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APRESENTAGAO

A colecéo “Atividades de Ensino e de Pesquisa em Quimica” € uma obra que tem
um conjunto fundamental de conhecimentos direcionados a industriais, pesquisadores,
engenheiros, técnicos, académicos e, é claro, estudantes. A colecdo abordara de forma
categorizada pesquisas que transitam nos varios caminhos da quimica de forma aplicada,
inovadora, contextualizada e didatica objetivando a divulgacao cientifica por meio de
trabalhos com diferentes funcionalidades que compdem seus capitulos.

O objetivo central foi apresentar de forma categorizada e clara estudos relacionados
ao desenvolvimento de protétipo de baixo custo, analise do perfil quimico de extratos,
degradacao de resinas, quantificacéo de flavonoides, estudo de substéncias antioxidantes
e avaliacdo do grau de contaminacdo das aguas. Em todos esses trabalhos a
linha condutora foi o0 aspecto relacionado ao desenvolvimento, otimizacdo e
aplicacéo, entre outras abordagens importantes na area de quimica, ensino e
engenharia quimica. Atividades de Ensino e de Pesquisa em Quimica 3 tem sido um
fator importante para a contribuicao em diferentes areas de ensino e pesquisa.

Temas diversos e interessantes sédo, deste modo, discutidos aqui com a proposta
de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e todos aqueles que de alguma
forma se interessam pela area de quimica. Possuir um material que demonstre evolugao
de diferentes metodologias, abordagens, aplicacbes de processos, caracterizagcao
substanciais € muito relevante, assim como abordar temas atuais e de interesse tanto no
meio académico como social.

Portanto, esta obra & oportuna e visa fornecer uma infinidade de estudos
fundamentados nos resultados experimentais obtidos pelos diversos pesquisadores,
professores e académicos que desenvolveram seus trabalhos que aqui serdo apresentados

de maneira concisa e didatica.

Jéssica Verger Nardeli
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CAPITULO 10
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RESUMO: Os chas de ervas sao tipicamente
usados na medicina popular em diversas
localidades do mundo. Esses chas possuem
compostos antioxidantes que inibem o stress

Atividades de Ensino e de Pesquisa em Quimica 3

AMOSTRAS DE CHAS

oxidativo, e sua absorcéo tem sido relacionado
a diminuicdo de doengas cardiovasculares e
neurodegenerativas. O intuito deste trabalho
€ averiguar em diferentes tipos de chés: o
potencial antioxidante e quantificar o teor de
fendlicos e flavonoides totais mediante analises
espectrofotométricas. Para isso, utilizou-
se sete tipos de ervas para o preparo dos
chas (alecrim, amora, carqueja, ervas finas,
hibisco, moringa e salvia), e em triplicata foram
preparados através de infusdo e submetidos
a métodos espectrofotométricos de analise,
método Folin-Ciocauteau para quantificar o teor
de compostos fendlicos totais, complexacao
com AICI, para flavonoides totais, e capacidade
sequestrante do radical livre DPPH para a
atividade antioxidante.O cha de ervas finas
apresentou maior teor de fendlicos e flavonoides
totais com menor valor de EC50 e a salvia
apresentou 0 maior % de sequestro de radical
livre. Os métodos fendlicos e flavonoides totais
apresentaram resultados com alta correlacao,
entretanto a correlacao destes com o ensaio
de sequestro de radical DPPH o coeficiente de
Pearson foi inferior ao valor critico indicado que
a existéncia outros compostos com atividade
antioxidante.

