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RESUMO

A espécie Camellia sinensis, popularmente conhecida como chéa verde, cha da india
ou “green tea”, pertence a familia Theaceae. As folhas de C. sinensis possuem
cerca de 30% de compostos fendlicos dentre os quais os flavondides sdo os
principais componentes quimicos terapéuticos dessa classe com potencial
antioxidante, atuando como sequestradores de radicais livres, quelantes de metais e
inibidores da lipoperoxidacéo. Os principais componentes presentes na espécie C.
sinensis possuem capacidade gquimioprotetora, anticarcinogénica, antiinflamatéria,
antioxidante, agente fotoprotetor, agente adstringente, agente regenerador e eficaz
no tratamento de olheiras. O objetivo do presente trabalho foi a producéo do extrato
liquido concentrado de C. sinensis e avaliagcdo do seu potencial antioxidante. Foi
realizada a caracterizacdo da C. sinensis por meio da determinacdo da
granulometria dos pos, indice de intumescéncia, cinzas totais, teor de volateis e
doseamento de fendis totais da droga vegetal. No extrato liquido também foi
realizada analise do teor de sdlidos, teor de fendis totais, flavonoides totais e analise
do poder antioxidante do extrato através dos métodos de captura do radical DPPH e
ABTS. Na caracterizacdo da droga vegetal, o pé foi classificado como
moderadamente grosso a partir da determinacdo granulométrica das particulas e
obteve-se indice de intumescéncia de 3,36 + 0,05 para agua e 1,9 £ 0,1 para etanol
50% (v/v) como agente intumescedor. O teor de cinzas totais, compostos volateis e
fendis totais do p6é foi de 5,11% + 0,005, 5,14% + 0,14, e 0,221% + 0,13,
respectivamente. O extrato hidroalcodlico apresentou teor de solidos de 6,29% + 0,1,
teor de fendis totais de 4,82% + 0,002 (m/v), e teor de flavonoides de 0,95% + 0,1
(m/v). As analises do potencial antioxidante do extrato demonstraram 1Cso de 0,129
mg/mL na captura do radical DPPH e 388,47 uM trolox/g no método de captura do
radical ABTS. Devido a capacidade antioxidante do extrato do ch& verde, o seu uso
vem sendo cada vez mais explorado para aplicacdo cosmética pois, além de ser de
facil obtencdo, € um antioxidante natural muito benéfico, sendo uma opg¢édo como

substituto dos ativos sintéticos.

Palavras-Chave: Cha verde, Camellia sinensis, Antioxidante, Compostos fendlicos,

Produto natural.



ABSTRACT

The species Camellia sinensis, popularly known as green tea, Indian tea or "green
tea", belongs to the family Theaceae. The leaves of C. sinensis have about 30% of
phenolic compounds, among which flavonoids are the main therapeutic chemical
components of this class with antioxidant potential, acting as free radical scavengers,
metal chelators and lipoperoxidation inhibitors. The main components present in the
species C.sinensis have chemoprotective, anticarcinogenic, anti-inflammatory,
antioxidant, photoprotective, astringent, regenerating and also effective in the
treatment of dark circles. The aim of the present work was the production of the liquid
extract of Camellia sinensis and evaluation of its antioxidant potential. The
characterization of C. sinensis was carried out by determining the granulometry of
the powders, swelling index, total ash, volatile content and total phenol dosage of the
plant drug. In the liquid extract, analysis of the content of solids, content of total
phenols, flavonoids, and analysis of the antioxidant power of the extract through the
methods of capture of the radical DPPH and ABTS was also carried out. In the
characterization of the vegetable drug, the determination of the granulometry defined
the powder as coarse moderation and an intumescence index of 3.36 + 0.05 was
obtained for water and 1.9 + 0.1 for ethanol 50% (v/v) as a swelling agent. The
content of total ash, volatile compounds and total phenols of the powder was 5.11% +
0.005, 5.14% + 0.14, and 0.221% + 0.13, respectively. The hydroalcoholic extract
had a solids content of 6.29% + 0.1, a total phenol content of 4.82% + 0.002 (m / v),
and a flavonoid content of 0.95% + 0.1 (m / v). The analysis of the extract's
antioxidant potential showed an IC50 of 0.129 mg / mL in the capture of the DPPH
radical and 388.47 uM trolox / g in the ABTS radical capture method. Due to the
antioxidant capacity of green tea extract, its use has been increasingly explored for
cosmetic application because, in addition to being easy to obtain, it is a very

beneficial natural antioxidant, being an option as a substitute for synthetic assets.

Keywords: Green tea, Camellia sinensis, Antioxidant, Phenolic compounds, Natural

product.
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1. INTRODUCAO

O envelhecimento cutaneo é um processo complexo e multifatorial que leva a
alteracdes funcionais e estéticas da pele ao longo da vida sendo dividido em dois
tipos: o intrinseco, ou cronolégico, determinado por fatores genéticos, e o0 extrinseco,
ou fotoenvelhecimento, decorrente da exposicao a fatores ambientais (SATHLER,
2018).

Com o envelhecimento da populacdo e o conhecimento atual dos efeitos
nocivos da radiacdo ultravioleta sobre a pele, as pessoas tém buscado cada vez
mais formulacbes que retardem ou atenuem o fotoenvelhecimento cutaneo, desta
forma, procuram cosmeéticos que agregem em uma Unica embalagem varias
funcdes, com o intuito de aplicar diferentes produtos. Os cosméticos multifuncionais
surgem como uma alternativa, neste contexto, oferecendo beneficios como protecao
solar, hidratacdo, acdo antioxidante, dentre outras aplicacbes, em um mesmo
produto (SATHLER, 2018).

Atualmente, apenas o uso de protetor solar ndo é mais considerado suficiente
na prevencado e/ou tratamento do fotoenvelhecimento, portanto, vem se buscando
associar os protetores solares com antioxidantes (RABE et al., 2006). A industria
cosmética vem utilizando varios ativos que combatem, controlam ou postergam o
envelhecimento cutaneo, a partir de compostos que possuem a capacidade
antioxidante como mecanismo de acdo (FRIES, 2010). Os compostos antioxidantes
conferem um grau de fotoprotecdo e anticarcinogénese pela captura de espécies
reativas de oxigénio (ERQO’s) geradas pelo metabolismo celular e pela exposigao
direta a radiacéo ultravioleta (UV), além de bloquear as vias inflamatérias induzidas
por UV (RESZKO et al., 2009).

Os compostos fendlicos formam o maior grupo de antioxidantes extraidos de
vegetais (SCOTTI, 2007) e sua acéo antioxidante é devido as suas propriedades de
oxido-reducao, as quais podem desempenhar um importante papel na neutralizagéo
de radicais livres (DEGASPARI, 2004). Os compostos fendlicos sdo encontrados
geralmente em todo o reino vegetal, no entanto podem estar localizados em maior
concentracdo em algumas espécies. Os compostos fendlicos estdo divididos em
dois grandes grupos: os flavondides e derivados e os acidos fendlicos e cumarinas
(SOARES, 2002). Os antioxidantes fendlicos funcionam como sequestradores de
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radicais livres e algumas vezes como quelantes de metais (SHAHIDI et al., 1992),
agindo tanto na etapa de iniciacéo, inibindo a formacao de radicais livres, como na
propagacédo do processo oxidativo, que pode ser evitado através da modificacao das
condicbes ambientais ou pela utlizagdo de substancias antioxidantes com a
propriedade de impedir ou diminuir o desencadeamento das reagbes oxidativas
(SOARES, 2002).

