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RESUMO GERAL

Os chas destacam-se como a segunda bebida mais consumida no
mundo e sdo fontes significativas de compostos fendlicos os quais apresentam
marcante atividade antioxidante. Os antioxidantes sdo compostos que atuam
inibindo e/ou diminuindo os efeitos desencadeados pelos radicais livres e
compostos oxidantes. Neste trabalho foi avaliada a qualidade de infusdes de chéa
verde (Camellia sinensis), preparadas a partir de amostras adquiridas em
farmécias e supermercados na cidade de Salvador-BA, no periodo de 2010 a
2011, quanto ao teor de compostos fendlicos totais, flavondides e atividade
antioxidante. Os compostos fendlicos totais foram determinados pelo método de
Folin—Ciocalteu e a atividade antioxidante, através dos métodos do sequestro do
radical 2,2'-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e pelo sistema modelo B-caroteno/acido
linoléico, com o emprego do hidroxitolueno butilado (BHT) e catequina como
padrbes de referencia. Também foram realizadas determinagBes de: umidade,
atividade de agua, cinzas totais, cinzas insolUveis avaliagdo microscopica de
sujidades e confirmacdo da identidade. Os resultados obtidos indicam que as
amostras em sachés apresentaram qualidade superior aquelas apresentadas a
granel quanto a atividade antioxidante. Também ficou comprovado no estudo que
as amostras obtidas por infusdo aquosa com agitagdo mecéanica apresentaram
maiores teores de polifendis e flavondides em relagdo aquelas que ndo foram
submetidas a agitacdo. Em relacdo a presenca de sujidades, 28% das marcas de
chas verde avaliadas encontravam-se acima do limite maximo estabelecido para
cinzas insolliveis em Aacido, indicativo de contaminacdo por silica. Além da
presenca de areia, em quatro marcas de chas, foram revelados, através da
microscopia a presencga de outros materiais estranhos. Os resultados obtidos no
geral indicam a importancia do controle de qualidade e das boas praticas na
producdo destes produtos. O estudo também revelou que a atividade de agua
pode ser considerada um importante indicador na medida de qualidade de chas e
assim contribuir para a melhoria da qualidade desses produtos disponiveis para o
consumidor.

Palavras chave: antioxidantes, compostos fendlicos, flavondides, qualidade.



GENERAL ABSTRACT

The teas are distinguished as the second more consumed drink in the
world and are significant phenolic compound sources which present outstanding
antioxidant activity. The antioxidant substances are compounds that act inhibiting
and/or diminishing the effect unchained for the free radicals and oxidant
compounds. In this work they had been evaluated the quality of infusions of green
tea (Camellia sinensis), prepared from samples acquired in pharmacies and
supermarkets (Salvador city —-BA), how much to the text of phenolic composites,
flavonoids and antioxidant activity. The phenolic composites had been determined
by the method of Folin-Ciocalteu and the antioxidant activity, through the methods
of the kidnapping of the radical 2,2' - difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) and for the
system model 3-carotene/linoleic acid, with the job of the hidroxtolueno butylated
(BHT) and catechin as standards. Also determination had been carried through of:
humidity, activity of water, leached ashes, insoluble leached ashes in acid,
microscopical evaluation of dirtiness and confirmation of the identity. The gotten
results indicate that the samples in sachets had presented superior quality in bulk
those presented how much to the antioxidant activity. Also he was proven in the
study that the samples gotten for watery infusion with agitation mechanics had
presented greaters texts of phenolics compounds and flavonoids in relation those
that had not been submitted to the agitation. In relation to the dirtiness presence,
28% of the marks of teas green evaluated met above of the established maximum
limit for insoluble leached ashes in acid, indicative of contamination for sand.
Beyond the sand presence, in four marks of teas they had been disclosed, through
microscopy the presence of other strange materials (fungos, spiderweb, etc).
These results emphasizes the importance of the quality control and good the
practical ones in the production of these products to contribute for the
improvement of the quality of the available teas green for the consumer.

Key words: antioxidants, phenolics compounds, flavonoids, quality.



INTRODUCAO GERAL

O cha verde produzido a partir da planta Camellia sinensis pertencente
a familia Theaceae, encontra-se entre as bebidas mais consumidas no mundo,
isto se da devido a marcante atividade antioxidante, e sua utilizacdo,
principalmente, como adjuvante para retardar o envelhecimento precoce e nas
dietas direcionadas a perda de peso (MATSUBARA e RODRIGUEZ-AMAYA,
2006b; HALLIWEL, 2008).

Os antioxidantes presentes no cha verde e em outros produtos séo
compostos que atuam inibindo e/ou diminuindo os efeitos desencadeados pelos
radicais livres e compostos oxidantes (DROGE et al. 2002).

Infusbes de ervas que contém teores relevantes de compostos
fendlicos normalmente apresentam significativa atividade antioxidante e potencial
de utilizagdo tanto na conservacdo da qualidade de alimentos, como na
preservacdo da saude humana, quando presentes regularmente na dieta. O que
d& importancia e justifica o fato de que, varios estudos in vitro vém apresentando
0 objetivo de avaliar o teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante em
diferentes tipos de chas (FARHOOSH, et al.,2007; KARORI, et al., 2007; KOMES,
et al., 2010; ZHU, et al., 2011).

Além das propriedades antioxidantes, a quantidade de polifenois
presente no cha verde esta diretamente associada a cor, ao sabor e ao aroma e
por isso sao os principais compostos que definem sua qualidade (SOARES et. al.,
2002; MATSUBARA e RODRIGUEZ-AMAYA, 2006a; SCOTTI et al., 2007; LIMA
et al.,2009).

A composi¢do quimica dos chas pode variar quanto a espécie, idade
das folhas, estacéo, clima (umidade, temperatura, latitude) e condigdes de cultivo
(solo, agua, minerais, fertilizantes, entre outros). Mas também € influenciada pelas
condi¢cbes de armazenamento e o tipo de processamento aos quais estes chas
sao submetidos (SCOTTI et al., 2007; MELO et al. 2009; OLIVEIRA et al. 2009).

Dentre outros pardmetros importantes para a qualidade do ch& verde,
estdo a determinacdo do percentual de umidade, cinzas totais, cinzas insoluveis

em acido cloridrico, pesquisa de impurezas e confirmag¢do da identidade do



material vegetal através de avaliagdo microscopica de acordo com os marcadores
anatdmicos caracteristicos da C.sinensis (MELO, et al. 2004; NASCIMENTO et al.
2005; PAULA et al. 2008).

Procedimentos inadequados de manipulagdo e incorreto
acondicionamento do material vegetal destinado ao preparo dos chas podem
possibilitar o aumento da umidade, que, associado a presenca de fungos e
bactérias, pode representar riscos pela produgdo de substancias toxicas, as quais
podem levar a destruicdo e/ou alteracdo dos principios ativos; assim, o material
vegetal torna-se improprio para o consumo e pode acarretar prejuizos ao
consumidor, desde a auséncia dos efeitos benéficos pretendidos até possiveis
efeitos colaterais (AMARAL et al., 2003).

Nesse contexto o objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade dos
chas verde (C.sinensis) de diferentes marcas comercializadas na cidade de
Salvador-BA no periodo de 2010-2011, através da analise de alguns parametros
de qualidade microscopicos e fisico-quimicos, com destaque para a medida de

atividade de agua, substancias bioativas e atividade antioxidante.
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CAPITULO 1: REVISAO DA LITERATURA

O cha é uma das bebidas mais consumidas no mundo e considerado
um alimento funcional amplamente utilizado (MUKHTAR e AHMAD, 2000;
MATSUBARA e RODRIGUEZ-AMAYA, 2006a).

Anteriormente, seu consumo concentrava-se em paises da Asia e
Europa, panorama que vem mudando ao longo dos ultimos anos (MATSUBARA e
RODRIGUEZ-AMAYA, 2006a), pois os chas tém atraido muita ateng&o devido as
propriedades antioxidantes (ASOLINI et al., 2006).

Desde a década de 60, a utlizagdo de plantas medicinais foi
impulsionada pela tendéncia de preferéncia por alimentos naturais, aliados a
comprovacdo cientifica da capacidade antioxidante e de outras propriedades
benéficas divulgadas pela midia (ASOLINI et al., 2006; GOMES et. al., 2007).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os chas
sdo definidos como “produtos constituidos de partes vegetais, inteiras,
fragmentadas ou moidas, obtidas por processos tecnolégicos adequados a cada
espécie, utilizados exclusivamente na preparacdo de bebidas alimenticias por
infusdo ou decoccdo em &gua potavel, ndo podendo ter finalidades
farmacoterapéuticas” (BRASIL, 2005b).

Apesar de ndo constar na definicdo, a restricho do uso dos chés
somente para fins alimentares consta na Resolugdo. Além de restringir as
espécies vegetais das quais o produto poderia ser obtido.

A Resolugéo de Diretoria Colegiada — RDC n° 267, de 22 de setembro
de 2005, aprovou o “Regulamento Técnico de Espécies Vegetais para o Preparo
de “chés”, onde se encontram relacionadas 47 Espécies Vegetais para o Preparo
de Chés, além disso, na resolucao € reforcada a exclusdo das espécies vegetais
com finalidade medicamentosa e/ou terapéutica (BRASIL, 2005a).

Percebe-se, por esta definicho, que outras espécies, além da
C.sinensis, sdo consideradas como cha no Brasil.

Em complementacdo as espécies vegetais aprovadas pela Resolucdo
RDC n° 267, de 22 de setembro de 2005, foi aprovada a Resolu¢gdo RDC n° 219,

de 22 de dezembro de 2006 da ANVISA, na qual foi realizada a incluséo do uso
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das espécies vegetais e parte(s) de espécies vegetais para o preparo de chas
relacionados na RDC n° 267/2005 (BRASIL, 2005c).

1.1 ASPECTOS HISTORICOS DO CHA VERDE

Proveniente da China, através da British East India Trading Company,
o ch& penetrou na Inglaterra na primeira metade do século XVII, tendo sido essa
introducdo favorecida principalmente pelo fascinio que os produtos orientais
exerciam sobre 0s europeus.

Inicialmente, devido a escassez, o pre¢co do cha era elevado de tal
forma que o consumo ficou restrito aos segmentos economicamente mais
favorecidos, com isso este produto transformou-se em simbolo de status.
Privilégio das classes dominantes, o cha era guardado a chaves para evitar furtos,
as folhas e o acucar eram controlados e trancados em pequenas caixas, também
importadas da China (OWENS, 1995).

Curiosamente, criados das casas de chas de alto tratamento, com o
desejo de experimentar, faziam uma nova infusdo com as folhas usadas e em
seguida revendiam as folhas para serem aproveitadas no preparo de uma terceira
infusdo (LIMA, 1997).

Apesar do costume cultural de se tomar o “cha das cinco”, considerado
elegante pela nobreza, ter se iniciado na Inglaterra, por volta de 1800, com a
duquesa de Bedford, o consumo de ch& nesse pais ndo teve origem nessa época,
mas sim, com a portuguesa Catarina de Braganca, no século XVII, filha do rei
Jodo IV, ela era uma grande apreciadora dessa bebida em Portugal, e levou o
hébito de consumir cha para a corte inglesa. (MACFARLANE e MACFARLANE,
2005).

Os trabalhadores das novas fabricas do século XVIII elegeram o cha
como a bebida mais adequada para os seus dias de trabalho, mas a verdadeira
responsavel pela popularizacdo do cha entre os trabalhadores foi a Companhia
Britanica das Indias Orientais, no momento em que estabeleceu postos
comerciais na China, no inicio do século XVIIl, e comegou a fazer importagdes
diretas de mercadorias, o volume de cha comercializado aumentou e,

13



consequentemente, houve uma diminui¢do nos precos do produto. O cha, entdo,
popularizou-se por todas as camadas sociais (MACFARLANE e MACFARLANE,
2005).

O papel do cha em nosso pais é pouco abordado na literatura, apesar
de acontecimentos histéricos importantes estarem relacionados a essa bebida
(PAGANINI-COSTA & DA-SILVA, 2011).

Introduzido no Rio de Janeiro no inicio do século XIX, com a vinda da
corte portuguesa, a essa época o cha verde ja era tdo popular que D.Jodo VI fez
iniciar o plantio da C.sinensis para assegurar o seu abastecimento a corte.
Porém, mais tarde, com o lucro proporcionado pela cultura do café, o plantio do
cha foi desestimulado pelo proprio D. Jo&do VI (LIMA, 1997).

O cha das cinco s6 conseguiu penetrar no Brasil com o fim do modo de
produgéo escravista (LIMA, 1997).

No Brasil as infusbes caseiras, ou “chd de ervas”, tornaram-se
populares em todo o pais através de uma grande parcela da popula¢do, por meio
da cultura popular e das muitas ervas com propriedades medicinais (VULCANO et
al., 2003).

A cultura do cha da planta C. sinensis, introduzida no Rio de Janeiro
por D. Jodo VI, espalhou-se para Minas Gerais, Sdo Paulo e Parana. Atualmente,
a principal regido produtora do cha no Brasil € o Vale do Ribeira, em S&o Paulo
(SP), principalmente os municipios de Registro, Pariquera- Agu e Cajati, sendo a
colonizagdo japonesa a grande responsavel pela evolucdo e expansdo dessa
cultura na regidao (TSUKAMOTO et al., 1994).

1.2 CHA VERDE

Popularmente conhecido por cha-da-india, o ch&a verde consiste em
uma bebida de sabor agradavel, preparada a partir da infusdo de folhas secas de
C. sinensis, planta pertencente a familia Theaceae (Linnaeus) (TANAKA e
KOUNO, 2003; SOARES et. al.,, 2002; MATSUBARA e RODRIGUEZ-AMAYA-,
2006a).
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O cha verde é uma cultura perene, com vida util produtiva por mais de
50 anos, desde que tenha tratos culturais adequados (TSUKAMOTO et al., 1994).
Atualmente existem cinco diferentes tipos de chas provenientes da
planta C. sinensis: o branco, o preto, o verde, o amarelo e o vermelho
(MANFREDINI et al., 2004; WU et al., 2007). Um esquema mostrando 0 processo

de obtencao destes chas é apresentado na Figura 1.

Folhas frescas
de Camellia

sinensis

| Sglecdo de folhas
| Levacao das folhas |
Folhas Folhas Fe=sagem Folhas
deizadas em deizadas em da= folhas armazenadas
prateleirmas prateleiras Jr em barris
por 1 dia para por ldia para
secar secar Cozimento
= wapor
- r b
Folhaz Folhas Folhas
enrroladas enrrocladas enrrocladas
pararomper para romper para romper
a estrutura a estrutura aestrutura
celular celular celular
1 i !
Fermentacio Fermentacdo Fermentacio
por & horas por Ehoras lenta
Il Il : 1
Secagem das Secagem das Secagem das Secagem das Secagem
folhas folhas folhas folhas das folhas
| Ch3 Preto | | Cha Colong | | Chaverde | Cha Branco | Cha

Wermelho

Figura 1. Etapas do processamento dos diferentes tipos de cha produzidos a
partir da planta C.sinensis.

A idade das folhas determina diferentes tipos de cha verde disponiveis
no comércio. Enquanto o “Ban-chd” € um ch& verde constituido de folhas mais
velhas e rasteiras das plantas de C.sinensis, o cha verde propriamente dito € feito
de folhas mais novas e tenras e o cha branco é constituido de botbes prateados
(esbranquicado) e pelas jovens (MATSUBARA e
RODRIGUEZ-AMAYA, 2006; RUSAK et al., 2008).

O processo de manufatura do cha verde envolve o aquecimento de

folhas apicais mais

folhas colhidas frescas, a fim de promover a inativacdo de enzimas cataliticas,
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particularmente a desnaturagéo da enzima polifenol oxidase. Este processamento
deve ser realizado imediatamente apds a colheita, desta forma, previne-se a
oxidacdo dos bioativos do cha, obtendo-se um produto seco e estavel, e de
melhor qualidade (WANG et al 2000; MATSUBARA e RODRIGUEZ-AMAYA,
2006b). A fermentacédo parcial ou total das folhas de C.sinensis resulta em dois
outros tipos de cha, o oolong e o cha preto, respectivamente (SOARES et. al.,
2002; TANAKA e KOUNO, 2003; MATSUBARA e RODRIGUEZ-AMAYA, 20064,
PANZA et al., 2007).

A diferenca entre o cha verde e o cha preto se dé através da inativacéo
das enzimas foliares. Na fabricacdo do ch& verde e do cha branco, as enzimas
sdo inativadas imediatamente apds a colheita das folhas. Portanto, a composicao
de polifendis no cha verde tende ser semelhante a das folhas frescas. J& na
producdo do ché& preto, as catequinas sdo oxidadas enzimaticamente, gerando
uma mistura complexa de polifendis, constituida de teaflavinas, teasinensinas e
tearubiginas (TANAKA e KOUNO, 2003; RUSAK et al., 2008). Anteriormente
acreditava-se que o processo era fermentativo e, por esse motivo, ainda é
conhecido como “fermentagdo”, ao invés de oxidacdo (MATSUBARA e
RODRIGUEZ-AMAYA, 2006; LIMA et al., 2009).

O cultivo da planta C.sinensis se da preferencialmente por, meio de
estacas. A estaca para reproducdo deve possuir pelo menos uma folha
desenvolvida e sua respectiva gema auxiliar com trés a quatro centimetros, para
permitir a nutricdo no desenvolvimento inicial da planta (LIMA et al., 2011)

Esta planta apresenta marcante atividade antioxidante e seus principais
componentes bioativos sdo os flavondides e as catequinas 0s quais sdo potentes
antioxidantes, quelantes de metais e inibidores da lipoperoxidagdo (PERON et.
al., 2008).

De acordo com os resultados obtidos em estudo realizado por Chan et
al., 2010, as infusbes da planta C.sinensis apresentam maior capacidade
antioxidante quando comparadas aos outros treze chas de ervas analisados.

Ainda, em estudo realizado por Rusak et al. (2008) foi comprovado que
o cha verde apresenta maior teor de bioativos e capacidade antioxidante que o
cha branco o qual é conhecido por apresentar maior concentragdo de polifendis
quando comparado ao ché verde.
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Para obtencdo da infus@o do cha verde, séo utilizadas as folhas e os
brotos da planta (PERON et. al, 2008). A infusdo geralmente apresenta coloracao
caracteristicamente verde devido a inativacdo da polifenol oxidase por meio do
tratamento das folhas frescas por calor (HARBOW e BALENTINE ,1997).

e Caracteristicas morfolégicas da Camellia sinensis

A C.sinensis é uma planta de pequeno porte, do tipo arbustivo. A planta
apresenta folhas simples, alternas, inteiras, com margem serreada e textura
coriacea. As flores sdo pequenas, brancas, geralmente com quatro a cinco
pétalas e aparecem nas ailas das folhas em grupos de dois, trés ou quatro, ver
Figura 2. O fruto € uma capsula com dois ou trés centimetros de diametro
(LORENZI e MATOS, 2002).

Figura 2.Flores e folhas de C.sinensis. Fonte: William C.W.

Segundo Duarte e Menarim (2006), a caracterizagcdo da organizagao
estrutural de folha e caule de C.sinensis contribui para a morfodiagnose da
espécie. Caracteres anatbmicos, como estdmatos anomociticos exclusivamente
na face abaxial, tricomas tectores unicelulares em ambas as superficies, mesofilo
dorsiventral, feixes vasculares colaterais, drusas de oxalato de calcio e
esclereides, permitem a identificacdo da folha que constitui a matéria prima

vegetal. Tratando-se de insumo para a industria de bebidas, somam-se as
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caracteristicas foliares as caulinares, a saber, bainha esclerenquimatica, estrato
de células de paredes espessadas em U, arranjo vascular colateral e medula
heterogénea (PEREIRA et al., 2009).

o Efeitos biologicos do cha verde

Os beneficios a saude associados ao consumo de cha tém sido
atribuidos a altas concentragdes de antioxidantes (RUSAK et al., 2008). Estes
fatores aliados ao interesse crescente relativo aos beneficios do cha verde
(C.sinensis) conduziram & inclusdo do mesmo no grupo de bebidas com
propriedades funcionais (ANESINI et al., 2008; WANG et al., 2010).