PALAVRAS-CHAVE: Chas, espectrofotometria,

bioativos, antioxidante
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SPECTROPHOTOMETRIC DETERMINATION OF COMPOUNDS WITH ANTIOXIDANT
ACTIVITY IN TEA SAMPLES

ABSTRACT: Herbal teas are typically used in folk medicine in different locations around
the world. The seteas have antioxidant compounds that in hibit oxidative stress, and their
absorption has been linked to a decrease in cardiovascular and neurodegenerativediseases.
The aim of this work is to investigate in differentty of teas: the antioxidant potential and to
quantify the content of phenolics and total flavonoids through spectrophotometric analyzes.
For this, seven herbs were used for the preparation of teas (rosemary, blackberry, gorse, fine
herbs, hibiscus, moringa and sage), and in triplicate were prepared by infusion and subjected
to spectrophotometric methods of analysis, Folin-Ciocauteau method to quantify the content
of total phenolic compounds, complexation with AICI3 for total flavonoids, and sequestering
capacity of the free radical DPPH for antioxidant activity. Fine herbal tea had the highest
content of phenolics and total flavonoids with the lowest EC50 value and sages howed the
highest % offree radical scavenging. The phenolic and total flavonoid methods showed results
with high correlation, how ever the correlation of the sewith the DPPH radical sequestration
assay, Pearson’s coefficient was lower than the critical value indicated that the existence of
other compounds with antioxidant activity.

KEYWORDS: Teas, spectrophotometry, bioactive, antioxidant

11 INTRODUCAO

O cha é uma bebida mundialmente conhecida e consumida. Lendas relatam o
consumo dessa bebida desde a antiguidade e historicamente, no ano de 200 a.C.,uma
das primeiras referéncias escritas sobre o cha relata algumas propriedades medicinais.
Sua popularidade se deve principalmente ao seu sabor atrativo e sua acao benéfica a
saude, sendo esta ultima a mais relevante para sua popularizacéo (Braibanteet al., 2014).

Suas propriedades medicinais sdo oriundas da abundancia de compostos bioativos:
polifendis, catequinas, alcaloides, vitaminas e sais minerais (Schmitz et al., 2005).0s
polifendis sao resultantes da grande variedade de combinacdo dos compostos fendlicos
(Angelo; Jorge, 2006), que por sua vez sao classificados como metabolitos secundarios
decorrente da fotossintese, podendo ser encontrado em toda a planta, flor e fruto em
proporcdes diferentes. Em sua estrutura quimica apresentam anel aromético ligado a
grupos de hidroxila que de acordo com a sua quantidade e numero substituinte influencia
na atividade antioxidante (Balasundramet al., 2006).

Dentre essas propriedades citadas estdo relacionados os efeitos antialérgicos,
antiobesidade, antimutagénicos, neuroprotetores, antioxidantes, antimicrobianos e
antiinflamatérios (Azevedo et al., 2019). Dessa forma, os compostos supracitados sao
responsaveis por reduzirem a incidéncia de doencas relacionadas ao estresse oxidativo,

como doengas cancerigenas, cardiovasculares, catarata, alzheimer e neurodegenerativas
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devido ao potencial antioxidante, pois possuem substéncias capazes de retardar ou inibir
a oxidacéo de substratos oxidaveis através do sequestro de radicais livres (Morais et al.,
2009). Por causa desta acéao protetora estudos epidemioldégicos associam ao consumo de
alimentos e bebidas, como os chas, a uma reduc¢ao do risco de uma variedade de doencas
causadas pelos radicais livres e espécies oxidativas presentes nas células aerdbicas
humanas (Silva et al.,2010).

Para avaliacédo da atividade antioxidante pode-se empregar a espectrofotometria, um
método Optico que se baseia na medida quantitativa da absor¢éo da luz. Assim, através
uma reacao de reducao de um radical colorido com os compostos com acao antioxidante
ocorre um decaimento da absorbancia pela solugao proporcional a sua concentragdo. O
radical mais utilizado para a avaliagcado da atividade antioxidante € o radical DPPH(2,2-
difenil-1-picril-hidrazil) que € reduzido a hidrazina na preseng¢a de compostos antixidantes
(Alves et al., 2010; Sousa et al., 2007)

A espectrofotometria também é empregue em ensaios para avaliagao dos teores de
fendlicos e flavonodides totais, onde o primeiro se baseia em uma reagdo com o reagente
Folin que consiste em uma mistura dos &cidos fosfomolibidico e fosfotunguistico e o
segundo em uma reacao de complexag¢ao com o cloreto de aluminio (Alves et al., 2010).

