriormente
permaneceu em repouso no escuro por 6 min. Em seguida a absorbancia foi registrada
no comprimento de onda de 734 nm em leitor de microplacas. A linha de base do
equipamento foi registrada utilizando uma solucdo com todos os reagentes nas
devidas propor¢cdes com excecado da amostra, substituida por etanol. A quantificacao

da capacidade de captura do radical ABTS* foi realizada a partir de uma curva
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analitica com acido ascorbico na faixa de concentracdo de 30 - 300 mg/L. Os
resultados foram expressos em mg de acido ascoérbico equivalente por litro de cha
(mg AAE/L).

2.2.4.4 Poder antioxidante de inibicdo da lipoperoxidacao

O poder antioxidante de inibicéo da lipoperoxidacdo em homogenato de gema
de ovo induzida por FeSOs foi avaliado de acordo com o método descrito por Margraf
et al. (2016). Resumidamente, duas gemas de ovos brancos de galinha foram
emulsionadas com tampéo de fosfato de sédio 0,10 mol/L a pH 7,4 a uma
concentracéo de 25 g/L. Posteriormente 500 uL do homogenato de gema de ovo foi
misturado com 50 uL da amostra previamente diluida em tubos de ensaio. Apds 2 min
de reagdo 50 puL de uma solugdo 4 mmol/L de FeSOa4 foram adicionados na reacao
para induzir a lipoperoxidacéo. Os tubos foram deixados reagir a 37 °C durante 45 min
e, em seguida, 500 uL de uma solucao de acido acético (pH 3,5) a 20% (v/v) e 1 mL
de uma solucéo de &cido tiobarbiturico (TBA) a 0,67% (m/v) foram adicionados. Os
tubos foram aquecidos novamente desta vez a 95 °C por 30 min em banho-maria.

Apbs arrefecimento em banho de gelo e centrifugacéo dos tubos durante 10
min em 10.000 g, 300 pL do sobrenadante foram transferidos para uma microplaca de
96 pocos. A formacao de substancias reativas ao TBA foi medida no comprimento de
onda de 532 nm utilizando um leitor de microplacas (Synergy-BIOTEK, Winooski, VT,
EUA). O controle positivo do experimento (maxima lipoperoxidagéo) foi composto por
homogenato de gema de ovo (500 puL), solucdo de FeSO4 (50 puL), e 50 uL agua
ultrapura. A inibicdo da lipoperoxidacao foi calculada como mostrado na Equacéo 9.
As analises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos em percentual

de inibicdo da lipoperoxidacéo.

% inibigéo Iipoperoxida(;éo = [(AcontroIe—Aamostra)/AcontroIe] x 100 (9)

2.2.4.5 Poder quelante do ferro

O poder quelante do ferro (ion ferroso) dos extratos foi determinado pela

medicdo da formacdo do complexo de Fe?*-ferrozina de acordo com o método
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proposto por Carter (1971), com modificacdes realizadas por Santos, Brizola e
Granato (2017). Utilizando microplacas de 96 pocos, uma aliquota de 50 uL de
amostra previamente diluida em &gua ultrapura, 160 uL de agua ultrapura e 15 uL de
uma solugédo de FeCl2.4H20 a 0,30 mmol/L foram adicionados, nessa ordem, em
microplaca de 96 pocos. Apds 2 min de incubacéo, a reacao foi iniciada pela adicao
de 30 uL de uma solucéo ferrozina a 0,80 mmol/L e a mistura final foi incubada por 15
min em temperatura ambiente. Agua ultrapura (30 L) em substituicdo a solucéo de
ferrozina foi usada como um controle negativo (utilizado para corrigir a diferenca de
cor das solucdes). A absorbancia do complexo de Fe?*-ferrozina foi medida em
comprimento de onda de 562 nm utilizando um leitor de microplacas (Synergy-
BIOTEK, Winooski, VT, EUA). A percentagem de formag¢do do complexo Fe?*-
ferrozina foi calculada pela Equacdo 10. A analise foi realizada em triplicata e os

resultados expressos percentual de formacdo do complexo Fe?*-ferrozina.

Poder quelante Fe2* (0/0) = [(AbSamostra - Astqugéo sem ferrozina)]/AbScontrole x 100 (10)

2.2.5 Atividade antimicrobiana

Foi avaliada a atividade antimicrobiana dos extratos frente aos seguintes
micro-organismos: Pseudomonas fluorescens (ATCC 13525), Listeria monocytogenes
(ATCC 7644), Pseudomonas aeruginosa (IAL 1853), Escherichia coli (IAL 2064),
Bacillus cereus (ATCC 14579), Salmonella enteritidis (S 2887), Salmonella
Typhimurium (IAL 2431), Staphylococcus aureus (ATCC 13565), e Candida albicans
(ATCC 10231).

Os micro-organismos bactérias foram cultivados em caldo nutriente (Kasvi,
S&o Paulo, Brasil) a 37 °C por 24 h. Ja a cultura de C. albicans foi cultivada em caldo
de extrato de malte (Cada litro contendo: 20 g de glicose; 20 g de extrato de malte e
1 g de peptona) a 30 °C durante 48 h. As suspensodes de células bacterianas foram
equalizadas pela escala de 0,5 McFarland (108 UFC/mL) utilizando um densimetro
MCF 500 (MS TECNOPON, Piracicaba, Brasil) e inoculadas pela técnica de pour-plate
em 4gar nutriente. Para a cultura de C. albicans, a concentracéo foi determinada pela
contagem em camara de Neubauer e posterior confirmacdo da concentracdo por
plagueamento superficial em agar-agar-extrato (Cada litro continha: 20 g de glicose;
20 g de extrato de malte; 1 g de peptona; e 15 g de agar). Os testes foram realizados
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de acordo com Cleeland e Squires (1991) com modifica¢cdes, utilizando a metodologia
de difusdo em placas: Pocos de 6 mm foram feitos nas placas e os extratos foram
dissolvidos em solugdo aquosa de dimetilsulfoxido a 5% (DMSO) até alcancar 2 mg
de extrato aquoso liofilizado em cada pogo (100 uL). As placas foram entdo incubadas
a 37 ° C por 24 h (bactérias) e 30 ° C por 48 h (C. albicans). Os halos de inibicdo foram
medidos usando um paquimetro digital (Digimess, Sao Paulo, Brasil) e expressa em

mm de inibi¢cdo. Todas as analises foram realizadas duas vezes e em triplicata.
2.2.6 Perfil de sabor instrumental

O perfil de sabor instrumental foi determinado pela quantificacdo do gosto
salgado, amargo, acido e umami por meio de uma lingua eletrénica comercial. Para
tanto, os extratos foram analisados em relagcdo ao perfil de sabor instrumental por
meio de um sistema Alpha MOS ASTREE E-tongue, equipado com um conjunto de
sete sensores especificos e um eletrodo de referéncia Ag/AgCl, e um amostrador
automatico. A mensuracao consiste na diferenca potenciométrica entre cada sensor e
o eletrodo de referéncia Ag/AgCl no estado de equilibrio a temperatura ambiente. O
tempo de aquisicdo e o tempo de analise foram fixados em 120 e 180 s,
respectivamente. As amostras foram analisadas em quadruplicata. Os sensores foram
limpos com agua desionizada entre as medicfes. O tratamento de dados associados
ao conjunto de sensores (conjunto #5) permite converter as respostas do sensor para
percepcéao relativa de gosto: acidez, salgado e umami, em uma escala entre 0 e 12,
da assimilagdo do sabor menos intenso para 0 mais intenso. O gosto amargo foi
avaliado por uma curva padréo de cafeina em concentracdes de 0,15 a 0,75 mg/mL e

os resultados foram expressos em intensidade estimada de sabor (IES).

2.2.7 Aceitacao sensorial

O procedimento adotado para avaliagdo sensorial foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa, CAAE: 65493717.9.0000.0105 (ANEXO A) ap0s a assinatura
do termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo B), todos os avaliadores
receberam informacdes orais e instru¢des escritas, sobre a anélise.

A analise sensorial foi realizada em um laboratorio de analise sensorial
contendo cabines individuais, luz padrdo e temperatura de 20 °C. Foram avaliadas

guatro amostras de chas (cha branco, cha mate, cha rooibos e cha misto otimizado)
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em funcdo do grau de aceitacdo do odor, sabor, aparéncia e impressao global das
formulacbes por meio de uma escala hedbnica de 9 pontos (1- desgostei
extremamente, 5- indiferente, 9- gostei extremamente) (ISO, 2014). Cada ché foi
avaliado por 75 consumidores néo treinados, totalizando 300 avaliadores diferentes
(63% do sexo feminino e 37% do sexo masculino, com 18 a 59 anos). O indice de
aceitacado para cada amostra foi calculado utilizando as médias dos escores utilizados

na escala e os resultados foram expressos em percentual de aceitacao.

2.2.8 Efeito da pasteurizacao nos fendlicos e atividade antioxidante

Tendo em vista a necessidade de submeter produtos alimenticios a
tratamento térmico para garantir uma maior seguranca alimentar ao consumidor, foi
realizada uma pasteurizacao lenta (63 °C por 30 min) do ch& otimizado. O contetudo
fendlico total assim como a capacidade redutora total foram avaliados antes e apos a
pasteurizagdo conforme detalhados nos itens 2.3.1 e 2.4.2 respectivamente. Desta

forma se torna possivel verificar a existéncia ou ndo de perda ao longo do processo.

2.2.9 Ensaios biologicos

2.2.9.1 Citotoxicidade celular in vitro

A citotoxicidade in vitro foi realizada nos chas de ervas isolados (mate, cha
branco e rooibos) e a formulagéo otimizada de cha em relacdo as linhagens celulares
HepG2 (células de hepatocarcinoma humano) e Caco-2 células epiteliais de
carcinoma colorretal). As células HepG2 foram mantidas em Meio de Eagle Modificado
por Dulbecco (DMEM)/baixo teor de glucose Sigma-Aldrich, Brasil), a que se adicionou
soro bovino fetal a 10% (FBS, Gibco, Sdo Paulo, Brasil). Ja as células Caco-2 foram
mantidas em DMEM/alto teor de glucose (Sigma-Aldrich, Brasil) suplementado com
20% de FBS. Todos os meios continham 100 Ul de penicilina/100 pg de
estreptomicina (Sigma-Aldrich, Brasil).

Células (1x10* células/pogo) foram colocadas em microplacas de 96 pocos e
diferentes concentragdes entre 200 e 800 ug/mL de cada extrato de cha liofilizado
foram testadas de acordo com Lao et al. (2016). Assim, a concentracdo capaz de

inibicdo do crescimento celular em 50% (ICso), a concentracdo do agente que inibe o
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crescimento em 50% em comparacdo com células nado tratadas (Glso), € a
concentracdo do agente que resulta em uma perda liquida de 50% de células em
comparacdo com o0 numero de células no inicio do tratamento (LCso) foram
determinados por Ramirez-mares, Kobayashi e De Mejia, 2016. A significancia foi
definida pela analise de variancia unifatorial seguida do teste de comparacdo de
meédias Fisher LSD. A analise da dose-resposta sigmoidal foi realizada por regressao
nao linear (ajuste de curva) (RAMIREZ-MARES; KOBAYASHI, DE MEJIA, 2016). Os

experimentos foram realizados duas vezes em medidas quadruplicadas.

2.2.9.2 Geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS) intracelulares

Células (1x10* por pogo) foram tratadas com chéa branco, mate, rooibos e cha
otimizado, diluidas em solucdo de DCFH-DA (25 mmol/L), em diferentes
concentragcdes entorno de 10 upg/mL (valores de IC2s). O procedimento seguiu O
método proposto por Wolfe e Liu (2007), que foi modificado usando pré-tratamento
com H202 (15 umol/L) para todos os experimentos. Subsequentemente, as células
foram incubadas a 37 °C durante 1 h e lavadas com PBS. Para o controle positivo, as
células foram tratadas com H202 (15 pmol/L), e para o controle negativo, as células
foram tratadas apenas com PBS, o qual foi tomado como referéncia para a
porcentagem de protecao contra o H20:2. A intensidade de fluorescéncia foi medida a
um comprimento de onda de excitagdo de 485 nm e a um comprimento de onda de
emissao de 538 nm. Os dados foram expressos como percentagem da intensidade de

fluorescéncia em relacédo aos poc¢os controle.
2.2.10 Andlise de dados e otimizacado estatistica

Os dados foram expressos como média e desvio padrao. Para comparar as
variaveis de resposta, inicialmente foi checada a homoscedasticidade dos dados pelos
testes de Brown-Forsythe, sendo que diferencas entre os valores médios foram
avaliadas pela analise de variancias (ANOVA) unifatorial seguida do teste de
comparacao de média Fisher LSD. As correlacdes lineares entre as variaveis foram
expressas pelo coeficiente de correlagdo de Pearson. Valores de probabilidade

inferiores a 0,05 foram adotados para rejeitar a hipétese nula.
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Os efeitos isolado, binario e ternario das diferentes misturas de chas sobre as
respostas foram avaliados usando a metodologia de superficie de resposta. A
qualidade estatistica dos modelos propostos foi avaliada pela porcentagem de
variabilidade explicada pela equacdo de regressdo linear mudltipla (R?), pelo
coeficiente de determinacdo ajustado aos dados experimentais (RZ%ad), € pela
significancia do modelo (GRANATO; CALADO; JARVIS, 2014). Além disso, os
residuos foram avaliados pelo teste de Shapiro-Wilk. O software Statistica v. 13.2
(Statsoft, Tulsa, EUA) foi utilizado em todas as andlises estatisticas.

A mistura otimizada dos trés tipos de chas foi obtida por meio da aplicacdo da
funcdo de desejabilidade proposta por Derringer e Suich (1980) para maximizar o
conteudo fendlico total, capacidade antioxidante de reducao frente ao ion cuaprico,
capacidade quelante de Fe?*, capacidade inibitéria da lipoperoxidagédo e intensidade
do sabor umami. Sessenta iteracGes foram realizadas para obter a mistura de chas

com o maior teor de compostos antioxidantes.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSOES
2.3.1 Classes de compostos fendlicos

Os valores das classes de compostos fendélicos quantificados estdo dispostos
na Tabela 3. E possivel observar que foi constatada diferenca significativa (p<0,001)
para o conteudo fendlico total (CFT). Sendo que, os valores do teor de compostos
fendlicos totais variaram de 860 (rooibos) a 1293 (cha branco) mg AGE/L de cha. As
amostras que continham 50% ou mais de ch& branco apresentaram maiores teores
de compostos fendlicos totais. Desta forma pode-se afirmar que entre os chas em
estudo o cha branco foi o maior responsavel pelo elevado conteudo fendlico das
combinac¢des e misturas testadas. O elevado conteudo fendlico em cha branco, ja foi
relatado por Zielinski et al. (2015) ao avaliarem a composicédo fendlica total em
diferentes chas de C. sinensis.

Nota-se que o CFT da Amostra 7, a qual corresponde a uma mistura com
66,6% cha branco + 16,7% cha mate + 16,7% cha rooibos, ndo foi diferente da
amostra a qual continha 100% de cha branco. O mais relevante nesse resultado, &
gue a mistura entre os trés chas em estudo possibilitou um cha misto com conteudo
fendlico total ndo divergente do cha composto unicamente por C. sinensis, o qual ja é

reconhecido como um cha de elevado contetdo fendlico. Desta forma, a mistura dos
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extratos apresentou elevado conteudo fendlico além de possivelmente apresentar

maior diversificacdo nos compostos presentes.
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Tabela 3 - Composicdo quimica da mistura dos extratos de cha branco, mate e rooibos e suas combinacfes e misturas

Cha Cha Cha Amostras fer?glrir(]:g(s)sttoot;s Flavonoides co;rczligrl:;(:c’los Flavondis totais  Orto-difenolicos
branco mate rooibos (mg AGE/L) totais (mg CE/L) totais (mg CE/L) (mg QE/L) totais (mg ACEI/L)
1 0 0 1 1293+72 362+12¢ 4391262 95+5f 4481179
0 1 0 2 902+28¢ 474+39¢ 143+149 95+4f 791+72
0 0 1 3 860+19¢ 8771462 263+16¢ 282+32 718+16°
0,5 0,5 0 4 12454792 5041624 228+3¢f 96+3f 614+10°
0,5 0 0,5 5 1023+100¢ 507+234 323+29° 187+74 596+8¢
0 0,5 0,5 6 878614 538+35¢ 194+147 187+64 771+123
0,666 0,167 0,167 7 1292+132 46179 293+3b¢ 124+1¢ 560+15
0,167 0,666 0,167 8 1114+27"¢ 505554 115469 120+3¢ 726+24°¢
0,167 0,167 0,666 9 1022+22b¢ 679+30° 198+13f 234+8P 738+13Pc
0,333 0,333 0,334 10 1112+14° 530+37¢ 241+3% 158+1°¢ 671+33¢
p-Valor Homocedasticidade 0,265 0,879 0,962 0,836 0,935
p-Valor ANOVA/Welch <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Fonte: O autor

Nota: Letras diferentes na mesma coluna indica diferenca significativa ao nivel de 5% pelo teste de comparagéo de média Fisher LSD.
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Em relacédo ao contetudo de flavonoides totais apresentados na Tabela 3 as
amostras apresentaram diferenca significativa (p<0,001). Na mesma tabela pode-se
observar que os valores determinados variaram de 362 (100% cha branco) a 877
(100% ché rooibos) mg CE/L. A amostra 3 (100% cha rooibos) se destacou como a
amostra com o maior teor de flavonoides totais entre as amostras estudadas, seguida
da Amostra 9 a qual continha 66,70% de cha rooibos. Essa superioridade do rooibos
neste parametro é explicada pela sua composi¢do fendlica individual, a qual é
composta majoritariamente por quercetina-3-rutinoside, quercetina e luteolina, todos
compostos pertencentes a classe dos flavonoides. J& os outros chas envolvidos no
presente trabalho tém como compostos majoritarios em sua composicao fendlica
marcadores quimicos de classes distintas como &cidos fendlicos e taninos
condensados.

Observando a Tabela 3 é visto que a quantidade de taninos condensados
determinada variou de 115 (16,7% chéa branco + 66,6% cha mate + 16,7% cha rooibos)
a 438,85 (100% cha branco) mg QE/L. Na mesma tabela, observou-se diferenca
estatistica (p<0,001) entre as amostras estudadas. O nivel mais elevado de taninos
condensados foi determinado na amostra 1 a qual continha unicamente cha branco
em sua composicdo. E caracteristica de cha de C. sinensis apresentar em sua
composicao os flavan-3-6is como a subclasse de flavonoides mais abundante em sua
composicdo, como dimeros e trimeros compostos por catequinas (GRANATO et al.,
2014; RODRIGUES et al., 2016).

Elevados teores de taninos mostram-se interessante uma vez que de acordo
com Hosu, Cristea e Cimpoiu (2014) os taninos sdo considerados como compostos
com elevada atividade antioxidante. Porém teores elevados do mesmo podem
acarretar em maior adstringéncia (DEL BUBBA et al. 2009). Uma caracteristica
sensorial ndo tao apreciada em chas. Por essa razdo, uma bebida composta de cha
branco, com alto teor de taninos condensados, juntamente com cha mate e rooibos
que apresentam baixos teores desse composto, torna-se interessante pela
possibilidade da ingestdo dessas substancias antioxidantes em uma bebida

possivelmente mais suave.



59

O conteudo de flavonais totais apresentados na Tabela 3 variou de 95 (cha
branco 100% e cha mate 100%) a 282 (cha rooibos 100%) mg QE/L, apresentando
diferenca significativa (p<0,001) entre as amostras. A amostra 3 composta por 100%
do cha rooibos teve o teor mais expressivo entre os chéas testados, tanto de forma
isolada como nas combinagdes entre 0s mesmos. A superioridade do cha de rooibos
em relacdo a essa variavel € dada pelos teores de quercetina e quercetina-3-rutinosi
de ambas pertencentes a classe dos flavonoéis encontrados em rooibos (JOUBERT;
BEER, 2011). Além de que os outros chéas envolvidos tanto o branco como o mate néo
tém por caracteristica conter valores elevados desses compostos e sim de catequinas
e acidos fendlicos respectivamente (RODRIGUES et al., 2016, DA SILVEIRA et al.,
2016).