As folhas de C. sinensis possuem cerca de 30% de compostos fendlicos,
principalmente as epicatequinas (PRADO et al., 2005). Os principais componentes
guimicos terapéuticos desta espécie pertencem ao grupo dos flavonoides, sendo
potentes antioxidantes, sequestradores de radicais livres, quelantes de metais e
inibidores da lipoperoxidagdo (PONTES, 2010). Na area cosmética e dermatoldgica,
as principais aplicacbes do cha verde sdo em cremes e lo¢cdes usando o extrato
aguoso das folhas, no combate aos sinais de envelhecimento da pele e inflamacdes
(SPONCHIADO, 2013).

A alta concentracdo de flavondides torna o cha verde um potente
antioxidante, podendo ser aplicado em formulacbes cosméticas como um agente
antienvelhecimento, devido a inibicdo dos radicais livres, potencializar a acdo dos
filtros solares na protecdo da pele através da sinergia entre os compostos, uma vez
que a radiacdo UVA gera radicais livres, ou como um agente antioxidante para o
produto, protegendo a formulagdo cosmética contra a oxidacdo de ingredientes

lipidicos (AGUIAR, 2020).

O extrato de C. sinensis é uma opcao promissora pois, por ser um extrato
vegetal torna o produto um fitocosmético natural, que é um tipo de produto muito
procurado nos ultimos anos no mercado, além de possuir varias propriedades
benéficas, como acdo antioxidante, anti-inflamatéria, anticancinogénica e agente

fotoprotetor, que o torna um cosmético multifuncional.

A padronizacdo dos extratos vegetais leva a uma maior concentracao,
estabilidade e facilidade de padronizacdo dos principios ativos, assim como
facilidade de transporte, menor espago necessario para 0 armazenamento do
produto e menores riscos de contaminagdo microbiana, vantagens essas que
aumentam o valor agregado do produto (SOUZA, 2007). A padronizacédo envolve o

doseamento das substancias quimicas relacionadas aos efeitos terapéuticos. Na
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maioria das vezes, este doseamento € feito para uma ou mais substancias que
ocorrem na espécie vegetal de maneira mais expressiva em quantidade ou em
poténcia farmacologica (RODRIGUES, 2007).

1.1 Camellia sinensis L.

A C. sinensis, popularmente conhecida como cha verde, cha da india ou
“green tea” (PRADO et al., 2005), pertence a familia Theaceae, género Camellia e
espécie Sinensis (SA et al., 2007). Quatro variedades de chas sio originados dessa
planta: o branco, o verde, o oolong e o preto, sendo popularmente consumidos no
mundo por suas propriedades e sabor (FIQUEIREDO et al.,, 2014). Originaria do
sudeste asiatico (China e India) e introduzida no Jap&o no inicio do séc. IX, a
espécie C. sinensis é cultivada em mais de 30 paises em todo o mundo ha mais de
50 anos (MIYAZAKI, 2008).

Figura 1: Arvore de Camellia sinensis

Fonte: (SOUSA, 2016).

E uma planta do tipo arbustiva com cultivo em estacas. As folhas s&o simples,
alternadas, com margem serreada e de textura coridcea. As flores sdo brancas,
pequenas e com quatro a cinco pétalas (SA et al., 2007). As folhas do cha verde
contém de 15 a 20% de proteinas, 5% de glicidios, 1 a 4% de acido ascorbico,
vitaminas do complexo B, sais minerais, cafeina, teofiina e 30% de
proantocianidinas (CAVALCANTI et al., 2007).

As folhas frescas da C. sinensis possuem uma grande quantidade de
flavonéides conhecidos como catequinas. As principais catequinas presentes no cha

verde sao epicatequina (EC), epigalocatequina (EGC), epicatequina galato (ECG) e
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epigallocatequina gallato (EGCG) (CARPENEDO, 2009). Estudos mostram que o
consumo de catequinas pode reduzir o peso corporal devido a sua acdo sobre o
sistema nervoso simpatico (SNS), aumentando o gasto de energia e promovendo a
oxidacdo de gorduras. A cafeina também influencia na atividade do SNS e pode agir
sinergicamente com as catequinas nesta acdo. Outras possiveis alteracbes sédo a
diminuicdo do apetite, aumento da regulacdo das enzimas envolvidas na oxidagao

de gordura hepatica e a diminuicdo da absorcao de nutrientes (LUCAS, 2016).

A epigalocatequina € capaz de reduzir a gordura corporal através do aumento
da capacidade de absorcao lipidica, dos triglicerideos e do colesterol, da promocao
da oxidacao lipidica e excrecao de lipideos com um melhor desempenho no gasto
calorico e aumento das concentragdes de HDL (CARPENEDO, 2009). Estudos com
cultura de células humanas tem demonstrado que os componentes do cha verde e a
cafeina aumentam a oxidacao lipidica e a termogénese, promovendo, dessa forma,
aumento no gasto energético, provavelmente devido ao efeito sinérgico entre as
moléculas (LUCAS, 2016).

Estudos mostram que o0s principais componentes presentem na espécie C.
sinensis possuem capacidade quimioprotetora; anticarcinogénica; antiinflamatéria
(OLIVEIRA, 2010); antioxidante, combatendo os radicais livres responsaveis pelo
envelhecimento precoce da pele; agente fotoprotetor, atuando contra 0s raios
ultravioletas do tipo B (UVB) diminuindo os riscos de céancer de pele; agente
adstringente, promovendo a limpeza e equilibrio da pele e dos cabelos oleosos;
agente regenerador, revitalizando a pele e os cabelos; melhora a circulacao
sanguinea e também eficaz no tratamento de olheiras (MIYAZAKI, 2008). Na area
cosmeética e dermatologica, as principais aplicacdes do cha verde sdo em cremes e
logbes usando o extrato aquoso das folhas, no combate aos sinais de
envelhecimento da pele e inflamacdes (SPONCHIADO, 2013). Sua acéo
antioxidante contra os radicais livres, tem importancia maior nos processos
patolégicos como lesdo tecidual, envelhecimento celular e carcinogénese
(OLIVEIRA, 2010).
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1.2 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos ou polifendis sdo um vasto grupo de fitoquimicos que
se caracterizam por possuirem, pelo menos, um anel aromatico ao qual se encontra
ligado, a um ou mais grupamentos hidroxilas. A sua estrutura pode variar entre uma
simples molécula fendlica a polimeros complexos de elevado peso molecular. A
maioria destes compostos ocorre naturalmente conjugados a mono ou
oligossacarideos, ligados a um ou mais grupos fendlicos, podendo também ocorrer
como derivados funcionais, como ésteres ou metilésteres (NEVES, 2015). Esses
compostos agem como antioxidantes, ndo somente pela sua habilidade em doar
hidrogénio ou elétrons, mas também em virtude de seus radicais intermediarios

estaveis, que impedem a oxidacao (SILVA, 2010).

Figura 2: Estrutura dos compostos fendlicos.
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Fonte: (JANIQUES, 2013).

Estes compostos sdo produzidos pela maioria das plantas como parte
integrante da sua estrutura, 0os quais desempenham funcdes diversas, tais como
funcbes estruturais nos tecidos de sustentacdo ou protecao, participando em
estratégias de defesa contra ataques dos herbivoros e de agentes patogénicos,
radiacdo ultravioleta (UV) e oxidacdo das biomoléculas (NEVES,2015). Podem ser

pigmentos, que dao a aparéncia colorida aos alimentos, ou produtos do metabolismo
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secundario, normalmente derivado de reacdes de defesa das plantas contra
agressbes do ambiente (SILVA, 2010). Estas suas funcbes devem-se
essencialmente a sua capacidade antioxidante, ou seja, a sua capacidade de agir
como agentes redutores, doadores de prétons e sequestradores de radicais livres
(NEVES,2015).