Os teores destes compostos antioxidantes sao influenciados por alguns aspectos,
como: colheita, armazenamento e secagem das plantas, o tipo de preparo, solvente e
temperatura que sao utilizados, e o tipo de erva, entre outros (Moraes-de-Souza et al.,
2008).

Dessa forma, o presente trabalho objetivou investigar o potencial antioxidante e
quantificar o teor de fendlicos e flavonoides totais de diferentes tipos de chas através de
analises espectrofotométricas.

2| METODOLOGIA

Para este trabalho foram adquiridas 7 amostras de diferentes tipos de ervas (alecrim,
amora, carqueja, ervas finas, hibisco, moringa e salvia) na feira local de Salvador, Bahia.Os
chéas foram preparados em triplicata pela infusdo em 25 mL de 4gua de aproximadamente
0,59 das ervas.

Realizou-se a quantificagcao do teor de compostos fendlicos e flavonoides totais nas
amostras sendo este primeiro feita pelos métodos fendlicos totais empregue por (Alhafez,
Kheder, Aljoubbeh, 2014) utilizando o reagente Folin-Ciocauteau, com adaptag¢des, no
qual teve seu tempo reacional de 1 hora com auséncia de luz, e mediu-se sua absorvancia
com o uso do espectrofotbmetro (760nm). Empregou-se 6 diferentes concentracbes
(0;10;40;80;120;160ppm) para construcao da curva de acido galico.

Para quantificacdo do teor de flavonoides totais foi empregue o método proposto
pela Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2010) com adapta¢bées, no qual foi utilizado
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solucéo de cloreto de aluminio a 5% em solugdo de etanol a 50%, e solugdo de etanol
a 50%, tendo tempo reacional de 30min com auséncia de luz, tendo suas leituras feitas
no espectrofotdmetro (425nm). Os resultados foram obtidos empregando a relagédo com
apigenina e expresso em g de apigenina em 100 g de erva.

A medida da atividade antioxidante, que foi investigada através da capacidade
sequestrante do radical livre DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazil)(EMBRAPA, 2002),para isso
foi preparada solucdo estoque de DPPH em 0,06mM, tendo o seu solvente alcodlico, e
foi diluida em 7 concentracdes diferentes (0;10;20;30;40;50;60mM) para fazer a curva
de calibracao, tendo sua leitura da absorvéancia realizada no espectrofotémetro (515nm).
Esse mesmo comprimento de onda foi empregado na avaliacdo da cinética da reacéo dos
diferentes chas foi avaliado usando a solucdo de DPPH 0,06mM, e uma solucao controle
contendo apenas agua.

Os dados foram tratados com o uso de ferramentas quimiométricas empregando os
softwares programas Origin® e Microsoft Excel® para construgdo das curvas, avaliagéo
da diferenca significativa de Tukey e acorrelacdo de Pearson entre os métodos.

3| RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Teor de fendlicos totais

Como abordado na metodologia para quantificacdo do teor de fendlicos totais foi
feita a curva de calibracdo demonstrada na figura 1, no qual se obteve o coeficiente
de correlagado r=0,97818 apresentando linearidades satisfatdéria como recomendado pelo
INMETRO com r superior a 0,90 o que nos garantiu uma menor dispersao dos resultados
e possibilitando uma curva de qualidade (RIBANI, 2004).
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Figura 1: Curva de calibragdo do acido galico para o método FolinCiocalteau

Atividades de Ensino e de Pesquisa em Quimica 3 Capitulo 10




Com as absorvancias dos chas de cada erva, calculou-se a concentragdo empregando
a equacao da reta obtida e o resultado foi expresso em miliequivalente de acido galico
(megAc.Galico L ). Nota-se que o teor de fenodlicos totais determinado pela interpolagéo
da absorvancia dos extratos e do acido galico foi maior nas ervas finas, seguida da salvia,
hibisco, amora, moringa, carqueja e alecrim (tabela 1).

3.2 Teor de Flavonoides Totais

Para quantificacao do teor de flavonoides totais foi feito 0 seguinte calculo: absorvancia
das amostras x 50/massa da amostra (g) x 336,5.