O teor de orto-difendis apresentou diferenca estatistica (p<0,001) variando de
448 (cha branco 100%) a 791 (cha mate 100%) mg ACE/L. De acordo com Granato
et al., (2014) os teores de orto-difendis estdo associados ao processamento do
material em estudo. No presente estudo pode-se observar que quanto mais intenso
for o processamento (secagem, fermentacdo ou torrefacdo) maior é o teor de orto-
difendis. A amostra 1, composta unicamente por cha branco, passa apenas por uma
breve coccdo a vapor e em seguida é seca rapidamente para evitar a oxidacao
(SHARANGI, 2009), obteve os menores teores de orto-fendis. Ja a amostra 3
composta por 100% do cha rooibos passa pelo processo de secagem e fermentacéo
oxidativa (KOTINA et al., 2012). Por sua vez, a amostra 2 composta unicamente por
ch& mate passa pelo mais intenso e rigoroso processamento entre os chas estudados,
o qual de acordo com Basto et al. (2006) passa por uma trituracdo, branqueamento e
torrefacédo a 160 °C por cerca de 12 min, foi a que apresentou os maiores valores de
orto-difendis. Desta forma confirmando a direta proporcionalidade entre intensidade
de processamento e teor de orto-difendis. Porém fatores como origem botanica,
condicdes climaticas e qualidade do solo pode contribuir na sintese de determinadas

classes de compostos nos vegetais.

2.3.2 Composigéo fendlica individual CLAE-MS

Os teores medios dos compostos fendlicos quantificados por HPLC-MS estéo
descritos na Tabela 4. Observou-se que as bebidas compostas majoritariamente por

ché branco, amostras 1 (100% cha branco) e 7 (66,6% de ch& branco + 16,7% cha



60

mate + 16,7% cha rooibos), apresentaram 0s maiores teores de caempferol, (+)-
catequina, (-)-epicatequina, (-)-epigalocatequina, (-)-epicatequina-3-O-galato e acido
galico, corroborando com os achados de Castro et al. (2010), Zielinski et al. (2015) e
Utama-Ang et al. (2017). O teor de luteolina, quercetina-3-rutinoside, quercetina assim
como acido ferulico foram superiores em rooibos. Santos et al. (2016) avaliaram o
efeito do tempo e temperatura de extracdo no teor de compostos fendlicos, e
identificaram  que quercetina, seus glicosideos (quercetina-3-rutinosidee
isoquercetina) e luteolina foram flavonoides mais abundantes identificados e
qguantificados nos extratos de rooibos fermentado. Os mesmos autores relataram a
presenca de &cido ferulico sendo o segundo acido fendlico mais abundante nesse
vegetal entre os analisados. Ja o chd mate obteve os maiores teores (p<0,001) de
acido cafeico entre as amostras avaliadas, seguido do extrato com 66,6% de mate
(amostra 8).

Como esperado as amostras que continham a mistura dos trés chas
envolvidos apresentaram maior variedade de compostos fendlicos individuais. Como
pode ser observado na Tabela 4, a amostra 7 (66,6% de cha branco + 16,7% cha mate
+ 16,7% cha rooibos) apresentou em sua composicdo a maior variedade de
compostos individuais identificados por CLAE-MS. Desta forma, fica claro a vantagem
no que diz respeito a maior variedade de compostos quimicos naturais em um cha
misto, em relacdo a chas compostos unicamente por um vegetal. Esse resultado
também aponta que a mistura ternéria que contém maior teor de cha branco tende a

se destacar em relacdo as outras estudadas.
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Tabela 4 - Quantificacdo de compostos fendélicos da mistura entre extratos aquosos branco, mate e rooibos utilizando LC-ISI-MS/MS

Chad Cha Cha

branco mate rooibos Amostra Compostos quantificados (mg/100g)

Flavonoides Acidos fendlicos

O Acidop-  Acido Acido Acido
epicatequina- . - X h
cumarico  galico cafeico  ferdlico

(- ()

Catequina Epicatequina

Quercetina- (-)-

Caempferol - Luteolina 3-rutinoside epigalocatequina

Quercetina

3-O-galato

1 0 0 1 1,1+ 0,32 nd 152+182 695+1222 nd 106+10d 627+110P 30051572 nd 114+192  3,2+0,2b¢ nd

0 2 nd nd nd nd nd 10+4f nd 19+1h nd nd 5,2+0,82 nd
0 3 nd 7,8+08% nd nd 32452 2554222 nd 3,2+0,2" nd nd 3,5+0,8% 33142

0,5 0,5 0 4 nd nd 72+3d 533+86° nd 61+2° 317+7¢ 1793+374 nd 81+1bc 3,8+0,1° nd
0,5 0 0,5 5 0,7+0,11> 4,5+0,8° 93+8¢ 440+23¢ 20+3P 175+10P 384+244 1647+54¢ nd 75+3¢ 3,2+0,6 ¢ 18+3¢
0 0,5 0,5 6 Nd 1,2+0,2d nd nd 8,0+0,5¢ 66+2° nd 17+1h nd nd 2,940,7°¢ 20+2¢
0,666 0,167 0,167 7 0,7+0,04> 0,5+0,2¢" 128+3P 6811582 7,8+0,5¢ 126+10¢ 7101622 1938+168°¢ 3,7+0,32 86+10° 3,2+0,5bc  12+1d

0,167 0,666 0,167 8 nd nd 27+3f 157+7¢ 4,7+0,3¢° 53+3¢ 111+9f 360369 nd 21+1°8 3,7+0,4° nd
0,167 0,167 0,666 9 nd 3,2+0,5¢ 26+4f 129+19¢ 15+2¢ 105+184 116+20f 405+649 nd 20438 2,940,4¢ 27+3P

0,333 0,333 0,334 10 nd 1,0+0,2d 54+7¢ 324+8d 8,5+0,3¢ 105+3¢ 316+10°¢ 902+76f nd 43+1d 3,6+0,3bc nd

0,833 0,107 0,060 oT 1,0+0,12 nd 144492 650+332 4,0+0,4¢ 110+2¢ 564+32°¢ 2842+85b 3,4+0,4°> 105+42 3.45+0.26P° nd
p-Value (one-way ANOVA) <0,001  <0,001  <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001  <0,001  <0,001

Fonte: O autor

Nota: Letras diferentes na mesma coluna representam diferenga nos valores médios (p>0,05) de acordo com o teste de Fisher LSD. OT = Extrato otimizada
(82,9% Camellia sinensis + 10,9% llex paraguariensis + 6,2% Aspalathus linearis); nd = ndo detectado.



62

2.3.3 Atividade antioxidante

Os valores médios * desvio padrao (n=3) para todos 0s ensaios de atividade
antioxidante da mistura entre cha branco, mate e rooibos estao dispostos na Tabela
5. A capacidade redutora total (CRT) variou de 1808 a 6300 mg AGE/L, apresentando
diferenca significativa entre as amostras (p<0,001). A amostra 1 (100% cha branco)
mostrou-se superior em relacdo as outras estudadas. Esse comportamento também
foi observado em relacéo a capacidade antioxidante de captura do radial ABTS" a qual
apresentou diferenca significativa com valor p<0,001 entre as amostras avaliadas,
com valores médios variando de 1017 a 2352 mg AAE/L.

A superioridade da amostra composta unicamente por cha branco é
explicavel, tendo em vista que ja € uma caracteristica de extratos de C. sinensis a
presenca de um conteudo elevado de catequinas em sua composi¢ao. As catequinas,
sdo compostos pertencentes ao grupo dos flavan-3-ols, o qual tem por caracteristica
apresentar atividade antioxidante, tanto atividade redutora de metais como de captura
de radicais livres. Essas atividades exercidas estdo relacionadas diretamente a
qguantidade de grupos hidroxila presentes em sua estrutura quimica e a posicao as
quais estao ligados nos anéis arométicos (ARON; KENNEDY, 2008).

J& para a capacidade inibitoria da lipoperoxidacdo em meio biolégico (gema
de ovo), os valores determinados apresentaram diferenca significativa (p<0,001) com
os valores médios variando de 4 a 70% de inibicdo da lipoperoxidacdo, e estdo
dispostos na Tabela 5. O maior valor foi determinado na amostra 7 a qual corresponde
a uma mistura ternéria contendo, 66,6% de cha branco + 16,7% mate + 16,7% rooibos.
Fica notorio o potencial antioxidante em meio biol6gico de uma mistura ternaria de
chés de diferentes origens botanicas. Como ja relatado por Margraf et al. (2016) este
resultado possibilita uma visdo mais proxima de um método in vivo tendo em vista que
é realizado em meio biologico com pH 7,4 e temperatura 37 °C simulando a oxidacéo
lipidica em meio fisiolégico induzida pela reacao de Fenton (Equacao 11).

H202 + Fe? + — Fe3+ OH + OH- (11)
Fed* + H202 — Fe?* + HOO + H*
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Tabela 5 - Capacidade antioxidante redutora de ions metalicos, sequestradora de radical e quelante de metal de transicdo da mistura
entre cha branco, mate e rooibos

2+ Inibicdo da

JCha  Chéd Ché  mosra CUPRAC - CRT | ABTS | Gnce fi’r‘?ﬁaeé;o“ﬁi;'_"@fmi?exo e npgzeig‘ébx;dggfo
errozina) ¢
1 0 0 1 1038+22b¢ 6300+772 2352+35% 24+19 68+12b
0 1 0 2 804+24f 1842+107" 1017+62¢ 14+<1" 4421
0 0 1 3 991+264 4032+104° 1345+98d 33122 17+1¢
0,5 0,5 0 4 981+324 2159+104f 1947+88P 18+<1¢® 32+109
0,5 0 0,5 5 1076+202  4537+121° 1858+135P 26+<1° 59+1bc
0 0,5 0,5 6 902+22¢ 2535+£59¢ 1143+35d€ 27+1° O+<¢f
0,666 0,167 0,167 7 1061+2432b 2800+15¢  2370+1142 23+<14d 7012
0,167 0,666 0,167 8 935+4¢ 1808+59" 1279+3d 18+<1°® 16x1°€
0,167 0,167 0,666 9 1006+22¢d 1962+659  1690+180¢ 28+<1b 52+10°
0,333 0,333 0,334 10 977+9d 2039+897  1738+101bc 23+<14d 55+11°¢
p-Valor homocedasticidade 0,962 0,978 0,797 0,480 <0,001
p-Valor ANOVA/Welch <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Fonte: O autor

Nota: Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca nos valores médios (p>0,05) de acordo com o teste de Fisher LSD.
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A capacidade antioxidante frente ao método CUPRAC, obteve valores médios
variando de 804 a 1076 mg GAE/L, apresentando diferenca significativa entre as
amostras avaliadas (p<0,001) como exposto na Tabela 5. A maior atividade
antioxidante foi determinada na amostra 5 (50% ch& branco + 50% Cha rooibos). A
maior atividade sendo registrada em uma amostra que contenha mais de uma erva,
mostra a superioridade em relacdo aos chas de ervas estudados compostos por
apenas uma espécie. Métodos que mensuram a capacidade redutora sao
fundamentais para estabelecer o perfil antioxidante de determinadas matrizes. Como
relatado por Prior, Wu, e Schaich, (2005) a capacidade redutora (doador de elétron)
nada mais € do que um dos mecanismos de acdo de um composto antioxidante.

Observando os valores obtidos para a capacidade quelante do Fe2* na Tabela
5, é possivel notar que houve diferenca significativa (<0,001) entre as amostras
avaliadas. Os valores médios variaram de 14 a 33% de formacédo do complexo Fe?*-
Ferrozina. Sendo que a amostra 2 composta por 100% de cha mate, apresentou o
menor valor médio de formacao, ou seja, mostrou-se superior em relacdo as outras
amostras testadas. A menor formacdo do complexo Fe?*-Ferrozina indica que ap6s a
reacdo com o extrato em estudo, poucas moléculas de Fe?* ficaram disponiveis para
se ligar com a ferrozina, ou seja, 0 extrato apresentou elevada eficiéncia em quelar
esse metal. Andjelkovi¢ et al. (2006) em estudo da propriedade quelante de acidos
fendlicos, relataram que os acidos clorogénico e cafeico apresentam forte capacidade
quelante de ions ferrosos. Essa afirmacdo explica a forte atividade quelante da
amostra 2 (100% cha mate). Como relatado por Souza et al. (2015) extratos de llex
paraguariensis sdo reconhecidos como ricos em acidos cafeico, clorogénicos e seus

derivados.

2.3.4 Correlacéo

E valido salientar a importancia em aplicar diferentes métodos para avaliar a
atividade antioxidante de um determinado extrato. Como ja relatado por Apak et al.
(2016) e Avan et al. (2018), a utilizagdo de métodos com mecanismos de a¢cdo, meio
reacional e tempo de reacdo distintos sdo recomendados para que se tenha uma
avaliagdo ampla da atividade antioxidante de matrizes complexas como chas.

Também é recomendado, que quando ha uma avaliagdo da atividade antioxidante por
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diferentes métodos, a associacdo entre os métodos aplicados e composicao fendlica
seja avaliada.

Desta forma, a andlise de correlacdo mostrou associacdo positiva e
significativa (p<0,05) entre a capacidade antioxidante de reducédo frente ao ion cuprico
(CUPRAC) e o teor de compostos fendlicos totais (r=0,528) e taninos condensados
(r=0,715). J& a capacidade de captura do radical ABTS* mostrou-se correlacionada
positivamente com o teor de compostos fendlicos totais (r=0,794) e taninos
condensados (r=0,796). A capacidade quelante do Fe?*, apresentou correlacdo com
flavonoides totais (r=0,646) e flavondis totais (r=0,869). O Poder antioxidante de
inibicdo da lipoperoxidacdo correlacionou-se positivamente com o conteudo fendlico
total (r=0,664), flavonoides totais (r=0,895) e taninos condensados (r=0,740). Por sua
vez a capacidade redutora total apresentou correlagdo com o teor de taninos
condensados (r=0,903).

Dentre os compostos fendlicos medidos por HPLC-MS, observou-se
correlacao positiva e significativa (p<0,05) do teor de (-)-epicatequina-3-O-galato, com
CUPRAC (r=0,673), capacidade redutora total (r=0,633), ABTS* (r=0,921) e
capacidade inibitéria da peroxidacéao lipidica (r=0,785). O conteudo de acido galico
mostrou-se relacionado com CUPRAC (r=0,706), ABTS* (r=0,934) e capacidade
inibitéria da peroxidacéo lipidica (r=0,805). J& teor de (+)-catequina, apresentou
associacdo com CUPRAC (r=0,726), ABTS* (r=0,944) e capacidade inibitéria da
peroxidacdo lipidica (r=0,854). Assim como para (-)-epicatequina, com CUPRAC
(r=0,702), ABTS* (r=0,952) e capacidade inibitoria da peroxidacao lipidica (r=0,818).
E (-)-epigalocatequina, CUPRAC (r=0,718), ABTS* (r=0,951) e capacidade inibitéria
da peroxidacéo lipidica (r=0,873). O que diz respeito ao conteudo de quercetina-3-
rutinoside apresentou correlacdo com CUPRAC (r=0,640) e capacidade do Fe?*
(r=0,830). O guantificado de Luteolina assim como de quercetina mostrou-se

relacionado com a capacidade do Fe?* com r=0,8036 e r=0,8246, respectivamente.

2.3.5 Metodologia de superficie de resposta e otimizacéo

Por meio da aplicacdo da metodologia de superficie de resposta, os dados
obtidos para classes de compostos fendlicos (fendlicos totais, flavonoides totais,
taninos condensados, flavonois totais e orto-difendis), atividade antioxidante

(Capacidade redutora de ions cuprico, Capacidade redutora total, captura do radical
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ABTS*, poder quelante Fe?*, e capacidade inibitéria da peroxidacéo lipidica) e perfil
de sabor instrumental (amargo, acido, salgado e umami) foram modelados
matematicamente e o0s resultados foram expostos na Tabela 6 assim como os
parametros estatisticos dos mesmos. E os efeitos dos chas branco, mate e rooibos
assim como suas misturas binarias e ternarias frente a esses parametros (composi¢cao

fendlica, poder antioxidante e sabor instrumental) podem ser observados na Figura 9.

Tabela 6 - Coeficientes de regressdo obtidos pela metodologia de superficie de
resposta dos chas branco (A), mate (B) e rooibos (C), e suas misturas binaria e

ternaria na composigcdo quimica, perfii do sabor instrumental e atividades
antioxidantes
(continua)
Componentes do | Coeficientes Erro -95% 95%
modelo de regressédo | padrao t-valor | p-valor Confianca| Confianca
Compostos fendlicos totais
(A) Cha branco 1270 30 42 <0,001 1207 1333
(B) Cha mate 892 30 29 <0,001 829 956
(C) Ché rooibos 836 28 29 <0,001 776 895
AB 717 186 3,8 0,001 327 1107
ABC 3648 1084 3,4 0,003 1380 5916
AC(A-C) -2426 519 -4,7 <0,001 -3513 -1340
R? 0,904
R? ajustado 0,878
p valor (modelo) <0,001
P valor,(normalldade 0.474
dos residuos)
Flavonoides totais
(A) Cha branco 366 31 12 <0,001 301 431
(B) Mate tea 478 31 15 <0,001 413 544
(C) Ché rooibos 882 31 28 <0,001 816 947
AB 427 158 2,7 0,015 94 760
AC -406 142 28 0,011 -707 -106
BC -545 158 -3,4 0,003 -878 -212
AB(A-B) -2278 584 39 0001  -3511 -1045
AC(A-C) 2459 540 45  <0,001 1320 3599
R? 0,908
R? ajustado 0,870
P valor (modelo) <0,001
P valor (normalidade 0.829

dos residuos)
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Tabela 6 - Coeficientes de regressao obtidos pela metodologia de superficie de resposta dos
chas branco (A), mate (B) e rooibos (C), e suas misturas binaria e ternaria na composi¢ao
quimica, perfil do sabor instrumental e atividades antioxidantes

(continuacao)

Componentes do| Coeficientes Erro -95% 95%
modelo de regressdo | padréo t-valor | p-valor Confian¢a| Confianca
Taninos condensados
(A) Ch& branco 418 24 18 <0,001 368 467
(B) Cha mate 129 24 5,3 <0,001 78 180
(C) Cha rooibos 251 20 13 <0,001 210 293
AB -337 133 -2,5 0,019 -614 -61
AB(A-B) -2048 438 -4,7 <0,001 -2962 -1133
R? 0,806
R? ajustado 0,767
P valor (modelo) <0,001
P valor,(normalldade 0.157
dos residuos)
Flavonais totais
(A) Cha branco 96 6,7 14 <0,001 82 110
(B) Cha mate 96 6,7 14 <0,001 82 110
(C) Cha rooibos 282 6,7 42 <0,001 268 296
AB (A-B) -1695 152 -11 <0,001 -2011 -1379
AC (A-C) 1305 138 9,4 <0,001 1016 1594
R? 0, 960
R? ajustado 0, 952
P valor (modelo) <0,001
P valor (normalidade
dos residuos) 0,005
orto-difendlicos
(A) Cha branco 462 22 20 <0,001 415 509
(B) Cha mate 791 22 36 <0,001 745 837
(C) Cha rooibos 739 22 33 <0,001 692 786
AC (A-C) 1442 423 3,4 0,003 563 2321
R? 0,829
R? ajustado 0,805
P valor (modelo) <0,001
P valor,(normalldade 0,041
dos residuos)
Capacidade redutora ion cuprico (CUPRAC)
(A) Cha branco 1033 17 59 <0,001 998 1069
(B) Cha mate 805 16 51 <0,001 773 838
(C) Cha rooibos 987 15 65 <0,001 956 1018
AB 288 78 3,7 0,001 127 450
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Tabela 6 - Coeficientes de regressao obtidos pela metodologia de superficie de resposta dos
chas branco (A), mate (B) e rooibos (C), e suas misturas binaria e ternaria na composi¢ao
quimica, perfil do sabor instrumental e atividades antioxidantes

(continuacéo)

Componentes do| Coeficientes Erro -95% 95%
modelo de regressdo | padréo t-valor [ p-valor Confianca| Confianca
AC 286 79 3,6 0,001 124 448
AB (A-B) -1882 246 -7,6 <0,001 -2391 -1373
R? 0,880
R? ajustado 0,855
P valor (modelo) <0,001
P valor,(normalldade 0,077
dos residuos)
Capacidade redutora total
(A) Ché& branco 6004 299 20 <0,001 5388 6621
(B) Ch& mate 1637 299 55 <0,001 1021 2254
(C) Ché rooibos 3492 262 13 <0,001 2952 4033
AB -7193 1575 -4,6 <0,001 -10443 -3942
ABC -28277 9019 -3,1 0,004 -46892 -9662
AB (A-B) -21039 4629 -4,5 <0,001 -30592 -11485
R? 0,867
R? ajustado 0,839
P valor (modelo) <0,001
P valorl(normalldade 0.480
dos residuos)
Capacidade de captura do radical — ABTS*