InfusGes de ervas que contém altos teores de compostos fendlicos
normalmente apresentam significativa capacidade antioxidante e potencial de
utilizac&o tanto na conservagao da qualidade de alimentos, como na preservagao
da saude humana, quando presentes regularmente na dieta. O que da
importancia e justifica o fato de que, véarios estudos in vitro vém apresentando
delineamento experimental com objetivo de avaliar o teor de compostos fendlicos
e atividade antioxidante em diferentes tipos de chas (FARHOOSH et al.,2007;
KARORI et al., 2007; KOMES et al., 2010; ZHU et al., 2011).

Segundo Cabrera et al., (2003) apesar de terem sido realizados varios
estudos de coorte em diferentes paises, ainda ndo foi bem esclarecido qual a
melhor freqiéncia e dosagem adequada no uso do ch& verde, principalmente
devido a influéncia exercida pela variagédo do tipo de cha e sua forma de preparo
na concentragao final de seus compostos ativos.

Com o objetivo de alcancar beneficios a salde a American Dietetic
Association (1999) recomenda o consumo de 4-6 xicaras/dia do cha verde, para a
reducao do risco de cancer esofagico e gastrico.

Estudos in vitro encontram-se bem avangados, mostrando possiveis
mecanismos de agao contra o cancer, em todas as etapas do desenvolvimento da
doencga: iniciagcdo, promocdo e propagacdo. Varios destes trabalhos utilizaram
extratos de chas, mas atribuiram o efeito protetor as catequinas, as quais
apresentam atividade antioxidante e s&o sequestradoras de radicais livres
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(DROGE, 2002; MATSUBARA e RODRIGUEZ-AMAYA 2006a; SENGER et al.,
2010).

O crescente interesse pela bebida deve-se grandemente a estudos que
a mostram como fonte de flavondides e a relacéo inversa entre seu consumo e o
risco de doengas degenerativas como cancer (AZAM et al., 2004; PERON et. al.,
2008), doengas cardiovasculares (HIGDON e FREI, 2003). Além disso, estudos
em humanos sugerem que o ch& verde pode contribuir para promover outros
beneficios a saude, tais como efeito hipoglicemiante, controle do peso corporal
(por reduzir o apetite e aumentar o catabolismo de gorduras) (CHOO et al., 2003;
KOO e NOH, 2007), protecdo contra os raios ultravioleta e manutencdo da
densidade mineral 6ssea (PERON et. al., 2008; SENGER et al., 2010).

A fim de verificar se a principal catequina presente no cha verde, a
galato de epigalocatequina (EGCG) promoveria a inibicdo da adipogénese e
induziria apoptose em adipdcitos, Lin et al. (2005) incubaram pré-adipdcitos e
adipécitos maduros por diferentes tempos e concentragbes de EGCG. Os
resultados mostraram que a catequina inibiu a adipogénese e causou apoptose
em células adiposas maduras.

O mecanismo de agdo dos antioxidantes, presentes em extratos de
plantas, possui um papel importante na reducdo da oxidag&o lipidica em tecidos,
vegetal e animal, pois quando incorporado na alimentagdo humana n&o conserva
apenas a qualidade do alimento, mas também reduz o risco de desenvolvimento
de patologias, como aterosclerose e cancer, o que justifica o estudo dos polifendis
mesmo sendo um componente dietético ndo essencial (RAMARATHNAM et al.,
1995).

e Antioxidantes e Radicais livres

Para que possamos compreender as propriedades antioxidantes dos
chas é necessério o entendimento dos mecanismos e conceitos envolvidos nas
reagOes de oxidacao.

Nos dltimos anos, uma quantidade substancial de evidéncias tem
indicado o papel chave dos radicais livres e outros oxidantes como grandes
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responsaveis pelo envelhecimento e pelas doencas degenerativas associadas ao
envelhecimento, como céncer, doengas cardiovasculares, catarata, declinio do
sistema imune e disfungdes cerebrais. A producéo de radicais livres é controlada
nos seres Vvivos por diversos compostos antioxidantes, os quais podem ter origem
endbgena (por ex., superdxido dismutase), ou serem provenientes da dieta
alimentar e outras fontes. (ATOUI et al., 2005)

Os radicais livres ou espécies reativas do oxigénio (ERO) séo
substancias altamente reativas, por apresentarem um elétron desemparelhado na
ultima camada eletrbnica, e tendem a reagir rapidamente com substratos
oxidaveis (FERREIRA e MATSUBARA et al. 1997).

As ERO séo formadas por reac¢des de 6xido-reducao, apds cederem ou
receberem um elétron de outras moléculas instaveis e sdo consequéncias direta
do metabolismo do oxigénio e da exposicao da célula a xenobibticos (micotoxinas,
radiacdo ionizante, pesticidas, etc.), que provocam a redugdo incompleta do
oxigénio. (DROGE, 2002).

Além disso, os radicais livres oxigenados podem ser convertidos a
outras espécies reativas ndo radicais, como peroxido de hidrogénio, acido
hipocloridrico e peroxinitrito (FERREIRA e ABREU, 2007) Assim as ERO podem
ser espécies radicais e nédo radicais (FANG et al., 2003).

Jé os antioxidantes podem ser definidos como substancias capazes de
retardar ou inibir a oxidagdo de substratos oxidaveis, podendo ser enziméticos ou
ndo enzimaticos, tais como que a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno, &cido
ascorbico (vitamina C) e os compostos fendlicos (flavondides e outros fendis)
(ASOLINI et al., 2006; SOUSA et al.,2007). A manutencé@o do equilibrio entre a
producdo de radicais livres e as defesas antioxidantes é uma condi¢c&do essencial
para o funcionamento normal dos organismos vivos, por iSso, uma vez
produzidos, a maior parte dos radicais livres sdo removidos pelas defesas
antioxidantes da célula que incluem enzimas e moléculas ndo enziméticas
(FERREIRA e ABREU, 2007).

Quando ha limitacdo na disponibilidade de antioxidantes podem ocorrer
lesbes oxidativas de carater cumulativo. Os antioxidantes sdo capazes de
estabilizar ou desativar os radicais livres antes que ataquem os alvos bioldgicos
nas células (ATOUI et al., 2005).
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A eficiéncia antioxidante de compostos bioativos em alimentos de
origem vegetal depende de sua estrutura e da sua concentra¢do no alimento. Por
sua vez, a quantidade destas substancias em vegetais é amplamente influenciada
por fatores genéticos e condicbes ambientais, além do grau de maturacdo e
variedade da planta, entre outros aspectos (OLIVEIRA et al., 2009).

O consumo de antioxidantes naturais, como os compostos fendlicos,
presentes na maioria das plantas, inibem a formacéo de radicais livres, e tem sido
associado a uma menor incidéncia de doengas relacionadas com o estresse
oxidativo, onde ocorre um desequilibrio entre o balango pré-oxidante/antioxidante,
em favor da situagé@o pré-oxidante, na qual pode ocorrer oxidacao de lipidios da
membrana celular, de proteinas e DNA, inibindo a fungao normal da célula, o que
pode aumentar o risco para o desenvolvimento de varias doengas (DROGE, 2002;
ASOLINI et al., 2006; FERREIRA e ABREU, 2007).

No entanto, em estudo realizado por Azam et al. (2004) foi evidenciado
que a propriedade pro-oxidante apresentada pela epigalocatequina-3-galato
(EGCG), presente no cha verde, pode induzir a ativacdo do mecanismo de
apoptose o que pode ser um dos mecanismos moleculares importantes no que diz
respeito as propriedades anticancerigenas atribuidas ao ché verde.

Devido a suspeita de atividade como promotores de carcinogénese, o
uso dos antioxidantes sintéticos vem diminuindo. Este fator aliado ao
conhecimento sobre o papel de alimentos com propriedades antioxidantes na
prevencdo de certas doengas e as evidéncias epidemiologicas promovem o
interesse pela busca de antioxidantes seguros provenientes de fontes naturais e
tém conduzido ao desenvolvimento de um grande numero de métodos para
determinar a capacidade antioxidante em alimentos (DROGE, 2002; PEREZ-
JIMENEZ e SAURA-CALIXTO, 2005).

Devido a diversidade de métodos, ndo existe um procedimento
metodoldgico universal para avaliar a capacidade antioxidante, principalmente,
em decorréncia da grande diversidade quimica existente entre os compostos
antioxidantes (OLIVEIRA et al.,2009).

Varios ensaios tém sido desenvolvidos para avaliacdo da capacidade
antioxidante de amostras. Alguns deles determinam a habilidade dos
antioxidantes em sequestrar espécies reativas geradas no meio reacional. Outros
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avaliam a eficiéncia dos antioxidantes em inibir a peroxidacéo lipidica por meio
de: quantificagdo dos produtos da reacdo dienos conjugados e hidroperoxidos;
quantificacdo dos produtos da decomposicdo da peroxidagédo lipidica, ou medi¢éo
da inibicdo da oxidagc&o do lipidio do sistema pelo antioxidante a ser testado.
Estes ensaios diferem em relacdo ao mecanismo de reagdo, as espécies-alvo, as
condicdes reacionais e na forma como os resultados sé&o expressos (OLIVEIRA et
al.,2009).

Os variados métodos podem gerar resultados muito diferentes, este
fato impbe a necessidade de avaliar a capacidade antioxidante por diferentes
ensaios, com fundamentos e mecanismos de acdo diferentes (TARBAT et al.,
2009).

Varios estudos foram realizados para a avaliacdo da atividade
antioxidante, assim como para a quantificacdo dos compostos fendlicos, mas em
muitos deles nas metodologias empregaram extratos obtidos pelo uso de
solventes organicos. Ainda sdo poucos os relatos sobre os compostos fendlicos e
atividade antioxidante em infusdes de ervas, embora varios trabalhos tenham
demonstrado a grande importancia de se analisar a atividade antioxidante e a
composicao fendlica na forma como o cha é consumido (ATOUI, et al., 2005;
AQUINO, 2007; MORAES DE SOUZA, 2007; MORAIS et al.,2009)

A comparacédo de dados a partir de diferentes estudos também € dificil.
No momento, é preferivel realizar uma bateria de ensaios, com medida de
diferentes aspectos quimicos dos antioxidantes, compara-los com compostos
sintéticos consagrados como antioxidantes, gerando assim, um perfil antioxidante
completo, sem perder de vista a relagdo com a potencial aplicagdo do produto.
Devem-se escolher métodos comumente aceitos, validados e padronizados, com
informagdes acumuladas na literatura (OLIVEIRA et al., 2009; TARBAT et al.,
2009).

Um dos métodos mais usados para verificar a capacidade antioxidante
consiste em avaliar a atividade sequestradora do radical 2,2-difenil-1-picril-
hidrazila (DPPHe), de coloragdo purpura, que absorve em um comprimento de
onda de 517 nm. Por acdo de um antioxidante ou uma espécie radicalar (Re), 0
DPPHe é reduzido formando 2,2-difenilpicril-hidrazina (DPPH-H) (Figura 3), de
coloragéo amarela, com consequente desaparecimento da banda de absorgéo,
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sendo a mesma monitorada pelo decréscimo da absorbéncia. A partir dos
resultados obtidos, determina-se a porcentagem de atividade antioxidante
(quantidade de DPPHe consumida pelo antioxidante) ou sequestradora de radicais
e/ou a porcentagem de DPPHe+ remanescente no meio reacional. O mecanismo de
reacdo € baseado em transferéncia de elétrons, enquanto a abstracdo de atomo
de hidrogénio € uma reacdo marginal, pois a mesma acontece lentamente em
solventes que estabelecem fortes ligages de hidrogénio. O método é influenciado
pelo solvente e pelo pH das rea¢des. O método € considerado facil e util para

andlise de substancias puras e amostras complexas.

Figura 3. Reacdo quimica entre o butil-hidroxitolueno (BHT) e o radical ,2-difenil-
1-picril-hidrazila (DPPH).

Outra metodologia bastante utilizada, denominada de Sistema f-
caroteno/éacido linoléico, foi originalmente descrito por Marco (1968) e
posteriormente modificado por Miller (1971). Este método colorimétrico baseia-se
na descoloracdo da solugéo preparada a base de -caroteno e acido linoléico, em

meio aquoso.

e Bioativos

As dietas ricas em polifendis s@o epidemiologicamente associadas a
reducdo do risco de desenvolvimento de algumas doencas relacionadas a idade,
nos seres humanos. Este efeito € frequentemente, atribuido a sua poderosa
atividade antioxidante (HALLIWEL, 2008).
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Na planta C.sinensis, popularmente conhecida por cha verde, os
flavondides e as catequinas sd8o o0s principais componentes quimicos
terapéuticos, sédo potentes antioxidantes, quelantes de metais e inibidores da
lipoperoxidagdo (SOARES et. al., 2002; MATSUBARA e RODRIGUEZ-AMAYA,
2006?%; PERON et. al., 2008).

A composi¢do quimica do chd verde pode variar quanto a espécie,
idade das folhas, estagéo, clima (umidade, temperatura, latitude) e condigbes de
cultivo (solo, agua, minerais, fertilizantes, entre outros). Em sua composigéo estao
presentes: proteinas, glicidios, acido ascorbico, &cido félico, manganés, potassio,
vitaminas do complexo B e bases puricas, polifendis, monosideos de flavondides
e flavonas, taninos, cafeina, epicatecois livres e esterificados pelo acido galico e
produtos de condensagdo, tendo como destaque a epigalocatequina-3-galato
(EGCG) (SCOTTI et al., 2007).

Estudos mostraram que, no caso do chd, a localizagdo da folha na
planta afeta o seu contetudo de cafeina. Por este motivo, os valores relatados na
literatura podem variar entre 2 a 4,6% (BRENELLI et al., 2003).

O termo polifenol é utilizado para designar os compostos formados pela
esterificacdo de um ou mais derivados do &cido trans-cindmico com o &cido
quinico, ou &cido 3-O-cafeoilquinico, metabdlitos secundéarios, amplamente
distribuidos no reino vegetal e encontrados em numerosas plantas superiores (DE
MARIA e MOREIRA, 2004).

Os fendlicos séo originados do metabolismo secundério das plantas e
sdo essenciais no seu crescimento e reproducdo das, além de atuarem como
agente antipatogénico e contribuirem na pigmentacdo dos vegetais (NACZK e
SHAHIDI, 2004).

Os compostos fendlicos sdo estruturas quimicas que apresentam
hidroxilas e anéis aromaticos (SOUSA et al., 2007), nas formas simples ou de
polimeros, que os confere elevada capacidade antioxidante (ROBARDS et al.,
1999), e habilidade em complexar ions metdlicos, inativar reacdes radicalares,
prevenindo conversdo de hidroperéxidos em oxi-radicais reativos, estas funcdes
bioldgicas os tornam importantes constituintes dietéticos (OLIVEIRA et al., 2009).
Além disso, em alimentos, sdo responsaveis pela cor, adstringéncia, aroma e
estabilidade oxidativa (NACZK e SHAHIDI, 2004).
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Os compostos fendlicos podem ser divididos em dois grupos: 0s
flavondides e os ndo flavonoides. Os denominados de flavondides séo os que
apresentam a estrutura quimica descrita como C6-C3-C6 (HARBORNE et al.,
1999). J& os compostos fendlicos do tipo ndo flavondides, denominados &cidos
fendlicos estdo reunidos em dois grupos, a saber: derivados do &cido
hidroxicindmico e derivados do éacido hidroxibenzéico. Os derivados do acido
hidroxicindmico sdo compostos fendlicos de ocorréncia natural que possuem um
anel aromatico com uma cadeia carbdnica, constituida por 3 carbonos ligada ao
anel. Os acidos p-cumarico, ferdlico, caféico e sinaptico sdo os hidroxicinamicos
mais comuns na natureza. Estes acidos existem nas plantas, usualmente na
forma de ésteres, a exemplo do &cido clorogénico, éster do acido quinico, cuja
molécula é constituida pelo &cido quinico esterificado ao 4cido caféico (DURAN e
PADILLA, 1993; BURNS et al., 2000).

A planta C.sinensis apresenta elevados niveis de flavondides (PERON
et. al., 2008). Segundo Punyasiri et al. (2004) a presenga de altas quantidades da
enzima antocianidina redutase responsavel por catalisar etapas chaves na
producdo das catequinas pode explicar os significativos teores de flavondides
encontrados nesta planta. Os flavonoides constituem cerca de 10-25% da massa
seca de folhas jovens e brotos, sendo denominados de catequinas (HAMPTON,
1992), classificadas nos subgrupos (Figura 4): catequina (C), epicatequina (EC),
epicatequina galato (ECG), epigalocatequina (EGC), epigalocatequina galato
(EGCQG) e galocatequina-galato (GCG) (TANAKA e KOUNO, 2003).
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Figura 4. Estrutura de alguns flavonoéides do cha verde. Adaptado de Miura et al.,
2001.

Existem cerca de cinco mil polifenéis conhecidos (LIMA et al., 2009),
dentre eles, destacam-se os flavondides, acidos fendlicos, fendis simples,
cumarinas, taninos, ligninas e tocoferdis (KING et al., 1999; ROBARDS et al.,
1999; LEE et al., 2005). Os compostos fendlicos englobam desde moléculas
simples até moléculas com alto grau de polimerizacdo e estdo presentes nos
vegetais na forma livre ou ligados a acucares (glicosideos) e proteinas (BRAVO,
1998).

A estrutura quimica dos flavondides consiste em dois anéis aromaticos,
denominados anel A e B, unidos por trés carbonos que formam um anel
heterociclico, denominado anel C. O anel aromético A € derivado do ciclo acetato/
malonato, enquanto o anel B € derivado da fenilalanina. Variacbes em
substituicdo do anel C padrdo resultam em importantes classes de flavonoides,
como flavondéis, flavonas, flavanonas, flavanois (ou catequinas), isoflavonas e

antocianidinas. Substituicbes dos anéis A e B originam diferentes compostos
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dentro de cada classe de flavondides. Estas substituicdes podem incluir
oxigenagdao, alquilagéo, glicosilagéo, acilagéo e sulfacdo (HOLLMAN et al., 1999).

Os usos das substancias fenodlicas sdo variados, na industria
alimenticia e farmacéutica como flavorizante, corante, aromatizante e
principalmente como antioxidante (NEGRI, 2007).

Os antioxidantes fendlicos interagem, preferencialmente, com o radical
peroxil por ser este mais prevalente na etapa da autoxidagao e por possuir menor
energia do que outros radicais, fato que favorece a abstracdo do seu hidrogénio
(DECKER, 1998).

Este mecanismo de acdo dos antioxidantes, presentes em extratos de
plantas, possui um papel importante na reducdo da oxidag&o lipidica em tecidos,
vegetal e animal, pois quando incorporado na alimentagdo humana n&o conserva
apenas a qualidade do alimento, mas também reduz o risco de desenvolvimento
de patologias, como aterosclerose e cancer, o que justifica o estudo dos polifendis
mesmo sendo um componente dietético ndo essencial (RAMARATHNAM et al.,
1995).

Independente do objetivo, seja para a conservagdo dos alimentos ou
para a avaliagdo dos efeitos sobre a saude, varios estudos tém utilizado
diferentes metodologias e tipos de solventes na extragdo dos bioativos com
potenciais atividades antioxidantes, o que dificulta a realizacdo de comparagdes
dos resultados obtidos, devido a falta de padronizagao.

A composi¢do quimica dos chas pode variar quanto a espécie, idade
das folhas, estacéo, clima (umidade, temperatura, latitude) e condigdes de cultivo
(solo, agua, minerais, fertilizantes, entre outros) (PERVA-USUNALIC et al. 2005;
OWUOR et al., 2006; SCOTTI et al., 2007). Essas diferengcas na matéria-prima
refletem no sabor, cor e, possivelmente, nos teores de flavonéides (MATSUBARA
& RODRIGUEZ-AMAYA, 2006a). Os teores dos flavondis miricetina, quercetina e
kaempferol encontrados em chas verde e preto comercializados no Brasil sé&o
comparaveis aos resultados encontrados na literatura (MATSUBARA &
RODRIGUEZ-AMAYA, 2006b)
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e Pardmetros de qualidade do ché verde comercial

A sociedade atual tem buscado na natureza habitos mais saudaveis de
vida. Essa tendéncia, associada ao alto custo dos medicamentos, tem levado ao
aumento progressivo da producao e utilizagdo dos chas e produtos fitoterapicos e,
consequentemente, a preocupa¢do em relacdo a qualidade destes produtos
(ROCHA et. al.,2004). Essa realidade também € bastante evidente no Brasil
(BUGNO et. al., 2005; PERON et. al, 2008).