Os antioxidantes sdo substancias que diminuem ou bloqueiam as reacdes de
oxidacdo induzidas pelos radicais livres, impedindo a propagacao dos radicais na
cadeia carbbnica, desfazendo a peroxidacéo lipidica de &cidos graxos, podendo
diminuir ou evitar o envelhecimento da pele (FIQUEIREDO, 2014). Os compostos
fendlicos formam o maior grupo de antioxidantes extraidos de vegetais. Sé&o
compostos polares e encontram-se nos vegetais sob a forma de polimeros, na qual
destacam-se o0s taninos e as ligninas (SCOTTI, 2007). Um de seus principais
mecanismos de acgéo antioxidante é devido a sua capacidade de sequestar radicais
livres. Diversos estudos evidenciam a capacidade antioxidante dos compostos
fendlicos e para promover um efeito satisfatorio na acdo antienvelhecimento, a
formulacdo cosmética deve ser estavel e promover a efetiva liberacdo do composto
ativo na pele (FIQUEIREDO, 2014).

O ch& verde tem em sua composicdo diversas classes de compostos
fendlicos, como flavondis e acido fendlicos, sendo que os principais presentes no
cha verde sdo os monémeros de catequinas. As catequinas do ch& verde incluem,
por exemplo, a catequina (C), a galocatequina (GC), a epicatequina (EC), a
epigalocatequina (EGC), a epicatequina galato (ECG) e a epigalocatequina galato
(EGCG). A EGCG corresponde a mais abundante catequina do chéa verde (50 - 60%)
(SENGER, 2010).
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Figura 3: Estrutura molecular das catequinas presentes no chéa verde.
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Fonte: (SOUSA, 2016).

A propriedade de Oxido-reducdo dos compostos fendlicos permite
desempenhar um importante papel na absorcdo e neutralizacdo de radicais livres.
Em geral, existem duas categorias basicas de antioxidantes: os naturais e 0s
sintéticos. O interesse crescente em encontrar antioxidantes naturais para substituir
0s sintéticos se deve ao fato de estes estarem sendo restringidos devido ao seu
potencial de carcinogénese, bem como pela comprovacao de diversos outros males.
(DEGASPARI, 2004). Portanto, os compostos fendlicos naturais oriundos de origem
vegetal podem ser divididos em flavonoides e nao flavondides, sendo que ambos
sdo metabolitos secundarios presentes em frutas e vegetais e possuem estrutura
diferente (DEGASPARI, 2004).

A estrutura béasica dos flavonoides consiste em um nucleo fundamental,
constituido de quinze atomos de carbono arranjados em trés anéis. Variacdes
do anel fendlico padrdo resultam em importantes classes de flavonoides, como
flavondis, flavonas, flavanonas, flavondis (ou catequinas), isoflavonas e
antocianidinas (HENRIQUE, 2017). Os flavonoides possuem ac&o antioxidante,
antimicrobiana, anti-inflamatoria e fotoprotetora (BALOGH, 2011). A estrututra dos
flavonoides favorece o sequestro de radicais, sendo antioxidantes mais eficientes
gue as vitaminas C e E. A atividade de sequestro de radiacais livres esta
diretamente ligada ao potencial de oxidacdo dos flavonoides e das espécies a serem
sequestradas, sendo que quanto menor o potencial de oxidacdo do flavonoide, maior

a sua atividade como sequestrador de radicais livres (YOSHIDA, 2017).
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Figura 4: Principais classes de flavonoides.
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Fonte: Urzedo (2020).

Na area cosmética os flavonoides sdo usados através da adi¢cdo de extratos
vegetais ricos com estes compostos. Os flavonoides vao atuar capturando e
neutralizando espécies oxidantes, podem atuar também diretamente na formacéo de
radicais livres, além de inibirem enzimas envolvidas na geracdo de EROs (espécies
reativas de oxigénio) (BALOGH, 2011).

1.3 Cosmético multifuncional / natural

Segundo a RDC n° 211, de 14 de julho de 2005, produtos de Higiene Pessoal,
Cosméticos e Perfumes, sao preparacfes constituidas por substancias naturais ou
sintéticas, de uso externo nas diversas partes do corpo humano, pele, sistema
capilar, unhas, labios, 6rgdos genitais externos, dentes e membranas mucosas da
cavidade oral, com o objetivo exclusivo ou principal de limpa-los, perfuma-los, alterar
sua aparéncia e ou corrigir odores corporais e ou protegé-los ou manté-los em bom

estado.

Os cosméticos podem ser definidos como produtos de grau 1 e grau 2. Os
produtos de grau 1, sdo produtos de higiene pessoal cosméticos e perfumes que se
caracterizam por possuirem propriedades béasicas ou elementares, cuja
comprovacdo nao seja inicialmente necessaria e ndo requeiram informacdes
detalhadas quanto ao seu modo de usar e suas restricbes de uso, devido as
caracteristicas intrinsecas do produto. Os produtos de grau 2, produtos de higiene
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pessoal, cosméticos e perfumes que possuem indicacdes especificas, cujas
caracteristicas exigem comprovacdo de seguranca e/ou eficacia, bem como

informacdes e cuidados, modo e restricdes de uso (ANVISA, 2005).

A RDC n° 30, de 1 de julho de 2012, diz que produtos multifuncionais podem
ser definidos como qualquer preparacdo cosmética destinada a entrar em contato
com a pele e labios, cujo beneficio de protecdo contra a radiacdo UV nédo € a
finalidade principal, mas um beneficio adicional do produto. Portanto, os cosmeéticos
multifuncionais tem capacidade de desempenhar mais de wuma funcao
simultameamente. Existem quatro tipos diferentes de multifuncionalidade, a primeira
€ a multifuncionalidade orientada pelo desempenho, onde o produto realiza duas ou
mais fungdes separadas; o segundo € a multifuncionalidade de ingredientes, no qual
0 ingrediente exerce mais de uma fungdo; o terceiro é a multifuncionalidade
situacional, que é quando um produto pode ser usado em multiplas situacdes; e por
altimo temos a multifuncionalidade dos apelos publicitarios, onde as empresas

descrevem beneficios multiplos para um produto (SATHLER, 2018).

Os fitocosméticos sao potenciais produtos com capacidade multifuncional. Por
definicdo eles sdo cosmético que contém ativos de origem vegetal, seja um extrato,

Oleo fixo ou 6leo essencial, cuja acdo define a finalidade do produto (ISAAC, 2008).

Os cosméticos naturais tém em sua férmula 5% de matéria-prima certificada
como organica e os outros 95% da formulacdo podem ser compostos por matérias-
primas nao certificadas, desde que sejam 100% naturais (MIRANDA, 2018). Existem
diferencgas significativas entre cosmeéticos naturais e cosméticos com ingredientes
naturais em sua formulacdo. Isto quer dizer que néo basta haver um ingrediente
natural na formula para fazer do cosmético um produto natural. Para que o0s
cosméticos sejam considerados naturais, devem seguir rigidos padrbes em
componentes (SEBRAE, 2008), como citado anteriormente. Portanto, 0s cosméticos
com ingredientes naturais em sua formulagdo vao ter o uso de conservantes e
outros ingredientes quimicos, o0 que viabiliza a venda destes produtos, pois sem a

presenca deles o tempo de validade se tornaria muito curto.

