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RESUMO

Existe uma grande variedade de chas que alegam beneficios para a saude devido
as suas propriedades antioxidantes, particularmente o chéa verde, preto e vermelho.

No presente trabalho, estudou-se a atividade antioxidante e o teor em
antioxidantes dos chas mencionados, utilizando diferentes formulagfes (saquetas, folhas,
raizes, granulados, poés, liquidos) e diferentes formas de preparacdo (infuséo,
solubiliza¢do ou uso direto).

A atividade antioxidante foi avaliada através da capacidade captadora de radicais
2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH), poder redutor, inibicdo da descoloracdo do pg-
caroteno e inibicdo da peroxidacdo lipidica por inibicdo da formacdo de substancias
reactivas do &cido tiobarbitirico (TBARS). Os compostos antioxidantes determinados
foram os fendis totais e o0 acido ascorbico.

Para avaliar e comparar a atividade antioxidante dos diferentes chas,
determinaram-se valores de DFs, (fator de diluicdo responsavel por 50% da atividade
antioxidante). A analise discriminante linear (LDA) foi utilizada para categorizar as
diferentes formulacbes de chéas, de acordo com a sua capacidade antioxidante e o seu
teor em compostos antioxidantes.

Os dados confirmaram e validaram as propriedades indicados nos rétulos,
relativamente ao potencial antioxidante. Das bebidas a base de plantas estudadas, o cha
verde foi a que apresentou maior teor em compostos bioativos. Apresenta, no entanto,
diferentes propriedades de acordo com a formulacao utilizada.

Tendo em conta os baixos valores de DFsy obtidos, alguns métodos de
preparacdo sugeridos devem ser redefinidos para evitar eventuais efeitos pro-oxidantes.
Assim, este trabalho pode ser Gtil na definicdo da melhor formulacdo de chés, tendo em

vista 0s beneficios para a salde destas bebidas tdo largamente consumidas.

Palavras chave: Chas; Atividade antioxidante; Bebidas a base de chas; Analise

Discriminante Linear
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ABSTRACT

There is a large variety of teas that claims health benefits due to their antioxidant
properties, particularly green, black and red teas. In the present work, the antioxidant
activity and antioxidants contents of the mentioned teas were studied using different
formulations (bags, leaves, roots, granulates, powders, liquids) and different preparation
methods (infusion, solubilisation or directly used).

Antioxidant activity was evaluated by 2,2-diphenyl-1-pycrilhydrazil (DPPH) radical
scavenging capacity, reducing power, inhibition of B-carotene bleaching and inhibition of
lipid peroxidation though thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) assay. The
determined antioxidant compounds were phenolics and ascorbic acid. The DFs, (dilution
factor responsible for 50% of antioxidant activity) values were calculated in order to
evaluate and compare the antioxidant efficiency of the different teas. Linear discriminant
analysis (LDA) was used to categorize different tea formulations according with their
antioxidant capacity, as well as their antioxidant compounds contents.

Data confirmed and validated the antioxidant benefits indicated in labels. Green
tea was the most active herbal beverage, but with different behaviours according to the
formulation used. Nevertheless, in view of the DFs, values, some suggested preparation
methods should be redefined to prevent eventual pro-oxidant effects.

Hence, this work might be useful in the definition of the best tea formulation,

considering the health benefits of these highly consumed beverages.

Keywords: Teas; Antioxidant activity; Herbal beverage; Linear Discriminant Analysis
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1.1. Consideragdes iniciais

A alimentacdo humana tem recebido, nas ultimas décadas, um olhar atento por
parte da comunidade cientifica. Estudos epidemiologicos tém demonstrado uma relacao
direta entre os habitos alimentares e o risco de doenca, provando que a alimentagao tem
um impacte direto na saude (Espin et al., 2007). A ingestdo inadequada de certos
nutrientes tem sido associada ao aumento do risco de doengas cronicas (e.g. doencas
cardiovasculares (DCV), diabetes e cancro) (Hatzis et al., 2006; Ogce et al., 2008;
Mantzoros, 2009).