O controle de qualidade de ervas tem impacto direto sobre a seguranga
e eficacia destes produtos (SAHOO et al., 2010), mas apesar do mercado para 0s
produtos naturais ser promissor e de demanda crescente, a falta de qualidade,
desde a matéria-prima ao produto acabado é um problema frequente, devido a
fatores, como o armazenamento inadequado, que além de gerar perda de
principios ativos do produto pode favorecer a contaminac¢do por agentes diversos,
gue por sua vez podem causar danos a saude do consumidor, além de determinar
prejuizos econémicos (BUGNO et. al.,, 2005; VEIGA JUNIOR et al.,, 2005;
FRANCA et. al., 2008)

Embora a C.sinensis seja uma planta muito utilizada atualmente, a
Farmacopéia Brasileira (2000), Farmacopéia Americana - USP 28 (2005), British
Pharmacopoea (2000) e European Pharmacopea (2001) ndo contém monografia
sobre esta planta.

Para minimizar este problema e estimular a implantagéo do controle de
qualidade de matéria prima vegetal, a Organizacdo Mundial da Saude (WHO)
desenvolveu um relatério de diretrizes técnicas com recomendacdes e orientacéo
aos paises quanto aos procedimentos para a realizagdo do controle para a
seguranca e garantia da qualidade de plantas medicinais e matérias primas
vegetais.

A manutencdo da composicao quimica da planta através dos estagios
de processamento de manufatura (colheita, estabilizacdo, embalagem e tempo de
conservacdo em prateleira) e a pureza sdo da méaxima importadncia para
assegurar a manutencao de teores significativos de bioativos e a seguranga do

consumidor quanto a qualidade do produto (SAHOO et al., 2010).
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A andlise quimica deve ser parte integrante do sistema de controle de
qualidade. Além disso, o indice de umidade é considerado indicador da qualidade
para chads e € primordial para qualidade do cha durante o periodo de
armazenamento (NAITHANI et al., 2006; YAO et al., 2006;).

O ch& é um produto muito higroscépico e a manutencdo de sua
qualidade alimentar e/ou fitoterapica depende em grande parte de seu contetdo
de umidade. Portanto, ao acondiciona-lo para comercializacédo, é imprescindivel
providenciar uma barreira eficaz contra a umidade. Associado a isto, 0
armazenamento com controle de temperatura e umidade adequadas para
produtos secos vai evitar o desenvolvimento de fungos que, potencialmente,
possam causar alteracdo no teor de principios ativos ou produzir micotoxinas
(GOMES et al., 2007).

Até o momento, os chamados degustadores de cha, s&o os
responsaveis por avaliarem os chas de maneira subjetiva (BHATTACHARYYA et
al., 2007), pois ainda ndo foram padronizados métodos para determinacdo da
qualidade do ch& (LIANG et al., 2003; OWUOR et al., 2006). Contudo, além dos
compostos fendlicos, alguns componentes quimicos tém sido considerados
importantes, tais como as catequinas, cafeina e aminoacidos, pois contribuem
para a forga do licor e sabor do chd (OBANDA e OWUOR, 1997; SCHARBERT et
al., 2004).

O estabelecimento de parametros quimicos nas folhas para predicéo
da qualidade do ch&, além de poderem ser utilizados em programas de
melhoramento, poderiam servir para acompanhar e detectar possiveis problemas
nas praticas agrondmicas ou na fabricagdo (OWUOR e OBANDA, 2006).

Assim como o teor de polifendis, as informa¢des baseadas em outros
pardmetros quimicos relacionados a atividade biologica sdo consideradas
indicadores complementares da qualidade do cha verde (ANESINI, 2008). Nesse
sentido, a avaliagdo da atividade antioxidante pode e vem sendo utilizada, em
muitos estudos, como um indicador complementar da qualidade do ch& verde
(KOMES et al., 2010; NISHIYAMA et al., 2010).

Uma das questdes fundamentais para a area de alimentos é a relacdo
entre a qualidade percebida pelo consumidor e a presenga de compostos
responsaveis por seu sabor e aroma, pardmetros essenciais da qualidade de
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alimentos. Esta abordagem impacta diretamente na indUstria, através da definicdo
de indices que se relacionam com a qualidade e, portanto, com o valor agregado
do produto (MACHADO e BASTOS, 2007).

De acordo com Ravichandran & Parthiban, (1998) a concorréncia no
mercado de ch& tornou a qualidade o pardmetro mais importante para o
estabelecimento do preco. Esse cenario resulta na necessidade de aumento de
rentabilidade por meio do aumento da qualidade do produto e da manutencéo de
altos indices de produtividade (OWUOR et al., 2006).

No caso de infusbGes, como as de C.sinensis (cha verde, oolong e cha
preto), o sabor determina a qualidade do produto e seu pre¢co de mercado,
evidenciando a importancia do conhecimento das rotas bioquimicas de geracgéo
dos compostos volateis, que sdo em grande parte responsaveis pelo aroma, e
que sofrem alteragbes durante o processamento (RAVICHANDRAN e
PARTHIBAN, 1998; KATO e SHIBAMOTO, 2001). As lipases presentes nas
folhas, quando nédo inativadas, liberam acidos graxos insaturados das membranas
celulares que, por sua vez, sofrem outras reagdes de degradagdo originando
compostos volateis indesejaveis para este produto, como trans-2-hexenal. Ja a
degradacéo de carotendides leva a formacdo de compostos responsaveis pelo
aroma doce e agradavel (RAVICHANDRAN e PARTHIBAN, 1998).

Segundo Naithani et al. (2006), no decorrer do tempo de
armazenamento, pode ocorrer perda consideravel nos niveis dos bioativos e da
capacidade antioxidante nos alimentos armazenados por longos periodos.

Alguns dos fatores que contribuem para esta perda de qualidade séo
0s processamentos inadequados da matéria prima expondo-a a contaminag&o por
impurezas, tais como areia, coliformes fecais, dejetos de animais e partes de
outras espécies vegetais; a falta do controle de umidade no armazenamento e a
exposi¢cdo ao calor favorecendo a perda de principios ativos e contaminacao por
fungos e outros microorganismos, que por sua vez podem causar danos a saude
do consumidor, além de determinar prejuizos econdmicos (AQUINO et. al., 2007;
GOMES et. al., 2007).

A ocorréncia de fraudes e a ma qualidade dos produtos
comercializados tém preocupado profissionais da area de saude e a comunidade
cientifica (VEIGA JUNIOR et. al., 2005).
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Os desvios de qualidade, a adulteragcéo e a incorreta utilizagdo destes
produtos, interferem na eficacia e até mesmo na sua seguranca. Somado a estes
fatores, faltam parametros especificos para a producdo e comércio desses
produtos e legislacdo propria para identificagdo, determinacéo de pureza e teor de
constituintes quimicos para muitos deles (VEIGA JUNIOR et. al., 2005).

Segundo Braga (2007), para a maioria das plantas comercializadas na
forma de cha ndo existem parametros de avaliagdo de qualidade, embora sejam
amplamente comercializadas em mercados, feiras livres, farmécias e ervanérias
brasileiras. E prioritario criar-se padrées de qualidade fisico-quimicos,
microbiol6gicos e do teor de constituintes quimicos que venham atender ao
mercado consumidor brasileiro.

Em estudos realizados por Bara et al. (2006), verificou-se que 60%
das amostras analisadas de guarana e ginkgo estavam em desacordo com as
especificagdes farmacopéicas ou as declaradas pelos laudos dos fabricantes, em
relagdo ao teor de principios ativos. Além disso, 100% e 20%, respectivamente,
das amostras de hipérico e de castanha-da-india apresentaram teores de
bioativos abaixo das especificagbes. Os dados obtidos mostraram ser de grande
importancia e necessidade a implementacgdo de técnicas quantitativas no controle
de qualidade fisico-quimica de matérias-primas vegetais.

Segundo Bhattacharya et al. (2007), para a avaliagdo da qualidade do
cha verde, sdo importantes os atributos fisicos e fisico-quimicos, tais como cor,
guantidade de residuos e teor de solidos soluveis, além da analise do sabor e
aroma.

A qualidade do cha verde é fortemente influenciada pelos componentes
orgéanicos e inorganicos das folhas jovens e dos brotos, os quais séo alterados
durante a sua transformacdo (aquecimento) em substancias que determinam o
sabor (LIMA et al., 2009). Além disso, a cor, 0 sabor e o aroma do cha verde
estdo diretamente associados a quantidade de polifendis presentes que sao 0s
principais compostos que definem sua qualidade (SOARES et. al.,, 2002;
MATSUBARA e RODRIGUEZ-AMAYA, 2006a; SCOTTI et al., 2007; LIMA et
al.,2009).

A caracterizagdo da qualidade sensorial de chas depende dos
compostos volateis que dao origem a indices de qualidade, como o VFC (“Volatile
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Flavor Compounds”) e o indice de terpenos (‘“terpene index”) (MACHADO e
BASTOS, 2007). Os chés considerados mais aromaticos apresentam maiores
teores de linalol e seus 6xidos e baixos teores de hexanal (RAVICHANDRAN e
PARTHIBAN, 2000; RAVICHANDRAN, 2002; BIXBY et al., 2005). E provavel que
compostos terpénicos, seus 6xidos, cetonas e alcoois (limoneno, linalol, 6xidos cis
e trans linalol), além dos produtos de degradacdo de carotendides sejam de
importdncia para a qualidade sensorial destes produtos, no entanto, é
imprescindivel a avaliagdo olfatométrica destes compostos para se determinar
sua importancia odorifera (BASTOS et al., 2006; MACHADO e BASTOS, 2007).

As lipases presentes nas folhas liberam acidos graxos insaturados das
membranas celulares que, por sua vez, sofrem outras reacbes de degradagao
originando compostos volateis indesejaveis para este produto, como trans-2-
hexenal. J& a degradagcdo de carotendides leva a formacdo de compostos
responsaveis pelo aroma doce e agradavel (RAVICHANDRAN e PARTHIBAN,
1998).

Devido ao fato de as diferengas na qualidade dos chéas terem sido,
muitas vezes, atribuidas a variacdo genética (OWUOR et al., 2006), o cultivo de
cha tem sofrido uma transformacdo dramética em termos do tipo de muda
utilizado para implantagéo de novos plantios (OWUOR e OBANDA, 1999).

Atualmente, as mudas em geral sdo propagadas vegetativamente a
partir de clones, geralmente de hibridos selecionados com base na produtividade,
gualidade ou resisténcia a condicdbes ambientais adversas, ou ainda, na
combinacgéo dessas caracteristicas (OWUOR et al., 2006).

Nos diferentes paises produtores, a producdo de cha tem sido
estudada em diferentes altitudes. Verificou-se que em maiores altitudes e com
temperaturas amenas a planta apresenta crescimento mais lento e qualidade
superior do cha em termos de sabor e brilho, quando comparado com o ch&
cultivado em baixa altitude, com temperatura e umidade mais altas (OWUOR et
al., 2006).

As caracteristicas geoquimicas de rochas e solos sdo importantes
fatores que afetam o crescimento da planta de C.sinensis e a qualidade do cha
(GUOHUA et al., 1995), em parte pelo fato dessa espécie acumular metais
essenciais ou toxicos para maioria das plantas. Como consequéncia, pode haver
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acumulo de metais benéficos ou prejudiciais & salde humana neste cha. Desse
modo, o teor de metais tem sido considerado atributo de qualidade, sendo
utilizado inclusive para inferir sobre o pais de origem do cha (FERNANDEZ-
CACERES et al., 2001).

Alguns trabalhos comprovaram que o aluminio estimula o crescimento
da planta C.sinensis (KONISHI et al., 1992), além disso, o aluminio acumulado é
quelado por catequinas, outros polifendis e acidos organicos, este tem sido
apontado como um modo eficiente de tolerdncia a esse metal. No cha, ocorre a
quelacdo de aluminio por catequinas presentes nas folhas, uma excecao, pois
normalmente esse metal ndo chega a ser transportado para a parte aérea da
planta (SHU et al., 2003; VITORELLO et al., 2005).

A C.sinensis também acumula fldor (F), que, por sua vez, pode
complexar aluminio, reduzindo sua fitotoxicidade (SHU et al., 2003).
Considerando que o aluminio pode interagir com catequinas, a qualidade do ch&a
pode ser afetada pela presenca desse metal. Outros elementos minerais
acumulados por C.sinensis sdo potassio (K), magnésio (Mg) (FERRARA et al.,
2001), manganés (Mn), célcio (Ca), zinco (Zn), cromo (Cr) e niquel (Ni)., 1998),
além de selénio (Se) (ZHU et al., 2006), sendo alguns destes essenciais para a
saude humana.

O ponto de colheita da C.sinensis esta diretamente relacionado com a
qualidade do produto final, pois o grau de maturidade fisiologica das folhas afeta o
conteudo de catequinas (THOMAS et al., 2005).

De acordo com Ravichandran & Parthiban (1998), as folhas colhidas
manualmente apresentam maiores teores de precursores bioquimicos importantes
para a qualidade do cha em relacdo a colheita mecéanica, que € ndo-seletiva e
pode causar lesdo por cisalhamento. No entanto, com o aperfeicoamento
tecnoldgico, o cha colhido mecanicamente freqlientemente tem apresentado
qualidade similar ou superior ao cha colhido manualmente.

Em estudos realizados por Ravichandran (2004) foi observado que os
precursores responsaveis pela qualidade do cha tais como polifendis,
aumentaram seu conteudo no primeiro ano apés a poda e depois diminuiram com

0 aumento do tempo de poda.
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Além dos cuidados com a colheita, processamento e armazenamento,
o controle de doengcas merece atencdo e é essencial, pois algumas ocorrem
diretamente nas folhas novas e nos brotos do cha, podendo afetar tanto a
produtividade, como a qualidade, sendo a deterioragéo da qualidade diretamente

proporcional a severidade da doenca (GULATI et al., 1999).

e Analise macroscoépica e microscépica

A Organizagdo Mundial da Saude tem alertado para a necessidade de
se coibir a contaminacdo de alimentos por agentes biol6gicos com potencial de
causar danos a saude. Ha varios motivos que explicam a persisténcia ou até o
aumento da contaminacdo dos alimentos (FAO/WHO, 1992; BALBANI et
al.,2001).

Em 1998, a Organizagdo Mundial da Saude reuniu procedimentos no
documento Quality control methods for medicinal plant materials, que podem ser
tomados como base para que auxiliem as nagdes, a partir de sua legislagéo, a
formar padrdes de controle de qualidade de matérias primas vegetais e produtos
derivados (WHO, 1998).

A autenticidade dos produtos transformados, modificados ou
misturados nunca foi facil, constituindo sempre ao longo do tempo um grande
desafio para o controle de qualidade. O meio mais eficaz de prevenir a
especulacdo e a fraude é garantir a autenticidade do alimento, confirmando
através de andlises a presenca dos constituintes indicados na rotulagem e
averiguando se ha presenca de outra matéria-prima ndo especificada na
embalagem (FERREIRA et al, 1997).

Matérias macroscopicas sdo aquelas que podem ser detectadas por
observacgéo direta (olho nu) sem auxilio de instrumentos 6pticos. Ja para deteccao
das matérias microscopicas, é necessario o auxilio de instrumentos como o
microscopio.

Através dos ensaios macroscopicos e microscopicos verificou-se a
contaminagdo do produto por presenca de matéria prejudicial & saude humana,
como: insetos, em qualquer fase de desenvolvimento, vivos ou mortos, inteiros ou
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em partes, reconhecidos como vetores mecanicos; outros animais Vvivos ou
mortos, inteiros ou em partes, reconhecidos como vetores mecanicos; parasitos;
excrementos de insetos e ou de outros animais; objetos rigidos, pontiagudos e ou
cortantes, que podem causar lesbes no consumidor.

Esta classe de ensaios estd diretamente vinculada a andlise de
rotulagem, pois verifica se o fabricante declara no rotulo do produto todos os
ingredientes encontrados, que séo identificados microscopicamente.

Através da morfologia e dos elementos histolégicos, observados
microscopicamente na amostra e comparados com material da bibliografia
especializada, € possivel identificar as espécies vegetais presentes no produto.

As espécies vegetais devem constar da lista “Espécies Vegetais para o
Preparo de Chas”, estabelecida pela legislacdo vigente (Resolucdo ANVISA/MS
RDC n° 267/2005 e Resolugcdo ANVISA/MS RDC n° 219/2006).
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CAPITULO 2: AVALIACAO MACROSCOPICA, MICROSCOPICA E
CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DO CHA VERDE.

RESUMO

O cha verde (Camellia sinensis) é rico em compostos com
propriedades antioxidantes, aos quais sdo atribuidos os efeitos benéficos a
saude. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade dos chés verde
de diferentes marcas comercializados em Salvador-BA. Foram analisadas 25
amostras, quanto a autenticidade do produto, presenca de impurezas, atividade
de agua, teor de umidade, cinzas totais e cinzas insollveis em acido cloridrico. As
andlises fisico-quimicas permitem avaliar se os produtos alimenticios estédo dentro
dos padrdes estabelecidos pela legislagdo vigente ou estdo sendo fraudados.
Além disso, permite avaliar o produto e manter ou melhorar as suas condicdes,
diante de muitos problemas encontrados nas matérias-primas vegetais, tais como
excesso de umidade, presenca de contaminantes, adulteragbes etc. Faz-se
necessario um controle de qualidade para que a populacdo possa sentir-se
segura no consumo destes produtos. A andlise da anatomia foliar das amostras
permitiu confirmar a identidade vegetal de 24 das 25 marcas avaliadas, através da
observacgéo dos principais marcadores anatdémicos tipicos da espécie (estbmatos
anomociticos, tricomas tectores unicelulares e esclereides). No entanto, na
pesquisa de sujidades algumas das marcas encontrava-se em desacordo aos
padrbes de qualidade exigidos pela legislacdo. Em quatro das marcas foi
constatada a presenca de materiais estranhos, tais como os psocidos, vestigios
de teia de aranha, desenvolvimento de fungos e presenca de fragmentos de outra
planta diferente da C.sinensis. Além disso, duas das marcas avaliadas
apresentaram quantidade excessiva de galhos grossos, o que pode ser indicio de
adulteracdo do produto, pois o ché verde deve ser composto apenas por folhas e
brotos. Dos chéas analisados, 28% estavam fora do limite estabelecido para cinzas
insoliveis em &cido, um forte indicativo de contaminacdo por silica. Quanto ao
teor de umidade, todas as amostras estavam de acordo com o limite maximo
estabelecido pela legislacdo, no entanto quanto a atividade de &gua os valores
encontravam-se propicios ao desenvolvimento de microorganismos em dez das
marcas avaliadas, sendo que em uma destas j& havia presenca de fungos. Das
25 marcas avaliadas, 52% (13 marcas) apresentaram-se ndo conformes de
acordo com a legislagéo brasileira, sendo sete a granel e seis em sachés. Os
resultados encontrados confirmam problemas relacionados a qualidade dos chas
comercializados em Salvador.

Palavras chave: Camellia sinensis, caracterizagdo anatomica, pesquisa de
impurezas, atividade de agua.
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CHAPTER 2: MACROCOSPIC, MICROSCOPICAL EVALUATION OF
PHYSICICAL AND CHEMICAL CHARACTERISTICS OF THE GREEN TEA.