Assim como para os fendlicos totais as ervas finas apresentaram maiores resultados,
seguido da amora, salvia, hibisco, moringa, carqueja e alecrim (tabela 1).

Amostras Fendlicos Totais' Flavonoides totais?
Ervas Finas 1065,02 +48,1 0,252 +0,04
Salvia 918,033 +113,6 0,173+0,09
Hibisco 763,48¢ +78 2 0,172+0,03
Amora 580,15¢ +83,9 0,153%+0,04
Moringa 501,369 +130,4 0,12¢+0,03
Carqueja 415,00°927 6 0,07°°+0,03
Alecrim 107.,24¢ +10,6 0,04°+0,01

Tabela 1: Teores de fendlicos e flavonoides totais em amostras de chas

Valores das médias + desvio padrdao. Unidades de medida dos ensaios (1) Fendlicos Totais (megAG L"), (2)
Flavonoides Totais (Apigenina % m m™). a,b,c,d,e,f,g Médias seguidas pela mesma letra,numa mesma coluna, ndo
diferem estatisticamente entre si.

3.3 Capacidade sequestrante de radical livre
3.3.1 Cinética da reagdo do DPPH

Inicialmente foi realizado um estudo para escolha do tempo de reacéo, para isso
analise da cinética da reacao do DPPH com os chés foi medida através do decréscimo da

absorvancia em funcao de tempo expresso em minutos com como indicado na figura 2.
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Figura 2: Estudo cinético da reacao entre compostos presentes nas amostras de chas com o radical

DPPH.

Nota-se que a cinética da reacdo do DPPH com os compostos presentes no cha da

carqueja apresentou menor tempo. Classificando a cinética de reacao do radical DPPH-

com oscompostos presentes nos chas,nas categorias de rapido (tempo de reagcdo menor

que 30 minutos), médio (tempo de reacdo entre 30minutos e uma 1 hora) e lento (tempo

de reacdo maior que 1 hora) e possivel classificar as reacdes rapidas para os chas de

carqueja, ervas finas e alecrim, as de tempo médio foram com os chas de moringa e

hibisco j& as consideradas lentas ocorreram com os chas de amora e salvia com um

tempo de reagao que duraram aproximadamente 2h e 3h, respectivamente.

A tabela 2 apresenta os valores das absorvancias iniciais e finais, percebe-se que

as amostras com maiores valores de decaimento também apresentaram reagdes mais

demoradas.
Moringa Hibisco Alecrim Salvia Amora Carqueja Ervas Finas
Absincial 0,998 0,864 1,003 0,67 0,836 0,098 0,143
Abs final 0,978 0,667 0,988 0,34 0,668 0,063 0,113
Variacao 0,02 0,197 0,015 0,337 0,168 0,035 0,03
Tempo 28 60 28 180 122 10 21
(min)

Tabela 2: Variagdo do das absorvancia na reagdo com o radical DPPH

3.3.2 Atividade Antioxidante

Os resultados da investigacédo da atividade antioxidante sdo apresentados em dois
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formatos, a concentracéao do extrato necessaria para reduzir 50% do radical DPPH (EC50)
e o percentual de inibicado do DPPH.

Para o calculo do EC50 a foi feita a curva de calibracdo através da diluicao do DPPH
e o coeficiente de correlacédo de 0,99878 obtido demonstra linearidade (Figura 3). Com
a equacao da reta calculou-se o consumo de DPPH empregando a metade do valor da
absorvancia obtida com a leitura do controle que foi de 18,855uM de DPPH.
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Figura 3: Curva de calibracdo do DPPH

Para o célculo do EC50 foram realizadas diferentes diluicbes dos chas e a partir
das leituras construiu-se um grafico onde as absorbancias obtidas foram plotadas no
eixo Y ediluicdo (mgL™) no eixo X com as equacdes das retas (Tabela 3). Utilizado essas
equacoes calculou-se a concentragcao do cha que é necessario para reduzir em 50% o
valor da absorvancia do DPPH.