(A) Ché& branco 2370 129 18 <0,001 2103 2636
(B) Cha mate 1016 129 7,9 <0,001 750 1283
(C) Ché rooibos 1242 129 9,6 <0,001 976 1509
ABC 11398 3959 2,9 0,008 3226 19569
AB (A-B) -6321 2504 -2,5 0,019 -11489 -1153
AC (A-C) -7284 2504 -2,9 0,008 -12452 -2116
R? 0,746
R? ajustado 0,693
g valor,(normalldade 0.649

0S residuos)

Poder quelante do Fe?*

(A) Chéa branco 24 0,4 58 <0,001 23 25
(B) Cha mate 14 0,4 34 <0,001 13 15
(C) Cha rooibos 33 0,4 80 <0,001 32 33
AB -5,8 1,8 -3,1 0,005 -10 -2
AC -8,0 1,8 -4,4 <0,001 -12 -4
BC 12 1,8 6,5 <0,001 8 16
AB (A-B) -167 6,7 -25 <0,001 -180 -153
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Tabela 6 - Coeficientes de regressao obtidos pela metodologia de superficie de resposta dos
chas branco (A), mate (B) e rooibos (C), e suas misturas binaria e ternaria na composi¢ao
quimica, perfil do sabor instrumental e atividades antioxidantes

(continuacéo)
Componentes do| Coeficientes Erro -95% 95%
modelo de regressdo | padréo t-valor [ p-valor Confianca| Confianca
AC (A-C) 95 6,7 14 <0,001 81 109
R? 0,987
R? ajustado 0,982
P valor (modelo) <0,001
P valor,(normalldade 0178
dos residuos)
Inibicdo da lipoperoxidagcao

(A) Ché& branco 66 3,9 17 <0,001 57 74
(B) Ch& mate 0,1 3,7 0,1 0,938 -7 8
(C) Cha rooibos 15 4,1 3,8 0,001 7 24
AC 70 19 3,6 0,001 30 109
ABC 723 115 6,3 <0,001 486 959
AB (A-B) -516 69 -7,4 <0,001 -659 -373
AC (A-C) -309 65 -4,7 <0,001 -443 -175
R? 0,921
R? ajustado 0,902
P valor (modelo) <0,001
(I;’ valor,(normalldade 0.004

0s residuos)

Gosto amargo
(A) Ché& branco 7,2 0,04 187 <0,001 7,1 7,3
(B) Cha mate 8,4 0,04 217 <0,001 8,3 8,4
(C) Cha rooibos 7,6 0,04 179 <0,001 7,5 7,6
AC -2,9 0,20 -14 <0,001 -3,4 -2,5
BC -2,8 0,20 -14 <0,001 -3,3 -2,4
ABC 3,6 1,2 2,9 0,007 1,0 6,1
AB (A-B) 8,8 0,69 13 <0,001 7,4 10,2
AC (A-C) -1,5 0,68 -2,2 0,031 -2,9 -0,15
R? 0,970
R? ajustado 0,964
P valor (modelo) <0,001
P valor,(normalldade 0.369
dos residuos)
Gosto acido

(A) Ché& branco 6,9 0,17 40 <0,001 6,5 7,2
(B) Ch& mate 1,6 0,17 9,1 <0,001 1,2 1,9
(C) Cha rooibos 52 0,19 27 <0,001 4,8 5,6
AC 13 0,92 14 <0,001 11 15
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Tabela 6 - Coeficientes de regressao obtidos pela metodologia de superficie de resposta dos
chas branco (A), mate (B) e rooibos (C), e suas misturas binaria e ternaria na composi¢ao
quimica, perfil do sabor instrumental e atividades antioxidantes

(concluséo)

Componentes do| Coeficientes Erro -95% 95%
modelo de regressdo | padréo t-valor [ p-valor Confianca| Confianca
BC 13 0,92 14 <0,001 11 15
ABC -16 5,6 -2,9 0,007 -27 -4,7
AB (A-B) -40 3,1 -13 <0,001 -46 -34
AC (A-C) 7,1 3,1 2,3 0,028 0,8 13
R? 0,971
R? ajustado 0,965
P valor (modelo) <0,001
P valor,(normalldade 0.472
dos residuos)

Gosto salgado
(A) Cha branco 1,9 0,25 7,5 <0,001 1.4 2,4
(B) Ch& mate 52 0,23 23 <0,001 4,8 57
(C) Cha rooibos 91 0,23 40 <0,001 8,7 9,6
AB 9,5 1,2 7,7 <0,001 6,9 12
AC 7,3 1,2 5,9 <0,001 4,8 10
ABC -49,3 7,5 -6,6 <0,001 -64 -34
AB (A-B) -41,1 4,1 -9,9 <0,001 -49 -33
AC (A-C) 33,9 4,1 8,2 <0,001 26 42
R? 0,948
R? ajustado 0,937
P valor (modelo) <0,001
P valor,(normalldade 0.107
dos residuos)

Gosto umami
(A) Cha branco 1,4 0,36 3,9 <0,001 0,7 2,1
(B) Cha mate 8,8 0,32 28 <0,001 8,1 9,4
(C) Cha rooibos 6,7 0,35 19 <0,001 59 7,4
AC 59 1,8 3,3 0,002 2,3 9,6
AB (A-B) 34 5,7 6,0 <0,001 23 46
R? 0,857
R? ajustado 0,840
P valor (modelo) <0,001
P valor (normalidade 0.267

dos residuos)

Fonte: O autor
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Figura 9 - Graficos de contorno para mostrar os efeitos dos chas branco, mate e
rooibos no conteudo fendlico total (A), flavonoides totais (B), taninos condensados (C),
flavonais (D), orto-difendis, (E) , CUPRAC (F), capacidade redutora total (G) atividade
de eliminacdo do radicais ABTS* (H), atividade quelante de ferro (), inibicdo da
lipoperoxidacéo (J), amargor (K), acidez (L), salinidade (M) e umami (N) dos chas
branco, mate torrado ,rooibos e cha misto otimizado.
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Figura 9 - Graficos de contorno para mostrar os efeitos dos chas branco, mate e
rooibos no conteudo fendlico total (A), flavonoides totais (B), taninos condensados (C),
flavondis (D), orto-difendis, (E) , CUPRAC (F), capacidade redutora total (G) atividade
de eliminagdo do radicais ABTS* (H), atividade quelante de ferro (I), inibicdo da
lipoperoxidacao (J), amargor (K), acidez (L), salinidade (M) e umami (N) dos chas
branco, mate torrado ,rooibos e cha misto otimizado.
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Figura 9 - Graficos de contorno para mostrar os efeitos dos chas branco, mate e
rooibos no conteudo fendlico total (A), flavonoides totais (B), taninos condensados (C),
flavondis (D), orto-difendis, (E) , CUPRAC (F), capacidade redutora total (G) atividade
de eliminagdo do radicais ABTS* (H), atividade quelante de ferro (I), inibicdo da
lipoperoxidacao (J), amargor (K), acidez (L), salinidade (M) e umami (N) dos chas
branco, mate torrado ,rooibos e cha misto otimizado.
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Fonte: O autor

Todos os modelos de regressdo multipla propostos foram considerados
significativos (p<0,001) para explicar os efeitos dos parametros avaliados. Mais de
74% (R?>>0,74) da variabilidade dos dados foram explicadas, além de que o teste de
normalidade dos residuos aponta que ndo houve falta de ajuste (p>0,05), indicando
que os modelos gerados apresentaram boa qualidade estatistica. Tais parametros
fazem com que seja possivel a aplicacdo de modelos de metodologia de superficie de
resposta para prever o teor classes de compostos fendlicos, atividade antioxidante
assim como o perfil de sabor instrumental.

E notdrio que houve efeitos significantes (p<0,05) de cada tipo de cha em
todas as variaveis de resposta estudadas. Sendo que combinacdes entre cha
branco/chd mate apresentaram efeito significativo no aumento do contetdo fendlico
total, flavonoides totais, taninos condensados, flavonéis totais, CUPRAC, capacidade
redutora total, captura do radical ABTS* poder quelante do Fe?*, inibicdo da
peroxidacao lipidica, amargor, acidez, salgado e umami. Ja combinacdes entre o cha
branco/rooibos afetou de forma significativa o contetdo fendlico total, flavonoides
totais, flavondis totais, orto-difendis, CUPRAC, captura do radical ABTS*, poder
quelante do Fe?*, inibicdo da peroxidacéo lipidica, amargor, acidez, salgado e umami.

A combinacgéao entre cha mate/cha rooibos apresentou efeito significativo no aumento
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dos flavonoides totais, poder quelante do Fe?*, amargor e acidez. Misturas ternarias
entre os chas branco/mate/rooibos foram significativas para maximizar o contetudo
fendlico total, capacidade redutora total, Captura do radical ABTS*, inibicdo da
peroxidacao lipidica, amargor, acidez e salgado.

Uma otimizacdo simultanea foi aplicada em torno do conteudo fendlico total,
capacidade inibitéria da lipoperoxidacdo, poder quelante do Fe?*, CUPRAC e umami
(Figura 10), que resultou em uma formulagéo otimizada contendo 82,9% ch& branco
+10,9% ch& mate + 6,2% cha rooibos. Com uma funcéo desejavel (valor d) de 0,7905,
apontando essa formulacdo como a melhor proporcdo entre os chas envolvidos no
presente estudo que possibilite um alto contetdo fendlico (Fendlicos totais), atividade
antioxidante (CUPRAC, Inibicdo da lipoperoxidacéo, capacidade quelante do Fe?*) e
maior intensidade de sabor (umami).

Figura 10 - Perfis para valores previstos e desejabilidade
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Fonte: O autor

Para avaliar a otimizagdo, realizou-se uma validagéo externa (Tabela 7), na
qual quantificou-se usando os mesmos ensaios experimentais, o contetudo fendlico

total, assim como o poder antioxidante em relagdo a inibicdo da lipoperoxidacgao,
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capacidade quelante do Fe?* e sabor instrumental umami da formulacdo proposta e

esses valores foram comparados com os valores propostos pelo modelo de regressao.

Tabela 7 - Valores previstos e experimentais para a mistura ternaria otimizada de chas
branco (82,9%), mate (10,9%) e rooibos (6,2%)

Parametros VaJo_res -95% +95% VaJo_res IIE”.O
avaliados meqllos predicdo predigéo m‘?d'os . relativo
previstos experimentais (%)*
Compostos 4559 1108 1470 1221410 0,05
fendlicos totais
capacidade
guelante do 22 19 26 21+1 -0,05
Fe?*
_Inibicdo da 65 31 08 642 0,02
lipoperoxidacao
Gosto umami 3,45 0,86 6,04 8,90+0,062 1,58

Fonte: O autor

Os dados experimentais obtidos encontram-se dentro dos intervalos de
predicdo +95% propostos pelo modelo. Desta forma os modelos de regresséo podem
ser considerados tanto significativo quanto preditivo ja que apresentaram a
capacidade de prever um resultado por meio dos modelos matematicos propostos.

A amostra otimizada apresentou em sua composicdo quantidades de 10 dos
12 compostos quantificados no presente estudo (Tabela 4). Desta forma fica notério o
quanto mais diversificado tornou-se o cha otimizado, em comparacdo aos extratos

compostos por apenas uma das ervas envolvidas na mistura.

2.3.6 Atividade antimicrobiana

Frente aos micro-organismos testados foi constatado atividade inibitoria para
Bacillus cereus apresentando halo de inibicdo @=9,78 mm. Entre os extratos testados
apenas a amostra otimizada (82,9% cha branco + 10,9% cha mate + 6,2% cha
rooibos) e a combinacgéo binaria entre 50% de ch& branco e 50% de cha rooibos,
apresentaram acdo inibitéria frente a esse micro-organismo. Auséncia do efeito
antimicrobiano nas amostras compostas apenas por uma erva, aponta a importancia
de se estudar combinacdes de extratos naturais de diferentes origens botanicas. Ja

que a combinagdo bindria (Chas branco/rooibos) e ternaria (chas
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branco/mate/rooibos) agiram de forma positiva para inibir o crescimento de Bacillus
cereus. Desta forma os presentes resultados mostram que combinacgdes entre duas
ou mais ervas podem atuar de forma positiva em funcdo do melhoramento ou até
mesmo surgimento de certas funcionalidades como atividade antimicrobiana.

Como relatado por Almajano et al. (2008) a capacidade antimicrobiana em
chas de ervas, é diretamente relacionada a composicao fendlica e consequentemente
a capacidade antioxidante apresentada. Essa afirmacao corrobora com o resultado
obtido no presente estudo, ja que foi relatada acdo antimicrobiana em amostras que
apresentam em sua composi¢cao 50% ou mais de cha branco correspondendo as
amostras com maior composicao fendlica como relatado na Tabela 3. Almajano et al.
(2008) avaliaram chas de Camellia sinensis em diferentes graus de oxidacao (chas
branco, verde, vermelho e preto) e concluiam que a atividade antimicrobiana do ch&a
branco (ndo fermentado) é maior do que a dos chas que passam por algum processo

fermentativo tais como os chas vermelho e preto.

2.3.7 Perfil de sabor instrumental e analise sensorial

Os resultados apresentados na Tabela 8 demostram o perfil de gosto
instrumental dos chas avaliados, os quais apresentaram diferenca significativa entre
si (p<0,001) para todos os sabores avaliados. Na mesma tabela observa-se variagédo
entre os valores médios de 8,38 a 6,82 intensidade estimada de gosto amargo. A
amostra 2 composta por 100% de cha mate apresentou a maior intensidade de
amargor entre as amostras avaliadas. O fato mais interessante € que a amostra
otimizada apresentou o menor valor para intensidade estimada de sabor amargo
(6,84+0,15) em relacéo aos chas individuais, e o segundo menor em relacédo a todas
as amostras avaliadas. Como ja relatado por Granato et al. (2014), forte intensidade
de gosto amargo nao € desejada pelos consumidores de bebidas a base de chas de
ervas no ocidente.

Na Tabela 8 €& possivel notar que o gosto umami, apresentou maior
intensidade na amostra otimizada (82,9% cha branco + 10,9% cha mate + 6,2% cha
rooibos). O Umami é considerado o quinto gosto basico e apresenta papel
fundamental durante a avaliacdo gustativa de chas (HAYASHI, et al 2008). A
combinacdo entre 50% de cha branco e 50% de cha rooibos apresentou a maior

intensidade de gosto acido. Assim como o cha composto unicamente por rooibos
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apresentou a maior intensidade de gosto salgado. A amostra otimizada apresentou
valores intermediarios para o sabor acido assim como para o salgado (Tabela 8).
Esses valores determinados, apresentam-se de forma satisfatoria, ja& que tanto uma
fraca intensidade, assim como, uma forte intensidade desses gostos nao contribui

para uma boa aceitacdo de um produto.

Tabela 8 - Perfil de sabor instrumental dos chas branco, mate e rooibos, e suas
misturas binaria e ternaria

Chad Ché Cha A Gosto Gosto Gosto Gosto
) mostras e .

branco mate roiboos amargo acido salgado Umami
1 0 0 1 7,21+0,119 6,80+0,47¢ 1,99+0,327 1,22+0,08f
0 1 0 2 8,38+0,022 1,50+0,14 5,12+0,139 8,42+0,482
0 0 1 3 7,56+0,09° 5,25+0,38¢ 9,03+0,402 6,56+0,77°¢
0,5 0,5 0 4 7,71+0,06° 4,55+0,30° 6,10+0,39¢ 4,55+0,62¢
0,5 0 0,5 5 6,62+0,039 9,470,072 7,52+0,11° 5,17+0,23¢
0 0,5 0,5 6 7,24+0,03¢ 6,70+0,11°¢ 7,76+0,04°> 7,68+0,17°
0,666 0,167 0,167 7 7,10+0,04¢ 7,30+0,14° 6,20+0,07¢ 5,25+0,16¢
0,167 0,666 0,167 8 7,58+0,06° 5,14+0,269 3,74+0,09¢ 7,21+0,29°
0,167 0,167 0,666 9 7,28+0,07¢ 6,50+0,35¢ 7,47+0,25° 6,60+0,25°¢
0,333 0,333 0,334 10 7,21+0,05¢ 6,81+0,26° 5,08+0,249 7,34+0,30°
0,833 0,107 0,060 oT 6,84+0,15" 5,18+0,159 4,81+0,01¢ 8,90+0,062
p-Value (ANOVA) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Fonte: O autor

Nota: Letras diferentes na mesma coluna representam diferen¢a nos valores médios (p>0,05) de acordo
com o teste de Fisher LSD. OT = Ch& otimizado (82,9% Camellia sinensis + 10,9% llex
paraguariensis + 6,2% Aspalathus linearis

Em relacédo a andlise sensorial, os resultados para aceitacdo em relacao ao
odor, sabor, aparéncia e impressao global dos chas sédo expostos na Figura 11. Na
mesma Figura é possivel verificar que foi detectado diferenca significativa entre as
amostras para odor, sabor e aparéncia (p<0,05). Tanto para aparéncia como para o
odor a amostra composta unicamente por cha mate apresentou o maior valor, porém
nao se diferenciando em relacdo a amostra otimizada. O fato de que a amostra
otimizada obteve aceitacéo similar ao cha mate (llex paraguariensis), sendo que esse

por sua vez ja estabelecido no mercado é visto como um parametro positivo.
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Figura 11 — Avaliacdo sensorial dos chas de Camellia sinensis, llex paraguariensis,
Aspalathus linearis e OT - Ché& otimizado (82,9% Camellia sinensis + 10,9% llex
paraguariensis + 6,2% Aspalathus linearis)
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Fonte: O autor

No parametro sabor o cha rooibos obteve a melhor aceitacdo, porém nao se
diferenciando dos valores obtidos para a amostra otimizada. Tal parametro é de
fundamental importancia ja que apresenta relacdo direta com a palatabilidade. Em
relacdo a impresséao global ndo foi observada diferenca entre as amostras estudadas,
constatando uma impressdo global do cha otimizado de aproximadamente 78%
indicando alta aceitacdo dos potenciais consumidores do produto.

2.3.8 Efeito da pasteurizacao

Como apresentado na Figura 12, ndo hé diferenca significativa entre a amostra
pasteurizada e n&o pasteurizada, apresentando valores p>0,05. E fundamental
verificar a manutengéo do conteudo fenolico bem como de funcionalidades apds o

tratamento térmico. Tendo em vista que a degradacdo dos compostos fendlicos e
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consequentemente a perda da funcionalidade é indesejada, a ndo diferenciacéo do
conteudo fendlico antes e apds a pasteurizacdo € positiva. Os presentes resultados
apresentam-se de forma satisfatéria e conclusiva de que mesmo apdés a pasteurizacao
o ch& otimizado mantém-se rico em compostos fendlicos e apresentando alto poder
antioxidante. Esses resultados corroboram com os relatados por Joubert et al. (2009),
que avaliando o efeito do tratamento térmico em extratos aquoso de Aspalathus
linearis, concluiram que a pasteurizacdo industrial ndo apresentaria grande efeito

sobre a composicao fendlica do cha.

Figura 12 - Monitoramento do conteudo fendlico total (A) e da capacidade redutora
total (B) do cha otimizada antes e apos da pasteurizacao (63 °C por 30 min).
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Fonte: O autor

Nota: Os valores de probabilidade sdo baseados no teste t de Student pareado.

2.3.9 Citotoxicidade celular in vitro

Os resultados do teste citotoxicidade e proliferacao celular in vitro (ICso, Glso
e LCso) dos extratos estdo apresentados na Figura 13. O cha branco, mate e cha
otimizado exibiram um certo grau de citotoxicidade contra ambas as linhagens
celulares, e ndo ha diferenca entre esses extratos, por tipo de célula. Nossos
resultados mostraram que concentragdo de 408,3 ug/mL (cha branco), 424,9 pg/mL
(ch&a de mate) e 480,7 pg/mL (cha otimizado) foi necessario para eliminar metade das
células HepG2 (Glso). Foram necessarias concentracdes semelhantes para obter o

mesmo efeito em células Caco-2: 513,8 ug/mL (cha branco), 862,2 ug/mL (cha mate)
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e 547,1 ug/mL (cha otimizado). O cha de rooibos exibiu altos valores de ICso € Glso
(>800 ug/mL), que sugerem ser necessario o uso de concentracdes maiores para inibir
o crescimento da metade das células, o que significa nivel de citotoxicidade. Entre as
linhas celulares testadas, as células HepG2 exibem maior sensibilidade para todos os
extratos, enquanto o Caco-2 as células mostraram o comportamento oposto.