Desde Hipécrates (370-460 a.C.) que é referida a associacdo entre dietas ricas
em vegetais e frutas, e beneficios na satude. Sabe-se, ha muito tempo, que uma dieta que
inclui frutas e verduras contém vitaminas, minerais e outros compostos bioativos (Soni,
2010). Estes efeitos benéficos tém sido largamente atribuidos aos polifenéis, sendo a
ingestdo de alimentos ricos em polifendis associada a diminuicdo de: dislipidemia e
aterosclerose; disfuncdo endotelial e hipertenséo; ativacdo plaquetaria e trombdcitos;
processo inflamatério associado a inducéo e perpetuacao de DCV.

A dieta humana evoluiu ao longo dos anos, e revela que a ingestdo atual de
antioxidantes é muito menor do que em tempos ancestrais. O sistema de defesa
antioxidante enddgeno € insuficiente, sem o0s antioxidantes obtidos através da dieta
(Caballero et al., 2005; Ratman et al., 2006). Uma melhor compreensao dos mecanismos
subjacentes aos efeitos dos polifendis na salde, permitird reconhecer os beneficios do
consumo de frutas e vegetais (Fraga et al., 2010). Existem varios estudos
epidemiolégicos que evidenciam o potencial dos fitoquimicos na profilaxia e no
tratamento de alguns distirbios de saude. Além disso, estes compostos podem ter
influéncia na incidéncia de varias doencas, uma vez que a salde de um individuo e da
populacdo em geral resulta de interacdes entre fatores genéticos e uma série de fatores
ambientais (e.g. nutricdo) (Simopoulos et al., 2001).

A dieta mediterranica tem sido amplamente reconhecida como modelo de
alimentagcédo saudavel, contribuindo para um estado de saude e bem-estar favoravel a
uma melhor qualidade de vida (Sofi et al., 2008). Este regime alimentar caracteriza-se por
um elevado consumo de verduras, legumes, fruta, frutos secos e cereais, azeite como
principal fonte de gordura (alta ingestdo de acidos gordos monoinsaturados, AGMI), um
consumo moderado a alto de peixe (dependendo da proximidade do mar), um consumo
moderado de produtos lacteos (principalmente queijo ou iogurte), um baixo consumo de
carnes vermelhas e aves, e um consumo regular, mas moderado, de alcool,

principalmente de vinho tinto (Trichopoulou et al., 2003; Fung et al., 2009), sem descuidar

INTRODUCAO 2
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uma atividade fisica regular. Contudo, estes fatores tém sofrido grandes
alteracbes ao longo do tempo, pois a dieta alimentar tem vindo a afastar-se cada vez
mais da dieta tradicional mediterranica o que, conjugado com uma vida sedentéria, tem
vindo a contribuir para 0 aumento da incidéncia de inUmeras doencas (Simopoulos et al.,
2001). Em Portugal, calcula-se que apenas um terco da populacdo mantém ainda estes
hébitos alimentares saudaveis (Dieta mediterranica, 2011).

Além dos efeitos benéficos para a saude, este tipo de dieta pode ainda ser
facilmente adotado por todas as populacdes e culturas. De uma forma mais abrangente,
a dieta mediterranica, tem vantagens econdmicas, ambientais, nutricionais e alimentares.

O conhecido paradoxo francés e espanhol da dieta mediterranica sdo os melhores
exemplos para citar evidéncias que comprovam a eficiéncia dos antioxidantes na
prevencdo de doencas (Ratman et al.,, 2006). O paradoxo francés sugere uma visao
interessante sobre os beneficios do vinho tinto. A incidéncia de mortalidade em Franca,
devida a doenca coronaria é baixa, e pensa-se que esta relacionada com o elevado
consumo de vinho. O risco de DCV dos franceses é inferior em pelo menos 50%, quando
comparado com regibes em que bebem maioritariamente vinhos brancos. Ha também
outra explicacdo para o paradoxo francés, que defende a hipotese de que a dieta
francesa apresentava um baixo teor de gordura no passado (Providéncia, 2006; Opie et
al., 2007). Os polifendis do vinho tinto sdo benéficos na reducdo da lesdo dos vasos
sanguineos, diminuindo a pressao arterial; tém efeito protetor contra as doencas
corondrias e aterosclerose e contribuem para a inibicédo de alguns cancros (Seruga et al.,
2011). O paradoxo espanhol da dieta mediterranica aponta também para um regime
alimentar rico em antioxidantes, o que resulta na protecao contra DCV.