Os metabdlitos vegetais com potenciais aplicagdes cosmeéticas incluem
compostos fendlicos, flavonoides, carotenoides, cumarinas, entre outros (MORAIS,
2019). Devido a diversidade de compostos presentes em um Unico extrato sua
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aplicacdo em cosmeéticos o torna um fitocosmético multifuncional. Para a producéo
de extratos a partir de matéria prima vegetal, pode-se considerar a padronizacao
como uma condi¢cdo em que a eficacia do produto € garantida através da constancia
do teor de metabdlitos secundarios. A padronizacdo de extratos produzidos a partir
de plantas medicinais visa 0 estabelecimento de paréametros de controle de
qualidade para a matéria prima vegetal (SOUZA, 2007), garantindo com isso

qualidade, pureza e doseamento de compostos presente no extrato.

Portanto, este estudo tem como objetivo desenvolver um extrato liquido
concentrado de C. sinensis e avaliar sua atividade antioxidante, determinando a
concentracdo de compostos fendlicos com a finalidade de evidenciar sua potencial
aplicacdo em cosméticos multifuncionais como um ativo cosmético com acao

antioxidante e fotoprotetora, retardando assim o envelhecimento cutaneo.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Producao do extrato liquido de Camellia sinensis e avaliacdo do seu potencial

antioxidante.

2.2 Objetivos especificos
e Processar e caracterizar o material vegetal
e Obter e caracterizar o extrato de Camellia sinensis
¢ Determinar os fendis e flavonoides totais da amostra

e Determinar o potencial antioxidante do extrato de Camellia sinensis

3. METODOLOGIA
3.1 Caracterizacdo do material
3.1.1 Coleta e preparo

A amostra de C. sinensis foi adquirida na Empresa Nativa produtos naturais,
em Goiania-GO, na forma rasurada. A amostra foi processada no Laboratério de
Pesquisa em Produtos Naturais (LPPN), em moinho de facas, e posteriormente

acondicionada em embalagens plasticas ao abrigo de luz e umidade.
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3.1.2 Determinagéo da granulometria dos pos

A determinacdo da granulometria foi realizada de acordo com a Farmacopeia
Brasileira 6° Edicdo (2019). Foram usados tamises de abertura de 710, 355, 250,
180, 106 mm/um. Os tamises foram pesados vazios em balanca analitica, em
seguida pesou-se 25 g da droga vegetal de C. sinensis e transferiu-se para o tamis
superior. O jogo de tamises foi submetido a vibragcdes em velocidade padronizada
nivel 5 por 15 minutos em tamisador vibratério (Bertel®). Apds o término, os tamises
foram pesados novamente. A analise foi realizada em triplicata e o resultado
expresso em % (m/m) da média de droga vegetal presente em cada tamis
(BRASIL,2019).

3.1.3 Determinacao do indice de intumescéncia

O indice de intumescéncia é a medida do volume que a droga vegetal de
interesse ocupa apos o0 contato com o solvente. Uma amostra de 1 g do material
vegetal foi colocada em uma proveta de 25 mL com escala de 0,2 mL e tampa
esmerilhada. O volume ocupado pelo p6 foi medido antes da adi¢do do solvente. Em
seguida, foram adicionados 25 mL de agua destilada, agitando-se a proveta a cada
10 min, durante 1h. Apds repouso de 3 h, a temperatura ambiente, foi verificado o
volume final ocupado pelo material vegetal (BRASIL, 2019). Foi realizado o mesmo
teste utilizando etanol como solvente. O indice de intumescéncia foi realizado em

triplicata e calculado em mL.

3.1.4 Determinacao de cinzas totais

Pesou-se 3 g da droga vegetal de C. sinensis, transferiu-se a amostra para
um cadinho previamente calcinado (600°C) e pesado. Incinerou-se a amostra,
aumentando a temperatura gradativamente, iniciando a 200 °C por 30 minutos,
depois a 400 °C por 60 minutos e por ultimo a 600°C por 90 minutos. Ao finalizar, a
amostra foi transferida para um dessecador, e apés atingir a temperatura ambiente,
foi pesada. A andlise foi realizada em triplicata e o resultado expresso em % (m/m)

da média de droga vegetal presente em cada tamis (BRASIL, 2019).
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3.1.5 Determinacgédo do teor de volateis

O teor de volateis foi realizado em uma balanca com aquecimento por
lampada de halogénio (Ohaus® modelo MB35). Para isso, colocou-se 1 g da droga
vegetal pulverizada no prato da balanca e iniciou-se o processo. O teor de volateis
foi apresentado no display digital do aparelho em aproximadamente 10 minutos. O
experimento foi realizado em triplicata, calculou-se a média e desvio padrédo e o
resultado expresso em % (BRASIL, 2019).

3.1.6 Doseamento de fendis totais na droga vegetal

A analise foi realizada pelo método de Folin Ciocalteu (FC), adaptado por
Agbor, Patrick, Donelly (2014). Preparou-se a solu¢do padrdo de acido gélico a 0,6
mg/mL, a solucdo aquosa a 7% de carbonato de sédio e a solucdo de Folin
Ciocalteu 1:10 v/v. Para o preparo da curva padrao, retirou-se aliquotas de 200 pL ,
400 pL, 600 pL, 800 uL, 1000 pL do padréao de acido galico 0,6 mg/mL e completou-
se o0 volume para 2 mL de agua, gerando as concentracdes de 0,06 mg/ mL, 0,12
mg/ mL, 0,18 mg/ mL, 0,24 mg/ mL, 0,3 mg/ mL, respectivamente.

Em tubos de ensaio, adicionou-se 100 pL de cada concentracdo obtida a
partir da solucédo de acido gélico, acrescentou-se 2 mL do reagente FC, agitou-se e
aguardou 5 minutos. Acrescentou-se 2 mL da solucdo de carbonato de sodio e
completou-se o volume para 5 mL com agua destilada. Apés manter os tubos, por 2
horas, em ambiente escuro, a leitura das absorbéncias foram realizadas em
espectofotbmetro a 760 nm. Para o preparo do branco, substituiu-se a solucéo
padrao por agua.

Para o doseamento foram pesados 0,25 g da droga vegetal de C. sinensis,
transferiu-se para um baldo de 25 mL e completou o volume com solugéo
hidroetandlica a 50 %. O baldo foi transferido para o banho ultrassom no qual foi
submetido a extracdo por 30 minutos. Apos filtrar o extrato obtido, pipetou-se 50 pL
da amostra e adicionou-se 500 pL do solvente extrator. A leitura da absorbancia foi

realizada em triplicata.
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3.2 Obtencdo e caracterizacao do extrato liquido de Camelllia sinensis
3.2.1 Producéao do extrato liquido concentrado

Para a producdo do extrato liquido de Camelllia sinensis, a droga vegetal
obtida ap6s a moagem foi submetida ao processo extrativo de percolacédo, conforme
a Farmacopéia Brasileira 22 ed. (1989), utilizando como solvente a solucéo
hidroalcoolica a 50% (v/v).

Pesou-se 1 Kg do material vegetal que foi transferido para o percolador de
aco inox e adicionou-se 6 L da solug&o hidroalcoolica a 50% (v/v), deixando macerar
(maceracdo estdatica) por 24 horas antes do inicio da percolacdo. Ao final da
maceracao o conteudo foi percolado e, apds 10 viragens, o extrato foi recolhido em
um recipientes de vidro, fazendo o processo de extragao por esgotamento.

O extrato obtido foi concentrado através de rotaevaporador, resultando na
total evaporacédo do alcool etilico. Apos a concentracdo, o extrato foi armazenado

em freezer a - 20 °C.