ABSTRACT

The green tea (Camellia sinensis) is rich in compounds with antioxidant
properties, which are attributed the beneficial effect to the health. The objective of
this work was to evaluate the quality of the teas green of different marks
commercialized in Salvador-BA, 25 samples had been analyzed, how much to the
authenticity of the product, presence of impurities, water activity, humidity, leached
ashes and insoluble leached ashes in hydrochloric acid. The physical and
chemical analysis to assess whether food products are within the standards
established by law or are being defrauded. Moreover, to evaluate the product and
maintain or improve their conditions, before many problems found in raw
vegetables, such as moisture excess, contaminants, tampering, etc. It is
necessary to verify the quality control so that people can feel safe in the
consumption of these products. The analysis of leaf anatomy of the samples
confirmed the identity of the plant 25 of 24 evaluated through observation of the
main anatomical markers typical of the species (anomocytic stomata, trichomes
unicellular and sclereids). However, when searching for some dirt marks were in
disagreement with the quality standards required by law. In four of the marks was
found the presence of foreign materials such as psécidos, remains of spider webs,
mold growth and presence of fragments of another different plant. Moreover, two
of the evaluated marks has presented extreme amount of thick twigs, what it can
be indication of adulteration of the product, therefore the green tea must be
composed only for leaves and sprouts. Of the analyzed teas, 28% were of the limit
established for insoluble leached ashes in acid, an indicative fort of contamination
for silica. How much to the humidity, all the samples were in accordance with the
maximum limit established by the legislation, however the activity of water was in
propitious level to the development of microorganisms in ten marks, being that one
of them was identified the development of mould in the macroscopic evaluation. Of
the 25 evaluated marks, 52% (13 marks) were non-compliant in accordance with
Brazilian law, seven and six bulk sachets. The results confirm problems related to
the quality of the teas commercialized in Salvador.

Keywords: Camellia sinensis, anatomical characterization, water activity.
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2.1 INTRODUCAO

A demanda por produtos naturais a base de plantas tém aumentado
significativamente devido ao crescente interesse por esse tipo de produto. No
entanto, no Brasil, as pesquisas para realizar a avaliagdo da qualidade dos
produtos oferecidos ao consumidor, de acordo com a legislagdo e critérios
estabelecidos cientificamente, ainda s&o escassas (AMARAL et al. 2003;
CARVALHO et al. 2004; NASCIMENTO et al. 2005; VULCANO et al., 2008).

A infusdo preparada a partir do cha verde (Camellia sinensis) é uma
das bebidas mais consumidas no mundo (HALLIWEL, 2008; MATSUBARA e
RODRIGUEZ-AMAYA, 2006a). Ele é considerado um alimento funcional
amplamente utilizado (MUKHTAR e AHMAD, 2000), e tem atraido muita atencéo
devido as propriedades antioxidantes, conferidas, principalmente, através dos
polifendis (ASOLINI et al., 2006; KARORI et al., 2007; SILVA et al., 2010).

Com o aumento progressivo da producdo e consumo dos chas vem
crescendo a preocupagdo em relacdo a qualidade (ROCHA et. al.,2004). Essa
realidade também é bastante evidente no Brasil (BUGNO et. al., 2005; PERON et.
al, 2008).

A melhoria da qualidade dos chéds pode levar ao crescimento da
demanda e ao aumento do valor agregado, embora ainda haja muito a ser
aprimorado com relacdo a qualidade destes produtos (ESMELINDRO et al.,
2002).

Para a obtencdo de produtos de boa qualidade é indispensavel adotar
procedimentos de controle de qualidade que envolvam, numa primeira etapa, a
identificacdo da planta através de andlises macroscopicas e microscopicas, e a
andlise do grau de pureza da matéria prima vegetal (CHOI et al., 2002; OLIVEIRA
et al., 2005).

A declaracdo dos constituintes dos chas no rétulo das embalagens,
exigido pela legislagédo, ndo exclui a possibilidade de adulteracdo do produto.
Além disso, as pesquisas e o controle da comercializacéo relativa a qualidade de
produtos naturais a base de plantas ainda séo incipientes no Brasil (BRAGA et al.,
2007; BALBINO e DIAS, 2010).
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Os resultados obtidos em alguns estudos publicados tém demonstrado
grandes distor¢gOes entre a qualidade dos produtos analisados e os parametros
estabelecidos pelas normas vigentes, confirmando desvios de qualidade mesmo
em produtos industrializados (CHIMIN et al., 2008).

A avaliacdo das caracteristicas da anatomia vegetal contribui com
informagdes que podem subsidiar o controle de qualidade de alimentos de origem
vegetal, de grande valia para a garantia da identidade vegetal das plantas
comercializadas processadas ou utilizadas in natura (DUARTE E MENARIM,
2006; LEITE et al., 2007; SCOPEL et al., 2007).

Na avaliagdo macroscépica por observacao direta (olho nu) sem auxilio
de instrumentos dpticos, além da pesquisa de sujidades, € possivel realizar a
avaliacdo de alguns aspectos gerais das caracteristicas macroscopicas do
material analisado.

Apesar do mercado para os produtos naturais ser promissor e de
demanda crescente, a falta de qualidade, desde a matéria-prima ao produto
acabado € um problema freqiiente (BUGNO et. al., 2005; VEIGA JUNIOR et al.,
2005; FRANCA et. al., 2008).

Além do teor de umidade, a embalagem, condi¢cbes adequadas de
armazenamento e o processamento industrial, também s&do importantes para a
conservagao dos produtos processados e vao influenciar na vida-de-prateleira dos
chas e de outros alimentos desidratados os quais tendem a adquirir umidade
durante o armazenamento por tempo prolongado, iSso passa a ser um critério
critico e muito importante para a avaliagdo da qualidade dos alimentos
industrializados, pois a maioria deles podem degradar em presenca de umidade
(ASLAN e TOGRUL, 2005).

Além de favorecer a degradag@o enzimatica, a absor¢do de umidade
durante a estocagem pode favorecer o crescimento microbiano, o que evidencia a
importante fungdo da embalagem na conservagdo de alimentos desidratados
(PARK et al., 2008; CABRAL-MALHEIROS et al., 2009).

A agua é, provavelmente, o fator que mais influi na alteracdo dos
alimentos, afetando sua natureza fisica e suas propriedades quimicas. Nesse
sentido, a atividade de &gua tem sido o pardmetro de preferéncia por representar
melhor a quantidade de agua disponivel, e pode ser utilizado em conjunto com o
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teor de umidade por dessecagdo para uma melhor avaliacdo da qualidade e para
melhor manutencdo da vida de prateleira dos chas (BERTE et al, 2006;
SANTOPOULOS et al., 2001). O termo atividade de agua (Aw) pode ser definido
como a &gua disponivel para o crescimento microbiano e demais reagfes de
natureza quimica, fisica e enzimética que deterioram os alimentos (PARK et al.,
2008). Entre as temperaturas de 26 a 30°C o valor de atividade de &gua para
produtos desidratados como os chas, deve ser no maximo 0,600, para prevenir a
proliferacdo de microorganismos (BERTE et al., 2006).

Através da variagdo do conteido de umidade em funcdo da atividade
de 4gua em dada temperatura, sdo obtidas as isotermas de adsorgéo, as quais
sdo essenciais na nos estudos e determinacao da forma de processamento, tipo
de embalagem e predicdo do tempo de prateleira dos produtos alimenticios
(SILVA et al., 2010).

Segundo trabalho realizado por Li et al. (2011) a estabilidade dos
bioativos do cha verde, especialmente as catequinas, € importante para a vida de
prateleira do produto no sentido de garantir os beneficios & salde, pois a cinética
de degradacéo da catequinas do cha verde em po é afetada pela umidade relativa
e principalmente pela temperatura durante o tempo de armazenamento.

Uma vez que ndao had um controle efetivo sobre cultivo, colheita,
secagem e envasamento das plantas comercializadas para o preparo de chas o
material vegetal pode conter um grande numero de fungos e bactérias,
provenientes da microflora natural da planta, do solo, do processo de colheita, do
processamento e armazenamento, por iSso o risco de contaminacdo é alto, ja
tendo sido descrito por diversos autores, o que reforgca a importancia do controle
de umidade e atividade de 4gua (MELO et al., 2007).

O material vegetal comercializado para o preparo de infusdes é um
produto muito higroscopico e a manutencdo de sua qualidade alimentar depende
em grande parte de seu conteido de umidade. Portanto, ao acondiciona-lo para
comercializagdo, € imprescindivel providenciar uma barreira eficaz contra a
umidade. Associado a isto, o armazenamento com controle de temperatura e
umidade adequados para produtos desidratados vai evitar o desenvolvimento de
fungos que, potencialmente, possam causar alteragdo no teor de principios ativos
ou produzir micotoxinas (GOMES et al., 2007).
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A maioria das plantas comercializadas in natura ou embaladas para o
preparo de chas apresenta-se fora do padrdo de qualidade e ndo tém
assegurados os teores de bioativos e propriedades arométicas (GOMES et. al.,
2007 ; AQUINO et. al., 2007). Alguns dos fatores que contribuem para esta perda
de qualidade €& o processamento inadequado da matéria prima expondo-a a
contaminagdo por impurezas, tais como areia, coliformes fecais, dejetos de
animais e partes de outras espécies vegetais; a falta do controle de umidade no
armazenamento e a exposi¢do ao calor favorecendo a perda de principios ativos
e contaminacgdo por fungos e outros microorganismos, que por sua vez podem
causar danos a saude do consumidor, além de determinar prejuizos econdémicos
(AQUINO et. al., 2007; GOMES et. al., 2007).

Uma vez que ndo had um controle efetivo sobre cultivo, colheita,
secagem e embalagem das plantas comercializadas para o preparo de chas, o
risco de contaminagéo € alto e tem sido descrito por alguns autores (MELO et al.,
2007).

Além disso, a ocorréncia de fraudes e a ma qualidade dos produtos
comercializados tém preocupado profissionais da area de saude e a comunidade
cientifica (VEIGA JUNIOR et. al., 2005).

No Brasil, a maioria dos chas é comercializado como alimento, dada a
maior facilidade de registro. E sdo submetidos, para fins de inspe¢éo, a Portaria
n°® 326 do Ministério da Saude, que norteia a avaliacdo de um “conjunto de
atividades e requisitos para se obter uma correta conservacao de matéria-prima,
insumos e produtos acabados” (BARA et al., 2006). De acordo com a Resolugéo
de Diretoria Colegiada — RDC n° 277, de 22 de setembro de 2005 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o cha é definido tanto como produto do
processamento de espécies vegetais quanto pela bebida obtida por infus&o ou por
decocgéao do referido produto, de alguma planta ou de partes dela (BRASIL,
2005b).

A Resolugéo de Diretoria Colegiada — RDC n° 267, de 22 de setembro
de 2005, aprovou o “Regulamento Técnico de Espécies Vegetais para o Preparo
de Chas”, onde se encontram relacionadas 47 Espécies Vegetais para o Preparo
de Chés. Além disso, na resolugdo é reforcada a exclusdo das espécies vegetais
com finalidade medicamentosa e/ou terapéutica (BRASIL, 2005a). Em

51



complementacao as espécies vegetais aprovadas pela Resolu¢cdo RDC n° 267, de
22 de setembro de 2005, foi aprovada a Resolucdo RDC n° 219, de 22 de
dezembro de 2006 da ANVISA, na qual foi realizada a inclusdo do uso das
espécies vegetais e parte(s) de espeécies vegetais para o preparo de chas
relacionados na RDC n° 267/2005 (BRASIL, 2005c).

A concorréncia no mercado de cha tornou a qualidade o parametro
mais importante para o0 estabelecimento do preco (RAVICHANDRAN e
PARTHIBAN, 1998). Esse cenario resulta na necessidade de aumento de
rentabilidade por meio do aumento da qualidade do produto e da manutencéo de
altos indices de produtividade (OWUOR et al., 2006).

Para garantir a qualidade do ch& é fundamental, além de confirmar a
identidade vegetal e quantificar na matéria seca do produto o teor de substancia
ativa, realizar a determinacéo do teor de umidade, determinacéo de cinzas, cinzas
insoliveis em 4cido, pesquisa de material estranho organico e inorganico, como
areia, partes de vegetais, insetos e pequenos vertebrados ou produtos oriundos
destes (BARA et al., 2006).

A anatomia vegetal contribui com informacdes que podem subsidiar o
controle de qualidade dos produtos vegetais, devido a variedade de
nomenclatura e de espécies, torna-se importante a especificacdo correta e a
confirmacdo da identidade vegetal da amostra (DUARTE e BARDAL, 2002;
ALVES et al., 2007).

O primeiro passo para a identificacdo de uma espécie vegetal pode ser
feito pelas suas caracteristicas morfo-histoanatdbmicas, macro e microscopicas
(DUARTE e MENARIM, 2006).

Na planta Camellia sinensis o aspecto foliar macroscépico pode ser
descrito sendo composto por folhas simples, alternas, inteiras, com margem
serreada e textura coridcea (DUARTE; MENARIM, 2006)

J& para detecgdo das matérias microscopicas, € necessério o auxilio de
instrumentos 6pticos como o microscépio éptico.

Os mais relevantes marcadores anatomicos da planta C.sinensis,
segundo Duarte e Menarim (2006), séo tricomas tectores unicelulares de parede
espessada e lignificada e estdmatos anomociticos exclusivamente na face

abaxial.
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Através da morfologia e dos elementos histolégicos, observados
microscopicamente na amostra e comparados com material da bibliografia
especializada, é possivel identificar as espécies vegetais presentes no produto
(INMETRO, 2009), estas plantas devem constar da lista “Espécies Vegetais para
o Preparo de Chés”, estabelecida pela legislacéo vigente (Resolugdo ANVISA/MS
RDC n° 267/2005 e Resolugcdo ANVISA/MS RDC n° 219/2006).

Pela identificacdo das espécies vegetais presentes nas amostras pode-
se também checar a lista de ingredientes e a designacdo do produto
apresentadas na rotulagem.

A aceitabilidade do produto é diretamente relacionada ao seu aspecto
estético, por este motivo a presenca de materiais estranhos pode diminuir sua
aceitacdo comprometendo a qualidade do ché.

Além disso, é responsabilidade do setor produtivo garantir, entre outras
a qualidade sanitaria das matérias-primas e/ou insumos utilizados, os quais
devem atender as condicdes higiénico-sanitarias e as Boas Préaticas de
Fabricacdo. Nesse contexto a analise de matérias macroscopicas e microscopicas
presentes nos alimentos deve ser baseada em aspectos relacionados ao risco a
salde humana (ANVISA, 2003).

As amostras submetidas a avaliacdo microscopica devem estar dentro
dos limites fixados pela legislacdo na RDC n° 175, de 08 de julho de 2003, que
aprova o Regulamento Técnico de Avaliacdo de Matérias Macroscopicas e
Microscépicas Prejudiciais & Saude Humana em Alimentos Embalados.

A presengca de matéria prejudicial & saude humana detectada
macroscopicamente torna o produto/ lote avaliado impréprio para 0 consumo
humano e dispensa a determinagdo microscopica (ANVISA, 2003).

Matéria prejudicial & saude humana é aquela matéria detectada
macroscopicamente e/ou microscopicamente, relacionada ao risco a saude
humana e abrange insetos em qualquer fase de desenvolvimento, vivos ou
mortos, inteiros ou em partes, reconhecidos como vetores mecanicos; outros
animais vivos ou mortos, inteiros ou em partes, reconhecidos como vetores
mecanicos; parasitos; excrementos de insetos e ou de outros animais; objetos

rigidos, pontiagudos e ou cortantes que podem causar lesdes no consumidor.
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De acordo com a Association of Official Analytical Chemistry (AOAC),
matérias estranhas s&o conceituadas como qualquer material que nédo seja
inerente ao produto, quer seja associado a condi¢des ou praticas inadequadas de
producgéo, estocagem ou distribui¢do, incluindo sujidades, contaminantes vegetais
(partes de outra planta ou outra parte da propria planta, ndo indicada na
legislagédo para o preparo de infusdes) material decomposto (tecidos podres,
devido a causas parasiticas ou ndo parasiticas) e miscelaneas areia, terra, vidro,
ferrugem) ou outras substancias, exceto as contagens bacterianas (AOAC, 1984).

Segundo Melo et al. (2004), a grande quantidade de impurezas
encontrada em diferentes tipos de chas pode ser atribuida a um processo
inadequado de separacdo das partes vegetais de uma limpeza precaria na
produgé@o dos mesmos.

Portanto, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar macro e
microscopicamente e determinar o teor de umidade, atividade de agua, cinzas
totais e cinzas insolUveis em acido, em 25 amostras de diferentes marcas de cha

verde (Camellia sinensis) comercializadas em Salvador-BA.

2.2 MATERIAL E METODOS

e Caracterizagdo das amostras

Foram utilizadas amostras de 25 diferentes marcas comercializadas em
Salvador-Ba. Destas, 14 eram na forma de sachés (folhas divididas em pequenos
fragmentos) e 11 eram a granel (folhas em fragmentos maiores ou folhas quase
inteiras). Os chas foram selecionados de acordo com a disponibilidade das
marcas a serem avaliadas no mercado (farmacias e grandes redes de
supermercados).

Para o delineamento da colheita e o preparo das amostras, incluindo a
inspec¢édo, o acondicionamento, 0 transporte e a divisdo por quarteamento,
utilizaram-se as normas do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 1985) e a legislagéo
brasileira (Brasil, 2001). Esta legislacdo (RDC no 12/01) prevé a realizagdo de

analises de amostras denominadas indicativas, as quais dispensam amostragem
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estatistica. Dessa forma, colheu-se uma unidade amostral (equivalente a 100 g de
produto) para cada lote analisado.

As amostras comerciais foram separadas, distribuidas por
quarteamento e, em seguida, submetidas a analise macroscépica e microscopica,
pesquisa de elementos estranhos, determinacao do teor de umidade, atividade de

agua, cinzas totais e cinzas insoltveis em acido.

Tabela 1. Validade e origem das amostras de cha verde a granel.

Amostras (granel) Validade Origem

1 6/2012 Brasil/PR
2 12/8/2011 Brasil/PR
3 8/9/2011 Brasil/RS
4 20/8/2011 Brasil/PR
5 4/11/2010 Brasil/RS
6 01/03/2011 Brasil/BA
7 9/8/2011 Brasil/CE
8 2/8/2011 Brasil/BA
9 12/05/2011 Brasil/SP
10 9/2011 Brasil/BA
11 20/9/2011 Brasil/BA

Tabela 2. Validade e origem das amostras de cha verde em sachés.

Amostras (sachés) Validade Origem
1 11/2011 Brasil/lPR
2 20/12/2010 Brasil/lPR
3 17/7/2011 Brasil/RS
4 4/2012 Brasil/SC
5 05/2011 Brasil/SC
6 01/2012 Brasil

7 04/01/2012 Brasil/SC
8 08/2011 Brasil/MG
9 03/07/2011 Brasil/SP
10 - Brasil/PR
11 21/04/2011 Alemanha
12 07/2011 Brasil/MG
13 11/08/2011 Brasil/PR
14 26/04/2012 Brasil/SE

e Avaliagcdo macro e microscopica

Com o objetivo de obter a confirmacdo da espécie C.sinensis nas
amostras estudadas, foram avaliadas as caracteristicas de autenticidade

(caracteres macroscoOpicos, microscopicos) através da comparacdo com 0S
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parametros especificados para a espeécie na literatura cientifica (BEUX, 1997;
FONTES e FONTES, 2005; DUARTE E MENARIM, 2006; PEREIRA et al., 2009).

Para o preparo da amostra utilizou-se o quarteamento. Neste a matéria
vegetal é distribuida sobre uma area quadrada, dividida em quatro partes iguais, a
mesma € distribuida por toda a area de modo homogéneo, rejeitando as porgdes
contidas em dois quadrados opostos em uma das diagonais do quadrado.
Juntaram-se as duas por¢des restantes e repetiu-se o processo, até adquirir
quantidade de amostra necesséria para proceder a andlise.

A caracterizacdo macroscoépica das folhas foi realizada nos fragmentos
maiores de folhas, antes de realizar a clarificacdo, a vista desarmada e por meio
de observacdo com o auxilio de microscépio estereoscopico, quando necessario,
segundo os parametros descritos por Oliveira e Akisue (2000).