De acordo com Chen et al. (2002); Tao, Forester e Lambert (2014) e Kabata-
Dzik et al. (2017), altas concentracdes de catequina, (-)-epigalocatequina-3-galato
(presente no cha branco e cha otimizado) e &cido cafeico (contido no chd mate e chi
otimizado) pode ter desempenhado um papel na inibicdo de células cancerosas
HepG2, o que sugere que estes compostos podem ser essenciais para o seu efeito
antitumoral. No presente estudo o ch&a de rooibos fermentado exibiu o menor efeito
antiproliferativo (ICso e Gls0>800 pug/mL). Porém o cha de rooibos apresentou certa
guantidade de flavonoides, como luteolina, quercetina-3-rutinoside e quercetina e
propriedades antioxidantes consideraveis. Apesar desses aspectos, alguns estudos
sugerem que a capacidade antioxidante assim como a concentracdo de polifenélicos
podem ndo ser responsaveis por sua acao antiproliferativa (YAR KHAN et al., 2012).
Por exemplo, o acido elagico é 10 vezes mais antioxidante em relacdo ao acido tanico,
mas o acido tanico é mais potente que o acido elagico em inibir a promocao de tumor
de pele (GALI et al., 1992).
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Figura 13 — Citotoxicidade celular in vitro de adenocarcinoma colorretal humano
(Caco-2) (A, C, E) e de células de hepatocarcinoma humano (HepG2) (B, D, F)
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Fonte: O autor

Nota: Avaliacdo representativa do impacto dependente da concentracdo apés 48 h de exposicdo a
extratos de cha branco, mate tostado, rooibos fermentados e mistura otimizada de cha
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2.3.10 Medicéo de EROs intracelular

Neste estudo, as EROs produzidas em células HepG2 e Caco-2 expostas a
varias concentracfes de extratos de cha foram acessadas usando DCFH-DA e os
resultados estédo apresentados na Figura 14. Os niveis de EROs induzidas pelo H202,
em geral, foi superior ao controle e grupos de tratamento, em ambas as linhagens
celulares e para todas as amostras de cha. E not6rio que a maior reducio na geracgao
de EROs foi observada com cha mate em sua maior concentracdo, reduzindo 34,9%,
com a concentracdo de 215 ug/mL, em células HepG2 (Figura 14C) e com o cha
otimizado com 30% de reducdo, em células HepG2, na concentracéo de 100 pug/mL
assim como na de 240 pug/mL (Figura 14G). Rooibos e ch& branco ndo mostraram
efeitos nas concentracoes testadas, bem como todos os extratos de cha para Caco-2
células. Este resultado mostra claramente que a formulacdo otimizada do cha, que
contém mate, rooibos e ch& branco, apresenta uma diminuicdo adequada Geracao de
EROs.
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Figura 14 - Resultados da medicéo intracelular de ERO em células HepG2 e Caco-2
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De fato, os polifendis sdo conhecidos como sequestradores de varios radicais
livres, como relatado por Sobeh et al. (2017). Os polifendis exibem propriedades
antioxidantes e pré-oxidantes, dependendo da concentracdo e composi¢cao do meio.
Este efeito ocorre porque os polifendis recuperam as espécies reativas de oxigénio e
formam radicais livres de semiquinona, que podem danificar macromoléculas
principais, como proteinas ou DNA. Além disso, reacdes pro-oxidantes desencadeiam
a geracao de radicais O2'" e "OH, aumentando o estresse oxidativo. Isto explica a
geracado de ERO induzida pelo ch& branco a 10 pg/mL (células HepG2, Figura 14A) e
cha de mate a 50/mL (Caco-2, Figura 14D). Além disso, ions de metais de transicédo
(Fe2*, Cu2*) e H202 podem induzir efeitos pro-oxidantes dos polifenois (LABIENIEC;
GABRYELAK, 2007). Como as células cancerosas contém uma alta concentracéo de
cobre, a oxidacdo de proteinas e lipidios e a clivagem do DNA podem ocorrer por
causa da geracdo de EROs nas células (YAR KHAN et al., 2012). Portanto,
concentracfes especificas de polifendis podem apresentar efeitos pré-oxidantes, que

levam a morte pela geracdo EROs.

2.4 CONCLUSAO

Diante do exposto, conclui-se que € viavel a aplicacdo da metodologia de
superficie de resposta, para o desenvolvimento de uma bebida mista a base de ervas
de diferentes origens botanicas, ja que foi possivel obter um cha otimizado com
elevado conteudo fendlico e atividades antioxidantes in vitro maximizada. Além da
obtencdo de uma boa aceitacao sensorial. Os modelos matematicos propostos podem
ser usados para predizer funcionalidades dos chéas estudados. Os resultados obtidos
para o contetdo fendlico individual por HPLC-MS demonstraram a riqueza na
variedade e quantidade de compostos fendlicos da bebida otimizada composta por
82,9% chéa branco + 10,9% cha mate + 6,2% cha rooibos.
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CAPITULO 3 - UM NOVO CONCEITO ANALITICO BASEADO EM QUIMICA E
TOXICOLOGIA PARA ANAITISE DE EXTRATOS DE ERVAS: DA
COMPOSICAO FENOLICA A BIOATIVIDADE

Resumo

Estudos da bioatividade de chas baseiam-se, fundamentalmente, na composicao
fendlica e atividade antioxidante in vitro de espécies de ervas usadas no seu preparo.
O objetivo da pesquisa foi comparar a atividade antioxidante in vitro e ex vivo, a
atividade citotoxica/antiproliferativa frente a células cancerosas, a atividade inibitoria
da a-amilase, a-glucosidase e enzima conversora da angiotensina I, bem como
capacidade de protecao da cisdo em DNA de extratos aquosos de Camellia sinensis
var. sinensis (CS — cha branco), llex paraguariensis (IP — cha mate tostado),
Aspalathus linearis (AL — cha rooibos fermentado ) e de um extrato otimizado (OT)
com as trés espécies de erva. Uma abordagem estatistica bivariada e multivariada foi
empregada para associar as atividades funcionais com a composicdo fendlica
individual. Os extratos CS e OT apresentaram maiores teores de hesperidina,
quercetina-3-rutinosideo, (-)-epigalocatequina-3-galato e isoquercitrina. Os extratos
CS e OT apresentaram maior atividade antioxidante, maior capacidade em inibir a a-
amilase e proliferacdo das células HCT8 e maior capacidade de reducao do reagente
Folin-Ciocalteu. O extrato AL apresentou menor capacidade em inibir a a-glucosidase,
apresentou capacidade de inibir a oxidacdo do LDL e de protecdo de eritrécitos
humanos, sendo que quercetin-3-rutinoside, hesperidin e isoquercitrin foram seus
compostos fendlicos majoritarios. Ja o extrato IP apresentou a maior inibicdo da
lipoperoxidacdo de homogenato de cérebro de ratos Wistar, atividade anti-
hipertensiva e inibicdo da proliferacdo de células A549, sendo que &cido clorogénico
foi o composto fendlico maioritario. De uma forma geral, a funcionalidade in vitro de
cada extrato é dependente de sua composicdo quimica. A amostra OT apresentou
composicdo fendlica mais variada e atividade bioldgica similar ao CS, porém com
apelo de possuir uma mistura de trés espécies diferentes de ervas.

Palavras-chave: Citotoxicidade; Protecdo do DNA; LC- ESI-MS/MS; PCA

Capitulo publicado:

SANTOS, J. S., ESCHER, G. B., DO CARMO, M. V., AZEVEDO, L., MARQUES, M.
B., DAGUER, H., ... OH, W. Y., D. A. New analytical concept based on chemistry and
toxicology for herbal extracts analysis: from phenolic composition to bioactivity. Food
Research International, 2020. In Press
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3.1 INTRODUCAO

Muitas pesquisas vém sendo desenvolvidas para caracterizar as propriedades
funcionais de produtos naturais, tais quais a atividade antioxidante, anti-inflamatoria,
inibicdo de enzimas metabdlicas e, por conseguinte, diminui¢cdo do risco de doencas
crdnicas ndo-comunicaveis, como hipertenséo, doenca cardiovascular e diabetes tipo
2 (SINHA; ROY; ROY, 2010; LI et al., 2019). Granato et al. (2018a) enfatizaram a
necessidade de utilizar métodos quimicos, enzimaticos e biolégicos simultaneamente,
com mecanismos de acao diferentes, para se avaliar o potencial funcional de extratos
vegetais e alimentos/bebidas. A pluralidade de mecanismos e metodologias
empregadas possibilita a compreensdo dos mecanismos de acao, identificando
compostos quimicos que mais influenciam as atividades biolégicas. Estratégias
analiticas para otimizar a producao de extratos com possivel bioatividade em seres
humanos devem estar alinhadas com os habitos alimentares dos consumidores.
Assim, faz-se necesséario o emprego de métodos quimicos e enziméticos e baseados
em biologiaffisiologia celular para guiar o desenvolvimento de novos alimentos
funcionais.

Extratos aquosos obtidos de ervas, de origens geograficas distintas, vém sendo
estudados em relacdo as suas propriedades funcionais por diferentes protocolos
experimentais. Entres esses extratos, os produzidos a partir de Camellia sinensis var.
sinensis, llex paraguariensis e Aspalathus linearis apresentam consumo disseminado
em todos os continentes, devido aos seus atributos sensoriais e apelo nutricional
(PERES et al., 2013; SANTOS et al., 2016). A composicao fendlica e propriedades
funcionais dessas trés espécies tém sido amplamente divulgadas (DIAS et al., 2019;
BARROSO et al., 2019; PIEK et al., 2019). Contudo, ha apenas um relato da utilizacéo
de combinacdo ternaria (mistura) dessas espécies na producdo de um cha com
atividade antioxidante e antiproliferativa (SANTOS et al., 2018).

Em estudo recente Santos et al. (2018) obtiveram a combinacao de 82,9% C.
sinensis, 10,9% I|. paraguariensis e 6,2% A. linearis (V/V), como o extrato com maior
teor de compostos antioxidantes. No mesmo estudo, o extrato otimizado apresentou
mais de 1221 mg acido galico equivalente por 100 g de fendlicos totais, com atividade
antioxidante in vitro usando diferentes mecanismos de ac¢ao e inibiu a multiplicacao
de Bacillus cereus. Adicionalmente, o extrato otimizado apresentou efeito citotoxico e

antiproliferativo frente as células cancerosas - HepG2 (carcinoma de hepatoma
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humano, Glso = 480,7 ug/mL) e Caco-2 (adenocarcinoma colorretal humano epitelial;
Glso = 547,1 yg/mL).

Com a necessidade de aprofundar o conhecimento nas propriedades funcionais
de misturas de ervas consumidas pela populagéo, o objetivo da pesquisa foi comparar
a atividade antioxidante in vitro e ex vivo, a atividade citotoxica/antiproliferativa frente
a células cancerosas, a atividade inibitéria da a-amilase, a-glucosidase e enzima
conversora da angiotensina I, e a capacidade de protecdo da cisdo em DNA de
extratos aquosos de Camellia sinensis var. sinensis (CS), llex paraguariensis (IP),

Aspalathus linearis (AL) e de um extrato otimizado (OT) com as trés espécies de erva.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Material quimico e linhagens celulares

Reagente Folin-Ciocalteu 2 N, radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila), acido
galico, 4,6-tris-(2-piridil)-S-triazina), enzima conversora da angiotensina | de pulmao
de coelho (CAS 9015-82-1), violeta de pirocatecol (3,3', 4-acido tri-hidroxifosulfato-
2"sulfénico), CuS04.5H20, a-amilase VI-B de pancreas suino, a-glicosidase tipo | de
Saccharomyces cerevisiae, 2,2'-Azobis dicloridrato de 2-amidinopropano — AAPH,
acetonitrila, quercetina assim como todos os solventes organicos grau HPLC foram
obtidos da Sigma-Aldrich (Sao Paulo, Brasil). Soro bovino fetal - FBS, meio de Eagle
Modificado por Dulbecco (DMEM)/baixa glicose contendo 10% FBS e DMEM/alta
glicose suplementada com 20% de FBS foram adquiridos da Gibco, (S&o Paulo,
Brasil). As células A549 (adenocarcinoma epitelial de pulméo), HCT8 (carcinoma de
c6lon humano) e IMR90 (células normais de fibroblasto de pulm&o humano) foram
obtidas do banco de células do Rio de Janeiro - BCRJ (Rio de Janeiro, Brasil). Acetato
de sddio, acido ascorbico, alcool etilico 99,7%, alcool metilico e acido acético glacial
foram adquiridos da Vetec (Duque de Caxias, Brasil). Exceto quando especificados,
0s reagentes eram de grau analitico e as solugbes aquosas foram preparadas

utilizando agua ultrapura.
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3.2 ERVAS

Folhas organicas de Camellia sinensis var. sinensis (ch& branco; China), llex
paraguariensis (chd mate tostado, Brasil) e Aspalathus linearis (cha rooibos
fermentado; Africa do Sul), foram adquiridas das empresas CLIPPERP® (Alemanha),
Matte Ledo (Brasil), e Simon Lévelt (Paises Baixos), respectivamente. A autenticidade
organica do material vegetal foi baseada em auditoria externa de acordo com as
Resolucdes 2001/112/EC e 834/2007/EC (Unido Européia) e decreto N° 06.323 de
27/12/2007 (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, MAPA, Brasil).

3.2.3 Preparo das infusdes

Um total de quatro extratos aquosos foram estudados: Camellia sinensis var.
sinensis (CS), llex paraguariensis (IP), Aspalathus linearis (AL) e de um extrato
otimizado (OT) nas proporgcdes 82,9% CS + 10,9% IP + 6,2% AL. A obtencéo das
proporcdes otimizadas que compdem o extrato otimizados esta descrita por Santos et
al. (2018). A extracao por maceracao foi conduzida a 801 °C por 10 min na proporc¢ao
erva/dgua de 1:50 m/v. Uma porcédo (4000 mL) foi liofilizada a vacuo a 1200 pHg a
temperatura de -50 °C (Terroni, modelo LD 1500A, S&o Paulo, Brasil), para posteriores

analises.

3.2.4 Conteudo fendlico por LC-ESI-MS/MS

Os compostos fendlicos presentes nos extratos aquosos foram identificados e
quantificados de acordo com o procedimento descrito por Seraglio et al. (2016). Um
cromatdgrafo 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 ionizag&o por electrospray
(ESI) foi utilizado. A separagao cromatografica foi realizada em fase reversa com uma
coluna Cis da marca Venusil (100 mm x 2,1 mm; 3 um de tamanho da particula),
fabricada por Bonna-Agela Technologies Inc. (Wilmington, USA). A coluna foi mantida
a 40 °C para a separagao cromatogréfica, o volume de injecdo de amostra foi de 5 pL
e fluxo da fase moével foi de 300 pL/min. A fase movel A consistiu de agua acidificada
com 0,1% de acido férmico e fase moével B, consistiu de acetonitrila com 0,1% de acido
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férmico. O gradiente de eluicao foi: 0-3 min (98% A), 3-10 min (80% A), 10-11 min
(10% A) e 11-13 min (98% A).

A quantificacdo de cada composto foi realizada em triplicata por meio de
calibragdo externa. O limite de quantificacdo (LOQ) foi estabelecido como a menor
concentragdo, com aceitavel precisao de 10 ug/L; coeficiente de variagdo em
percentual (CV%) < 20%, com recuperacao de 70-110%. O limite de deteccédo (LOD)
foi a menor concentracdo detectavel com reprodutibilidade aceitavel de 1 ug/L (CV%
< 30%). O modo de ionizagédo positivo e negativo foi configurado com voltagem de
5500 V para positivo e -4500 V para negativo; gas de cortina de 25 psi; nebulizador
de gas e gas auxiliar 55 psi, a 550 °C em atmosfera de nitrogénio. Os parametros de
monitoramento multiplo de reacdo em modo positivo [M + H]* e negativo [M - H] estao
expressos na Tabela 9. Os resultados foram expressos em mg do composto
guantificado por 100 g de erva seca (mg/100 g).
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Tabela 9- Espectrometria de massa para transicdes de MRM no modo positivo [M +
H] + e negativo [M - H] - *

(continua)
Precursor Transicdes EP CXP
Composto ion (ESI) (m/2) DP (V) V) CE (V) V)
Acido benzoico 122,92 79,0° 36 10 17 12
51,0 36 10 51 24
Acido p-aminobenzéico 138,02 77,0° 56 10 29 10
94,0 56 10 19 8
Cumarina 146,92 90,9¢ 126 10 31 10
103,0 126 10 23 8
Acido 2,4-di- 155,02 109,9¢ 41 10 29 20
hidroxibenzébico 137,0 41 10 19 8
Acido 2,5-di- 155,02 137,0¢ 41 10 19 8
hidroxibenzébico 114,0 41 10 29 52
Siringaldeido 183,02 123,1°¢ 41 10 17 8
77,0 41 10 31 10
Acido ferdlico 195,02 176,9¢ 21 10 11 10
89,0 21 10 41 10
Acido Siringeo 199,02 140,0¢ 16 10 21 10
155,1 16 10 13 10
Pinocembrina 257,08 153,0°¢ 96 10 33 10
76,9 96 10 73 10
Galangina 271,02 153,0¢ 176 10 43 10
115,1 176 10 59 8
Apigenina 271,02 153,0¢ 181 10 41 10
90,9 181 10 49 14
Luteolina 286,9 153,0°¢ 111 10 43 10
68,9 111 10 89 10
Kaempferol 286,92 153,0¢ 111 10 43 10
68,9 111 10 89 10
(-)-epicatequina 291,08 138,9¢ 36 10 21 8
123,0 36 10 21 8
(+)-catequina 291,08 139,0°¢ 16 10 21 10
123,0 16 10 19 8
Acido clorogénico 355,12 163,0° 46 10 21 10
89,0 46 10 75 14
Hesperidina 611,22 303,0¢ 51 10 31 16
153,1 51 10 67 10
Acido salicilico 136,9° 93,1¢ -15 -10 -22 -5
64,9 -15 -10 -36 -11
Acido 3,4-di- 152,90 109,0° -75 -10  -20 -7
hidroxibenzéico 90,9 -75 -10 -32 -13
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Tabela 9 - Espectrometria de massa para transicées de MRM no modo positivo [M + H] +
e negativo [M - H] - *
(concluséao)

Precursor Transicdes EP CXP
Composto ion (ESI) (m/2) DP (V) V) CE (V) V)
Acido p-cumaérico 162,9° 119,0°¢ -90 -10 -20 -7
93,0 -90 -10 -40 -5
Acido vanilico 166,9° 137,0¢ -140 -10 -12 -9
109,1 -140 -10 -16 -7
Acido galico 168,9° 124,9¢ -110 -10 -20 -7
79,0 -110 -10 -30 -11
4-Metilumbeliferona 174,9° 133,0°¢ -135 -10 -28 -9
119,1 -135 -10 -36 -7
Coniferaldeido 177,0° 134,0°¢ -30 -10 -28 -9
160,8 -30 -10 -28 -11
Acido cafeico 178,9° 135,0¢ -115 -10 -22 -9
107,0 -115 -10 -30 -7
Sinapaldeido 206,9° 177,0¢ -20 -10 -26 -11
148,9 -20 -10 -34 -9
Acido 3,5- 210,9° 167,0°¢ -50 -10 -14 -9
dinitrobenzdico 136,9 -50 -10 -22 -9
Acido sinapico 223,0° 163,9¢ -120 -10 -20 -9
192,9 -120 -10 -28 -11
Crisina 252,9° 142,9¢ -170 -10 -36 -9
209,1 -170 -10 -30 -11
Naringenina 270,9° 151,0¢ -130 -10 -24 -25
119,0 -130 -10 -34 -11
Pinobanksin 270,9° 150,9¢ -140 -10 -24 -9
119,1 -140 -10 -32 -7
Quercetina 301,0° 150,9¢ -50 -10 -28 -9
121,0 -50 -10 -34 -7
Isorhamnetina 315,0° 300,00¢ -225 -10 -28 -15
150,9 -225 -10 -38 -9
(-)-Galato de 457,0P 169,0°¢ -165 -10 -20 -11
epigalocatequina 125,0 -165 -10 -52 -9
Isoquercitrina 462,9° 300,0¢ -215 -10 -36 -15
271,0 -215 -10 -56 -13
Naringina 579,0° 271,0° -255 -10 -42 -13
151,0 -255 -10 -48 -9
Quercetina-3-rutinosideo  609,0° 299,9¢ -230 -10 -48 -15
270,9 -230 -10 -32 -9

Fonte: O autor

Nota: *Dados adaptados de Seraglio et al. (2016). DP: potencial de desvalorizacdo (V); PE: potencial
de entrada (V); CE: energia de colisdo (V); CXP: potencial de saida de célula de colisdo (V); 2
lon pai no modo de ion positivo; P lon pai no modo de ion negativo; ¢ lon de quantificacdo.
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3.2.5 Atividade antioxidante quimica

A capacidade antioxidante foi avaliada por quatro ensaios distintos: o poder
antioxidante de reducéo do ferro (FRAP) utilizou as condi¢cfes experimentais descritas
por Benzie e Stain (1996), com resultados expressos em mg de acido ascoérbico
equivalente por litro (mg AAE/L); a avaliacéo da capacidade de reducdo do reagente
Folin-Ciocalteu (FCRC), foi realizada de acordo com Singleton et al. (1999) e os
resultados expressos em mg de acido galico equivalente por litro (mg AGE/L); a
capacidade de captura do radical DPPH foi medida em sistema tamponado em pH 6,
como descrito por Zheng et al. (2015), e os resultados expressos em mg AAE/L; a
capacidade de quelar o ion Cu?* foi quantificada pelo método violeta de pirocatecol de
acordo com condi¢Bes experimentais descritas por Santos, Brizola e Granato (2017),
e os resultados expressos em percentagem de formagdo do complexo Cu?*-
pirocatecol violeta.