3.2.2 Determinacgédo do teor de sélidos

Foi determinado o teor de sélidos do extrato por meio da utilizacdo de uma
balanca com lampada de halogénio (Ohaus® modelo MB35), pesando-se 1 g do
extrato na balanca e acionando-se ao dispositivo de aquecimento. Os ensaios foram
realizados em triplicata (BRASIL,2019). Como o equipamento gera o valor do teor de
volateis, o célculo para o teor de sélidos no extrato foi realizado de acordo com a
equacao 1:

Teor de solidos (%) = 100 — Teor de volateis (Eq. 1)

Onde:

Teor de volateis = Valor gerado pelo equipamento.

3.2.3 Determinagéo do teor de fendis totais no extrato liquido

A analise foi realizado pelo método de Folin Ciocalteu (FC), adaptado por
Agbor, Patrick, Donelly (2014). Preparou-se a solucdo padrao de acido galico a 0,6
mg/mL, a solucdo aquosa a 7% de carbonato de sbédio e a solucdo de Folin

Ciocalteu 1:10 v/v. Para o preparo da curva padrao, retirou-se aliquotas de 200 pL ,
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400 pL, 600 pL, 800 pL, 1000 pL do padrao de acido gélico 0,6 mg/mL e completou-
se o0 volume para 2 mL de agua, gerando as concentra¢des de 0,06 mg/ mL, 0,12

mg/ mL, 0,18 mg/ mL, 0,24 mg/ mL, 0,3 mg/ mL, respectivamente.

Em tubos de ensaio adicionou-se 100 pL de cada concentragéo obtida a partir
da solucdo de &cido gdlico e acrescentou-se 2 mL do reagente FC, agitou-se e
aguardou 5 minutos. Acrescentou-se 2 mL da solucdo de carbonato de sodio e
completou-se o volume para 5 mL com agua destilada. Apds 2 horas em ambiente
escuro, as leituras das absorbancias foram realizadas em espectofotometro a 760
nm. Para o preparo do branco, substituiu-se a solu¢éo padrao por agua.

A amostra foi preparada, em triplicata, pipetando-se 100 pL do extrato que

posteriomente foi diluido utilizando-se agua destilada em baldo de 10 mL.

3.2.4 Determinacao do teor de flavonoides no extrato liquido

O doseamento de flavonoides foi realizado de acordo com o método proposto
por Rolim et al. (2005) com modificacdes, expresso em rutina. Para o preparo da
curva padrdao foram pesados 10 mg de rutina e transferidos para um balédo
volumétrico de 100 mL, completando o volume com a solucdo de etanol:acido
acético 0,02M (99:1). Aliquotas de 200, 400, 600, 800 e 1000 uL foram retiradas e
transferidas para tubos de ensaio e completou-se o volume para 2 mL com a
solucdo de etanol:acido acético 0,02M. A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro
(A361nm), em triplicata.

Para a analise da amostra, pipetou-se 50 pL do extrato de Camelllia sinensis
e diluiu-se em baldo de 10 mL com solucao de etanol:acido acético 0,02M. A leitura
foi realizada em espectrofotdmetro (361nm), em triplicata.

3.3 Determinacdo do potencial antioxidante do extrato liguido de Camellia

sinensis

A atividade antioxidante do extrato de C. sinensis foi avaliada utilizando
metodologias descritas nos Comunicados Técnicos 127 e 128 da Embrapa
Agroindustria Tropical (MAPA, 2006) com adaptac¢des. Os ensaios foram realizados
com o extrato liquido de C. sinensis.
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3.3.1 Captura do Radical Livre DPPH

O método utilizando DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) tem como principio a
captura do radical livre DPPH pelos antioxidantes presentes na amostra resultando
assim em um diminuicdo da absorbancia a medida que estes complexos sé&o
formados. A curva padréo é construida a partir da solugdo de DPPH.

Preparo da amostra: 25 uL do extrato foi adicionado em baldo volumético de
10 mL e o volume completado com metanol. Agitou-se o baldo e em seguida a
amostra foi filtrada utilizando Milex.

Preparo da solucdo de DPPH (6mM): 2,4 mg de DPPH foi dissolvido em 100
mL de metanol e protegido da luz.

A solugdo padrdo de DPPH foi diluida em diferentes concentracdes do
extrato, dependendo do ensaio (tabela 1). Os tubos foram homogeneizados e apés
20 minutos foram realizadas as leituras das absorbancias em espectrofotdmetro
(515 nm). Utilizou-se alcool metilico para calibrar o espectrofotémetro (RUFINO et
al., 2007).

Tabela 1 - Diluicdes para os ensaios de captura do radical DPPH.

lugdo de DPPH  Alcool metili
Tubo de ensaio Solugéo de cool metilico Extrato (uL)
(mL) (uL)
1 3,9 80 20
2 3,9 60 40
3 3,9 40 60
4 3,9 20 80
> 3.9 - 100
Controle 3,9 100 )

Todas as andlises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos

como média das repeti¢coes.

3.3.2 Captura do Radical Livre ABTS

Para o preparo do radical ABTS, foram adicionados solucéo estoque de ABTS
e solucéo de persulfato de potassio 140 mM, que foram mantidas no escuro por 16
h. A curva padrdo de trolox foi preparada com concentracées de 100 uM, 500 uM,
1.000 pM, 1.500 yM e 2.000 pM. Foram adicionados 30 pL de trolox de cada
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concentracdes descrita acima, e 3 mL da solucdo do radical ABTS. Esperou-se 6
min apos a agitacao e fez-se a leitura da absorbancia 734 nm em triplicata.

Preparou-se em tubos de ensaio, 5 diluicbes diferentes, em triplicata.
Transferiu-se 30 pL, 40 uL, 50 pL, 60 yL e 70 pyL da amostra preparada para um
baldo de 10 mL e completou-se o volume. De cada concentracao retirou-se 30 uL e
adicionou-se 3 mL de ABTS, homogeneizar e esperar 6 minutos para leitura
(RUFINO et al., 2007).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacdo do material vegetal

A caracterizagdo do material avalia se a amostra esta conforme os
parametros de cinzas totais, indice de intumescéncia, volateis, granulometria, fendis,
flavonoides e teor de antioxidantes determinados na Farmacopeia Brasileira 6°
edicdo (BRASIL, 2019) e se apresenta contaminacdo ou adulteracdes que podem
alterar seus resultados. O material vegetal foi adquirido a granel (Figura 5) onde
pode-se observar que o material encontrava-se seco, triturado e a parte utilizada da

planta sao as folhas (Figura 6).

Figura 5: Amostra a granel do cha verde obtida para experimentos.

Fonte: préprio autor.
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Figura 6: Amostra de Camellia sinensis em embalagem.
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4.1.1 Determinacédo da granulometria dos pos

A granulometria tem a fungéo de determinar o diametro do material vegetal e
suas particulas conhecendo a distribuicao granulométrica dos sedimentos através de
uma curva tracada. Foram empilhados cinco tamises com aberturas nominais
diferentes e esperado o tempo para a passagem do pé (Figura 7). Apds a tamisacéo
do po, constatou-se que na amostra de Camellia sinensis as particulas passaram em
sua totalidade pelo tamis com abertura nominal de malha de 710 um e no maximo
40% passaram pelo tamis com abertura nominal de malha de 250 uym, conforme
(Figura 8), caracterizando o p6 como moderadamente grosso de acordo com a
Farmacopeia Brasileira 6° edicdo (BRASIL, 2019). Um extrato vegetal produzido a
partir de uma droga vegetal com fragmentos grosseiros pode prejudicar a extracao,
pois a penetragcdo do solvente pode ser lenta. Por outro lado, uma droga vegetal
muito fragmentada pode compactar o pd, o que dificulta a passagem do solvente na
percolacdo. Desta forma, o uso de pOs moderadamente grossos Sao mais

recomendado para extracao de drogas vegetais (ARARUNA, 2008).