Muitos dos beneficios derivados da ingestédo de tais dietas pode ser o resultado de
sinergias entre as vitaminas antioxidantes mais conhecidas e outros antioxidantes
naturais (Ratman et al., 2006).

A capacidade de alguns alimentos de origem vegetal para reduzir o risco de
doencas cronicas tem sido associada, pelo menos em parte, & sua composicdo em
metabolitos secundarios (fitoquimicos), que mostraram exercer uma vasta gama de
atividades biologicas. Ha uma infinidade de outros compostos bioativos obtidos através
da dieta alimentar. Estes metabolitos sdo menos bioativos que os farmacos, mas desde
gue ingeridos regularmente e em quantidades significativas, como parte integrante da
dieta, podem ter um efeito a longo prazo percetivel nas funcdes fisioldgicas (Espin et al.,
2007).
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Os varios carotendides, flavonodides e fendis encontrados em verduras,
leguminosas, frutos, ervas e bebidas, como chas e vinhos, também podem ser

importantes para a saude humana (Caballero et al., 2005).

1.2. Espécies reativas de oxigénio (ROS) e de azoto (RNS)

Um radical livre pode ser definido como uma molécula ou fragmento de molécula
gue contém um ou mais eletr6es desemparelhados em orbitais moleculares ou atémicas,
e é capaz de existir de modo independente. A ocorréncia de um eletrdo desemparelhado
resulta numa grande reatividade e num tempo de semivida curto, isto porque estas
espécies tém afinidade para doar ou obter um eletrdo, de modo a tornarem-se estaveis
(Benzie et al., 2011).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) incluem radicais livres, e podem ser

geradas durante a reducao do oxigénio a agua (figura 1).
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Figura 1. Reducdo univalente do oxigénio a 4gua. Adaptado de Ramarathnam et al., 1995.

A adicdo de um eletrdo ao oxigénio cria o radical superéxido (O,"), enquanto uma
nova reducdo conduz a formacédo do peroxido de hidrogénio (H,O,). ApGs a adi¢édo de
mais um eletrdo forma-se o radical hidroxilo (HO"). Assim, a redug¢do do oxigénio
molecular por adicdo de quatro eletrdes da origem a moléculas de dgua. Na mitocondria,
a superoxido dismutase (SOD) converte O," a H,O,, que pode atravessar a membrana e

participar na sinalizacao citosolica (Benzie et al., 2011).
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As ROS incluem radicais livres tais como o O,", HO’ e radical peroxilo (ROQ), e
espécies ndo radicalares, nomeadamente oxigénio singleto (;0%), ozono (O, H.0, e
acido hipocloroso (HOCI) (tabela 1).

Tabela 1. Espécies reativas de oxigénio e de azoto (ROS e RNS). Adaptado de Caballero et al.,

2005).

Nome da Férmula Radical (R) /Nao

espécie Radicalares (NR)
0," Superodxido R
OH Hidroxilo R
ROO’ Peroxilo R
RO Alcoxilo R
HOO’ Hidroperoxilo R
H,0, Peroxido de hidrogénio NR
HOCI Acido hipocloroso NR
(O] Ozono NR
ONOO Peroxinitrito NR
NO’ Oxido nitrico R
NO Anido nitroxilo NR

Ja a designacdo das espécies reativas de azoto (RNS) refere-se a todos os
estados oxidativos e adutos reativos dos produtos azotados da éxido nitrico sintase
(NOS), desde o 6xido nitrico (NO") até aos que surgem em situacdes fisiolégicas, como o
anido nitroxilo (NO’) e o catido nitrosénio (NO"), éxidos superiores do azoto (N,Oz ou
N.O,) e anido peroxinitrito (ONOQO") (tabela 1). As propriedades distintas dos radicais
resultam das diferencas de reatividade, tempo de vida, permeabilidade e solubilidade nos
lipidos.