3.2.6 Atividade antioxidante em meio biologico in vitro

Ratos Wistar machos com 120 dias de idade e cerca de 400 g de massa
corporal, foram ultilizados para avaliar a capacidade inibitoria da lipoperoxidacdo em
meio biologico. Os animais foram alimentados com dieta padrdo (AIN93) e mantidos
em um ciclo claro/escuro de 12 h e acesso livre a dieta e agua. Os animais foram
anestesiados com ketamina e xilazina (100 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente) e
eutanasiados por luxacéo cervical. O cérebro foi removido, lavado com solucdo de
NaCl a 0,9 g/100 g e o homogenato foi preparado em solucao tamponada com fosfato
de sodio a 0,10 mol/L e pH 7,4, na proporc¢éo 1:6 (m/v). Posteriomente 0 homogenato
foi centrifugado (10.000 g por 10 min) e o sobrenadante separado para analise. Em
tubos de ensaios, a peroxidagao lipidica do homogenato de cérebro (500 L) foi
induzida pela adicao de 50 uL de uma solucédo de FeSO4 (4 mmol/L) por 45 mina 37
°C em banho-maria. Em seguida, 500 yL de &cido acético a 20% v:v (pH 3,5) foi
adicionada para finalizar a reacdo. Para avaliacdo do teor de substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS), 1000 uL de uma solugao de acido 2-tiobarbittrico a 46
mmol/L foram adicionados aos tubos e deixou-se reagir durante 30 min a 100 °C em
um banho de glicerina (FIDELIS et al., 2018). TBARS foram determinadas por
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espectrofotometria UV-VIS a 532 nm e os resultados foram expressos em ICso
(concentragcao minima necessaria para inibir 50% da lipoperoxidacao). O protocolo
aplicado foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso Animal da Universidade Estadual
de Ponta Grossa, Protocolo 047/2017 (ANEXO C).

3.2.7 Atividade citotoxica in vitro

A citotoxicidade in vitro dos extratos aquosos liofilizados foi avaliada frente as
linhagens cancerosas A549 e HCT8, além da linhagem MR90. As células foram
mantidas em DMEM/Ham-F12 suplementado com 10% de soro fetal bovino
adicionado de 100 Ul de penicilina/100 ug de estreptomicina. As linhagens celulares
foram cultivadas em incubadora a 37 °C contendo 5% de COa2. As células foram
plaqueadas (100 uyL/pogo) em microplacas de 96 pogos a uma densidade de 5x10°
células/poco. Apds 24 h, 100 pyL dos extratos aquosos liofilizados foram adicionados
em diferentes concentragdes na faixa de 200 a 800 pg/mL seguindo o protocolo
descrito por Lao et al. (2016). A concentracdo que causa 50% de inibicdo do
crescimento celular (Glso) e a concentracdo que causa 50% de morte celular (LCso)
foram obtidos de acordo com Ramirez-Mares; Kobayashi, De Mejia (2016). Os
experimentos foram realizados em quadruplicata em trés dias diferentes para
assegurar a reprodutibilidade dos dados gerados, e a andlise da dose-resposta foi

determinada por regressao nao-linear.
3.2.8 Efeito antihemolitico in vitro

O efeito antihemolitico dos extratos foi testado usando eritrécitos isolados de
sangue humano tipo O* adquirido do hospital universitario da UEPG, Ponta Grossa
Brasil. O concentrado de hemacias foi isolado da amostra de sangue total por
centrifugacdo e lavagens sucessivas com solucdo tampdo fosfato de potassio 5
mmol/L, NaCl 154 mmol/L, pH 7,3. Posteriormente, concentracdes entre 10 e 50
pg/mL dos extratos liofilizados foram preparadas em PBS e incubadas com
hematdcrito de 0,8%, a temperatura ambiente (20-25 °C). Os tubos permaneceram
em repouso por 15 min e, na sequéncia, foram centrifugados a 700 g por 10 min. Do
sobrenadante, 200 pL foram transferidos para microplaca de 96 pocos e a absorbancia
em comprimento de onda 576 nm foi registrada em um leitor de microplacas (Synergy-

BIOTEK, Winooski, VT, EUA). Os ensaios foram conduzidos, tendo como controle
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positivo hemdlise total (HT) — solubilizacéo de eritrécitos em agua ultrapura, causando
a ruptura total das células e hemolise mecéanica (HM) — hematécrito em tampéao
fisioldgico, nesse caso, lise minima. Os resultados do ensaio foram expressos em
percentual de hemdlise (SANTOS et al., 2016). O protocolo biolégico foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos, CAAE: 94830318.1.0000.0105
(ANEXO D).

3.2.9 Inibicdo da a-amilase e a-glucosidase in vitro

A avaliacdo da capacidade dos extratos aquosos liofilizados em inibir as
enzimas a-amilase (1 — 20 mg/mL), e a-glucosidase (50 — 500 pg/mL), seguiu o
método descrito por Johnson et al. (2011). Para o ensaio da a-amilase, 500 pyL dos
extratos com diferentes concentragdes (1 — 20 mg/mL), ou controle positivo (1 mmol
acarbose) foram adicionados a 500 pL de 13 U/mL de solugdo de a-amilase (tipo VI-
B do pancreas suino em PBS a 0,02 mol, pH 6,9) em tubos de ensaio, a mistura
permaneceu incubada por 10 min a 25 °C. Posteriormente, 500 uL de solucéo de
amido soluvel a 1% (dissolvida em PBS e fervida por 15 min) foi adicionada e a mistura
foi incubada por mais 25 min. Em seguida, adicionou-se 1 mL de &acido dinitrosalicilico
e os tubos foram aquecidos a 100 °C durante 5 minutos (JOHNSON, et al., 2011). A
mistura foi diluida com 100 mL de 4gua destilada. A absorbéancia foi lida a 520 nm. Os
resultados foram apresentados como percentagem de inibicdo de acordo com a

Equacao 12.

C ol o~ . A - (A -A
% de inibicdo @ — amilase = ~£ontrote y amostra~Abranco) o 1()() (12)
controle

Nota: Acontrole € @ absorbancia sem amostra, Aamostra € @ absorbancia da amostra testada, e Abranco € @

absorbancia da amostra, mas sem solugao enzimatica.

Em relagé&o a inibicdo da enzima a-glucosidase, o ensaio foi realizado em placa
de 96 pocos, na qual 50 uL de extrato com diferentes concentrag¢des (50 — 500 pg/mL),
ou controle positivo (1 mmol acarbose) foram adicionados a 100 uL de uma solucéo
de a-glucosidase 1 U/mL (em PBS a 0,1 mol, pH 6,9) e incubado por 10 min. Uma
aliquota de 50 pL de uma solugédo de p-nitrofenil-a-D-glucopiranésido (PNPG) a 5
mmol em PBS 0,1mol com pH de 6,9, foi adicionada a cada poco e incubada a 25 °C
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por 5 min. Posteriormente a absorbancia foi lida a 405 nm. Os resultados foram
apresentados como percentagem de inibicdo da enzima a-glucosidase de acordo com

a Equacao 13.

o . A " -4
% de inibicdo a — glucosidade = —<ontrote (Aamostra=Aprance) o 1) (13)

Acontrole

Nota: Acontrole € a absorbancia sem amostra, Aamostra € @ absorbancia da amostra testada, e Abranco € @

absorbancia da amostra, mas sem solucao enzimatica.

3.2.10 Capacidade de inibicdo da oxidacao do colesterol LDL

A capacidade inibitoria da oxidacdo do colesterol LDL (lipoproteinas de baixa
densidade) induzida por cobre foi avaliada de acordo com Ambigaipalan e Shahidi
(2015). Catequina foi usada como controle positivo (2,5 pg/mL). Os extratos (2,5
pg/mL) assim como a solugdo indutora de oxidagéao (CuSQ4) foram incubados a 37 °C
por 10 min. Posteriormente, foram adicionados 50 uL da solugdo de CuSO4 (50
pMmol/L) nas amostras e incubadas por 10 h a 37 °C. O controle negativo foi construido
com LDL, CuSO4 e PBS, e o controle native com LDL e PBS. A formacédo de dienos
conjugados (indicativo de oxidacao) foi registrada em 234 nm usando um
espectrofotometro de arranjo de diodos (Agilent, Palo Alto, EUA) a cada 2 h até o
tempo final de reacdo de 10 h. Para cada amostra foi realizado leitura do controle
negativo. Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo da formacao de

dienos conjugados de acordo com a Equacgéo 14:

bs control = AbSsample
% inibigdo da oxidagio do LDL = (S2cenrol Dsemple) y 109 (14)
control™ native
AbScontrol= (AOO_ Aot) (15)
Astamplez (AO_ At) (16)

Nota: Absconroi = absorbancia do controle negativo; Abssampe = absorbancia de LDL, CuSOs e
extrato/catequina; Absnative = absorbancia do controle native; Ao = absorbancias no tempo zero At =
absorbancias ap6s a incubagéo; A° = absorbancias corrigidas para o controle no tempo zero; A° =

absorbancias no tempo t apés a incubacao.
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3.2.11 Atividade inibitéria de enzima conversora de angiotensina | (ECA)

A atividade inibitéria de enzima conversora de angiotensina | (ECA) foi
determinada pelo método descrito por Ramchandran e Shah (2010). Os extratos
aguosos liofilizados foram testados na concentracédo de 33 mg/mL. Em resumo, 200
pL de Hip-His-Leu (5 mmol/L em 0,1 mol/L tamp&o borato) foram misturados com 60
pL de tampéo borato (solu¢ao 0,1 mol/L contendo 0,3 mol/L de NaCl, pH 8,3) e 30 uL
das amostras na concentracdo de 3,33 mg/mL e imediatamente essa mistura foi
incubada a 37 °C durante 10 min. Posteriormente, 20 pL de ECA foram adicionados
(0,1 unidade/mL) e os tubos foram incubados a 37 °C durante 30 min. A atividade
enzimatica foi encerrada com adicdo de 250 pL de HCl a 1 mol/L. O acido hipuarico
formado foi extraido por mistura em 1,7 mL de acetato de etila. Apds repouso de 10
min, 1,2 mL da camada de solvente foi separada e seca em banho de agua fervente.
Apas seco o acido hipurico foi dissolvido em 1 mL de 4gua deionizada e absorbancia
medida a 228 nm usando leitor UV/Vis Pharmacia, LKB-Ultrospec lll (Pharmacia,
Uppsala, Suécia). Os resultados foram expressos em percentagem de inibicdo de

enzima conversora de angiotensina I.

3.2.12 Capacidade de absorcéo de radicais de oxigénio (ORAC)

A capacidade de absorcéo de radicais de oxigénio foi determinada de acordo
com Ambigaipalan, Al-Khalifa e Shahidi (2015), usando dicloridrato de 2,2'-azobis (2-
amidinopropano) - AAPH — como indutor de oxidacao. A fluorescéncia foi registrada a
cada minuto por 25 ciclos e o tempo de cada ciclo foi de 210 s. Um controle (tampéao
fosfato, fluoresceina e AAPH) e diferentes concentracbes de (+)-catequina, como
padréo, foram usadas. Os resultados foram apresentados como mg (+)-catequina
equivalente por 100 g de extrato liofilizado.

3.2.13 inibicdo da cisao do DNA induzida por radical peroxil

A inibicdo da cisdo do DNA dos extratos liofilizados foi determinada como
descrito por Ambigaipalan e Shahidi (2015) com modificagdo. O DNA de pBR 322
supercondensado (50 pg/mL) foi dissolvido em tampé&o fosfato (10 mmol/L, pH 7,4), e
extratos de cha (1 mg/mL) foram dissolvidos em agua. A inducéo de oxidacao do DNA

foi induzida por AAPH e um controle negativo (apenas DNA) e positivo (DNA com
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AAPH) foram preparados. Apds, as amostras foram submetidas a eletroforese
utilizando um gel de agarose a 0,7% (m/v) em tampéao Tris-acido acético-EDTA (Tris
acetato a 40 mmol/L, EDTA a 1 mmol/L, pH 8,5) a 60 V durante 5 h utilizando um
sistema de eletroforese tipo mini gel horizontal B1A (Owl Separation Systems Inc.
Portsmonth, USA). A intensidade das bandas nas fotografias foi analisada usando o

software Alpha Innotech Co. (San Leandro, USA).

3.2.14 Anélises dos dados

Os dados foram expressos como média e desvio padrdo amostral (n=3). Para
comparar as respostas, inicialmente foi checada a homoscedasticidade dos dados
pelo teste de Brown-Forsythe. Diferencas entre os valores médios foram avaliadas
pela andlise de variancias (ANOVA) unifatorial seguida do teste de Fisher para
comparacao de médias. As correlacdes lineares entre as respostas foram expressas
pelo coeficiente de correlagdo de Pearson. Valores de probabilidade inferiores a 0,05
foram adotados para rejeitar a hipotese nula.

A analise de componentes principais (PCA) foi aplicada para associar a
composicdo fendlica individual por LC-MS/MS, atividade antioxidante in vitro (meio
quimico e biolégico) e inibicdo de enzimas (a-amilase e a-glicosidase), capacidade
citotoxica e antihemolitica. Para tanto, as amostras dos extratos de Camellia sinensis,
llex paraguariensis e Aspalathus linearis, assim como o extrato otimizado (n=12),
foram inseridas em linhas, e as respostas (n=25; composicao fendlica e propriedades
funcionais dos extratos aquosos) foram colocadas em colunas, totalizando 300 dados.
As médias de cada resposta foram auto escalonadas para a variancia unitaria antes
do PCA e essa analise foi baseada na correlacéo linear. Cargas fatoriais superiores a
0,6 foram usadas para projetar as variaveis no plano bidimensional. O software TIBCO
Statistica v.13 (TIBCO Statistica Ltd, USA) foi usado para todas as analises

estatisticas.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 Conteudo fendlicos por LC-ESI-MS/MS

Em relagdo ao extrato de C. sinensis, 10 compostos fenodlicos foram
determinados (Tabela 10), apresentando os maiores teores (p<0,05) de (-)-
epigalocatequina-3-galato (1688 mg/100 g), hesperidina (1291 mg/100 g) e
isoquercitrina (233 mg/100 g) entre os extratos testados. Jeszka-Skowron et al. (2018)
também identificaram (-)-epicatequina e (-)-epigalocatequina-3-galato em extrato
aquoso de C. sinensis (cha branco) porém com valores superiores aos quantificados
no presente estudo (673 e 3972 mg/100 g, respectivamente). Por outro lado, 0s
autores detectaram menores valores meédios de (+)-catequina e quercetina-3-
rutinosideo (80 e 48 mg/100 g, respectivamente). Essa variagdo é comum em extratos
vegetais, ja que diversos fatores como tipo de solo, condi¢gBes climaticas do local de
cultivo, tempo e temperatura de extracdo, além do tipo de solvente, podem influenciar
sua composicao fendlica.

Por sua vez, o extrato aquoso de |. paraguariensis apresentou cinco dos
compostos fendlicos em sua composicao, sendo que o conteudo de acido 5-0-
cafeoilquinico (1953 mg/100 g) foi 0 mais abundante entre as amostras analisadas.
Altos teores do acido 5-0-cafeoilquinico (1288 mg/100 g) também foram relatados por
Correa et al. (2017) em extrato aquoso de |. paraguariensis (mate tostado).

No que diz respeito ao extrato aquoso de A. linearis, 11 compostos fendlicos
foram quantificados, sendo que quercetina-3-rutinosideo (214 mg/100 g), hesperidina
(189 mg/100 g) e isoquercitrina (111 mg/100 g) foram os compostos majoritarios.
Verificou-se que os teores de acido ferulico (8,8 mg/100 g), quercetina (4,7 mg/100 g)
e acido salicilico (1,1 mg/100 g) foram significativamente (p>0,05) mais elevados entre
0s extratos investigados. O extrato aquoso de A. linearis fermentado foi o Unico que
apresentou acido siringico, pinobanksin e kaempferol, corroborando os achados de

Jeszka-Skowron et al. (2018) em extratos aquosos da mesma espécie.



99

Tabela 10 - Composicdo quimica de extratos aquosos de Camellia sinensis, llex
paraguariensis, Aspalathus linearis e extrato otimizado analisado por LC-ESI-MS/MS

Extratos aquosos

qﬁgmﬁfgﬁ c?s C_amell.ia IIex_ _ As_palat_hus oT p-valor
sinensis  paraguariensis linearis
Siringaldeido nd nd 0.6+0.02 0.6+0.0% p=0,399"
Acido ferulico 1,5+0,1° nd 8,8+0,82 1,8+0,1° p<0,001
Acido siringico nd nd 0,5+0,1 nd -
Pinobanksin nd nd 0,7+0,1 nd -
Caempferol nd nd 5,5+0,3 nd -
(-)-epicatequina 138+22° nd nd 155+1* p=0,324*
(+)-catequina 130+16? nd nd 117+12* p=0,327*
Acido 5-0-cafeoilquinico  6,5+0,1°¢ 1953+842 8,1+0,6° 249+40°  p<0,001
Hesperidina 1291+982 55+3¢ 189+20¢ 1102+8°> p<0,001
Agido salicilico 0,6+0,0° nd 1,1+0,12 0,6+0,0° p<0,001
h.AC'd9 3,4-di- nd nd nd 0,6+0,0 .
idroxibenzoico
Acido galico 8,4+0,8° nd nd 222422  p<0,001
Quercetin 0,9+0,1°¢ 1,2+0,3° 4,7+0,12 1,1+0,1°¢ p<0,001
( )'ep'gaé?;a""tfq“'”a'3' 1688+27° nd nd 1518429 p=0,002"
Isoquercitrina 233+22 0,9+0,14 111+2¢ 225+17° p<0,001
Quercetina-3-rutinoside  702+182 6,3+0,7°¢ 214+1° 621+54% p<0,001
Total identificado 4199,9 2016,4 544 4213,7 -
Compostos fendlicos 6465 4510 4300 6105 i

totais (mg/100 g)*

Fonte: O autor

Nota: OT = Extrato otimizada (82,9% Camellia sinensis + 10,9% llex paraguariensis + 6,2% Aspalathus
linearis); # = Valores obtidos de Santos et al., (2018); * = Valores de probabilidade obtidos pelo
com o teste t-Student ndo pareado (p<0,05); nd = ndo detectado. Letras diferentes na mesma
linha representam resultados significativamente diferentes (p<0,05) de acordo com o teste de

Fisher LSD.

No extrato otimizado, foram quantificados 13 compostos, resultando na maior

variedade de fendlicos quantificados neste trabalho (Tabela 10). A quercetina-3-
rutinosideo (621 mg/100 g), acido galico (222 mg/100 g), (-)-epicatequina (155 mg/100
g) e (+)-catequina (117 mg/100 g) foram os fendlicos mais abundantes. Este resultado
mostra que uma mistura ternaria, composta por C. sinensis, A linearis e |I.
paraguariensis, apresenta um perfil fendlico mais diversificado que os chas isolados.
N&o houve diferenca nos teores de quercetina-3-rutinosideo, (-)-epicatequina e (+)-
catequina entre o extrato de C. sinensis e o0 extrato otimizado (p>0,05).

3.3.2 Atividade antioxidante quimica

Houve diferenca significativa nos valores de FRAP (Figura 15A) entre os quatro

extratos (p<0,05). O extrato de C. sinensis apresentou o maior valor médio (2100 mg
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AAE/L), seguido do extrato otimizado (1860 mg AAE/L), A. linearis fermentado (1488
mg de AAE/L) e |. paraguariensis tostado (1403 mg AAE/L). Comportamento similar
foi observado para FCRC (Figura 15B) e captura do radical DPPH (Figura 15C).

Extratos aquosos de C. sinensis sao reconhecidos como agentes antioxidantes
tanto pelo método de FRAP como para FCRC (Pérez-Burillo et al., 2018). O teor de
compostos fendlicos como os taninos condensados e flavan-3-0is, 0s quais séo
predominantes em extratos de C. sinensis, apresentam correlagcéo direta com ensaios
antioxidantes quimicos, por apresentarem capacidade de doacdo de elétrons
(oxidacao) e também por conferirem adstringéncia as bebidas formuladas (GRANATO
et al., 2014).