Quanto menor for o valor do EC50, maior é a capacidade antioxidante do cha, uma
vez que precisa de menor massa de erva para reduzir a 50% o radical. Dentre as amostras
estudadas o cha feito com ervas finas obteve o melhor EC50, seguido da amora, salvia,
hibisco, alecrim, carqueja, e moringa.

Os resultados também foram apresentados mediante a porcentagens de inibigao
calculadas empregando a correcédo da solugcédo controle através da equacao %SRL= (Ac-
A) /Ac *100, onde % SRL corresponde a porcentagem de sequestro de radicais livres
e 0 decaimento das absorbéncias das amostras e do controle correspondem a A e Ac
respectivamente.

Considerando chas preparados com a mesma concentragao de erva observa-se que
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a salvia apresentou maior percentual de inibicdo com valor superior aos chas de ervas
finas e amora que em relagdo o EC50 necessitam de menor concentracdo para reduzir
o radical a metade. De acordo com (Alves et al., 2007), quanto maior for o consumo de
DPPH pelo extrato, maior € a sua atividade antioxidante. Os dois parametros adotados %
SRL e EC50 foram concordantes em relacéo ao cha de moringa que apresentou a menor
capacidade antioxidante dentre as amostras estudadas (Tabela 3).

Ervas Equacao da reta EC50 % SRL
Alecrim y =-0,0048x + 0,1882 22,54 42,50%
Amora y =-0,0232x + 0,7086 16,36 64,69%

Carqueja y =-0,0061x + 0,6922 59,54 13,68%
Ervas Finas y =-0,0289x + 0,6649 11,62 87,84%
Hibisco y =-0,0157x + 0,6195 18,50 57,50%
Moringa y =-0,0066x + 0,7397 64,17 7,65%
Salvia y =-0,0127x + 0,2914 17,00 90,07%

Tabela 3: Valores do EC50 para cada erva

As correlacdes entre os ensaios foram avaliadas pelo coeficiente de correlacéo de
Pearson que indica o grau de correlagdo entre as duas variaveis (Tabela 4). Os ensaios
de fendlicos e flavonoides totais estdo bem correlacionadas a um ver que a nivel de
significancia de 95% possui coeficiente superior a 0,754, valor critico de Pearson para 7

amostras.

Fendlicos Totais Flavonoides Totais
Fendlicos Totais -
Flavonoides Totais 0,925 -
% Inibicao do DPPH 0,717 0,729

Tabela 4:Coeficiente de correlagéo de Pearson para os diferentes ensaios

Ao comparar os resultados do percentual de inibicao e do teor de fendlicos nos chas,
percebeu-se que as amostras de Moringa e Carqueja possuiam um alto teor de fendlicos,
entretanto uma baixa porcentagem de inibicdo. Possivelmente esses chas possuem outros
compostos que interagiram com o Folin Ciocalteau, pois esse mesmo sendo o método
mais empregado para quantificar os compostos fendlicos, o reagente pode interagir com
outros compostos nao fendlicos, como proteinas o que pode aumentar o teor de fendlicos
totais (ROESLER et al., 2007). Alguns chas, como o alecrim, apresentaram alto poder
de inibicdo e baixo teor de compostos fendlicos, pois outros compostos como o acido
ascorbico e carotenoides nao foram mensurados, mas podem estar presentes nos chas

estudados e contribuirem para o potencial antioxidante (ROESLER et al.,2007).
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41 CONCLUSAO

Esse estudo permite concluir que todas as amostras possuem atividade antioxidante,
porém o chad de moringa apesar de apresentar elevado teor dos bioativos fendlicos
apresentou pouca atividade antioxidante, possivelmente a presenca proteina pode ter
influenciado. A maioria das amostras de chas analisadas possuem uma proporcionalidade
entre o percentual de inibicdo do radical e os teores de compostos fenélicos e flavonoides
totais, entretanto, houve amostras que néao tiveram os valores proporcionais, indicando que
possuem outros compostos com atividade antioxidante. Assim, faz se necessario ampliar
a caracterizacao desses chas realizando analises de outras espécies como carotenoides,
acido ascoérbico e proteinas.
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