Para andlise dos caracteres microscoépicos, as folhas de cada amostra
foram hidratadas e em seguida selecionadas. Foram realizados, & mé&o livre com
auxilio de uma lamina cortante fina, cortes paradérmicos nas laminas foliares dos
fragmentos maiores. Os cortes paradérmicos e os fragmentos das folhas a granel
e dos sachés, foram clarificados com hipoclorito de sédio (2%) até ficarem
transparentes (BEUX, 1997; FONTES e FONTES, 2005; DUARTE e MENARIM,
2006; DONATO e MORRETES, 2007).

Apos a clarificagdo, o material foliar foi levado & recipiente com agua
destilada, sendo posteriormente colocado sobre uma lamina e coberto por uma
laminula. As laminas foram visualizadas, fotografadas no microscépio e
comparadas buscando identificar os principais marcadores para a morfodiagnose
foliar dessa espécie.

Na analise de material estranho presente na amostra foram avaliados
10g de cada marca. Todo o contetudo das amostras foi separado das impurezas
pelo método de catagdo (quando possivel) e posteriormente pesado,

determinando-se a porcentagem de impurezas.
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e Atividade de 4gua

A atividade de 4gua é um teste realizado principalmente em alimentos
como um parametro da qualidade e serve para indicar a quantidade de &gua livre
na amostra.

A determinacdo da atividade de &gua foi realizada conforme as
especificagdes do fabricante, em triplicata, a 25°C, por medida direta.

Foi utilizado o aparelho Aqualab Modelo CX-2, que mede a atividade
de &gua pela técnica do ponto de orvalho. Conforme ocorre a formagdo do
orvalho e evaporacgdo, o equipamento faz a leitura da temperatura e o calculo da
atividade de &gua em periodo determinado de tempo. Quando a diferenca da
atividade de agua entre duas medidas for menor que 0,001 o instrumento dispde
a leitura no visor e aciona um sinal de ponto final de analise. Ndo é necessario
calibrar o equipamento, porém testam-se a linearidade com solugéo salina padrao
e agua destilada. Para a agua destilada a atividade deve ser de 1,000+0,003.
Caso o valor seja superior ou inferior ao especificado deve-se limpar o espelho e

repetir a medida.

¢ Umidade

A determinacdo do teor de umidade foi realizada por gravimetria

segundo a metodologia de perda por dessecagcdo (umidade) (Namero 012/1V) —

Por secagem direta em estufa a 105°C, do Instituto Adolfo Lutz (2004).

¢ Cinzas totais

A determinacdo do residuo por incineracdo (cinzas) foi realizado de

acordo com a metodologia 018/1V, do Instituto Adolfo Lutz (2004).
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e Cinzas insollveis em acido cloridrico a 10% v/v

As cinzas insoliveis em &cido foram determinadas segundo
metodologia numero 024/IV do Instituto Adolfo Lutz (2004).

2.3 ANALISE ESTATISTICA
Os dados foram processados pela andlise de variancia (ANOVA) por
delineamento estatistico inteiramente casualizado. Diferencgas significativas entre

as medias foram determinadas pelo teste de Tukey ao nivel de p<0,05.

2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A identificagdo e a pureza da matéria prima vegetal assim como a
avaliacdo de alguns aspectos de qualidade, tais como a determinagéo do teor
umidade, atividade de &gua, determinagdo de cinzas e cinzas insolUveis em
acido, sdo tarefas indispensaveis para obter produtos de boa qualidade.
(OLIVEIRA et al., 2005).

Na morfodiagnose dos fragmentos encontrados nos sachés e das
amostras a granel da planta C.sinensis, em todas as amostras foram observadas,
caracteristicas macroscopicas e microscopicas descritas na literatura.

Foram observados vérios estbmatos anomociticos inseridos no mesmo
nivel das células circunvizinhas na face abaxial (Figura 1) e muitos pelos tectores
simples (unicelulares) e longos, de paredes espessadas, com apice agudo e
circundados na base por células epidérmicas em roseta (Figura 2).

Nas amostras dos sachés, devido ao pequeno tamanho dos
fragmentos das folhas, ndo foram observados pélos tectores na superficie dos
fragmentos foliares, mas estavam presentes as pequenas cavidades (cicatrizes
dos tricomas) circundadas por células epidérmicas em roseta (Figura 1) nas quais

se fixam os pélos tectores.
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Vale ressaltar que as cicatrizes de tricomas encontradas na superficie
adaxial glabra desta espécie sdo indicativas de que haviam tricomas ali em
alguma fase da vida deste vegetal (PEREIRA et al., 2009).

Os caracteres da epiderme foliar encontrados nas amostras de cha
verde analisadas neste trabalho sdo concordantes com a descricdo de varios
autores (DUARTE & MENARIM, 2006; PEREIRA et al., 2009).

Figura 1. Superficie abaxial: detalhe da cicatriz deixada por um tricoma (seta
vermelha), presenca de estbmatos anomociticos inseridos no mesmo nivel das
células epidérmicas (seta azul).

Figura 2. Superficie abaxial: presenca de tricomas unicelulares longos, fixados a
epiderme e circundados por células epidérmicas em roseta (seta vermelha);
presenca de varios estbmatos anomociticos (seta azul).
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Figura 3. Face adaxial e campos primarios de pontuacéo (seta branca).

Na pesquisa relativa a pesquisa de sujidades ou matéria estranha
foram observadas irregularidades em algumas amostras. Na marca em sachés de
namero 12, foram encontradas duas unidades, ainda vivos, de Liposcelis spp
(psécidos) (Figura 4), insetos que estdo presentes, geralmente, em matéria
organica em processo de decomposi¢cdo. Embora os psdcidos e alguns insetos
ndo sejam considerados vetores mecanicos prejudiciais a saiude humana, séo
indicadores de préticas inadequadas em alguma etapa da producao (colheita,
armazenamento e/ou processamento) e revela falta de higiene na conservagao do
chd além de indicar processo de deterioracdo da matéria prima vegetal
(INMETRO, 2009).

Os psocidos podem sobreviver sem alimentagéo cerca de 26 a 51 dias
e alimentam-se de uma grande variedade de produtos de origem vegetal e
animal. S8o encontrados em gréos, farinhas, produtos moidos, papel, ninhos de
aves, paredes dos armazéns e moinhos e, principalmente em produtos com
elevado conteddo de umidade ou em processo de deterioracdo. Sua dieta pode
ainda, incluir micélios de fungos, carcacas de insetos mortos e ovos de
coledpteros e lepidépteros presentes nos produtos armazenados. Sua presenca
geralmente indica deficiéncias nas condicdes de armazenamento, danos
causados por outros insetos, excesso de umidade, desenvolvimento de fungos
e/ou elevado conteddo de impurezas. Quando sua populagdo aumenta
consideravelmente, podem cobrir as paredes dos armazéns, silos, depdésitos, etc.,
sendo que os produtos estocados adquirem um odor desagradavel (TURNER e

ALI, 1993; LIN, et al., 2004; OGAWA, 2008; YOSHIZAWA e LIENHARD, 2010).
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Figura 4. Liposcelis spp (psécido).

Outras irregularidades encontradas foram a presenca de fragmentos de
teia de aranha na amostra a granel de niumero 11 e galhos grossos da propria
planta em quantidade acima dos 10% permitidos pela legislagéo, identificados nas
amostras a granel de numeros 10 e 11. De acordo com a ANVISA, o cha verde é
constituido por folhas e brotos da planta C.sinensis, dessa forma a presenca de
galhos grossos pode ser considerada uma contaminagdo ou adulteragcdo para
este tipo de produto.

Na amostra a granel de numero 4, foram encontrados fragmentos
histologicos de outra planta identificados ja na avaliagdo macroscopica.

A amostra de numero 14, apesar do teor de umidade abaixo de 12%,
apresentou atividade de dgua acima de 0,600, mesmo com 0s sachés embalados
individualmente em material plastico e ainda dentro do prazo de validade,
apresentou intenso desenvolvimento de fungos, o que foi identificado na avaliagcéo
macroscopica pois 0 material vegetal estava com aparéncia esbranquicada e
formando agregados. Isso indica que a atividade de 4gua torna-se mais relevante
que o teor de umidade para a manutencéo da estabilidade dos chas, associado a
isso se da grande importancia as boas praticas agricolas e de fabricagéo, pois em
outras marcas com medida de atividade de agua similares néo foi observado o
desenvolvimento de fungos. Este problema pode estar relacionado tanto a
contaminagédo por falta de atencdo ao Regulamento Técnico sobre as Condigdes
Higiénico-Sanitarias e de Boas Praticas de Fabricacdo, quanto ao

armazenamento inadequado ou a embalagem do produto final com valor de
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atividade de &gua propicio ao desenvolvimento fungico. Este tipo de desvio de
qualidade merece atencdo, pois pode causar prejuizos a saude dos
consumidores, principalmente se considerarmos que determinados tipos de
fungos podem produzir micotoxinas, especialmente aflatoxinas, que séao
altamente deletérias.

Os indices superiores ao permitido, com relagdo as sujidades nos
produtos avaliados, se devem possivelmente ao manejo, limpeza e separacao
inadequada (AMARAL et al., 2003). A presencga desses elementos estranhos nos
produtos analisados prejudica a qualidade da matéria-prima e compromete a
confiabilidade do consumidor em relac&o a esses produtos.

O limite da vida-de-prateleira de produtos desidratados pode ser
estabelecido em fungéo do teor de umidade. O uso de um material de embalagem
com baixa taxa de permeabilidade ao vapor d’agua mantém o nivel de umidade
aceitavel e consequentemente ndo modifica significativamente o valor de
atividade de 4gua (BERTE et al., 2006).

Avaliando a atividade de agua das amostras de cha verde analisadas,
observa-se que seis amostras apresentaram valor acima de 0,60, j& estando
susceptivel ao desenvolvimento de fungos e outros microorganismos.

Quanto ao teor de umidade, de acordo com as normas na Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) o teor maximo de umidade permitido
para o cha verde é de 12%. Nas amostras de ch& verde a granel, a umidade
variou de 4,42 a 10,66% e nos sachés foram de 7,89 e 11,29%. Conforme pode
ser observado nas Tabelas 3 e 4, todas as amostras avaliadas encontravam-se
dentro do limite de percentual de umidade permitido pela ANVISA, que permite
um teor maximo de 12%.

Os percentuais de &gua encontrados nos vegetais ndo seriam
suficientes para promover a propagacao e desenvolvimento de microrganismos (0
que ocorreria somente com indice de umidade acima de 12%) ou acarretar a acao
de enzimas (presentes em quantidades acima de 20% de agua), ocasionando
possivel degradacdo dos constituintes quimicos das amostras (BELTRAME et al.,
2009). Além disso, levando em consideracdo o ensaio de atividade de agua, de

acordo com outros resultados disponiveis na literatura cientifica, apenas uma das
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25 amostras estaria fora do limite seguro de atividade de agua para este tipo de

produto.

Tabela 3. Percentual de umidade e atividade de agua em amostras de cha verde

a granel.

Marcas Teor de umidade (%) m/m Atividade de 4gua
+ desvio padrao + desvio padrao

1 8.48°0 + 0,21 0.608% + 0,0005

2 8.03% + 0,09 0.575° + 0,002

3 9.37° + 0,28 0.650% + 0,002

4 10.30% + 0,32 0.641° + 0,001

5 10.66% + 0,19 0.643° + 0,0005

6 9.17°+0,1 0.4669 + 0,002

7 7.99% + 0,37 0.507" + 0,0005

8 7.05° + 0,65 0.465% + 0,001

9 4.42"+ 0,04 0.376" + 0,0005

10 9.10™ + 0,13 0.638° + 0,006

11 10.48% + 0,03 0.616° + 0,001

*Médias seguidas pela mesma letra, numa mesma coluna, nédo diferem estatisticamente entre si.
Foi aplicado o teste de Tukey ao nivel de 5% de significaAncia.

Tabela 4. Percentual de umidade e atividade de agua em amostras de cha verde
em sachés.

Amostras Umidade m/m Atividade de 4gua
+ desvio padréo + desvio padrao

1 11.29% + 0,11 0.451" + 0,003

2 10.31%° + 0,44 0.573" + 0,002

3 9.70°® + 0,35 0.554' + 0,003

4 11.44% + 0,16 0.585% + 0,001

5 7.899+1,13 0.647° + 0,001

6 8.99%" + 0,05 0.417° + 0,003

7 11.26% + 0,11 0.638% + 0,006

8 10.95% + 0,04 0.531' + 0,002

9 11.19% + 0,37 0.687% + 0,001
10 10.09°° + 0,11 0.562' + 0,001
11 10.85% + 0,42 0.627° + 0,0005
12 9.25%" + 0,19 0.597" + 0,001
13 8.39+ 0,5 0.484™ + 0,001
14 8.88%9 + 0,49 0.666° + 0,002

*Médias seguidas pela mesma letra, numa mesma coluna, néo diferem estatisticamente entre si.
Foi aplicado o teste de Tukey ao nivel de 5% de significaAncia.
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O teor de cinzas totais acima do estabelecido como parametro para
uma determinada matéria-prima vegetal indica presenca de impurezas
inorganicas ndo-volateis que podem estar presentes como contaminantes
(SIMOES, 2004).

Avaliando o teor de cinzas totais, apenas a amostra a granel numero 2
(Tabela 6.) esta em desacordo com o limite de 8% estabelecido pela ANVISA.

No entanto, ao analisar os resultados relativos ao teor de cinzas
insoliveis em &cido, observa-se que 3 das amostras a granel (Tabelas 5.) e 4
amostras em sachés (Tabelas 6.), estdo fora do limite de 1,5% estabelecido na
legislacéo.

A determinagdo de cinzas insoliveis em &cido cloridrico destina-se a
deteccdo de silica e constituintes silicosos, que em quantidade acima da
estabelecida para a matéria-prima vegetal influencia negativamente na qualidade
do cha (FARMACOPEIA BRASILEIRA 1V, 1988; SIMOES, 2004).

Tabela 5. Cinzas totais e cinzas insolUveis em acido em amostras de cha verde a

granel.

Marcas Cinzas totais (%) m/m Cinzas insoluveis em &cido (%) m/m
+ desvio padréo + desvio padréo

1 6.22°" +1,76 0.52% + 0,02

2 9.78% + 0,004 0.63%"+ 0,18

3 5.37+ 0,01 1.16° + 0,03

4 6.14% + 0,06 0.66% + 0,0001

5 5.56% + 0,02 0.36'+ 0,13

6 7.83°+0,31 1.98° + 0,29

7 7.19° + 0,27 1.98° +0,14

8 6.09% +0,01 2.32%+0,01

9 5.45% + 0,08 0.86% + 0,04

10 5.86° + 0,02 0.60%" + 0,14

11 5959+ 0,1 0.87%+ 0,07

*Médias seguidas pela mesma letra, numa mesma coluna, ndo diferem estatisticamente entre si.
Foi aplicado o teste de Tukey ao nivel de 5% de significaAncia.
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Tabela 6. Cinzas totais e cinzas insollveis em acido em ché verde em sachés.

Marcas Cinzas totais (%) m/m Cinzas insolaveis em &cido (%) m/m
+ desvio padréo + desvio padréo

1 5.05% + 0,02 0.66% + 0,07
2 5.26%+ 0,1 0.68% + 0,05
3 6.24% + 0,26 0.71°°+ 0,14
4 5.67"+ 0,01 0.86° + 0,14
5 6.43°+0,1 0.30"'+0,12
6 5.219 + 0,09 0.51° + 0,09
7 5.56' + 0,09 0.61°+ 0,08
8 5.269 + 0,03 1.63% + 0, 0001
9 5.289 + 0,14 0.52° + 0,16
10 6.91° + 0,29 1.54° + 0,02
11 7.24% + 0,13 1.76%+0,1
12 5.95° + 0,04 1.21° + 0,02
13 5.99% + 0,16 1.75%+ 0,06
14 6.11% + 0,08 1.49° + 0,3

*Médias seguidas pela mesma letra, numa mesma coluna, ndo diferem estatisticamente entre si.
Foi aplicado o teste de Tukey ao nivel de 5% de significaAncia.

Na avaliagdo macroscépica e microscopica, trés marcas a granel e
duas de sachés apresentaram-se nao conformes (Tabela 7.).

Tabela 7. Resultado das analises macroscépicas e microscépicas nas marcas de

chéaverde.
Marca Observactes Resultado
4G Identificados fragmentos histolégicos de outra planta na avaliagéo N&o conforme

10G

11G

12S

14S

macroscopica. Ndo atende as Resolu¢cdes ANVISA/MS RDC n°
267/2005 e n° 219/2006, quanto a identidade do produto, por
conter espécie vegetal ndo prevista para o preparo do cha verde,
o qual deve ser composto exclusivamente pela C. sinensis,
conforme indicado no rétulo do produto.

Presenca de galhos grossos em quantidade acima de 10%
levando em consideracdo peso seco da matéria vegetal. Denota
contaminagao, pois o cha verde deve ser produzido apenas a
partir de folhas e brotos da C sinensis.

Presenca de fragmentos de teia de aranha e galhos grossos em
guantidade acima de 10% levando em consideracdo peso seco
da matéria vegetal. Denota contaminacgéo, pois o cha verde deve
ser produzido apenas a partir de folhas e brotos da C
sinensis.Além disso os fragmentos de teia de aranha indicam falta
de cuidados na conservacgdo do produto durante a producédo e/ou
embalagem.

A presenca de 2 psocidos vivos (Liposcelis spp.) € indicativo de
condi¢cbes inadequadas de armazenamento e conservagcdo de
matérias-primas ou do produto, incompativel com as boas
praticas de fabricagéo.

Presenca de fungos, tornando a matéria vegetal com aspecto
esbranquicado e formando aglomerados.

Nao conforme

Nao conforme

Nao conforme

Nao conforme

Resultados: Das 25 marcas analisadas, 5 foram consideradas nao conformes.

*Marca a granel (G) e marca em sachés (S).
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Na avaliacdo fisico-quimica, das 25 marcas analisadas, 8 foram
consideradas nao conformes, de acordo com a legislagéo Brasileira (Tabela 8.)
No entanto, levando em consideragéo a atividade de dgua (Aw), como critério de
qualidade relevante para a manutencdo da estabilidade do produto, 18 marcas
estariam néo conformes pois 10 das marcas avaliadas apresentaram valor de Aw
acima de 0,600. Diante disso, para melhorar a estabilidade da matéria vegetal dos
chas, seria interessante que fosse incluida na legislagdo brasileira, como
parametro de avaliagdo da qualidade dos chés, a andlise de atividade de agua.

Em estudo realizado por Calixto et al. (2000), os autores chegaram a
conclusédo que é necesséaria uma legislagdo mais detalhada e padronizacéo dos
métodos de avaliagdo da qualidade com intencdo de obter matéria prima vegetal
com estabilidade e qualidade uniforme, evitando erros de identificagéo,
adulteracdo e contaminacdo das ervas a serem comercializadas. Além disso,
segundo Sahoo et al. (2010) a regulamentacdo e os métodos utilizados para a
realizac@o do controle de qualidade de plantas para o preparo de infusdes ndo é
uniforme entre os paises, e por isso se faz necessaria uma padronizagédo

urgentemente.

Tabela 8. Resultado das analises fisico-quimicas nas marcas de chéa verde.

Marcas Observacbes Resultado
Umidade  Atividade Cinzas totais Cinzas insolUveis
de agua em acido

1G C NC C C Conforme
2G C C NC C Nao conforme
3G C NC C C Conforme
4G C NC C C Conforme
5G C NC C C Conforme
6G C C C NC Nao conforme
7G C C C NC Nao conforme
8G C C C NC Nao conforme
10G C NC C C Conforme
11G C NC C C Conforme
5S C NC C C Conforme
7S C NC C C Conforme
8S C C C NC Nao conforme
9s C NC C C Conforme
10S C C C NC Nao conforme
11S C NC C NC Nao conforme
13S C C C NC Nao conforme
14S C NC C C Conforme

*Marca a granel (G) e marca em sachés (S).