Em relacdo a capacidade quelante do Cu?* (Figura 15D), o extrato de C.
sinensis e |. paraguariensis apresentaram os menores valores médios de formacao
do complexo pirocatecol de violeta-Cu?* (46 e 43% respectivamente), indicando maior
efeito quelante. O extrato otimizado apresentou o maior percentual de formacéo do
complexo pirocatecol de violeta-Cu?*, ou seja, menor capacidade quelante. Mesmo
sendo composto maioritariamente por cha branco, o poder quelante do ion Cu?*
parece ter sofrido efeito de matriz no extrato otimizado. Desta forma torna-se notorio
gue nao apenas o teor total de compostos fendlicos influencia a capacidade de quelar

o fon Cu?*, mas também a estrutura quimica de compostos presentes nos extratos.
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Figura 15 - Atividade antioxidante dos extratos aquosos da Camellia sinensis, llex
paraguariensis, Aspalathus linearis e extrato otimizado (82,9% C. sinensis + 10,9% I.
paraguariensis + 6,2% A. linearis)
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Fonte: O autor

Nota: A = poder antioxidante redutor de ferro; B = capacidade redutora do reagente Folin-Ciocalteu; C
= Atividade sequestradora de radicais livres em relacdo ao radical DPPH; D = Capacidade
guelante do Cu?*; OT = Extrato otimizada (82,9% Camellia sinensis + 10,9% llex paraguariensis
+ 6,2% Aspalathus linearis).

3.3.3 Atividade antioxidante em meio bioldgico in vitro

A inibicao da peroxidacgédo lipidica em cérebro de ratos Wistar (ICso0) dos extratos
aquosos de C. sinensis, |. paraguariensis e extrato otimizado foram de 1,64, 1,50 e
1,61 mg/mL, respectivamente (Figura 16A, 16B e 16D). O extrato aquoso de A.
linearis, dentro da faixa de concentracdo testada, ndo atingiu 50% de inibicdo da
lipoperoxidagao (Figura 16C). Menores valores de ICso indicam maior capacidade de
transferir atomo de hidrogénio para radicais livres gerados pela oxidagao induzida por
fon Fe?*. Assim sendo, o extrato de |. paraguariensis apresentou maior inibicdo da
lipoperoxidacao.

Avaliando a correlagéo entre a composicao fendlica individual e a capacidade
inibitéria da lipoperoxidacdo, foi constatado que apenas o conteudo do acido
clorogénico (r=-0,895) e quercetina (r=-0,822), apresentaram correlacao significativa
(p<0,05) com os valores ICso estimados. Essas correlagdes indicam que, quanto maior
a concentracao de acido clorogénico e quercetina, menor a concentracao necessaria

para inibir a lipoperoxidacdo, ou seja, maior atividade antioxidante. O &cido
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clorogénico foi 0 composto com a maior concentracdo quantificada no extrato de I.
paraguariensis. De forma analoga, Fidelis et al. (2018) constataram correlacéo entre
0 &cido clorogénico presente em exocarpo de semente de camu-camu (Myrciaria
dubia) e a porcentagem de inibicdo da lipoperoxidacdo em homogenato de cérebro de
ratos Wistar (r= 0,729).

Figura 16 - Avaliacdo da capacidade inibitéria da lipoperoxidacdo em homogenato de
cérebro de ratos Wistar dos extratos aquosos liofilizados de Camellia sinensis (A),
llex paraguariensis (B), Aspalathus linearis (C) e extrato otimizado composto por
82,9% C. sinensis + 10,9% llex paraguariensis + 6,2% Aspalathus linearis (D).
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Fonte: O autor

3.3.4 Atividade citotoxica in vitro

Os resultados do teste de citotoxicidade in vitro (Glso e LCso) frente as
linhagens A549, HCT8 e IMR90 dos extratos estdo apresentados na Tabela 11. Em
relacdo as linhagens A549 e HCTS8, os extratos de C. sinensis, |. paraguariensis e
otimizado apresentaram capacidade de inibir a proliferacao e citotoxicidade. Para a
linhagem A549, os resultados mostram que a concentragdo necessaria de extrato para
inibir a proliferagao celular em 50% (IGso) foi de 302,1 pg/mL (C. sinensis), 346 pg/mL
(I. paraguariensis) e 431,3 pg/mL (extrato otimizado). J& a concentracdo necessaria
para matar 50% (LCso) das células foi de 299,1 pug/mL (C. sinensis), 312,4 pg/mL (1.
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paraguariensis) e 342,6 pg/mL (extrato otimizado). Recentemente, Maciel et al. (2018)
avaliando efeito antiproliferativo de extrato de Hibiscus sabdariffa constataram efeito
citotoxico do extrato aquoso de H. sabdariffa frente a linhagem de célula A549, no qual

a concentragao de 117 yg/mL foi o suficiente para eliminar 50% das células (LCso).

Tabela 11 - Citotoxicidade e inibicdo da proliferacéo de células A549, HCT8 e IMR90
apos 48 h de exposicdo aos extratos de C. sinensis, |. paraguariensis, A. linearis e
otimizado

Extratos aquosos pg/mL

Linhagem A
lular Parametro _ _ _ _ _ ) Extrato
ce C.sinensis |. paraguariensis A. linearis "
otimizado
A549 Glso 302,1 346,0 >800 431,3
LCso 299,1 312,4 >800 342,6
Glso 444 4 >800 >800 444.8
HCT8 LCso nd 645,0 nd 408.3
IMR90 Glso >800 >800 >800 >800
LCso >800 >800 >800 >800

Fonte: O autor

Nota: nd — nao detectado.

O extrato de A. linearis apresentou baixa atividade em inibir o crescimento das
linhagens A549 e HCTS8, indicando que esse extrato apresenta baixa atividade
citotoxica. A faixa de concentracao testada (200 - 800 pg/mL) néo foi suficiente para
calcular os valores de IGso e LCso. Os resultados apresentados sugerem que é
necessario utilizar concentragbes mais elevadas para que seja alcancado
citotoxicidade nas células testadas. Esses dados corroboram os achados de Santos
et al. (2018), que avaliaram a citotoxicidade de extrato aquoso liofilizado de A. linearis
frente as linhagens células HepG2 e Caco-2.

Em relacdo as células IMR90 (células pulmonares ndo cancerosas) todos 0s
extratos ndo apresentaram citotoxicidade dentro da faixa de concentragéo testada.
Desta forma os extratos aquosos de C. sinensis, |. paraguariensis, e 0 extrato

otimizado, mostraram relativa seguranca toxicologica.

3.3.5 Efeito antihemolitico in vitro

Como apresentado na Figura 17, os extratos aquosos de C. sinensis, |I.
paraguariensis, A. linearis assim como o extrato otimizado apresentaram protecao as

células eritrocitarias de sangue humano em meio isotbnico. A agdo protetiva das
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células é dada pelo fato que os extratos apresentaram comportamento néo litico nas
condicbes experimentais empregadas. Ressalta-se que os extratos diminuiram o
rompimento celular frente ao estresse mecanico em comparagdo com a amostra
controle (sem extrato vegetal). Esses resultados demostram que a interagcéo entre 0s
extratos e os eritrcitos € benéfica. De acordo com Phan et al. (2014), extratos com
elevado conteudo fendlico como os do presente estudo, podem diminuir a hemolise
eritrocitaria, reduzindo a fluidez da membrana célula.

Na Figura 17 ¢é notério que a concentracdo de extrato interfere
significativamente (p<0,05) na diminuicdo da hemdlise, ou seja, o efeito antihemolitico
€ dose-dependente (Figura 17A, 17B e 17C). As Figuras 17A, 17B, e 17C apresentam
um efeito dose dependéncia acentuado com diminui¢gbes de 74,9, 16,3 e 66,9% de
hemdlise, dos extratos de C. sinensis, |. paraguariensis e A. linearis, respectivamente.
Entre o ensaio sem a presenca do extrato e o ensaio com a concentracdo de 50 pug/mL
de extrato liofilizado. Efeitos protetores e de dose-dependéncia de extratos naturais
ja foram relatados na literatura, como no estudo de Santos et al. (2016) no qual
observaram atividade antihemolitica em extrato A. linearis.

A Figura 17B mostra que a diminuicdo da hemdlise com o aumento da
concentracdo do extrato liofiizado de 1. paraguariensis foi menos acentuado
correspondendo apenas a 16,2% de hemalise entre o ensaio com auséncia de extrato
e a concentracdo de 50 pg/mL. A Figura 17D mostra que o extrato otimizado
apresentou reducédo acentuada da hemdlise (67,8% de reducdo da hemdlise) entre a
amostra com auséncia de extrato e com a presenca de extrato na concentracao de 20
png/mL. Em concentracdes maiores que 20 pg/mL ndo houve maior protecao, ou seja,
nesse caso O extrato ndo apresentou comportamento dose-dependéncia. A
capacidade protetiva contra hemolise do extrato aquoso de |. paraguariensis ja foi
observada por outros autores. Portela et al. (2017) contataram efeito protetor contra
hemolise em sangue humano de extrato aquoso de |. paraguariensis nas
concentracdes de 0,02 mg/mL, 0,2 mg/mL e 2 mg/mL. Em trabalhos com chas pretos
(Camellia sinensis var. sinensis), Zhang et al. (2019), constataram efeito protetor
frente a hemolise dos eritrécitos humano em estado de fragilidade osmética (NaCl de
0,1 a 0,5 (m/v)).
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Figura 17 - Perfil antihemolitico dos extratos aquosos de C. sinensis (A), I
paraguariensis (B), A. linearis (C) e extrato otimizado (D) com tipagem O*
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Figura 17 - Perfil antihemolitico dos extratos aquosos de C. sinensis (A), |
paraguariensis (B), A. linearis (C) e extrato otimizado (D) com tipagem O*
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3.3.6 Inibicdo da a-amilase e a-glucosidase in vitro

Todos os extratos aquosos em estudo apresentaram atividade inibitoria da
enzima a-glucosidase, Figura 18. A maior inibicdo foi observada no extrato de I.
paraguariensis (Figura 18B), o qual com a menor concentracao testada (50 ug/mL) ja
ultrapassou 50% de inibicdo da enzima a-glucosidase. O extrato de A. linearis
apresentou ICso = 59,9 pug/mL, ou seja, apresentou inibicdo de 50% da atividade

enzimatica com uma concentracdo baixa. Os extratos de C. sinensis e 0 extrato
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otimizado apresentaram valores de 1Cso numericamente semelhantes com 113,5 e
112,1 pg/mL, respectivamente.

Liu et a. (2017) ao avaliarem o efeito da temperatura de maceracdo nas
atividades antioxidantes e inibitérias dos extratos de C. sinensis (cha verde) contra a
a-amilase e a-glucosidase, constataram que o efeito inibidor dos extratos frente as
enzimas estao diretamente correlacionado com o conteudo de polifendis e catequinas
(a-amilase: r=-0,873 e -0,915; a-glucosidase: r=-0,829 e -0,919, respectivamente).
Extratos naturais que apresentem capacidade inibitéria das enzimas a-amilase e a-
glucosidase séo benéficos no controle de doencas associadas a hiperglicemia (PINTO
et al., 2010; DHAMEJA; GUPTA, 2019).

Figura 18 - Efeitos de extratos de C. sinensis (A), |. paraguariensis (B), A. linearis (C)
e otimizado (D) sobre a atividade enzimatica da a-glucosidase
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Fonte: O autor

Nota: Extrato otimizado = 82,9% C. sinensis + 10,9% |. paraguariensis + 6,2% A. linearis; ND = N&o
determinado porque a inibic&o foi <50%.

Em relacéo a inibicdo enzima a-amilase também apresentada na Figura 19, é
possivel observar que somente o extrato de C. sinensis (Figura 19A) e o extrato
otimizado (Figura 19D) atingiram valor de ICso com as concentracdes testadas (1-20
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mg/mL). O extrato otimizado mostrou o menor ICso = 14,5 mg/mL, ou seja, maior
inibicdo da a-amilase. O extrato de C. sinensis apresentou ICso = 19,0 mg/mL ao passo
que o extrato de I|. paraguariensis (Figura 19B) e A. linearis (Figura 19C) né&o
alcancaram 50% de inibicao (ICso). Yang e Kong (2016) em estudo com diferentes
chas de C. sinensis também constataram efeito inibidor dos extratos frente a enzima
a-amilase. De modo geral, observou-se que a concentracdo de extrato necessaria
para apresentar atividade inibitéria da enzima a-glucosidase foi inferior a usada para
inibir a a-amilase. Esse comportamento € desejado uma vez que uma maior atividade
inibitéria da a-amilase pode acarretar desconforto intestinal pela presenca de excesso
de amido nado digerido. Santos et al. (2016) avaliaram o efeito do tempo e da
temperatura de extracéo de extratos de A. linearis e contataram que todos o0s extratos
apresentaram capacidade inibitéria frente as a-amilase e a-glucosidase, com valor de

ICs0 de 5 a 6 mg/mL e 1 e 0,5 mg/mL, respectivamente.

Figura 19 - Efeitos de extratos de C. sinensis (A), |. paraguariensis (B), A. linearis (C)
e otimizado (D) sobre a atividade enzimatica da a-amilase
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Fonte: O autor

3.3.7 — Capacidade de inibicdo da oxidac&o do colesterol LDL

Todos o0s extratos testados apresentaram protecdo contra a oxidacao do
colesterol LDL no tempo final de incubagé&o de 10 h, como apresentado na Figura 20A.
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Os extratos de A. linearis e otimizado apresentaram maior capacidade inibitéria da
oxidacdo do LDL em relacdo aos extratos de |. paraguariensis e C. sinensis. Nao
houve diferenca significativa entre os extratos de A. linearis e OT, os quais
apresentaram 31 e 30% de inibicdo da oxidacdo do LDL. O mesmo comportamento
foi encontrado ao comprar os extratos de |. paraguariensis e C. sinensis 0s quais
apresentaram 26 e 27% de inibicdo da oxidacdo do LDL, respectivamente. O padrao
de catequina apresentou melhor capacidade em inibir a oxidagéo do LDL com o valor
de 44% de inibicdo. Entretanto, o fato que os extratos apresentaram a capacidade de
proteger da oxidacdo o LDL é relevante. Como ja relatado por Halliwell e Gutteridge
(2015) a oxidacao do LDL por espécies reativas entre elas ions metalicos, € uma das
causas do desenvolvimento de lesdes ateroscleréticas as quais podem acarretar em

doencas cardiacas cronicas em seres humanos.
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Figura 20 - Inibicdo da oxidac&o induzida por LDL-colesterol (A) e os efeitos dos
extratos liofilizados de C. sinensis, |. paraguariensis, A. linearis e extrato otimizado
(OT) na oxidacao de LDL-colesterol (B).
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O comportamento dos extratos testados foi observado ao longo do periodo de
incubacéo e os resultados estao expostos na Figura 20B. Todos os extratos nao
obtiveram variacdo significativa em relagdo ao tempo de incubacao (p>0,05). Esse
resultado mostra que a partir das primeiras 2 h de incubacao, a acdo antioxidante ja
havia ocorrido e foi mantida até o tempo final de analise de 10 h. Ao contrario dos
extratos teste, o padréo de catequina apresentou variagcado significativa ao longo do

periodo de incubacéo (p=0,002),tendo maior percentual de inibicdo do LDL a partir de
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8 h de incubacdo. Isso sugere que a (+)-catequina precisa de um maior tempo de

reacao para atingir seu potencial protetor em comparagao aos extratos testados.

3.3.8 Atividade inibitoria de enzima conversora de angiotensina | (ECA)

Em relacédo a capacidade inibitéria da enzima conversora de angiotensina | in
vitro, observou-se diferenga significativa entre os extratos aquosos (Figura 21). O
extrato otimizado apresentou o maior percentual de inibicdo da ECA (p<0,05) - 61%.
A menor inibicdo foi observada no extrato de A. linearis (33%). Em estudo clinico
randomizado Grassi et al. (2015) constataram que o consumo de C. sinensis reduz a
pressdo arterial em pacientes hipertensos. Uma vez que a inibicdo da ECA tem
relacdo com a reducdo da presséo arterial, os resultados aqui obtidos devem ser
confirmados usando protocolos biolégicos, em especial estudos clinicos. Com a
inibicdo da enzima converte angiotensina I, ha o impedimento da conversacdo em
angiotensina Il que, por sua vez, aumenta a pressao arterial, por meio do estimulo da
sintese e liberacao de aldosterona, o qual causa retencao de sddio nos tubulos renais.
Portanto € possivel o controle da pressédo arterial em pacientes hipertensos com
substancias capazes de inibir ECA (KWON et al., 2007). O fato de que a amostra
otimizada apresenta o maior contetdo fendlico total e a maior variedade de compostos
em sua composi¢cao pode ter relacdo com sua maior inibicdo da ECA. Mancuso e
Santangelo (2014) e Panche, Diwan e Chandra (2016) relataram que 0s compostos
fendlicos apresentam capacidade inibitéria da ECA, apresentando efeito benéfico ao
reduzir o risco do desenvolvimento de hipertensdo. Ja no estudo desenvolvido por
Fidelis et al. (2018) foi constatado correlacdo direta entre os acidos p-cumarico,
ferdlico, cafeico, quercetina-3-rutinosideo e quercetina na inibicdo da ECA in vitro. O
ché otimizado apresenta em sua composicao, todos esses compostos relatados, além

de outros apresentados na Tabela 11.
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Figura 21 — Capacidade inibitoria de enzima conversora de angiotensina | (ECA), dos
extratos aquosos
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3.3.9 Capacidade de absorcédo de radicais de oxigénio (ORAC)

A capacidade antioxidante de absor¢éo de radicais de oxigénio (ORAC) dos
extratos aquosos liofilizados esta apresentada na Figura 22. Foi observada diferenca
significativa (p<0,05) entre os extratos de C. sinensis, |. paraguariensis, A. linearis e
extrato otimizado, com os valores médios de 29847, 47207, 32970 e 51569 mg CE/100
g de extrato liofilizado, respectivamente.

A atividade antioxidante frente a radicais de oxigénio, simula in vitro a acao
de determinadas substancias em relacdo a radicais biologicamente relevante
(THAIPONG et al., 2006). Extrato de C. sinensis, |. paraguariensis e A. linearis ja foram
estudados em relacao a atividade antioxidante medida por ORAC (RAMIREZ-MARES,;
KOBAYASHI, DE MEJIA, 2016.; LAWAL et al., 2019). Entretanto, esse é o primeiro
relato na literatura que mostra que a atividade antioxidante medida por ORAC de um
extrato aquoso misto (82,9% C. sinensis + 10,9% I. paraguariensis + 6,2% A. linearis)
€ superior aos valores observados para os extratos isolados de C. sinensis e A.

linearis.
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Figura 22 — Capacidade de absorcédo de radicais de oxigénio, dos extratos aquosos
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Fonte: O autor

3.3.10 Inibigao da cisédo do DNA induzida por radical peroxil

Os extratos liofilizados apresentaram protecédo contra a cisdo do DNA induzida
pelo radical peroxila, Figura 23. As taxas de inibicdo encontradas para C. sinensis, |.
paraguariensis, A. linearis, extrato otimizado e o padréo de catequina foram de 87,4,
89,8, 91,6, 86,9 e 88,6% (p=0,472), respectivamente. O fato da atividade de protecao
do DNA ser comparavel ao padrédo deixa claro o potencial antimutagénico in vitro dos
extratos aquosos de C. sinensis, |. paraguariensis, A. linearis e extrato otimizado. Este
€ 0 primeiro relato da protecdo do DNA de um extrato otimizado composto por C.
sinensis, |. paraguariensis, A. linearis em relacéo a espécie reativa de oxigénio - ERO.
Os compostos fendlicos além da atividade antioxidante apresentam outras funcées

como prevencéao da oxidacéo celular (PERERA et al., 2018).
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Figura 23 - Inibicdo dos extratos C. sinensis, |. paraguariensis, A. linearis, extrato
otimizado liofilizados e padréo de catequina contra cisdo de DNA induzida por radical
peroxil, comparacao estatistica (A) e eletroforese (B)
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Nota: Brank = somente DNA; Cont = controle contendo DNA com radical peroxil; 1= C. sinensis; 2 = I.
paraguariensis; 3 = A. linearis; 4 = extrato otimizado CA = padréo de (+) — catequina

3.3.11 Correlacédo pela analise por componentes principais

A analise por componentes principais foi representada graficamente (PC1 X
PC2) e os resultados estdo apresentados na Figura 24. Nota-se uma nitida separa¢ao
dos extratos de |. paraguariensis e A. linearis, ao passo que o extrato de C. sinensis
apresenta-se agrupado ao extrato otimizado. E valido ressaltar que o extrato
otimizado é composto majoritariamente por C. sinensis (82,9%) o que justifica as
semelhancas apresentadas na projecdo multivariada.