29

Figura 7: Amostra em agitador eletromagnético de peneiras.

Fonte: préprio autor.

Figura 8. Histograma de distribuicdo granulométrica do pé de Camellia sinensis.
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Fonte: Préprio autor.

4.1.2 Determinacao do indice de intumescéncia

7

A determinagdo do indice de intumescimento € um método que indica a
quantidade de polissacarideos presentes em um insumo farmacéutico ativo de

origem natural. A avaliacdo € realizada a partir do leitura do volume (mL) ocupado
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por 1 g da droga apés intumescimento em solucédo aquosa por trés horas (SIMOES
et al.,, 2017), ou seja, calcula a expansdo da droga vegetal causada pelo
intumescimento apds contato com o solvente (Figura 9). O valor encontrado foi de
3,36 + 0,05 para a amostra, utilizando-se a agua como agente intumescedor. Para o
uso de etanol 50% como agente intumescedor, foi encontrado um valor de 1,9 + 0,1.
A diferenca nos valores obtidos se deve a taxa de intumescimento que a célula
vegetal sofre, e pode influenciar na quantidade de compostos que séo extraidos da
droga vegetal, pois quanto mais intumesce a amostra, maior a quantidade de
compostos liberados. Misturas hidroalcodlicas séo polares o que favorece a extracao
dos compostos do cha verde. Solventes pouco polares, permitem recuperar as
agliconas livres pouco polares como flavonas, flavondis, flavanonas, di-
hidroflavonadis, isoflavonas e outras agliconas com alto grau de metilacdo, e
aumentando a polaridade do solvente, extraem-se agliconas poli-hidroxiladas,
flavonas e flavondis mais polares, auronas, chalconas e flavonoides glicosilados
(SIMOES et al., 2017).

O indice de intumescéncia influencia na preparacdo dos percoladores,
fornecendo um indicativo de intumescimento do p6 quando em contato com o
solvente, permitindo perceber o volume extra de solvente que deve ser adicionado
durante o producéo do extrato (COUTO, 2009; POSER, 2004).

Figura 9: Amostra em contato com o solvente durante o repouso.

Fonte: préprio autor.
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4.1.3 Determinacéo de cinzas totais

O teor de cinzas totais visa estabelecer a quantidade de substancia residual
nao volatil no processo de incineracdo (Figura 10). Esta metodologia permite
verificar constituintes inorganicos ndo volateis na amostra, como por exemplo, 0s
elementos essenciais para a formagdo do vegetal, além de mostrar possiveis
contaminagdes por impurezas inorganicas, como metais e silica (VIGO, 2004). O
teor de cinzas totais determinado na amostra de C. sinensis foi de 5,11 % + 0,005
(Figura 11). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) por meio da
portaria n° 519/98 (revogada pela RDC 277/05) estabelece que o teor maximo de
cinzas totais em amostras de cha verde deve ser de 8 %. De acordo com o resultado
obtido, o valor encontrado neste estudo respeita os limites preconizados pela
legislagdo. No estudo de Silva (2013), o teor de cinzas totais encontrado nas

amostras de C. sinensis analisadas variou de 4,59 a 7,04%.

Figura 10: Amostra sendo incinerada em mufla.

Fonte: préprio autor.
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Figura 11: Amostras incineradas dentro do cadinho.
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Fonte: préprio autor.

4.1.4 Determinacgéo do teor de volateis

O valor obtido para umidade residual da droga vegetal foi de 5,14% + 0,14.
Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por meio da RDC
277105, o teor maximo de umidade permitido para o cha verde é de 12 %. No estudo
feito por Firmino (2011) em amostras de cha verde a granel, a umidade variou de
4,42 a 10,66%. A presenca de quantidade excessiva de agua em drogas vegetais
propicia o desenvolvimento de microorganismos, insetos, a hidrolise e a atividade
enzimatica com consequente deterioracdo dos constituintes da droga vegetal.
Portanto, o baixo conteido de umidade indica que houve eficiéncia durante o

processo de secagem e que o material é estavel (COUTO, 2009).

4.1.5 Doseamento de fenois totais da droga vegetal

A curva padrdo, equacdo da reta e o coeficiente de correlacdo linear obtidos
através da leitura das solu¢Bes do padrdo de acido galico estdo representadas na
figura 12. Foi obtido a seguinte equacao da reta y = 99.417x + 0.0552 e valor de R2 =
0.9995.
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Figura 12: Gréfico da curva padrao de acido galico do pé de Camellia sinensis.
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Fonte: préprio autor.

Concentracao de fenois totais pelo método de Folin Ciocalteu, utilizando acido
gélico como padréao foi de 0,002 + 0,013 mg/mL, correspondendo a um teor de fendis
de 0,221 + 0,13 % (m/v). No estudo de Oliveira (2019) usando o acido galico como
padrdo foram encontrados valores de 12,71, 21,14 e 10,56 mg de EAG/g de cha,
Saracine (2017) encontrou valores de 125,53 mg EAG/ g no extrato aquoso e Sousa
(2016) para a andlise do extrato liquido de ch& verde, usando &cido galico como
padrdo, encontrou concentracdes de fendis totais de 6,52 mg EAG/ mL.

Sousa (2016) avaliou no seu estudo que a temperatura influencia na
concentracdo de compostos fendlicos. Temperaturas mais altas, preferencialmente
acima de 80 °C, levam a uma diminuicdo na concentracdo dos compostos fendlicos,
e em temperaturas menores que 45 °C, os valores de absorbancia encontrados

foram nulos.

Terefe et al. (2015) e Perva-Uzunalic et al. (2006) avaliaram o comportamento
dos compostos fenodlicos em temperaturas superiores a 80 °‘C e em ambos 0s
trabalhos teve diminuicdo da concentracdo, portanto os trabalhos afirmam que essa
diminuicdo da concentracdo esta relacionada com a decomposi¢cdo ou degradacéo
dos compostos fendlicos. Kumar et al. (2012) e Sousa (2016) observaram que o
tempo de aproximadamente 60 min foi a melhor extracdo e estabilizacdo da
concentracdo de compostos fendélicos. No presente trabalho a extracdo de fendlicos
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da droga vegetal ocorreu em banho ultrassom por 30 min, em uma temperatura por
volta de 35 °C, o que justifica o valor de fenéis mais baixo que foi obtido.

4.2 Obtencéao e caracterizacdo do extrato liquido de Camellia sinensis

O extrato foi preparado em percolador de inox (Figura 13), onde foram
adicionados 6 L do solvente em 1000 g do material vegetal, no qual foi macerado
durante 24h (Figura 14) e posteriormente percolado (Figura 14). Os 4,8 L de extrato
liquido de C. sinensis foram concentrados em rotaevaporador (Figura 15) para
obtencado do extrato liquido concentrado. Ao final, foram produzidos 3,5 L de extrato
liguido de C. sinensis. A percolacdo usada no estudo é indicada para a extracao de
substancias termossensiveis farmacologicamente ativas e presentes em baixos
teores na droga vegetal, vai ocorrer o arraste dos metabdlitos de interesse pela
passagem continua do liquido extrator no interior do percolador, levando ao
esgotamento do material (SIMOES, 2017).