*N&o conforme (NC); Conforme (C).
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Das 11 marcas a granel analisadas, sete foram consideradas néo
conformes de acordo com a legislagéo Brasileira (Tabela 9.). No entanto, levando
em consideragdo a atividade de agua, como critério de qualidade relevante, 10

amostras seriam consideradas nao conformes.

Tabela 9. Resultado geral das andlises macroscoépicas, microscopicas e fisico-
guimicas nas marcas de cha verde a granel.

Marca Anélise Macroscopica e Andlise fisico-quimica Resultado geral

microscopica

1 Conforme Conforme Conforme
2 Conforme Nao conforme Nao conforme
3 Conforme Conforme Conforme
4 Nao conforme Conforme Nao conforme
5 Conforme Conforme Conforme
6 Conforme Nao conforme Nao conforme
7 Conforme Nao conforme Nao conforme
8 Conforme Nao conforme Nao conforme
9 Conforme Conforme Conforme
10 Nao conforme Conforme Nao conforme
11 Nao conforme Conforme Nao conforme

Das 14 marcas em sachés analisadas, 6 foram consideradas néo
conformes de acordo com a legislagéo Brasileira (Tabela 10.). Mas levando em
consideracdo a atividade de 4gua (Aw) como critério de qualidade, 9 amostras
seriam consideradas n&do conformes.

Tabela 10. Resultado geral das analises macroscoépicas, microscopicas e fisico-
guimicas nas marcas de cha verde em sachés.

Marca  Anélise Macroscopica e Andlise fisico-quimica Resultado geral

microscopica

1 Conforme Conforme Conforme
2 Conforme Conforme Conforme
3 Conforme Conforme Conforme
4 Conforme Conforme Conforme
5 Conforme Conforme Conforme
6 Conforme Conforme Conforme
7 Conforme Conforme Conforme
8 Conforme Nao conforme Nao conforme
9 Conforme Conforme Conforme
10 Conforme Nao conforme Nao conforme
11 Conforme Nao conforme Nao conforme
12 Nao conforme Conforme Nao conforme
13 Conforme Nao conforme Nao conforme
14 Nao conforme Conforme Nao conforme

De forma geral, as 25 marcas avaliadas 52% (13 marcas)
apresentaram-se ndo conformes de acordo com a legislagdo brasileira, sendo

sete a granel e seis em sachés.
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Estes resultados concordam com o0s obtidos em outros estudos nos
quais foram realizadas avaliagbes da qualidade de chés, e concluiram que a
maioria das plantas comercializadas in natura ou embaladas para o preparo de
chas apresentam-se fora do padrdo de qualidade e ndo tém assegurados o0s
teores de bioativos e propriedades arométicas (AQUINO et. al., 2007; GOMES et.
al., 2007).

2.5 CONCLUSOES

Neste estudo, foi confirmada a identidade vegetal (Camellia sinensis)
em 24 das 25 marcas avaliadas. No entanto, na avaliacdo macroscopica, algumas
marcas encontravam-se em desacordo aos padroes de qualidade exigidos pela
legislagdo. Em quatro das marcas foi constatada a presenca de materiais
estranhos, tais como os psoécidos, vestigios de teia de aranha, desenvolvimento
de fungos e presenca de fragmentos de outra planta diferente da C.sinensis. Além
disso, duas das marcas avaliadas apresentaram quantidade excessiva de galhos
grossos, o que pode ser indicio de adulteracdo do produto, pois o cha verde deve
ser composto apenas por folhas e brotos.

Dos chas analisados, 28% estavam acima do limite estabelecido para
cinzas insoliveis em &cido, um forte indicativo de contaminacdo por areia. As
irregularidades observadas nas amostras avaliadas sao, provavelmente,
decorrentes de falhas no processo de producdo e de auséncia de controle de
gualidade. Quanto ao teor de umidade, todas as amostras estavam de acordo
com os limites estabelecido pela legislacdo. No entanto, embora néo estabelecido
o controle de atividade de agua na avaliagdo da qualidade dos chés alimenticios
pela legislacdo, dez marcas apresentaram amostras com nivel de atividade de
dgua que poderia favorecer o desenvolvimento de fungos no produto
comercializado, inclusive em uma destas marcas foi identificada a presenca de
fungos na avaliacdo macroscopica. Das 25 marcas avaliadas 52% (13 marcas)
apresentaram-se ndo conformes de acordo com a legislagdo brasileira, sendo
sete a granel e seis em sachés. Os resultados encontrados confirmam problemas
relacionados a qualidade dos chas comercializados em Salvador.
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CAPITULO 3: POLIFENOIS TOTAIS, FLAVONOIDES E CORRELACAO COM A
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM DIFERENTES MARCAS DE CHA VERDE

RESUMO

Os chés estéo incluidos entre as bebidas mais consumidas no mundo.
Sao fontes significativas de compostos com propriedades antioxidantes. Os
beneficios de saude atribuidos ao cha verde tém levado a um grande aumento na
comercializagdo desses produtos no mercado. Dentre as diversas formas de
apresentacdo destes, o cha verde e o ch& preto sdo os mais populares. Neste
trabalho, objetivou-se avaliar os teores de fendlicos totais e flavondides e a
correlagdo desses bioativos com a atividade antioxidante in vitro pelos métodos
da atividade captadora do radical livre (1,1-difenil-2-picrilhidrazina) (DPPH) e de
inibicdo da oxidacdo pelo sistema modelo (3-caroteno/acido linoléico (BCAL) em
amostras de 25 diferentes marcas disponiveis & venda em farmécias e
supermercado de Salvador-Ba, incluindo produtos na forma de sachés e folhas a
granel. Os resultados obtidos mostraram diferengas significativas na concentragao
dos compostos fendlicos entre as marcas de cha verde estudadas nas formas a
granel e saché. No estudo, também ficou comprovado que, no preparo do cha
verde, as amostras obtidas por infusdo aquosa com agitagdo mecanica
apresentaram maiores teores de flavondides em relagdo aquelas que ndo foram
submetidas & agitagdo. Os percentuais de inibicdo da oxidagdo variaram
significativamente entre as amostras, mas apresentaram significativa correlagao
com os teores de polifendis e flavondides. No método de oxidacéo acoplada do B-
caroteno/acido linoléico (BCAL), a variacdo na atividade antioxidante foi de 54,87
a 92%, utilizando o BHT como controle. A maioria das amostras a granel e todas
as amostras em sachés avaliadas neste estudo, apresentaram percentuais de
inibicdo da oxidacdo em termos de captagdo do radical livre (DPPH) mais
elevados quando comparados aos resultados da literatura cientifica. Das
diferentes marcas avaliadas, apenas duas apresentaram atividade antioxidante
inferior a média deste estudo.

Palavras chave: Camellia sinensis, bioativos, antioxidante, infuséo, qualidade.
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CHAPTER 3 TOTAL PHENOLS, FLAVONOIDS AND CORRELATION WITH
ANTIOXIDANT ACTIVITY IN DIFFERENT MARKS OF GREEN TEA

ABSTRACT

The teas are included among the most widely consumed beverages in the world.
Are significant sources of compounds with antioxidant properties. The health
benefits attributed to green tea have led to a great increase in the
commercialization of these products in the market. Amongst the diverse forms of
presentation of these, the green tea and the black tea are most popular. This study
aimed to evaluate the levels of total phenolics and flavonoids and the correlation of
these bioativos with the antioxidant activity in vitro for the methods of the of free
radical activity sensor (1,1-diphenyl-2-picrilhidrazina) (DPPH) and of inhibition of
the oxidation for the system model B-carotene/ linoleic acid (BCAL) in samples of
25 different available marks for sale in pharmacies and supermarket of Salvador-
BA, including products in the sachets form and sheets in bulk. The gotten results
had in bulk shown significant differences in the concentration of phenolics
composites between the marks of green tea studied in in bulk form and sachet. In
the study, was also shown that, in the preparation of green tea, the samples
obtained by mechanical agitation with aqueous infusion showed higher levels of
flavonoids compared those who were not subjected to agitation. The percentage of
oxidation inhibition varied significantly between samples, but showed significant
correlation with the levels of polyphenols and flavonoids. In the method of
oxidation connected of B-carotene/linoleic acid (BCAL), the variation in the
antioxidant activity was of 54,87 to 92%, using the BHT as control. The majority of
the samples in bulk and all the samples in sachets evaluated in this study, had
more presented percentages of oxidation inhibition in terms of the free radical
capitation (DPPH) raised when compared with the results of scientific literature. Of
the different marks evaluated, only two showed an antioxidant activity low than the
average for this study.

keywords: Camellia sinensis, bioactive, antioxidant, infusion, quality.
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3.1 INTRODUCAO

A sociedade atual tem buscado na natureza habitos mais saudaveis de
vida. Essa tendéncia tem levado ao aumento progressivo da producao e utilizagéo
dos produtos naturais e consequientemente, maior preocupacdo em relacdo a
qualidade destes produtos (ROCHA et. al.,2004; LIMA et al., 2009; VUONG et
al.,2011). Dentre estes se destacam os chas, uma das bebidas mais consumidas
no mundo. (ASOLINI et al., 2006).

Nos ultimos anos houve um grande crescimento na producdo e
comercializagdo dos produtos a base de cha verde (C.sinensis), principalmente
devido aos beneficios de saulde atribuidos aos componentes bioativos, com
capacidade antioxidante, disponiveis neste produto (KODAMA et al., 2010).

InfusGes de ervas com significativa atividade antioxidante, apresentam
potencial de utilizagdo tanto na conservacao da qualidade de alimentos, como na
preservacdo da satude humana, quando presentes regularmente na dieta. Tal fato
d& importancia e justifica o fato de que, vérios estudos in vitro vém apresentando
0 objetivo de avaliar o teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante em
diferentes tipos de chas (KARORI, et al., 2007; FARHOOSH, et al.,2007; KOMES,
et al., 2010; ZHU, et al., 2011 ).

Os beneficios associados ao consumo de cha tém sido atribuidos a
poderosa capacidade antioxidante proporcionada pelas elevadas concentragfes
de compostos fendlicos e flavonoides (RUSAK et al., 2008). Estes compostos
com marcante capacidade de captar radicais livres estdo associados & menor
incidéncia de doengas relacionadas ao estresse oxidativo, que ocorre quando héa
limitagdo na disponibilidade de antioxidantes e por consequéncia podem ocorrer
lesbes oxidativas de carater cumulativo pela acdo dos radicais livres. Os
antioxidantes sdo capazes de estabilizar ou desativar os radicais livres antes que
ataquem os alvos bioldgicos nas células (DROGE, 2002; ATOUI et al., 2005).

De acordo com Saito et al., 2007, o ch& verde brasileiro apresenta teor
de compostos fendlicos consideravelmente maior quando comparado com chas
comercializados em outros paises.

As dietas ricas em compostos antioxidantes naturais sao
epidemiologicamente associadas a reducdo do risco de desenvolvimento de
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algumas doencas relacionadas a idade nos seres humanos (AZAM et al., 2004;
JIAN et al., 2004; HALLIWELL, 2008; FUKINO et al., 2008; PERON et. al., 2008;
SENGER et al., 2010; WANG et al., 2010).

Apresentando marcante atividade antioxidante, a planta C.sinensis,
pertencente a familia Theaceae, € conhecida popularmente por cha verde
(MATSUBARA e RODRIGUEZ-AMAYA, 2006b; CHEN et al., 2010).

Estes fatores aliados ao interesse crescente relativo aos beneficios do
cha verde (C.sinensis) conduziram a inclusdo do mesmo no grupo de bebidas
com propriedades funcionais (ANESINI, 2008).

O ché& verde apresenta colorag@o caracteristicamente verde devido a
inativacdo da polifenol oxidase por meio do tratamento das folhas frescas por
calor (KOO e NOH, 2007).

Para obtencdo do cha, sdo utilizadas as folhas e os brotos da planta
(PERON et. al, 2008). Os chés produzidos a partir da planta C.sinensis s&o
classificados em trés categorias conforme o processo de fabrica¢do: fermentado
(preto), o semi-fermentado (oolong) e ndo-fermentado (verde) (SOARES et. al.,
2002; TANAKA e KOUNO, 2003; MATSUBARA e RODRIGUEZ-AMAYA, 2006a).
(repetido?)

Além dos polifendis a C.sinensis apresenta elevados niveis de
flavondides. Segundo Punyasiri et al. (2004) a presenca de altas quantidades da
enzima antocianidina redutase responsavel por catalisar etapas chaves na
producdo das catequinas pode explicar os significativos teores de flavondides
encontrados nesta planta.

Os radicais livres ou espécies reativas do oxigénio (ERO) séo
substancias altamente reativas, por apresentarem um elétron desemparelhado na
ultima camada eletrbnica, e tendem a reagir rapidamente com substratos
oxidaveis (FERREIRA e MATSUBARA et al. 1997).

As ERO séo formadas por reac¢des de 6xido-reducao, apds cederem ou
receberem um elétron de outras moléculas instaveis e sdo consequéncia direta do
metabolismo do oxigénio e da exposi¢cdo da célula a xenobidticos (micotoxinas,
radiacdo ionizante, pesticidas, etc.), que provocam a redugdo incompleta do
oxigénio. (DROGE, 2002). Além disso, os radicais livres oxigenados podem ser
convertidos a outras espécies reativas nao radicais, como peroxido de hidrogénio,
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acido hipocloridrico e peroxinitrito (FERREIRA e ABREU, 2007), assim as ERO
podem ser espécies radicais e néo radicais (FANG et al., 2003).

Jé os antioxidantes podem ser definidos como substancias capazes de
retardar ou inibir a oxidacao de substratos oxidaveis, podendo ser enziméticos ou
ndo enzimaticos, tais como o a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno, acido ascérbico
(vitamina C) e os compostos fendlicos (flavonoides e outros fendis) (ASOLINI et
al., 2006; SOUSA et al.,2007).

A eficiéncia antioxidante de compostos bioativos em alimentos de
origem vegetal depende de sua estrutura e da sua concentracdo no alimento. Por
sua vez, a quantidade destas substancias em vegetais é amplamente influenciada
por fatores genéticos e condicbes ambientais, além do grau de maturacdo e
variedade da planta, entre outros aspectos (OLIVEIRA et al, 2009).

A composi¢do quimica dos chas pode variar quanto a espécie, idade
das folhas, estacéo, clima (umidade, temperatura, latitude) e condigdes de cultivo
(solo, 4gua, minerais, fertilizantes, entre outros) (USUNALIC et al. 2005; PERVA-
OWUOR et al., 2006; SCOTTI et al., 2007; JAYASEKERA et al., 2011). Essas
diferengcas na matéria-prima refletem no sabor, cor e, possivelmente, nos teores
de flavonoides (MATSUBARA e RODRIGUEZ-AMAYA, 2006a). Estes ultimos séo
alguns dos principais componentes quimicos antioxidantes da C.sinensis, sendo
estes potentes quelantes de metais e inibidores da lipoperoxidagdo (PERON et.
al., 2008).

Independente do objetivo seja para a conservagdo dos alimentos ou
para a avaliagdo dos efeitos sobre a saulde, varios estudos tém utilizado
diferentes metodologias e tipos de solventes (muitas vezes organicos) na
extragcdo dos bioativos com potenciais atividades antioxidantes, o que dificulta a
realizagdo de comparagcbes dos resultados obtidos, devido a falta de
padronizagdo. Nesse sentido alguns trabalhos demonstraram a grande
importancia de se analisar a atividade antioxidante e a composi¢éo fendlica na
forma como o cha é consumido (ATOUI, et al., 2005; MORAES DE SOUZA,
2007).

Segundo Braga et al. (2007), para a maioria das plantas
comercializadas na forma de chd ndo existem pardmetros de avaliagdo de
qualidade, embora sejam amplamente comercializadas em mercados, feiras
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livres, farméacias e ervanarias brasileiras. Por este pressuposto torna-se prioritario
a criacdo de padrbes minimos de qualidade organolépticos, fisico-quimicos,
microbiol6gicos e de bioativos que venham atender ao mercado consumidor
brasileiro.

A composicao quimica do cha verde pode variar em funcdo de vérios
fatores, e em geral, os consumidores preferem um cha com baixo amargor,
dependendo do pais e do segmento do consumidor (LEE et al., 2010).

A qualidade do cha verde é fortemente influenciada pelos componentes
organicos e inorganicos das folhas e dos brotos, os quais s&o alterados durante a
sua transformacao (aquecimento) em substancias que determinam o sabor (LIMA
et al., 2009). Além disso, a cor, o sabor e 0 aroma do cha verde estao diretamente
associados a quantidade de polifendis presentes que séo os principais compostos
gue definem sua qualidade (SOARES et. al., 2002; MACHADO et al., 2007;
SCOTTI et al., 2007; FRIEDMAN et al., 2009; LIMA et al.,2009;).

Durante um periodo de armazenamento por 15 meses, foi avaliada
e constatada uma perda consideravel da atividade antioxidante em alguns
tipos de chas (NAITHANI et al., 2006).

Apesar do mercado para os produtos naturais ser promissor e de
demanda crescente, a falta de qualidade, desde a matéria-prima ao produto
acabado é um problema freqluente, e alguns produtos podem chegar ao
consumidor com baixos teores de bioativos (BUGNO et. al., 2005; VEIGA JUNIOR
et al., 2005; FRANCA et. al., 2008).

Assim como o teor de polifendis, as informa¢des baseadas em outros
pardmetros quimicos relacionados a atividade biolégica s&o considerados
indicadores complementares da qualidade do cha verde (ANESINI, 2008). Nesse
sentido, a avaliacdo da atividade antioxidante vem sendo utilizada, em muitos
estudos, como um indicador complementar da qualidade do cha verde.

No entanto, apesar de alguns trabalhos indicarem a presenca de
antioxidantes em chés, a metodologia utilizada em véarios estudos os extratos séo
obtidos por solventes orgéanicos das folhas secas. Ainda h& poucos relatos, no
Brasil, sobre os compostos fendlicos e atividade antioxidante em infusGes de
ervas (AQUINO, 2007; MORAIS et. al.,2009 ).
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De acordo com Perva-Uzunalic et al. (2006), a combinagdo mais
eficiente para extragdo dos compostos fendlicos em ervas é uma temperatura
inicial de infuséo de 95 a 100°C e tempo de 5 a 10 minutos. Ainda de acordo com
Lima et al.(2004) a maior quantidade de fendlicos obtida do cha preto (C.sinensis)
ocorre no tempo de infusdo de 10 minutos.

Varios trabalhos utilizam agitagdo mecénica durante o preparo dos
extratos, porém, em todas as embalagens dos chéas utilizados neste trabalho nao
h& recomendacao para agitagdo, a orientagdo exibida nas embalagens refere-se a
infus@o de forma estatica durante 3 a 10 minutos ou até adquirir a coloragéo e
sabor caracteristicos do cha, mas para efeito de comparagdo com outros
trabalhos publicados, foram analisados neste trabalho extratos aquosos
preparados através de infuséo pelo periodo de 10 minutos com e sem agitagao.

Tendo em vista que um dos principais atrativos no consumo do ché
verde é seu potencial de atividade antioxidante o qual € desempenhado
principalmente pelos polifendis, e estes ultimos sdo um indicativo da qualidade
desta matéria prima vegetal, pois as diferencas na quantidade de fendlicos podem
acarretar uma grande variagdo nos efeitos esperados para estes produtos, este
estudo teve por finalidade determinar o teor de polifendis totais e flavonoides, em
infusGes preparadas a partir de amostras de diferentes marcas comercializadas
em farméacias e supermercados de Salvador-BA

Tendo em vista que um dos principais atrativos no consumo do ché
verde € seu potencial de atividade antioxidante, neste trabalho foi avaliada a
atividade antioxidante em termos da capacidade de sequestro de radicais livres
pelos métodos da atividade captadora do radical livre (1,1-difenil-2-picrilhidrazina)
(DPPH) e de inibicdo da oxidacdo pelo sistema modelo B-caroteno/acido linoléico,
em infusdes de 25 diferentes marcas de ch&d verde para complementar a

avaliagdo da qualidade do cha verde comercializado em Salvador-BA.
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3.2 MATERIAL E METODOS

e Amostras

Amostras de 14 diferentes marcas de cha verde (C.sinensis (L.)
Kuntze) em sachés (saquinhos embalados individualmente e em caixas) e 11
marcas a granel (folhas soltas em pacotes para fracionamento posterior)
disponiveis no comércio foram adquiridas no periodo de 2009 a 2010 em
farméacias e supermercados da cidade de Salvador-BA.