ROS e RNS estdo continuamente a ser produzidos, como subprodutos de varias
vias metabdlicas que estdo localizadas em diferentes compartimentos celulares, tais
como cloroplastos, mitocondrias e peroxisomas (Gill et al., 2010).

A producdo de espécies reativas (em pequenas quantidades) nos organismos
vivos decorre do normal metabolismo celular, normalmente sob a forma de ROS ou RNS.
Uma vez produzidos, muitos dos radicais livres sdo neutralizados pelas defesas celulares
antioxidantes (enzimas e moléculas ndo enziméticas).

As espécies reativas exibem um papel duplo, apresentando simultaneamente

acédo benéfica e toxica.
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Quando se encontram em concentracdes baixas ou moderadas, podem ser
benéficas para a célula, estando envolvidas em varios processos fisiologicos de
sinalizacéo e de regulacdo (Fridovich, 1990; Ferreira et al., 2007). Alguns beneficios das
espécies reativas sao:

v NO’ - potente vasodilatador e vital para a manutencédo da pressao arterial
normal, diminui a agregacdo plaquetaria, diminuindo a probabilidade de
coagulacéo do sangue dentro do sistema sanguineo;

v" H,0, — papel central na sinalizacao celular e ativacdo de genes (Caballero
et al., 2005).

A producdo excessiva de espécies reativas ou a diminuicdo dos niveis de
antioxidantes conduzem ao stresse oxidativo, ou seja a alteracdo do equilibrio
oxidante/antioxidante em favor do primeiro, o qual tem sido implicado na etiologia de
varias doencas e no envelhecimento (Almeida, 2009).

Existem duas vias principais de producdo de ROS no organismo: uma deliberada
e util, e outra acidental, mas inevitavel. A producado acidental de ROS ocorre durante a
passagem de eletrGes, ao longo da cadeia transportadora de eletrbes na mitocdndria.
Efetivamente, as mitocéndrias sdo uma das principais fontes de ROS, mas sédo também
um dos primeiros alvos de ataque destes radicais. Uma vez que a cadeia respiratoria €
composta por proteinas transmembranares, que existem na membrana mitocondrial
interna, a formacéo de ROS ocorre perto da membrana. Assim, as ROS tém facil acesso
aos lipidos da membrana, especialmente sensiveis ao ataque de radicais livres, num
processo designado por peroxidacao lipidica (Ferreira et al., 2007).

A producdo de ROS também pode ser uma consequéncia de estimulos
enddgenos ou exogenos, incluindo radiacdo ultravioleta (UV), quimioterapia, toxinas
ambientais e exercicio extremo (Benzie et al., 2011). Algumas das principais fontes de
ROS séo as reagdes de destoxificacdo de farmacos e outros xenobidticos, que envolvem
0 sistema enzimatico citocromo P sp.

Os antioxidantes catalisam a reducdo das espécies reativas mediada por enzimas
tais como a superéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), e a glutationa peroxidase
(GPx) ou através de cofatores ou redutores, tais como a gluationa (GSH).

Enzimas como a xantina oxidase, NADPH oxidase ou a NOS estdao também
envolvidas na formacdo endégena de ROS e RNS (figura 2) (Kohen et al., 2002; Finley
etal., 2011).
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Figura 2. Producéo e neutralizacdo de radicais livres. Adaptado de Finley et al., 2011.