Avaliando a Figura 24, é possivel observar que os extratos C. sinensis e 0
extrato otimizado apresentam a maior atividade antioxidante (DPPH, FRAP, e FCRC),
maiores teores de hesperidina, quercetina-3-rutinosideo, (-)-epigalocatequina-3-
galato e isoquercitrina, maior inibicdo da a-amilase e maior inibicdo da proliferacéo

das celulas HCT8. O extrato de A. linearis apresentou os maiores teores de acido
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ferulico, acido salicilico, (+)-catequina e siringaldeido, maior inibicdo da a-
glucosidase e efeito protetor dos eritrocitos. Ja o extrato de |. paraguariensis
apresentou a maior concentragdo de acido clorogénico, maior inibicdo da
lipoperoxidacéo em cérebro de rato Wistar, maior atividade antihipertensiva e maior

inibicdo da proliferacdo das celulas A549.

Figura 24 - Andlise por componentes principais dos extratos aquosos
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Fonte: O autor

Analisando a Figura 24, ainda € possivel observar uma relagédo direta entre
conteudo de (+)-catequina, acido ferulico, acido salicilico e sirigaldeido com a
capacidade protetora dos eritrocitos de sangue humano e a capacidade inibitoria da
enzima a-glucosidase. O teor de hesperidina, isoquercitrina, quercetina-3-rutinosideo
e (-)-epigalocatequina-3-galato estdo diretamente associados as atividades
antioxidande de captura do radical DPPH, FRAP e FCRC. Em relag&o ao teor de &cido
clorogénico mostrou-se relacionado com inibicdo da lipoperoxidacdo em cérebro de

rato Wistar, maior atividade antihipertensiva.



116

3.4 CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos, conclui-se que o extrato otimizado composto por
82,9% C. sinensis + 10,9% |. paraguariensis + 6,2% A. linearis apresenta a
composicao fendlica mais variada em relacdo aos extratos isolados. Com a aplicacao
da estatistica multivariada foi possivel identificar os compostos mais associados com
as propriedades funcionais dos extratos avaliados. Desta forma, afirma-se que a
funcionalidade in vitro de cada extrato aquoso é dependente de usa composicao
quimica particular. De forma ampla, um extrato com o maior conteudo fendlico, nao
apresenta maiores resultados de protecdo eritrocitaria, inibicdo da lipoperoxidacdo
inibicdo contra a cisdo do DNA e atividade citotoxica. Ao passo que 0s extratos com
maior conteudo fendlico apresentam maior capacidade antioxidante em meios
quimicos (DPPH, FRAP e FCRC). Sugere-se que trabalhos futuros sejam
desenvolvidos com intuito de direcionar cada extrato aquoso para as atividades em
qgue ele melhor atua e, possivelmente, aplicar em alimentos no intuito de diminuir ou

eliminar antioxidantes sintéticos.
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CAPITULO 4 — EFEITO DA ADICAO DO EXTRATO MISTO LIOFILIZADO
COMPOSTO POR Camellia sinensis, llex paraguariensis, E
Aspalathus linearis NAS PROPRIEDADES NUTRICIONAIS,
SENSORIAIS E FUNCIONAIS DE GELADOS COMESTIVEIS
ADICIONADO DE PROTEINAS

RESUMO

Gelados comestiveis tipo picolé sdo consumidos em todo o mundo por suas
propriedades sensoriais. Entretanto, sua composi¢do nutricional é limitada aos
carboidratos, edulcorantes e saborizantes sintéticos. Neste trabalho, o objetivo foi
desenvolver gelados comestiveis fontes de proteinas vegetal e/ou animal, acrescidos
de um extrato misto liofilizado (EML) composto por cha branco, rooibos fermentado, e
mate tostado, sem adicdo de edulcorantes/saborizantes artificiais e avaliar as
propriedades nutricionais, sensoriais e funcionais in vitro. Um total de seis formulaces
foram elaboradas contendo proteina de arroz (vegana), proteina concentrada de soro
de leite bovino, ou uma mistura das duas proteinas, com ou sem adicdo do EML. Os
gelados comestiveis adicionados de EML apresentaram maior contetdo fendlico total
em relacdo aos controles (sem adicdo). O maior conteudo fendlico foi observado na
formulag@o composta por proteina animal e adicionada de EML com 134+10 mg &cido
galico equivalente/100 g (AGE/100 g). O gelado comestivel formulado com proteina
animal e EML apresentou a maior atividade antioxidante, apresentando valores
meédios de 27217 mg acido ascoérbico equivalente/100 g (AAE/100 g) e 167+7 mg
AAE/100 g para o poder de reducdo do ferro (FRAP) e captura do radical DPPH,
respectivamente. Em relacao a analise sensorial, os maiores indices de aceitacao, 91
e 88% foram observados nas formulacfes adicionadas de proteina animal sem e com
EML, respectivamente. Por outro lado, a formulagcdo vegana com adicdo EML
presentou menor indice de aceitacdo - 68%. Conclui-se que a adi¢cdo de EML e soro
de leite concentrado é uma opcéo viavel para incorporacdo de compostos fendlicos
em gelados comestiveis tipo picolé fontes de proteinas.

Palavras-Chave: Aplicacdo tecnologia; sobremesas lacteas; desenvolvimento de

alimento; picolé.
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4.1 INTRODUCAO

A Resolucdo RDC n° 266, 22 de setembro de 2005 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), define gelado comestivel como “os produtos
congelados obtidos a partir de uma emulsdo de gorduras e proteinas; ou de uma
mistura de agua e acucar. Podem ser adicionados de outros ingredientes desde que
nao descaracterizem o produto” (BRASIL, 2005). A produgao de gelados comestiveis
no Brasil tem apresentado estabilidade nos ultimos anos. De acordo com Associagéo
Brasileira da Industria de Sorvete — ABIS, atualmente, o Brasil conta com oito mil
empresas ligadas a producdo e comercializacdo de sorvete. Os mesmos autores
relatam que o setor gera cerca de 75 mil empregos diretos e 200 mil indiretos, tendo
um faturamento anual acima de R$ 13 bilhdes (ABIS, 2020).

Sobremesas congeladas, como os gelados comestiveis, sdo populares em
todo mundo. Isso decorre de caracteristicas como gosto doce, versatilidade em termos
de formulacdes e sensacéao refrescante. Os gelados comestiveis podem ser vendidos
de varias formas no mercado como o0s convencionais, light, livre de gorduras, baixo
teor de acucar entre outras formas (GRANATO et al., 2018b). Estudos recentes, como
o realizado por Oztirk et al. (2017), incentivam a adicdo de extratos vegetais em
gelado comestivel e outros produtos lacteos para agregar propriedades funcionais no
produto. Martins et al. (2018) ao avaliarem as propriedades quimicas, sensoriais e
funcionais de picolés a base de soro de leite com suco de melancia concentrado,
observaram que os picolés apresentaram atividade antioxidante, além de obter
aceitacdo sensorial semelhante ao picolé sem adicdo de suco concentrado. Os
mesmos autores ressaltam que € possivel fabricar picolés ricos em compostos ativos
combinando soro de leite e suco de melancia concentrado.

Uma diversidade de extratos de ervas ja foi estudada em relacdo a
propriedades funcionais, como fung¢des antioxidantes, anticancerigenas,
antiobesidade, antialérgicas e outras fungfes bioldgicas (KHAN; MUKHTAR, 2019).
Um trabalho recente de Santos et al. (2018) relata o uso de um extrato misto composto
por 82,9% de Camellia sinensis + llex paraguariensis + 10,9%, + 6,2% Aspalathus
linearis, com elevado teor de compostos fendlicos totais (1200 mg acido galico
equivalente/L) e atividade antioxidante. A bebida mista apresentou efeito

antibacteriano e atividade antiproliferativa frente a células cancerosas (Caco-2 e
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HepG2). Entretanto, observa-se que nao foram localizados registros da utilizacdo da
mistura dessas ervas em produtos lacteos, em especial em gelados comestiveis tipo
picolé.

Extratos naturais de ervas, flores comestiveis e outras fontes de compostos
bioativos, devem ser mais exploradas pela industria de alimentos, em especial, para
desenvolvimento de produtos com menor teor (ou auséncia) de aditivos quimicos
sintéticos (GRANATO et al., 2018). Desta forma, visando a demanda por produtos
mais naturais e a necessidade tecnoldgica de desenvolver alimentos nutricionalmente
balanceados. Desta forma, o0 objetivo deste estudo foi desenvolver gelados
comestiveis fontes de proteinas vegetal e/ou animal, acrescidos de um extrato misto
liofilizado (EML) composto por cha branco, rooibos fermentado, e mate tostado, sem
adicdo de edulcorantes/saborizantes artificiais, e avaliar suas propriedades

nutricionais, sensoriais e funcionais in vitro.

4.2 MATERIAIS E METODOS
4.2.1 Reativos quimicos

Reagente de Folin-Ciocalteau 2 N, radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila),
acido galico, TPTZ (2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina), cloreto de ferro (lll) hexahidratado,
e quercetina foram obtidos na Sigma-Aldrich (S0 Paulo, Brasil). Acido cloridrico,
acetato de sodio, ferricianeto de potassio, acido ascorbico, isobutanol, etanol absoluto,
alcool metilico e &cido acético (glacial) foram adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro,
Brasil). O hidréxido de sddio foi adquirido da Synth (Diadema, Brasil). As solucdes
aguosas foram preparadas utilizando agua ultrapura. Para formulacdo dos gelados
comestiveis foi utilizado agua mineral (Royal Fit, Ponta Grossa, Brasil), sacarose
organica (Native, sertdozinho Brasil), estabilizante em pd, super liga neutra e
emulsificante EMUSTAB (Duas Rodas, Jaragua do Sul, Brasil) cacau em p6 (Marfil,
Curitiba, Brasil), proteina do soro do leite concentrada (80%) e proteina de arroz

concentrada (73%) (Growth Supplements, Bombinhas, Brasil).



120

4.2.2 Material vegetal e obtencéo do extrato misto

Chéas branco (Camellia sinensis var. sinensis), rooibos fermentado
(Aspalathus linearis), e mate tostado (llex paraguariensis) organicos certificados,
foram adquiridos das empresas CLIPPERP (Alemanha), Matte Le&do (Brasil), e Simon
Lévelt (Paises Baixos), respectivamente. O material foi triturado e o tamanho de
particulas padronizado em 60 Tyler mesh.

O material vegetal foi extraido a 80 °C por 10 min, em constante agitacao.
ApoOs a obtencao dos extratos de cada erva, foi formulado um extrato misto composto
por ch& branco, rooibos fermentado e mate tostado nas proporc¢des estudadas por
Santos et al. (2018) 82,9% chéa branco + 10,9% ch& de mate + 6,2% ché& de rooibos.
Posteriormente o extrato misto aquoso foi desidratado a 1200 pHg em -50 °C por 120

h em liofilizador (Terroni LD, modelo LD1500, S&o Paulo, Brasil).

4.2 .3 Perfil fendlico e antioxidante do extrato otimizado liofilizado

O conteudo fendlico total foi determinado pelo método do azul da Prussia e 0s
resultados expressos em mg acido galico equivalente por 100 g de extrato liofilizado
(mg AGE/100 g). O conteudo de taninos condensados totais foi determinado pelo
método que emprega H2SO4 e vanilina e expresso em mg de catequina equivalente
por 100 g de extrato liofilizado (mg CE/100 g). O poder antioxidante de reducéo do
ferro, FRAP, e a acdo antioxidante frente ao radical DPPH foram realizados e
expressos em mg acido ascorbico equivalente por 100 g de extrato liofilizado. A
capacidade redutora total — CRT, foi avaliada pelo método modificado de Folin-
Ciocalteu, e expressa em mg de quercetina equivalente por 100 g de extrato liofilizado
(mg QE/100 g). A descricdo completa dos métodos analiticos foi previamente relatada
por Santos et al. (2018).

4.2.4 Preparo dos gelados comestiveis

Foram elaboradas seis formulacdes de gelados comestiveis tendo como
formulacéo base 100 mL de agua, 10 g/100 g de sacarose, 1 g/100 g de estabilizante,
1 g/100 g de emulsificante e 4 g/100 g de cacau em po. As seis formulacdes estao

expostas na Tabela 12.
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Tabela 12 - Formulacdes dos gelados comestiveis

~ Proteina animal  Proteina vegetal Extrato otimizado
Formulacdes

(9/100 g) (9/100 g) (9/100 g)
F1 5 0 0
F2 5 0 1
F3 0 5 0
F4 0 5 1
F5 2,5 2,5 0
F6 2,5 2,5 1

Fonte: O autor

Nota: Proteina animal = proteina do soro do leite; Proteina vegetal = proteina de arroz; Extrato
otimizado = 82,9% cha branco + 10,9% cha de mate + 6,2% ché& de rooibos.

O processo tecnoldgico aplicado consistiu na mistura de todos os
componentes em liquidificador com capacidade para 1,5 L e poténcia de 500 W
(Mondial, Power NL26) por 5 min. A incorporacdo do estabilizante, emulsificante e
cacau em po foi realizada lentamente para facilitar dissolugcdo. Posteriormente, as
formulagBes foram pasteurizadas a 65 °C/30 min. Apoés resfriamento a 10 °C a mistura
foi batida em Batedeira com capacidade de 4,3 L e poténcia de 300 W (KitchenAid,
Stand Mixer Bowl Kitchen Aid KEA30CEPNA) por 5 min. Em seguida a mistura foi
adicionada em moldes de policloreto de polivinila e submetidos a congelamento rapido
em ultrafreezer a —74 °C. Finalmente, os picolés foram removidos dos moldes,

embalados individualmente e armazenados até o momento das analises.

4.2.5 Composigéo proximal das formulagdes

Para caracterizar os picolés adicionados de extrato otimizado os teores de
proteinas, umidade e cinzas foram determinados de acordo com os métodos n°
920.87; 925.09; 923.03, respectivamente (AOAC, 2005). O teor de lipidios foi
determinado de acordo com o método 989.05 (AOAC, 1990). O pH, acidez titulavel
total e solidos soluveis totais foram determinados de cordo com os métodos n° 981.12,
942.15 e 932.12, respectivamente (AOAC, 1997). O teor de carboidratos + fibras das
formulacdes de gelado comestivel foi calculado pela diferenca entre 100 e a soma do

conteudo de proteinas, gorduras, umidade e cinzas. O valor calérico médio dos



122

gelados comestiveis foi calculado utilizando os fatores Atwater (proteinas e

carboidratos = 4 kcal/g e lipideos = 9 kcal/g), os resultados expressos em kcal/100 g.

4.2.6 Compostos fendlicos totais, taninos condensados totais e atividade antioxidante
in vitro dos gelados comestiveis

Para determinar o conteudo fendlico total e atividade antioxidante dos gelados
comestiveis, foi realizado uma extracdo sobre agitacdo constante em agitador de
tubos vortex por 10 min, de 4 g do gelado comestivel na presenca de 4 mL de alcool
metilico (1:1 m/v). Posteriormente, a mistura foi centrifugada a 700 x g por 20 min, e
a fase superior foi coletada e analisada imediatamente. Os compostos fendlicos totais,
teor de taninos condensados totais, assim como atividade FRAP, acdo antioxidante
frente ao radical DPPH e capacidade redutora total — CRT foram avaliados como
descrito no item 4.2.3, e os resultados foram expressos em mg do padrao utilizado

para cada analise equivalente por 100 g de gelado comestivel.

4.2.7 Analise sensorial

A analise sensorial foi realizada de acordo com os termos aprovados Comité
de Etica da UEPG, CAAE: 65493717.9.0000.0105, (Anexo A). Um total de 444
avaliadores ndo treinados, sendo 149 homens e 295 mulheres entre 18 e 50 anos,
foram utilizados ap6s a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido
(Anexo B). Os gelados comestiveis, 15 g, foram servidos em embalagem plastica
identificado com trés digitos aleatorios. A escala hedbnica estruturada de nove pontos
variando de 1 (desgostei extremamente) a 9 (gostei extremamente) foi usada para
avaliar a aceitabilidade em relacdo ao odor, sabor, cor e impresséo global. O indice
de aceitacdo para cada amostra foi calculado utilizando a média do atributo impresséo
global multiplicada por 100 e dividida pelo escore maximo, ou seja, 9. Os resultados
foram expressos em percentual de aceitacdo. O indice de aceitacao de cada uma das
6 formulacdes foi comparado pelo procedimento de Marascuillo, com base no teste z
com p<0,05.

Adicionalmente, os avaliadores opinaram sobre o valor a ser pago a mais (R$
0 a R$ 2.00) por uma unidade de 100 g de “picolé de chocolate com adi¢do de extrato
rico em compostos antioxidantes naturais” em comparagdo ao “gelado comestivel

comercial sem adicdo de extrato rico em compostos antioxidantes naturais” (R$ 2.00),
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respectivamente. Os avaliadores também foram questionados em relacao a intengao
de compra ao se deparar com o produto exposto a venda no mercado utilizando uma

escala binaria (sim/néo).

4.2.8 Analise estatistica

Os métodos analiticos foram realizados em triplicata e os dados foram
apresentados como média + desvio padrdo. Para comparar as variaveis de resposta,
diferencas entre os valores médios foram avaliadas pela analise de variancias
(ANOVA) unifatorial seguida do teste de Fisher para comparagédo das meédias. Para
comparacao de duas amostras (presenca ou auséncia de extrato) o teste t-Student
pareado foi aplicado. Valores de p<0,05 foram considerados para descartar a hipétese
nula. O software TIBCO Statistica v 13.3 (TIBCO Statistica Inc., USA) foi usado para

todas as analises estatisticas.

4.3 RESULTADOS
4.3.1 Caracterizagdo fendlica e antioxidantes do extrato misto liofilizado (EML)

O conteudo fendlico total médio determinado no EML foi de 30401 mg
AGE/100 g, o que representa cerca de 30% da massa do extrato liofilizado. Extratos
aquosos liofilizados de ervas apresentam um elevado conteddo de compostos
fendlicos, e assim séo considerados uma fonte rica dessa classe de metabolitos
secundarios (GREMSKI et al., 2019). O teor de taninos condensados determinado no
EML foi de 6844 mg AGE/100 g. Esse valor de taninos condensados determinado €
atribuido ao extrato de C. sinensis, 0 qual é a fonte majoritaria dessa classe de
compostos entre 0s extratos estudados. Um estudo recente de Zeng et al. (2020),
identificaram 11 catequinas diferentes em extrato de C. sinensis. A presenca das
catequinas justifica o teor de taninos condensados quantificados no extrato otimizado,
tendo em vista que as catequinas s&o mondmeros dos taninos condensados.

O EML foi avaliado em relagdo a capacidade antioxidante in vitro por trés
diferentes métodos. Em relagdo ao poder antioxidante de redugdo do ferro
quantificada no extrato liofilizado foi de 70375+2575 mg de AAE/100 g. No que diz
respeito a captura do radical DPPH, foi determinada atividade equivalente a

43189+630 mg de &cido ascérbico por 100 g de amostra liofilizada. A capacidade
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redutora total apresentou um valor médio de 43790£2238 mg de QE/100 g. A elevada
atividade antioxidante observada no extrato liofilizado esta diretamente relacionada
ao contetdo de compostos fendélicos. Recentemente, Morais et al. (2020) observaram
valores de correlacdo elevados e positivos (r=0,9) entre os compostos fendlicos e o

poder antioxidante de reducao do ferro.

4.3.2 Composicao proximal e propriedades fisico-quimicas dos gelados comestiveis

As propriedades fisico-quimicas e composicdo proximal dos gelados
comestiveis estdo apresentadas na Tabela 13. Observa-se que néo ocorreu diferenca
significativa no teor de lipideos e valor de pH nas diferentes formulacées (p>0,05),
com valores em torno de 1 g/100 g. Em relacdo ao teor de cinzas e proteinas ocorreu
uma diferenca significativa entre as formula¢des do gelado comestivel adicionados de
um tipo de proteina (animal ou vegetal) em relacdo a mistura das duas proteinas
(p<0,05). Os valores de cinzas variaram de 0,71+0,07 g/100 g (proteina animal) a
0,47+0,02 g/100 g (50% proteina de soro de leite e 50% proteina vegetal). Os teores
de proteina variaram de 7,54+0,02 g/100 g (proteina vegetal) a 6,11+0,13 g/100 g

(50% proteina animal e 50% proteina vegetal).