Embora haja predominancia da indicagéo da infusdo por 3 minutos nas
embalagens dos chéas analisados, neste trabalho foi padronizado para 10 minutos,
por ser o tempo no qual ocorre a melhor extragéo dos bioativos.

A proporcdo de erva/dgua, bem como o tempo de infusdo e
temperatura da agua foram estabelecidos baseados nas melhores condicdes de
extracdo de bioativos, segundo estudos realizados por outros autores e ensaios
preliminares para confirmacao (RAMIREZ-MARES et al., 2004).

Todos os extratos foram preparados na forma de infusdo aquosa e

analisados no mesmo dia.

e Avaliacdo do teor de polifendis e flavondides totais

Foram preparadas infusdes sem agitacdo e submetidas a agitagcéo por
30 segundos em homogeneizador tipo vortex, utilizando 10mL de &gua, apos a
mesma atingir a temperatura de ebulicdo, adicionado 0,1g das folhas do cha e
deixados em infuséo por 10 minutos (RAMIREZ-MARES et al., 2004).

e Determinacdo de polifendis totais

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais foi realizada, em
triplicata, através do método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, utilizando o
epicatequina como padrdo de referéncia. Em tubo de ensaio adicionou-se
sequencialmente, 0,1mL da amostra e 2,5mL do reagente do Folin a 10%, apés
reagir por 3 minutos, 2mL de carbonato de sodio 7,5%, apds tampar e

81



homogeneizar os tubos foram levados ao banho Maria a 50°C por 5 minutos
seguido por banho de gelo por 2 minutos e realizada a leitura em
espectrofotdmetro a 760nm. Alcool etilico PA foi utilizado como branco.

Os resultados foram expressos em miligrama (mg) de epicatequina
equivalentes a quantidade em grama (g) de peso seco da planta (mg Ecat/g)
(SINGLETON et al., 1965).

e Determinacéo de flavonodides totais

Para determinacéo do teor de flavondides totais, foi utilizado um baldo
volumétrico de 10mL, no qual foi adicionado sequencialmente 4mL de agua
destilada, 1mL da amostra, 0,3mL de nitrito de sodio 5%, ap6s 5 minutos
adicionou-se 0,3mL do cloreto de aluminio a 10%, ap6s 1 minuto adicionaram-se
2mL de hidroxido de sédio 1M. Completou-se o volume do baldo com &agua
destilada e homogeneizou-se manualmente. A absorbéancia foi medida a 510nm
(LEE et al., 2003).

e Avaliacdo da atividade antioxidante

- Preparo das infusdes

Foram preparadas infusfes submetidas a agitacao por 30 segundos em
homogeneizador tipo vortex, utilizando 10mL de &gua, apds a mesma atingir a
temperatura de ebulicdo, adicionado 0,1g das folhas do ch& e deixados em

infusdo por 10 minutos (Ramirez-Mares et al., 2004).

- Métodos

Devido a diversidade de métodos, ndo existe um procedimento
metodolégico universal para avaliar a capacidade antioxidante, principalmente,
em decorréncia da grande diversidade quimica existente entre os compostos
antioxidantes (OLIVEIRA et al.,2009).

Os variados métodos podem gerar resultados muito diferentes, este
fato impbe a necessidade de avaliar a capacidade antioxidante por diferentes

82



ensaios, com fundamentos e mecanismos de acgéo diferentes (ROBARDS,
2003;TARBAT et al. 2009).

As andlises foram realizadas em triplicata, utilizando BHT como padréo
de referéncia. Foram utilizados dois métodos espectrofotométricos, as leituras
foram feitas em espectrofotometro UV/VIS Lambda20 Perkin Elmer Norwalk CT
06859, na determinacdo da atividade antioxidante: o método da atividade
captadora do radical livre DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazina) e o método de
determinagdo da atividade antioxidante pela oxidagcdo acoplada do -

caroteno/acido linoléico.

0 Método da atividade captadora do radical livre DPPH (1,1-difenil-2-

picrilhidrazina)

Foi utilizada a metodologia descrita por Brand-Williams et al. (1995), a
qual baseia-se na variagdo da absorbancia obtida por uma perda estequiométrica
da cor da solugéo do radical na presenca de substancias antioxidantes presentes
na amostra do extrato.

Este € um dos métodos mais usados para verificar a capacidade
antioxidante e consiste em avaliar a atividade sequestradora do radical 2,2-difenil-
1-picril-hidrazila (DPPH?e), de colorag&o purpura, que absorve em um comprimento
de onda de 517 nm. Por a¢do de um antioxidante o DPPHe é reduzido formando
2,2-difenilpicril-hidrazina (DPPH-H) (Figura 3), de coloragdo amarela, com
consequente desaparecimento da banda de absor¢cdo, sendo a mesma
monitorada pelo decréscimo da absorbancia. A partir dos resultados obtidos,
determina-se a porcentagem de atividade antioxidante (quantidade de DPPHe
consumida pelo antioxidante) ou sequestradora de radicais e/ou a porcentagem
de DPPHe remanescente no meio reacional. O mecanismo de reagéo é baseado
em transferéncia de elétrons, enquanto a abstragdo de atomo de hidrogénio é
uma reacdo marginal, pois a mesma acontece lentamente em solventes que
estabelecem fortes ligagdes de hidrogénio. O método é influenciado pelo solvente
e pelo pH das reacbes. O método é considerado facil e atil para andlise de
substancias puras e amostras complexas.

Foi utilizado como padré&o (controle positivo), BHT a 200ppm.

83



A solugéo de DPPH utilizada foi preparada utilizando a proporgéo de
0,004g de DPPH/100mL de alcool etilico PA.

O decaimento da absorbancia das amostras (Aam) correlacionado ao
decaimento da absorbancia do controle (Ac) resulta na porcentagem de sequestro

de radicais livres (% SRL), que pode ser expressa através da Equagéol :

0, SRL - Ac- Aam 100

he (Equagéo 1)

0 Método de determinacao da atividade antioxidante pela oxidacao

acoplada do B-caroteno/acido linoléico

Este método foi originalmente descrito por Marco (1968) e
posteriormente modificado por Miller (1971), determina a capacidade de uma
amostra ou composto de proteger um substrato lipidico da oxidagdo. O método
esta fundamentado em medidas espectrofotométricas da descoloracao (oxidacéo)
do B-caroteno (DUARTE-ALMEIDA et. al., 2006).

Para o preparo de mistura reativa foram dissolvidos 5mg de [3-caroteno
em 5mL de cloroférmio, adicionados a um erlenmeyer contendo previamente 20
mg de A&cido linoléico e 200 mg Tween 40. Ap6s a secagem completa do
cloroférmio sob nitrogénio, adicionaram-se 50 mL de &4gua previamente saturada
com oxigénio durante 30 minutos e agitou-se vigorosamente para a formacéo da
emulsdo. A mistura reativa deve estar limpida e apresentar absorbancia entre 0,6
e 0,7em470 nm.

Para a reagdo de oxidagdo, em tubos de ensaio, foram adicionados
5mL da emulsdo preparada e 0,5mL do extrato ou padréo (controle positivo) de
BHT a 200ppm. Os tubos foram colocados em banho maria a 50°C. As leituras
das absorbancias foram realizadas, no inicio e com intervalos de 15 minutos
durante 120 minutos. Agua destilada foi utilizada como branco para calibrar o
espectrofotometro.

Quanto maior a atividade antioxidante da substancia teste maior sera a
manutencdo da cor caracteristica do B-caroteno, pela menor degradacdo do
mesmo.

Os resultados foram expressos como porcentagem de inibicdo da
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oxidacao, que foi calculada em relagdo ao decaimento da absorbéancia do controle
(Ac), e deve ser menor que 0,2 para ser considerado que houve 100% de
oxidagdo, ap6s 120 min de reacdo. Eventualmente, se a absorbancia n&o for
menor que 0,2, deve-se aumentar a concentracdo do acido linoléico (agente
oxidante), aumentando-se também proporcionalmente a concentragdo do Tween
40 (agente emulsificante). A queda da absorbancia das amostras (Aam) foi
correlacionada com a queda do controle, obtendo-se a porcentagem da inibi¢cao
da oxidagéo (% I) através da Equacgéo 2 (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006):

Ac = Abs inicial -Abs final

Aam = Abs inicial - AbS final

Ac - Aam
Ac

% |

X100
(Equacéo 2)

e Peso médio

Para as amostras em sachés, foi realizada a determinagdo da massa
individual de 5 sachés de cada marca para a determinacdo do peso médio e
calculo do teor real de polifendis totais e flavondides de acordo com a proporcéo
de erva seca e 4gua indicada na embalagem.

Para permitir a comparagdo do teor real de polifendis e flavonodides
entre as marcas analisadas, foi realizado um calculo de corre¢cédo levando em
consideracdo o peso medio do contetdo efetivo dos sachés (quantidade do
produto realmente contida na embalagem do produto pré-medido) e a proporgéo

de erva seca/200mL de agua.

3.3 ANALISE ESTATISTICA
Os dados foram processados pela andlise de variancia (ANOVA) por
delineamento estatistico inteiramente casualizado. Diferencgas significativas entre

as medias foram determinadas pelo teste de Tukey ao nivel de p<0,05.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma das questfes fundamentais para a area de alimentos é a relacao
entre a qualidade percebida pelo consumidor e a qualidade quimica apresentada
na avaliagdo dos pardmetros essenciais relacionados a atividade bioldgica
esperada dos alimentos classificados como funcionais.

Esta abordagem impacta diretamente na indulstria, através da definicao
de indices que se relacionam com a qualidade e, portanto, com o valor agregado
do produto.(MACHADO, 2007).

Véarios estudos tém avaliado a qualidade do cha verde através da
composicado quimica, correlacionando-a a atividade antioxidante exibida pelo
produto (RUSAK, et al., 2008; NISHIYAMA et al., 2010; VENDITI et al., 2010).

Nas amostras a granel, figura 1 e tabela 1, preparadas sob agitagéo os
polifendis totais variaram de 23,75 a 65,71mg/g da planta seca em equivalentes a
epicatequina (mg/gEcat), enquanto nas amostras sem agitagao a variagao foi de
6,34 a 42,71 mg/gEcat. Os flavondides (Figura 2 e Tabela 2) apresentaram se na
faixa de 9,41 a 28,62 mg/gEcat no extrato obtido com agitagéo e de 3,70 a 13,31
mg/gEcat, quando ndo houve agita¢éo.

Neste trabalho foram encontradas diferengas significativas nos teores
de polifendis totais e flavondides, nas amostras a granel (folhas soltas) e nas
amostras de sachés, tanto quanto ao método de preparo do extrato em relagéo a
agitacdo mecénica, e também entre as amostras classificadas num mesmo
método de preparo e tipo de embalagem (em sachés ou a granel), conforme as
figuras 1, 2,3 e 4, etabelas 1, 2, 3 e 4.

Observa-se que entre as amostras a granel 10 e 11 n&o houve
diferenca significativa, no entanto quando comparadas & amostra 5, ocorre uma

diferenca significativa ao nivel de 5%.
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Figura 1: Teores de polifendis totais em amostras de cha verde a granel obtidos
por infusdo com e sem agitagdo mecanica, expressos em mg/gEcat, de erva seca.

Tabela 1. Polifendis totais em amostras de cha verde a granel obtidos por infusao
com e sem agitacdo, expressos em mg/gEcat, de erva seca.

Marcas Polifendis totais, sem agitar Polifendis totais, com agitacéo
mg/g Ecat + desvio padrdo mg/g Ecat + desvio padrdo
1 17,85°% + 2,27 60,87° + 0,51
2 26,12° + 0,97 53,179 + 0,58
3 24,86 + 0,09 45,31+ 0,47
4 20,16% + 0,67 62,52° + 0,71
5 42,712+ 1,16 65,71% + 0,37
6 9,97+ 0,43 25,47+ 0,21
7 22,58 + 0,39 36,299 + 0,73
8 25,55 + 0,07 33,17" + 0,40
9 9,63'0,60 50,03° + 0,07
10 6,349 + 0,25 27,47' + 0,29
11 9,20 + 0,36 23,75'+ 0,29

*Médias seguidas pela mesma letra, numa mesma coluna, ndo diferem estatisticamente entre si.

Foi aplicado o teste de Tukey ao nivel de 5% de significaAncia.
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Figura 2: Teores de flavondides totais em amostras de chi verde a granel
preparadas por infusdo com e sem agitacdo, expressos em mg/gEcat de erva
seca.

Tabela 2. Flavondides totais em amostras de infusdo de ch& verde a granel,
preparadas com e sem agitacdo, resultados expressos em mg/gEcat de erva
seca.

Marcas Flavonéides totais, sem Flavonéides totais, com
agitar + desvio padrao agitacao + desvio padréo

1 3,70% + 3,69 23,36° + 0,45

2 6,02° + 0,48 23,66° + 0,42

3 6,21°+1,12 18,65°+ 0,17

4 4,58+ 2,24 17,25+ 0,03

5 13,31% + 4,66 25,93" + 0,69

6 2,39° + 4,33 10,88" + 0,47

7 6,71° + 16,07 13,299 + 0,41

8 6,09 + 1,28 11,51" + 0,66

9 9,59° + 0,96 20,73%+ 0,22

10 4,57%+0,32 28,622 + 0,36

11 6,69° + 1,44 9,41'+ 0,24

*Médias seguidas pela mesma letra, numa mesma coluna, nédo diferem estatisticamente entre si.
Foi aplicado o teste de Tukey ao nivel de 5% de significaAncia.

As amostras dos sachés apresentaram teores de polifendis totais
(Figura 3 e Tabela 3) de 23,18 a 52,65 mg/gEcat sem agitacdo e de 30,13 a
63,99 mg/gEcat sob agitacdo. Enquanto que os flavondides (Figura 4 e Tabela 4)
variaram de 14,29 a 28,23 mg/gEcat 6,37 a 16,41 e quando obtido
respectivamente sem e com agitagéo.
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Figura 3: Teores de polifendis totais em amostras de ché verde em sachés
obtidos por infusdo com e sem agitacdo, expressos em mg/gEcat, de erva seca.

Tabela 3. Polifendis totais em amostras de cha verde em sachés obtidos por
infusdo com e sem agitacdo, expressos em mg/gEcat, de erva seca.

Marcas Polifendis totais, sem agitacdo Polifendis totais, com agitagéo
+ desvio padrao + desvio padrao

1 38,34 + 0,35 47,91+ 0,40

2 28,299 + 0,52 35,99" + 0,57
3 24,54' + 0,86 57,09% + 0,36
4 33,95° + 0,40 52,06° + 0,06
5 52,65% + 0,96 57,97 + 0,06
6 52,252+ 0,54 63,992 + 0,31
7 43,92° + 0,39 61,69 + 0,35
8 27,049 + 0,51 36,42" + 0,11
9 46,24° + 0,68 58,57° + 0,16

10 26,54" + 0,23 39,419+ 0,11
11 24,69'+ 0,49 31,14'+ 0,48

12 23,18'+0,23 30,13'+0,15

13 28,579+ 0,94 35,80" + 0,32
14 30,13"+ 0,25 39,319 +0,16

*Médias seguidas pela mesma letra, numa mesma coluna, ndo diferem estatisticamente entre si.

Foi aplicado o teste de Tukey ao nivel de 5% de significaAncia.
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Figura 4: Teores de flavondides totais em amostras de cha verde em sachés
obtidas por infusdo com e sem agitacdo, expressos em mg/gEcat, de erva seca.

Tabela 4. Flavondides totais em amostras de cha verde em sachés obtidas por

infusdo com e sem agitacdo, expressos em mg/gEcat, de erva seca.

Amostras

Flavondides totais, sem
agitacao + desvio padréo

Flavondides totais, com
agitacao + desvio padréo

OO ~NO OIS WN P

N el ol
WN RO

14

11,37% + 3,85
7,06'+ 1,28
7,35'+1,92
10,47"+ 0,48
12,519+ 1,60
16,412 + 0,70
13,77°+ 0,21
7,42'+ 0,16
14,47° + 0,80
8,43" + 0,32
6,81+ 1,12
6,37 + 0,32
8,999 + 1,92
9,279+ 0,32

20,49° + 0,27
21,939+ 0,36
27,96%® + 0,19
26,88 + 0,07
25,05° + 0,80
28,23% + 0,52
25,46° + 0,33
16,249 + 0,75
28,16% + 0,32
17,51+ 0,85
14,29" + 0,22
14,63" + 0,43
16,239 + 0,47
17,47"+ 0,41

*Médias seguidas pela mesma letra, numa mesma coluna, néo diferem estatisticamente entre si.

Foi aplicado o teste de Tukey ao nivel de 5% de significaAncia.

diferencas significativas nos teores dos bioativos analisados entre as marcas

Em acordo com os resultados obtidos neste estudo, ocorreram

avaliadas tanto para as amostras em sachés, quanto a granel.
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Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos por Nishiyama et al.
(2010), o qual encontrou diferenca significativa nos teores de polifendis totais
entre 0s extratos aquosos preparados com amostras sob agitagdo e sem
agitacéo.

Estudos realizados por Komes et al. (2010), apresentaram, em seus
resultados diferencas significativas na composi¢cdo quimica dos chas verdes
disponiveis no comércio europeu. Os autores também verificaram que a eficiéncia
da extracdo destes compostos dependem fortemente das condi¢des de preparo e
que para obter teores similares dos referidos compostos utilizando agua a 80°C,
como solvente extrator, seria necessario um diferentes tempo de extracdo, a
saber: 5 minutos para a amostra pulverizada, 15 minutos para amostras em
sachés e 30 minutos para as amostras a granel. Na temperatura de extragao a
100°C foram atingidos os teores mais elevados de polifendis (35,85 mg/g
equivalentes ao acido galico) e flavondides totais (28,65 mg/g equivalentes ao
acido gélico) para as amostras em sachés.

Faller et al. (2009) avaliaram frutas e hortalicas consumidas no Brasil e
obtiveram valores de polifendis totais de 15,3 a 215,7mg equivalente ao acido
gélico/100g de peso fresco, comparando estes com os resultados obtidos para o
cha verde, é notorio que o cha apresenta concentracfes elevadas desses
bioativos, e pode contribuir para um maior aporte de polifenéis na dieta.

Outros autores tém relatado teores de polifendis totais
comparativamente maiores do que a média obtida neste trabalho, mas nesses
casos foram empregados diferentes métodos de extracdo ou padrdes de
referencia distintos para a quantificagéo.

Em estudo realizado por Chen et al. (2007) foi utilizada metodologia
similar a deste trabalho para avaliar alguns chas, mas o padréo foi o 4cido galico
ao invés de epicatequina e a preparacdo da amostra foi diferenciada, em resumo,
50 g de folhas secas foram submetidas & refluxo com 10
volumes de agua fervente por 30 min. Foram encontrados 149,27+2,31 de
polifendis e 33,20+0,51 de flavondides expressos em mg/g equivalentes ao acido

gélico para o cha verde.
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Unachukwu (2010) e colaboradores, utilizando metodologia similar a
deste estudo com ressalva do padréo (Acido gélico), encontraram valores de
polifendis totais variando de 21,38+0,21 a 228,20+3,32 para os chas verdes.

Kodama (2010) e colaboradores utilizou metodologia semelhante a
deste estudo mas o padréo foi catequina e o preparo da infuséo foi com 200mL de
agua destilada (97 ° C), em sachés imersos por 5 minutos. Durante os primeiros
30 segundos, os sachés foram submersos 10 vezes. Depois de 2,5 minutos, o
procedimento foi repetido, e no final dos 5 minutos, os sacos de cha foram
cuidadosamente removidos. A atividade antioxidante pelo método DPPH variou
de 70+8 a 89+2 mg catequina. 200mL e os polifendis totais variaram de 96 a 201

mg.200mL equivalentes a catequina.