Figura 13: Extrato sendo produzido em percolador.

Fonte: préprio autor.



Figura 14 : Droga vegetal em percolador com solucéo hidroalcoolica 50%.

Fonte: préprio autor.

Figura 15: Extrato de Camellia sinensis em rotaevaporador.

Fonte: préprio autor.
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4.2.1 Determinagéo do teor de sélidos

O teor de solidos é calculado reduzindo de 100 o valor obtido do teor de
volateis do extrato. O teor de sélidos obtido na andlise do extrato liquido
concentrado de C. sinensis foi de 6,29 + 0,1 %. Para a determinacdo da umidade,
considerou-se o teor de solidos totais (residuo seco) presentes no produto e isolados
por meio de evaporacao, em balanca de lampada de halogénio, até a remocéo total

da umidade.

As preparagdes concentradas dos extratos de plantas secas apresentam-se
com consisténcia diversificada. Os extratos podem ser classificados em extratos
fluido, mole e seco. Os extratos liquidos séo classificados a partir da concentracéo
que apresentam, uma parte do extrato corresponde a uma parte em massa ou
volume do vegetal seco (RODRIGUES, 2016) , ou seja, sdo aqueles em que cada
mL contém os ativos sollveis presentes em 1 g da droga que lhe deu origem,
correspondendo a uma concentracdo de 100 %. Geralmente sdo usados o0s
processos extrativos que levam ao esgotamento da droga (FONSECA, 2005), e os
teores do metabdlitos secundéarios e residuos secos devem estar previamente
padronizados (RODRIGUES, 2016).

Os extratos secos sdo obtidos a partir da evaporacdo total do solvente,
minimo de 95% de residuos sélido em massa (RODRIGUES, 2016). O extrato seco
€ determinado gravimetricamente por meio da evaporacdo da agua ou perda da
umidade do produto apOs secagem em estufa, na temperatura e tempo adequados.
A temperatura empregada nesta avaliacdo depende do produto a ser seco bem
como de suas caracteristicas (composi¢céao) (GALLINA, 2009). A evaporacéo parcial
do solvente, com minimo de 70% de residuos secos em propor¢cdo peso/peso,
caracteriza os extratos moles (RODRIGUES, 2016). Os extrartos moles e secos
dependem da quantidade residual de umidade presente no extrato, e portanto da
concentracéo atingida durante a evaporacéo (FONSECA, 2005).

Desta forma, o extrato de C. sinensis produzido € classificado como extrato

liquido, devido ao teor de solidos ser inferior & 70%.
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4.2.2 Determinacéo do teor de fenois totais do extrato de cha verde

A curva padrao, equacao da reta e o coeficiente de correlacdo linear obtidos
através da leitura das solucdes do padrdo de acido galico estdo representadas na
figura 16. Foi obtido a equagéo da retay = 141.08x + 0.038 e valor de R2=0.9987.

Figura 16: Grafico da curva padrao de acido galico do extrato de cha verde.
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Fonte: préprio autor.

A concentracdo de compostos fendlicos presentes no extrato liquido de C.
sinensis foi de 0,003 + 0,001 mg/mL e seu teor de 4,82 % = 0,002 (m/v).
Encontraram-se 1216 mg EAG/L de compostos fendlicos no extrato de Atoui et al.
(2005). J& no estudo de Zielinski (2014) o teor de compostos fendlicos do cha da C.
Sinensis foi de 1034,48 mg EAG/L, e no estudo de Zielinski (2015) o teor fendis
totais obtidos do ch& da C. sinensis foi de 1460,61 mg EAG/L. O total de compostos
fendlicos no extrato de C. sinensis no estudo de Macena (2020) variou de 14,36;
78,4 e 129 ug EAG/mL.

O aumento do teor de compostos fendlicos esta relacionado ao tamanho das
particulas que vai influenciar no processo de extracdo pois quanto menor a particula,
maior a area de superficie exposta. (PEREIRA, 2014; PEREIRA et al, 2009).
Portanto a diferenca no tamanho das particulas dos diferentes estudos leva a essa
variacdo nos resultados. Outro fator que altera os valores é o armazenamento

inadequado e umidade, que podem ocasionar a diminuicdo dos principios ativos e
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da capacidade antioxidante do produto. Este, se ficar armazenado durante um longo
periodo de tempo pode ter alteracbes significativas no seu teor de metabdlitos
secundarios, como os compostos fendlicos (OLIVEIRA, 2019). Estes fatores podem
justificar o resultado desse estudo, pois a amostra apresentou baixo teor de
compostos fendlicos, o que pode ser devido a forma de armazenamento no local que
foi adquirido o material, que ficava em potes para venda a granel, que ndo eram bem
vedados.

Outros fatores que justificam a variacdo dos resultados dos compostos
fendlicos para os chas sdo as diferencas observadas no clima e solo, tempo de
colheita, estagio de desenvolvimento, parte da planta usada, tempo e forma de
processo e método de extracdo (GORJANOVIC et al., 2012). Alberti et al. (2014) no
seu estudo verificou que a condi¢do do processo, assim como o tipo de solvente e a

concentracédo influenciam significativamente nos niveis de compostos extraidos.

4.2.3 Determinacéo do teor de flavonoides totais

Flavonoides sdo metabdlitos secundarios sintetizados pelas plantas e que
pertencem também ao grupo dos compostos fendlicos (REIS, 2019). A quantidade
de flavonoides é fortemente influenciada por fatores extrinsecos, como estacdo do
ano, incidéncia de radiacdo UV, clima, composicdo do solo, preparo e
processamento do alimento (HUBER, 2008). Para Guimarades (2011), a quantidade
de compostos como os flavondides pode variar de acordo com o histérico da planta,
ou seja, se a forma de cultivo for propicia ao maior desenvolvimento destes
compostos e sua colheita for antecipada, o extrato da folha do cha sera mais eficaz

na sua atividade antioxidante.

Os resultados foram obtidos usando o método de Rolim et al. (2005), com a
rutina como padrao. Foi encontrado uma concentragéo de 0,0095 + 0,001 % mg/mL
correspondente a um teor de 0,95 + 0,1 % (m/v). No estudo de Firmino (2015) a
analise de flavondides com equivalente de epicatequina obteve valores de 2,39 a
13,31 mg/g de erva seca, em amostras de cha verde a granel, e no estudo de Reis
(2019) que analisou trés amostras de chas em sache de C. sinensis obteve para o

padréo de quercitina valores de flavondides de 1,52; 1,76 e 1,57 mg/g.

O ché verde apresenta compostos que sdo considerados potentes oxidantes,

0s principais sao os flavondides, como a quercetina, miricetina e kaempferol, se
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destacando com maior importancia a presenca de flavondis com 3% e as catequinas
com 30% (URZEDO, 2020). Reis (2019) observou em seus resultados que as
mesmas espécies vegetais podem apresentar diferentes composicfes quimicas e
consequentemente atividades antioxidantes distintas quando sao obtidas de

diferentes marcas comerciais de chas e de diferentes tipos de processamento.

Os flavonoides fazem parte do maior grupo dentre os polifendis e
representam um dos mais importantes de origem vegetal se encontrando geralmente
em folhas, flores, raizes e frutos das plantas, podendo ainda apresentar diferentes
concentracdes dependendo do 6rgéo vegetal em que se encontra (FLAMBO, 2013).
Os flavonoides sdo também importantes em virtude de suas atividades bioldgicas. O
ché verde que ndo contém a presenca desses compostos pode indicar que houve
falhas no cultivo, coleta, secagem, processamento ou armazenamento do produto.
Assim, a deteccdo desses compostos é um dos parametros necessarios para avaliar
a qualidade do produto, pois o cha que ndo tem presenca de flavondides nao traz
beneficios a saude dos usuérios, além de serem considerados produtos de baixa
qualidade (NASCIMENTO, 2010).