Tabela 13 - Composicdo proximal e propriedades fisico-quimicas dos gelados
comestiveis adicionados de proteina animal e/ou vegetal e extrato misto liofilizado

Parametros avaliados F2 F4 F6
Composicao proximal

Lipideos (g/100 g) 1,02+0,042 1,02+0,03* 1,00+0,052
Cinzas (g/100 g) 0,71+0,072  0,62+0,032  0,47+0,02°
Proteina (N x 6,38; g/100 g) 7,41+0,472  7,54+0,022  6,11+0,13"
Umidade (g/100 g) 82,51+0,142 76,95+0,32> 82,90+1,942
Carboidratos (g/100 g) 8,35+0,57° 13,87+0,28% 9,52+2,022°
Valor calérico médio (kcal/100 g) 72,22 94,82 71,52
Propriedade fisico-quimicas

pH 6,29+0,032  6,71+0,012 6,61+0,01%
Acidez titulavel (g/100 g) 0,63+0,032  0,18+0,01°¢ 0,28+0,01°
Total de solidos soluveis (°Brix) 24 14 18

Fonte: O autor

Nota: F2 = Formulagédo de gelado comestivel adicionado de 5 g/100 g de proteina animal (soro de leite)
e 1 g/100 g de extrato misto liofilizado. F4 = Formulagéo de gelado comestivel adicionado de 5
g/100 g de proteina vegetal (arroz) e g/100 g de extrato misto liofilizado. F6 = Formulagéo de
gelado comestivel adicionado de 2,5 g/100 g de proteina animal (soro de leite) e 2,5 g/100 g de
proteina vegetal (arroz) e 1 g/100 g de extrato misto liofilizado. Diferentes letras na mesma linha
representam diferenca estatistica entre as amostras (p<0,05).
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Diferenca significativa foi observada (p<0,05) na analise de umidade entre a
amostra adicionada de proteina vegetal com as outras duas formulacdes (p<0,05),
variando de 82,90+1,94 g/100 g (50% proteina animal e 50% proteina vegetal) a
76,95+0,32 (proteina vegetal). Em relacdo ao teor de carboidratos, diferenca
significativa (p<0,05) foi observada entre a formulacdo adicionada de proteina animal
e proteina vegetal (p<0,05), variando de 13,87%0,28 g/100 g (proteina vegetal) a
8,35+0,57 ¢g/100 g (proteina animal). Para os valores de acidez ocorreu diferenca
significativa entre todas as formulag¢des (p<0,05) com uma variagao de 0,63+0,03

g/100 g (proteina animal) a 0,18 g/100 g (proteina vegetal).

4.3.3 Composicao fendlica total e taninos condensados do gelado comestivel

A Figura 25A apresenta o contetdo de compostos fendlicos totais dos gelados
comestiveis com e sem adi¢do do extrato otimizado adicionado de proteina animal
e/ou vegetal. O maior conteido de compostos fendlicos (p<0,001) foi evidente nas
amostras acrescidas de 1 g/100 g do extrato misto liofilizado. Também se observa que
as proteinas animal e/ou vegetal ndo apresentaram interferéncia negativa na
solubilidade e incorporacéo dos compostos fenélicos adicionados por meio do extrato
otimizado. Extratos aquosos de ervas sdo reconhecidas fontes de compostos
fenolicos. A incorporacdo desse tipo de extrato, em alimentos, tornou-se uma
alternativa para levar até o consumidor compostos bioativos com atividade
antioxidante entre outras funcionalidades (GRANATO et al., 2018b).
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Figura 25 - Contetudo fendlico total e taninos condensados totais dos gelados
comestiveis
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entre as colunas da mesma proteina indica diferenca significativa entre as formulacdes com e
sem extrato pelo teste t de Student pareado (p<0,05); Letras mailsculas diferentes entre as
colunas indica diferenca significativa pelo ANOVA seguida do teste de Fisher LSD (p<0,05).

A Figura 25B apresenta o teor de taninos condensados totais e observa-se

um comportamento semelhante ao obtido no conteudo fendlico total. Os gelados com

a adicdo do extrato otimizado apresentaram valores entre 50 a 55 mg CE/100 g. Os

gelados comestiveis sem a adicdo do extrato ndo apresentaram conteudo de taninos

guantificavel pela metodologia aplicada. Ressaltasse que o0 extrato otimizado
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apresenta em sua composicdo 82,9% de extrato de C. sinensis. Esse extrato
apresenta majoritariamente em sua composicdo (+)-catequina, (-)-epicatequina,
qguercetina, quercetina-3-rutinoside, (-)-epigalocatequina e (-)-epicatequina-2-O-
galato. Esses compostos pertencem a classe dos flavan-3-6is (catequinas), que séo
mondmeros dos taninos condensados isso justifica o teor apresentado no extrato
otimizado (SANTOS et al., 2018).

4.3.4 Atividade antioxidante in vitro dos gelados comestiveis

A Figura 26 mostra os resultados da atividade antioxidante das formulacfes
dos gelados comestiveis. Observa-se que ocorreu uma diferenca significativa entre as
diferentes formula¢des do gelado comestivel com ou sem adicao de extrato otimizado
de ervas (p<0,001) em relacédo ao ensaio de FRAP e da capacidade de captura do
radical DPPH. E em relacdo a capacidade redutora total os gelados comestiveis sem
a adicdo do extrato ndo apresentaram atividade redutora quantificavel por meio da
metodologia aplicada.

A Figura 26A mostra que os gelados comestiveis adicionados de 1 g/100 g de
extrato liofilizados apresentaram atividade redutora do ferro superior a 245 mg de
acido ascoérbico por g de gelado comestivel. Ao passo que os gelados sem a adicéo
do extrato apresentaram um valor de 28 mg AAE/100 g. Essa disparidade entre os
gelados comestiveis com e sem adi¢cdo do extrato liofilizado também foi observada no
método de captura do radical DPPH (Figura 26B), o qual apresentou valores
superiores a 145 mg de AAE/100 g para os gelados comestiveis com adicdo de extrato
e valores inferiores a 15 mg AAE/100 g nos gelados comestiveis sem adi¢cao de extrato
otimizado. A capacidade redutora total (Figura 26C) foi quantificada apenas nas
amostras com adicdo de extrato misto liofilizado, variando de 93 mg de CE/100 g
guantificadas no gelado comestivel adicionado de proteina animal a 80 mg de CE/100

g no gelado adicionado de proteina animal e vegetal.
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Figura 26 - Atividade antioxidante in vitro dos gelados comestiveis
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Nota: A = poder antioxidante de reducéo do ferro; B = Capacidade de captura do radical DPPH; C =
Capacidade redutora total; Letras mindsculas diferentes entre as colunas da mesma proteina
indica diferenca significativa entre as formula¢cdes com e sem extrato pelo teste t de Student
pareado (p<0,05); Letras mailsculas diferentes entre as colunas indica diferenca significativa
pelo ANOVA seguida do teste de Fisher LSD (p<0,05).

Esses resultados mostram que a adi¢cao do extrato influenciou positivamente

para 0 aumento da atividade antioxidante dos gelados comestiveis. Desta forma

mostra-se mais uma alternativa para a incorporacdo de extratos naturais ricos em

compostos antioxidantes num produto amplamente consumido por todas as faixas

etarias de idade. Isso vai de encontro com a tendéncia mundial dos consumidores que
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procuram alimentos que apresentam mais compostos naturais funcionais e menos
aditivos sintéticos (GRANATO et al., 2018b).

4.3.5 Anélise sensorial

Os dados para os atributos sensoriais odor, sabor, consisténcia e cor dos
gelados comestiveis sdo apresentados na Tabela 14. Observa-se que ocorreu uma
diferenca significativa em todos os parametros avaliados. As formulagdes F1 e F2, as
quais foram adicionadas com proteina de origem animal, foram melhor avaliadas pelos
provadores em todos os parametros sensorias investigados. A superioridade das
formulacbes de gelado comestivel adicionado de proteina animal foi notavel
independente da presenga ou auséncia do extrato liofilizado na formulacdo. As
formulagbes que apresentaram menores notas em relagdo a todos os atributos
avaliados (Tabela 14), foram F3 e F4, as quais foram acrescidas de proteina vegetal.
Apenas no atributo sabor foi observado diferenca (p<0,05) entre as F3 e F4 mostrando
que a presenca do extrato liofilizado na formulagédo influenciou negativamente no

parametro sabor entre as formula¢des adicionadas com proteina vegetal.

Tabela 14 — Valores médios e desvio padrao dos atributos sensoriais odor, sabor,
consisténcia e cor atribuidos aos gelados comestiveis.

Formulagdes ODOR SABOR CONSISTENCIA COR

F1 7,1+1,5% 8,0+1,32 7,9+1,32 8,2+1,02

F2 7,411,628 7,741,320 7,611,423 8,2+1,22

F3 6,8+1,8%° 6,6+1,9¢ 6,5+1,8¢ 6,9+1,7°

F4 6,4+1,9¢ 5,8+2,0d 6,3+2,2¢ 7,3+1,7°

F5 7,5+£1,62 7,4+1 5P 7,3+1,6° 8,2+1,32

F6 7,141,620 6,8+1,9¢ 6,7+1,9¢ 8,3+1,22
p-homoscedasticidade 0,333 0,011 <0,001 <0,001
p-ANOVA/Welch 0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Fonte: O autor

Nota: F1 = Formulacéo de gelado comestivel adicionado de 5 g/100 g de proteina animal (soro de leite)
sem adicao de extrato misto liofilizado; F2 = Formulacdo de gelado comestivel adicionado de 5
g/100 g de proteina animal (soro de leite) e 1 g/100 g de extrato misto liofilizado; F3 = Formulagéo
de gelado comestivel adicionado de 5 g/100 g de proteina vegetal (arroz) sem adi¢éo de extrato
misto liofilizado. F4 = Formulagao de gelado comestivel adicionado de 5 g/100 g de proteina
vegetal (arroz) e 1 g/100 g de extrato misto liofilizado; F5 = Formulacdo de gelado comestivel
adicionado de 2,5 g/100 g de proteina animal (soro de leite), 2,5 g/100 g de proteina vegetal
(arroz) e sem adicdo de extrato misto liofilizado. F6 = Formulacdo de gelado comestivel
adicionado de 2,5 g/100 g de proteina animal (soro de leite), 2,5 g/100 g de proteina vegetal
(arroz) e 1 g/100 g de extrato misto liofilizado. Diferentes letras na mesma coluna representam
diferenca estatistica entre as amostras pelo teste de Fisher LSD (p<0,05).
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A Figura 27 mostra a avaliacdo em relacéo a influéncia da adicdo de 1 g/100
g de extrato misto liofilizado nas formula¢des. Observa-se que em relacéo a impressao
global dos produtos a adicdo do extrato otimizado nao apresentou influéncia
significativa (p>0,05). Esses resultados mostram que o extrato otimizado nao

impactou negativamente na aceitabilidade dos gelados comestiveis.

Figura 27 — Comparagéo entre as formulagbes com e sem adi¢do de extrato otimizado
em relacdo a aceitacao global
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Fonte: O autor

Nota: A = comparacéo entre F1 e F2; B = comparacéo entre F3 e F4; C = comparac¢éao entre F5 e F6;
F1 = Formulag&o de gelado comestivel adicionado de 5 g/100 g de proteina animal (soro de leite)
sem adicao de extrato misto liofilizado; F2 = Formulacdo de gelado comestivel adicionado de 5
g/100 g de proteina animal (soro de leite) e 1 g/100 g de extrato misto liofilizado; F3 = Formulagéo
de gelado comestivel adicionado de 5 g/100 g de proteina vegetal (arroz) sem adi¢éo de extrato
misto liofilizado. F4 = Formulagao de gelado comestivel adicionado de 5 g/100 g de proteina
vegetal (arroz) e 1 g/100 g de extrato misto liofilizado; F5 = Formulacdo de gelado comestivel
adicionado de 2,5 g/100 g de proteina animal (soro de leite), 2,5 g/100 g de proteina vegetal
(arroz) e sem adicdo de extrato misto liofilizado. F6 = Formulacdo de gelado comestivel
adicionado de 2,5 g/100 g de proteina animal (soro de leite), 2,5 g/100 g de proteina vegetal
(arroz) e 1 g/100 g de extrato misto liofilizado. Os valores de probabilidade sdo baseados no teste
t de Student pareado.
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A Figura 28 mostra o indice de aceitacdo das formulacdes de gelados
comestiveis. Observa-se que ndo houve diferenca significativa entre as formulacoes
F1 e F2 (p<0,05), essas formulacBes apresentaram os maiores indices de aceitacdo
correspondendo a 91 e 88%, respectivamente. Esse resultado reafirma mais uma vez
que a proteina adicionada é o fator determinante na aceitacdo do produto. E as
formulacbes com proteina vegetal F3 e F4 foram as que apresentaram 0s menores

indice de aceitacao, 73 e 69%, respectivamente.

Figura 28 — indice de aceitacdo dos gelados comestiveis enriquecidos com proteina
animal e/ou vegetal
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Fonte: O autor

Nota: F1 = Formulacéo de gelado comestivel adicionado de 5 g/100 g de proteina animal (soro de leite)
sem adicao de extrato misto liofilizado; F2 = Formulacdo de gelado comestivel adicionado de 5
g/100 g de proteina animal (soro de leite) e 1 g/100 g de extrato misto liofilizado; F3 = Formulagéo
de gelado comestivel adicionado de 5 g/100 g de proteina vegetal (arroz) sem adi¢éo de extrato
misto liofilizado. F4 = Formulacao de gelado comestivel adicionado de 5 g/100 g de proteina
vegetal (arroz) e 1 g/100 g de extrato misto liofilizado; F5 = Formulacdo de gelado comestivel
adicionado de 2,5 g/100 g de proteina animal (soro de leite), 2,5 g/100 g de proteina vegetal
(arroz) e sem adicdo de extrato misto liofilizado. F6 = Formulacdo de gelado comestivel
adicionado de 2,5 g/100 g de proteina animal (soro de leite), 2,5 g/100 g de proteina vegetal
(arroz) e 1 g/100 g de extrato misto liofilizado. Os valores de probabilidade sdo baseados no teste
Z (p<0,05).

Quando os provadores foram questionados em relacéo a intengcéo de compra
dos produtos, 77% responderam que comprariam o produto ao se deparar com ele
disponivel no mercado. Os avaliadores também opinaram sobre o valor pago a mais
(R$ 0 a R$ 2.00) por uma unidade de 75 g de “picolé de chocolate com adicédo de

extrato rico em compostos antioxidantes naturais” em comparagédo ao “gelado



132

comestivel comercial sem adi¢ao de extrato rico em compostos antioxidantes naturais”
(R$ 2.00), respectivamente. O resultado obtido foi que 90% dos provadores pagariam
no minimo 50 centavos a mais no produto rico em compostos antioxidantes naturais.
Esse resultado ressalta a exigéncia dos consumidores atuais, que se mostram
preocupados ndo s6 com as questdes sensoriais, mas também com a presenca de
compostos naturais com possiveis funcionalidades relacionadas ao consumo do

produto.
4.4 CONCLUSOES

A partir dos resultados conclui-se que a adi¢ao 1 g/100 g do extrato otimizado
liofilizado nos gelados comestiveis proporcionou um aumento significativo de
compostos antioxidantes, independente da proteina adicionada. O produto formulado
com proteina animal e adicionado do extrato otimizado, apresentou aceitacédo de 88%
por parte dos provedores, indicando potencial mercadologico. Desta forma o gelado
comestivel mostrou potencial como uma alternativa de produto para aplicacdo de

extratos naturais ricos em compostos antioxidantes.
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UE /"

Universidade Estadual de Ponta Grossa

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagdo
COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS
Av.: Gen. Carlos Cavalcanti, 4748 CEP: 84030-900 Bloco M, Sala 100
Campus Uvaranas Ponta Grossa Fone: (42) 3220.3108 e-mail: seccoep@uegp.br

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé ,
esta sendo convidado a participar da pesquisa “DESENVOLVIMENTO DE PRODUTOS
ALIMENTICIOS COM INGREDIENTES BIOATIVOS: CARACTERIZACAO FITOQUIMICA,
FiISICO-QUIMICA E SENSORIAL” tendo como pesquisador responsavel Prof. Dr. Daniel
Granato e como pesquisadores participantes Graziela B. Escher e Janio S. Santos da

Universidade Estadual de Ponta Grossa. O objetivo da pesquisa € analisar a aceitabilidade
de novos produtos alimenticios com a incorporacao de extratos aquosos de ervas, sementes,
cascas, tubérculos e coprodutos da industria cervejeira fontes de minerais, fibras e,
principalmente, compostos fendlicos.

A sua participagéo no estudo sera de analisar sensorialmente alimentos desenvolvidos
com adicao de produtos naturais. As amostras serdo apresentadas em ordem aleatoria e uma
por vez, utilizando copos plasticos codificados com trés digitos. Junto vocé receberd uma
ficha contendo uma escala de 9 pontos (9 - gostei, extremamente 5 - indiferente,1 - desgostei
extremamente) para avaliar as caracteristicas sensoriais com a atribuicdo de notas para
aparéncia, cor, odor, sabor e textura. Na sequéncia sera analisada a intencdo de compras
utilizando escala estruturada de 5 pontos (5 - certamente compraria e 1 - certamente nao
compraria). Ao final da sesséo a ficha preenchida sera retornada aos pesquisadores e 0s
dados serdo tabulados e interpretados.

Os riscos a saude sédo considerados minimos, uma vez que antecipadamente vocé
respondera a um questionario no qual tem por objetivo detectar alergias alimentares ou
intoleréncia a algum dos constituintes dos produtos alimenticios desenvolvidos. Caso haja
algum acidente, vocé sera levado imediatamente & uma unidade do Sistema Unico de Sautde
para atendimento médico especializado. A sua identidade sera preservada, pois os resultados
serdo expressos como média das respostas, sendo que os dados pessoais ndo seréo
mencionados em nenhum momento, pois 0 questionario sera anénimo. Essa pesquisa faz
parte de projetos de alunos do doutorado, mestrado e graduagc&do com objetivo da publicagéo

dos resultados no meio cientifico. Portanto, vocé estara contribuindo no desenvolvimento de
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novos produtos alimenticios com elevado valor nutricional e potencial funcional, com a
substituicdo de corantes artificiais, aromatizantes por extratos aquosos de produtos naturais.

Apbs as analises vocé sera informado dos resultados desta pesquisa da qual participa.
Sua participacao é voluntéria, portanto, ndo recebera recompensa ou gratificacdo nem pagara
para participar. Sera garantido o livre acesso a todas as informacoes e retirada de duvidas
sobre 0 estudo, enfim, tudo o que vocé queira saber antes, durante e depois da participacao
na pesquisa. Vocé podera deixar de participar do estudo a qualguer momento, sem apresentar
justificativas e, também, sem prejuizo ou perda de qualquer beneficio que possa ter adquirido,
tendo também todas as duvidas esclarecidas sobre a sua participacdo neste trabalho. Em
caso de duvidas, vocé podera entrar em contato com qualquer um dos membros da pesquisa

ou com a Comisséo de Etica em Pesquisa da UEPG:

Nome do pesquisador responsavel: Prof. Dr. Daniel Granato.
Endereco: Av. Carlos Cavalcanti, 4748 - Campus Universitario de Uvaranas, Ponta Grossa/PR
Telefone: (42)99807-4728

e-mail: granatod@gmail.com

Nome dos pesquisadores participantes:

- Graziela Bragueto Escher. - Janio Sousa Santos
Telefone: (41) 99960-8588. Telefone: (42) 99803-6851
e-mail: grazibragueto@hotmail.com e-mail: janio.redex@hotmail.com

Endereco: Av. Carlos Cavalcanti, 4748 - Campus Universitario de Uvaranas, Ponta
Grossa/PR.

Comité de Etica em Pesquisa
UEPG campus Uvaranas, Bloco M, sala 100 Telefone: (42) 3220-3108.

Ponta Grossa, de de 20__.

Assinatura do convidado para a pesquisa

Assinatura pesquisador responsavel Assinatura pesquisador participante
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ANEXO C - CARTA DE APROVACAO

UEFG

RIS DATT £ ' PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMISSAO DE ETICA DO USO DE ANIMAL

CARTA DE APROVAGCAO

Processo CEUA - D47/2017
Protecsolo UEPG ~ 181842017
Titudo - “Solicita 5 animais de descarta”
Interessado: Omne! Ganam (granMoiifgral com)
Data de Entrada -~ 261102017
Resultado: Aprovsco
Data/Prazo - 17/142017 a 171172019
Considaragoes
Professar Danigl Granate (DEA):
Em relagdo a utlizagho de anmas no protocolo de pesquisa sob sua responsabildade, &
CEUA calberou pels sprovagdo 0a sulonzads & ullizagdo de 5 ratos Wislar scglnicos de
descarie.
Ponta Grassa, 17 de novembro da 2017
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