Chan et al. (2010) encontraram teores de polifendis totais em duas
marcas de cha verde de 11,370+1480 e 14,120+1810 mg equivalentes ao acido
gélico/100g de matéria vegetal, estes ensaios foram realizados com infusbes

apartir de 1g do cha com 50mL de &gua fervente por uma hora.

Jayasekera et al. (2011) encontraram para o cha preto originado do Sri
Lanca valores de polifendis totais variando de 146,3 a 177,4 mg equivalente ao

acido gélico/g de folhas e % de inibicdo pelo método DPPH de 31,4 a 53,1.

Lima e Melo (2004) avaliaram, em chas comercializados no Brasil, 0
teor de polifendis, que variou de 9,88 a 99,77 em infusBes preparadas com a
imersdo de um saché em 250mL de &gua a aproximadamente 100°C, durante o

tempo de 10 minutos, o teor mair alto foi expressado pelo cha preto (C.sinensis).

Em estudos realizados por Pereira et al. (2009) o cha verde apresentou
valores de 4,8+0,1 a 26,60+0,56 mg equivalentes ao pirogalol/g de amostra e
flavondides de 0,61+0,002 a 1,10+0,058 mg equivalentes a quercetina/g de
amostra, neste estudo para fazer a infuséo utilizou-se 1g de amostra imersos em
100mL de &gua fervente durante 5 minutos.

Duarte a Almeida (2006) avaliando a atividade antioxidante em acerola,
morango, amora e acai, encontraram percentuais de inibicdo de minimo de 30%
para o morango e maximo de 70% para o acai pelo pelo sistema B-caroteno/acido

linoléico, nesse sistema a acerola apresentou um comportamento pro-oxidante
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devido as altas concentracdes de acido ascorbico. Enquanto para o método de
seqlestro de radicais livres (DPPH) o minimo foi apresentado pelo morango
(5umoles equivalentes ao BHT/g de amostra) e o0 maximo pela acerola (90umoles
equivalentes ao BHT/g de amostra).

Na avaliacdo da atividade antioxidante pelo sistema (-caroteno/acido
linoléico, Mamede et al. (2009) obtiveram em seus resultados percentual de
inibicdo da atividade antioxidante de até 85% de em acerolas.

De acordo com o Singleton e Rossi (1965) varios compostos fendlicos
ter respostas diferentes neste ensaio. A resposta molar deste método é
aproximadamente proporcional ao nimero de grupos hidroxila fenélicos em um
determinado substrato, mas a capacidade de reducdo € maior quando dois
grupos fendlicos hidroxila orto s8o orientados ou paraestatais.
Sabe-se que para o consumo humano, os chés séo, geralmente, preparados por
infus@o de folhas ou em sachés em agua inicialmente em ebulicdo. Por outro lado,
em geral, a maioria dos trabalhos cientificos emprega solventes organicos no
processo de extracdo dos compostos fendlicos, tais como metanol, acetona,
etanol e outros. Esta pratica dificulta a comparagéo entre os resultados desses
trabalhos publicados. Além disso, dificulta a quantificacdo do teor de bioativos que
o consumidor ingere devido as diferencas no poder extrativo para cada tipo de
solvente utilizado.

Observou-se que em algumas embalagens constava a recomendagéo
para ndo ferver o ché durante a preparacdo e ndo ultrapassar os 10 minutos em
infusdo para ndo ficar excessivamente amargo. O que esta de acordo com o
preconizado por Pereira et al. (2009), o qual obteve aumento significativo nos
teores de polifendis totais e flavondides com a elevacdo do tempo de
aquecimento na preparagdo da infusédo de ché verde, pois com o aumento da
extragdo de polifendis o cha adquire sabor mais marcante e adstringente,
podendo torna-lo amargo.

Através dos resultados apresentados na tabela 5, é possivel observar
que a proporcao peso seco da planta em relacéo a quantidade de agua utilizada
tém influéncia decisiva na quantidade de compostos fendlicos totais e flavondides

totais nas infusoes.
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Contudo, nos trabalhos que avaliam a qualidade do ch& verde n&o foi
encontrado nenhum estudo que fizesse a correcao do teor de polifendis totais e
flavonodides totais de acordo com a massa do saché e o volume de agua indicado
para o preparo do extrato aquoso. Podem-se observar na tabela 5, que, seguindo
a recomendacdo de preparo, no que diz respeito ao volume de &gua utilizado por
saché, as variagbes séo significativas quando comparam-se os valores corrigidos
aos valores calculados levando em consideracdo apenas a massa de planta seca
por volume de 4gua utilizado para a execugéo das analises. ISso ocorre porque as
diferentes marcas de cha verde apresentam massas diferentes por saché. Além
disso, algumas marcas indicam para o preparo volume diferente dos 200mL
indicados predominantemente nas embalagens.

Uma vez que a atividade biologica da planta estd diretamente
relacionada a qualidade e quantidade dos bioativos presentes no material vegetal,
a falta de padronizacdo observada nos métodos de preparagdo e quantificacao
dificulta a comparacéo entre os resultados dos estudos disponiveis.

Conforme observado na tabela 5, a proporcdo de erva seca/dgua
utilizada no preparo do cha varia de acordo com a marca, pois apesar de haver
certa padronizacdo quanto a quantidade de agua utilizada por saché, no preparo
das infusdes, o conteido nominal de planta seca dos sachés (quantidade indicada

na embalagem do produto) variou significativamente entre as marcas.
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Tabela 5. Comparagéo dos teores de compostos bioativos, em infusdes de cha
verde e equivaléncia relativa ao peso médio dos sachés e as recomendacgdes das

embalagens.
Amostras Peso  Polifendis Polifendéis Flavondides Flavondides Preparo
médio totais (mg  totais(mg totais(mg totais(mg indicado na
/ Ecat/g), Ecat/g), Ecat/g), Ecat/g), sem embalagem
saché corrigidos sem corrigidos correcao saché/
correcéo volume(mL)/
tempo de
infusao
1 2,29 43,89° 38,34" 13,02° 11,37° 200mL/2-5min
1,91 27,01° 28,29° 6,74%" 7,06' 200mL/até
adquirir cor e
sabor
3 1,9 23,30" 24,54’ 6,98° 7,35 200mL/até
adquirir cor e
sabor
4 1,08 18,33 33,95° 5,65' 10,47' 200mL/10min
5 1,25 32,90' 52,65" 7,81 12,51° 200mL/3min
6 1,54 40,23" 52,25 12,63° 16,41° 200mL/3min
7 1,62 35,57° 43,92° 11,15° 13,77° 200mL/até
adquirir cor e
sabor
8 1,56 21,08" 27,04%" 5,78' 7,42 200mL/3min
9 2,14 49,47° 46,24° 15,48% 14,47° 200mL/até
adquirir cor e
sabor
10 1,59 21,10" 26,54" 6,69%" 8,43" 200mL/3min
11 1,83 22,59™ 24,69' 6,22" 6,81 200mL/3min
12 1,76 20,39 23,18’ 5,60' 6,37 200mL/3min
13 2,21 31,57 28,57" 9,93° 8,99%" 200mL/2-3min
14 2,03 47,05° 30,13' 14,47° 9,27° 130mL/3min

*Médias seguidas pela mesma letra, numa mesma coluna, néo diferem estatisticamente entre si.
Foi aplicado o teste de Tukey ao nivel de 5% de significaAncia.

Outro fator que pode influenciar no teor final de bioativos das infusdes
é o conteudo efetivo médio dos sachés (quantidade do produto realmente contida
na embalagem do produto pré-medido), divergindo conteddo nominal do produto
(quantidade indicada na embalagem do produto). Na avaliagdo do contetdo dos
sachés, os resultados de peso médio obtidos foram comparados com o indicado
nas embalagens. De acordo com os resultados apresentados na tabela 6,
verificou-se que apenas 50% das 14 marcas avaliadas estavam dentro dos
valores permitidos pela Lei n°9933, de 20 de dezembro de 1999, Portaria Inmetro
n°96, de 07 de abril de 2000 e Portaria do Inmetro n° 248 de 17 de julho de 2008,
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ue permite uma tolerancia de variacdo de até 9% em relacdo ao peso total de
t tol d de até 9% | total d

cada saché.

Tabela 6. Peso médio dos sachés; peso maximo e minimo encontrados/saché e
percentual de diferenga do peso médio em relagdo ao peso indicado na
embalagem.

Amostras g/ saché Peso médio Max. Min. % diferencaem
indicado na dos sachés relacéo ao peso
embalagem medio / saché

1 2,0 2,292 252 1,96 14,55
2 1,6 1,91 1,93 1,74 19,49
3 1,8 1,90% 2,05 1,79 5,56
4 1,0 1,08¢ 1,11 1,06 8,19
5 1,3 1,259 1,28 1,22 -3,64
6 1,5 1,54 1,59 1,43 2,69
7 1,3 1,62 1,71 1,28 24,96
8 1,6 1,56 1,58 1,55 -1,88
9 1,6 2,14%® 2,16 2,11 33,75
10 1,5 1,59 1,67 1,54 6,00
11 1,7 1,83 1,97 1,73 8,21
12 1,6 1,76% 1,86 1,70 10,48
13 1,8 2,21%® 2,27 2,11 23,25
14 1,6 2,03 2,09 1,95 27,06

*Médias seguidas pela mesma letra, numa mesma coluna, ndo diferem estatisticamente entre si.
Foi aplicado o teste de Tukey ao nivel de 5% de significaAncia.

Neste trabalho, foi realizada a avaliacdo da atividade antioxidante em
infusdes de ch& verde (C.sinensis) e estudada a relacdo desta com os teores de
polifendis e flavondides.

Uma vez que as caracteristicas estruturais dos compostos fenolicos
sdo declaradamente também responsaveis pela atividade antioxidante, as
medi¢cOes de fendis em infusBes podem ser relacionadas as suas propriedades
antioxidantes.

Alguns autores tém sugerido a utilizacdo de mais de um método in
vitro, para a avaliagdo da atividade antioxidante (KUSILIC et al., 2004; ATOUI et
al., 2005).

Foram utilizados dois métodos na determinacdo da atividade
antioxidante: o método da atividade captadora do radical livre (1,1-difenil-2-

picrilhidrazina) (DPPH) e o método de determinagdo da atividade antioxidante
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pela oxidacdo acoplada do sistema emulsionado [-caroteno/acido linoléico
(BCAL).

Os extratos aquosos das amostras a granel (Figura 5 e Tabela 7)
apresentaram atividade antioxidante, pelo método da atividade captadora do
radical livre DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazina), variando de 44,53 a 93,13%, ja no
método de oxidacéo acoplada do B-caroteno/acido linoléico (BCAL), o percentual
de inibicdo variou de 54,87 a 92% enquanto o controle (BHT) apresentou
atividade antioxidante de 79,13%.

Estes resultados sdo semelhantes aos de Erturk et al. (2010) no qual o
percentual de inibicdo minimo e méximo foram de 76,45 e 98,95 respectivamente.
No entanto, devido ao padrdo utilizado ter sido o &cido galico, os polifendis totais
variaram de 33 a 291,18 mg equivalentes ao &cido galico/g de matéria vegetal
seca.

A maioria das amostras a granel e todas as amostras em sachés
avaliadas neste estudo, apresentaram percentuais de inibicdo da oxidacdo em
termos de captagéao do radical livre (DPPH) mais elevados quando comparados
aos resultados obtidos por Nishiyama et al. (2010), nos quais obtiveram
percentual de inibicdo da oxidacdo de no maximo 75%.

Outros autores encontraram resultados semelhantes aos obtidos neste
estudo, apresentando percentuais de inibigcdo, pelo método DPPH, maximos de
91,32% de acordo com Saldanha (2005) e 78,84% em estudos de Moraes-Souza
(2007); 77,22% em estudos realizados por Karori et al. (2007), e 89,23% segundo
Horzic et al. (2009).

O percentual de inibicdo da oxidacéo pelo método BCAL, foi de 61,66%
em estudo realizado por Moraes-Souza (2007), 73,17% segundo Saldanha

(2005), e 98,47% de acordo com a estacdo do ano segundo Ertuk et al. (2010).
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Figura 5. Atividade antioxidante pelos métodos DPPH e BCAL, em infusdes de
chéverde, das amostras a granel, obtidos sob agitacéo por 30 segundos.

As amostras a granel das marcas de niumero 10 e 11 (Figura 5 e Tabela
7), apresentaram percentual de inibicdo da oxidacdo significativamente inferior as
demais amostras (a média das demais amostras foi 80,57 para o BCAL e 90,64
no DPPH), para os dois métodos testados. Este resultado pode significar
problemas referentes as boas praticas de obtencdo e de conservacdo destas

duas amostras.

Tabela 7. Atividade antioxidante pelos métodos DPPH e BCAL em infusdes de
ché verde, nas amostras a granel, preparadas sob agitacdo por 30 segundos,
resultados expressos em % de inibicéo.

Amostras BCAL DPPH
+ desvio padréo + desvio padréo

1 81,1°° + 0,34 87,97° + 0,79
2 91,77* + 1,55 90,76 + 0,18
3 84,46° + 0,35 90,87° + 0,14
4 61,34 + 0,79 93,13% + 0,05
5 83,68° + 0 92,422 + 0,05
6 75,65 + 1,74 90,59 + 0,21
7 79,23 + 0,17 89,69 + 0,39
8 75,91° + 1,15 90,6°° + 0,44
9 922+ 0,4 89,73 + 0,21
10 44,53° + 2,36 56,699 + 0,14
11 49,6° + 3,31 54,87' + 0,26

*Médias seguidas pela mesma letra, numa mesma coluna, ndo diferem estatisticamente entre si.
Foi aplicado o teste de Tukey ao nivel de 5% de significaAncia.

Para as amostra em sachés a atividade antioxidante pelo método BCAL
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variou de 67,88 a 91,53% enquanto para o método DPPH a variacéo foi de 86,54
a 92,78% (Figura 6 e Tabela 8). Esses resultados dos efeitos antioxidantes in vitro

dos chéas podem contribuir para avaliacdo da atividade in vivo.
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Figura 6. Atividade antioxidante pelo método DPPH e BCAL, em infusdes de cha
verde, das amostras em sachés, preparadas sob agitacdo por 30 segundos,
resultados expressos em % de inibigéo.

Tabela 8. Atividade antioxidante pelo método DPPH e BCAL, em infusdes de cha
verde, das amostras em sachés, preparadas sob agitacdo por 30 segundos,
resultados expressos em % de inibicao.

AMOSTRAS BCAL DPPH

+ desvio padréo + desvio padréo
1 82,26° + 1,29 88,38° + 0,32
2 88,53 + 1,06 90,31 + 0,29
3 86,46 + 1,06 91,17°° + 0,78
4 86,36°" + 0,13 92,28% + 0,86
5 90,97* + 0,53 92,78% + 0,24
6 91,53+ 0,26 92,71*+ 0,19
7 88,73%° + 0,01 92,62% + 0,49
8 67,88+ 0,14 89,41 + 0,24
9 82,79° + 1,46 91,74%° + 0,49
10 86,55°" + 0,4 90,38 + 0,09
11 84,18% + 0,65 91,42%¢ + 0,31
12 90,49% + 0,25 86,54"' + 0,13
13 82,98° + 0,4 88,38° + 0,09
14 82,04° + 0,4 88,72° + 0,4

*Médias seguidas pela mesma letra, numa mesma coluna, nédo diferem estatisticamente entre si.
Foi aplicado o teste de Tukey ao nivel de 5% de significaAncia.
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Segundo Naithani et al. (2006) torna-se importante a avaliacdo da
atividade antioxidante como parametro de qualidade dos chas pois os bioativos

responsaveis pela atividade antioxidante tendem a degradar com o tempo de

armazenamento.
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Figura 7: Correlagéo entre quantidade de polifendis totais, percentual de inibicao
da oxidacdo e percentual de captacdo do DPPH, em amostras de cha verde a
granel.
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Figura 8: Correlacdo entre quantidade de flavonoides totais, percentual de
inibicdo da oxidacao e percentual de captacdo do DPPH, em amostras de cha
verde a granel.

100



100
()] 4 -
¢ ®
2% 80 >ed +%%
o
30
.; -g @
o
e 60
© W®
e 8
S o 40 @ BCAL
= 8
= % DPPH
3 = 20
b4
0
0 20 40 60 80
Teor de polifendis totais expressos em mg/gEcat de erva seca

Figura 9: Correlacdo entre quantidade de polifendis totais, percentual de inibicdo
da oxidacéo e percentual de captacao do DPPH, em amostras de cha verde em
sachés.
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Figura 10: Correlagédo entre quantidade de flavonodides totais, % de inibicdo da
oxidacao e % de captacdo do DPPH, em amostras de cha verde em sachés.
Houve significativa correlacdo dos teores de polifendis e flavondides
totais em relagdo a atividade antioxidante para os dois métodos utilizados, no
entanto as marcas em sachés apresentaram resultados mais homogéneos do que

as marcas a granel.
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3.5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem inferir que h& grande
variacdo nos teores de polifendis e flavondides entre as marcas de chas verdes
analisadas comercializadas em Salvador-BA. Verificou-se também que as
amostras preparadas por infusdo aquosa sob agitacdo mecéanica apresentaram
teores de bioativos mais elevados em relagdo as amostras que ndo foram
submetidas a agitagéo.

O estudo demonstrou também significativa correlacdo entre os teores
de polifendis e flavondides totais em relacdo a atividade antioxidante para os dois
métodos utilizados e deste modo aponta a necessidade de se estabelecer
parametros minimos de bioativos (polifendis e flavonodides) por peso de matéria
seca para infusdo aquosa de cha verde visando facilitar a padronizacdo e assim
contribuir para a melhoria da qualidade dos chas verde ofertados para o
consumidor.

Das amostras em sachés avaliadas os percentuais de inibicdo da

oxidacgdo foram superiores as amostras das marcas a granel.
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CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos neste estudo mostraram diferengas significativas
na concentracdo dos compostos fendlicos entre as diferentes marcas de chéa
verde avaliadas.

Em relagéo a atividade antioxidante verificou-se forte correlagdo desta
com os teores de polifendis e flavondides. Na maioria das marcas avaliadas
houve elevada atividade antioxidante, e apenas duas das marcas a granel
apresentaram atividade antioxidante inferior & média obtida neste estudo para os
dois métodos utilizados, 80,57 para o sistema beta caroteno/acido linoléico e
90,64 no DPPH.

No estudo também ficou comprovado que, no preparo do ché verde, as
amostras obtidas por infusdo aquosa com agitagdo mecanica apresentaram maior
atividade antioxidante e teores de polifendis e flavonéides em relacéo aquelas que
néo foram submetidas a agitag&o.

A atividade de agua demonstrou ser um melhor indicador do estado de
conservacao para amostras de cha verde em relacdo ao teor de umidade.

Na avaliagdo microscopica, a analise da anatomia foliar das amostras
permitiu confirmar a identidade vegetal dos produtos, através da observacdo dos
principais marcadores anatdémicos tipicos da espécie (estbmatos anomociticos e
tricomas tectores unicelulares).

Na pesquisa de sujidades, 28% das marcas de chas verde avaliadas
encontravam-se acima do limite maximo estabelecido para cinzas insollveis,
indicativo de contaminacéo por areia.

Em quatro das marcas analisadas foi constatada a presenca de
materiais estranhos, tais como os psocidos, vestigios de teia de aranha,
desenvolvimento de fungos e presenga de fragmentos de planta diferente da
C.sinensis. Além disso, duas das marcas avaliadas apresentaram quantidade
excessiva de galhos grossos, com indicio de adulteragdo do produto, pois o cha
verde deve ser composto apenas por folhas e brotos.

Estes resultados enfatizam a importancia do controle de qualidade e da
conservacdo do chéa verde para a preservagdo das propriedades antioxidantes.
Também apontam para a necessidade de se estabelecer parametros minimos de

bioativos (polifendis e flavondides) por peso de matéria seca para infusdo aquosa
110



de cha verde visando facilitar a padronizacdo e contribuir para a melhoria da

qualidade dos chas verde disponiveis para o consumidor.
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