4.3 Determinacao do potencial antioxidante do extrato de Camellia sinensis
4.3.1 Captura do Radical Livre DPPH

O DPPH é um radical livre estavel que é muito usado para avaliar a atividade
antioxidante de extratos e substancias puras. O seu efeito de antioxidante no
sequestro do DPPH se deve a capacidade doadora de hidrogénio destas
substancias as quais sdo geralmente compostos fenolicos (CHAVES, 2010). A
medida da capacidade sequestrante determinada pelo método DPPH se baseia no
principio de que o DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazina) sendo um radical estavel de
coloracdo violeta, aceita um elétron ou um radical hidrogénio para tornar-se uma
molécula estavel, sendo reduzido na presenca de um antioxidante e tornando-se
amarelo, ou seja, quando o elétron desemparelhado do atomo de nitrogénio no
DPPH recebe um atomo de hidrogénio proveniente de compostos antioxidantes,
ocorre a mudanca de cor. Na forma de radical, o DPPH possui uma absorcéo
caracteristica a 517nm, que vai desaparecendo a medida que é reduzido pelo
hidrogénio doado por um antioxidante (TIVERON,2010).
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As substancias antioxidantes presentes nos extratos reagem com o radical
estavel DPPH, convertendo-o em 2,2-difenil-1-picril-hidrazina. Um extrato vai
apresentar alto potencial de sequestro de radicais livres quando possuir baixo valor
de ICsp, inibindo assim a oxidacdo em 50% do radical (MENEZES FILHO, 2018).

A concentracdo de cha verde capaz de inibir 50% do radical DPPH (ICsp) foi
0,129 = 0,003 mg/mL. No estudo de Saracini (2017) que analisou o sencha
(sinbnimo de chéa verde), o resultado obtido foi 1Cso de 0,45 mg/mL. Estes dados
mostram que o cha verde utilizado no presente estudo foi quase 3,5 vezes mais
potente que o relatado por Saracini (2017), sendo necessario menor quantidade de
amostra para inibir o radical. Os valores de antioxidante no cha verde podem variar
dependendo da parte usada. O caule ndo contém as mesmas substancias presentes
nas folhas, podendo reduzir o potencial antioxidante desses chas em comparacdo
ao cha da folha da planta (NIERI, 2020). A amostra obtida que foi usada no
experimento tinha presenca das folhas, mas também de um pouco de galhos no

meio, 0 que gerou um valor mais baixo.

4.3.2 Captura do Radical Livre ABTS

O principio do método consiste em monitorar o decaimento do radical
produzido pela oxidacdo do ABTS, causado pela adicdo de uma amostra contendo
antioxidantes. O ABTS absorve na faixa de 600 - 750 nm e pode ser facilmente
determinado por espectrofotometria. A quantidade de ABTS consumida esta
relacionada a reacdo com antioxidantes presentes na amostra (RIBEIRO, 2007).
Estes antioxidantes vao capturar o cétion 2,2- azinobis-[3-etil-benzotiazolin-6-acido
sulfonico] (ABTS+ ), que tem coloragéao azul esverdeado, e quando em contato com
persulfato de potdssio e o antioxidante, ocorre a reducdo do ABTS+ a ABTS

promovendo a perda da coloragéo (SUCUPIRA et al., 2012).

O valor obtido para a analise do cha verde nesse estudo foi de 388,47 + 1,21
MM trolox/g. No estudo de Saracini (2017) que analisou o sencha (sinbnimo de cha
verde) foi encontrado o valor de 1556,32 uM trolox/g, e no estudo de Alves (2010) foi
encontrado o valor de 714,03 umol trolox/g na analise do cha verde. Os métodos de
analise sdo os mesmos para o presente estudo e o de Alves (2010), que usaram o
método de Rufino et al. (2007) e portanto, tiveram valores mais proximos. Ja
Saracine (2017) usou o método de Renaud et al. (1998) e com isso o valor da



41

andlise foi diferente do encontrado no presente estudo, obteve-se um valor mais

alto.

Compostos antioxidantes sao definidos com substancias que quando
presentes em baixas concentragdes em relacdo a um substrato oxidavel, retarda ou
inibe expressivamente a oxidagdo do referido substrato. Substancias fenodlicas séo
reconhecidamente detentoras de pronunciada atividade antioxidante, atuando como
sequestradores de radicais livres (PRESSUTO, 2009). Agem como agentes
doadores de hidrogénio reduzindo e tém um potencial de quelagdo de metais
(ATOUI, 2005).

Os compostos fendlicos mais presentes séo os flavondides, conhecidos como
catequinas. Possuem capacidade antioxidante atribuida ao poder redutor do grupo
hidroxila aromatico, que reduzem radicais livres reativos e produzem o radical
fenoxila estabilizado por ressonéncia. A capacidade antioxidante destes compostos
é influenciada pelo numero e posi¢ao dos grupos OH, assim como pelas posicoes de
glicosilagdo (CERQUEIRA, 2007).

As concentracdes de fendis e flavondides determinadas para as amostras
avaliadas foram inferiores aos encontrados por outros autores. No entanto, o
potencial antioxidante pela captura do radical ABTS e DPPH, mostrou que o extrato
do ch& verde do presente estudo tem um potencial antioxidante, e que é necessario
menor quantidade deste para inibir o radical. O extrato de cha verde apresentou
baixos valores de fendis e flavondides, porém teve uma boa atividade antioxidante,
sendo uma opc¢do de ativo cosmético com funcdo multifuncional, devido a sua
capacidade de inibir os radicais, e por ser um ativo natural que ira garantir ao

produto cosmético atividade antioxidante e anti-idade.

5. CONCLUSAO

Atualmente os consumidores estdo a procura de produtos mais praticos,
sustentaveis, que atendam varias demandas e que sejam naturais. Os
fitocosméticos multifuncionais estdo surgindo para atender esta demanda do
mercado. O cha verde, possui uma gama de beneficios como ac¢do quimioprotetora,

anticarcinogénica, antiinflamatéria, antioxidante, agente fotoprotetor, agente
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adstringente, agente regenerador, melhora a circulacdo sanguinea e também eficaz
no tratamento de olheiras, sendo sua utilizacdo em produtos cosmeéticos bem
promissora. O uso do seu extrato como antioxidante vem sendo muito estudado
pois, além de ser um extrato de facil obtencdo, possui muitos beneficios, como acao
antioxidante e fotoprotetora. Estudos tem demonstrado que devido a suspeita de
atividade como carcinogénese, o uso dos antioxidantes sintéticos vem diminuindo,
portanto o uso dos antioxidantes naturais vem crescendo. As analises do cha verde
e do extrato liquido produzido a partir do cha verde mostrou que ele tem um poder
antioxidante. Diversos fatores influenciam na concentracao dos compostos fendlicos
como, temperatura, local de cultivo, colheita, composicdo mineral do solo,
disponibilidade hidrica, exposicdo a luz ultravioleta, parte morfolégica da planta
utilizada, bem como o seu estadio de desenvolvimento, além do armazenamento,
solvente usado e metodologia de extracdo. No entanto, apesar da concentracao ter
sido baixa neste estudo, ainda assim demostrou grande potencial antioxidante.
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