A oxidacao dos lipidos das membranas celulares é um processo muito frequente
no corpo humano. Como referido anteriormente, esta reacéo € iniciada rapidamente, pelo
excesso de ROS, em particular os radicais hidroxilo, através de um mecanismo radicalar
em cadeia, formando-se compostos téxicos como os peroxidos lipidicos e aldeidos, caso
do malonaldeido (MDA) e do 4-hidroxinonenal. Tanto as espécies envolvidas, bem como
as formadas, sdo referidas como causa de doencga, incluindo o cancro, e o proprio
processo de envelhecimento.

A peroxidacgéo lipidica, além de causar sérios danos no organismo, é a principal
causa da deterioracdo dos alimentos, afetando a cor, o aroma (formag&o de moléculas

nocivas a saude, volateis e ndo volateis), a textura e o valor nutricional (Falcao, 2008).

1.3. Stresse oxidativo

Normalmente, hd um equilibrio entre a formacdo e a remocdo de espécies
reativas. Como consequéncia do desequilibrio neste processo, ocorre o chamado stresse

oxidativo e, por consequéncia, diversos danos oxidativos decorrentes do atague a
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biomoléculas, que podem comprometer o funcionamento celular e conduzir a varias
doencas e ao proprio envelhecimento (Dudonné et al., 2009). Nesta situagédo, o
organismo produz mais ROS (e.g. O™, HO" e H,0,) do que aqueles que os antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos conseguem neutralizar (figura 3) (Krishnaiah et al., 2001).

Antioxidantes Oxidantes ‘

mitocondrial

Y w—

Figura 3. Balanco relativo ao stresse oxidativo. Adaptado de Halliwell et al., 2011.

O stresse oxidativo pode ter causas naturais, como 0 que ocorre em situacdes de
exercicio fisico extremo, ou em processos de inflamacdo; mas pode também ter causas
nao naturais como a presenca de xenobidticos no organismo, poluentes ambientais e
radiacéo (figura 4).
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-Respiracéo aerébia Radicais —I?r(.)temas = -Doencas
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Figura 4. Causas e consequéncias do stresse oxidativo. Adaptado de Ferreira et al., 2009.

ROS em excesso no organismo podem danificar e oxidar lipidos celulares,
proteinas e ADN, levando a sua modificacao e inibicdo do seu funcionamento normal (Fu
et al., 1998; Ridnor, et al., 2005; Valko et al., 2007). Como ja referido anteriormente,
inUmeros estudos demonstraram a associagédo do stresse oxidativo com varias doengas
nomeadamente cancro, diabetes, cirrose, DCV, artrite reumatoide, desordens
neuroldgicas, hematolégicas, pulmonares, oculares e também com os processos de
envelhecimento (Halliwell, 1996; Ferreira et al. 2007; Valko et al. 2007; Singh et al.,
2008).

1.4. Defesas antioxidantes

A natureza equipou 0s organismos contra os danos provocados pelos radicais
livres e outras espécies reactivas, com varios mecanismos de defesa que atuam de
diferentes formas (Falcéo, 2008).

O sistema de defesas antioxidantes do organismo inclui antioxidantes enzimaticos
e moléculas ndo-enzimaticas (figura 5) que desempenham a sua funcdo em locais

especificos.

o Superéxido dismutase
Antioxidantes

enzimaticos ) Catalase
Glutationa peroxidase
N
Cofatores enzimaticos (Se, Coenzima Q10)
Antioxidantes Inibidores de enzimas oxidativas (e.g. ciclo-oxigenase) > Dieta
nado-enziméticos Quelantes de metais de transicdo (EDTA)
Captadores de radicais (Vitamina e E) )

Figura 5. Sistema de defesas antioxidantes: antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos.
Adaptado de Huang et al., 2005.

Os antioxidantes enzimaticos encontram-se tanto no meio intracelular, como no
meio extracelular, e constituem a primeira linha de defesa contra os efeitos tdéxicos de
niveis elevados de ROS e RNS. O sistema enzimatico é formado por diversas enzimas,

onde se destacam a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa
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peroxidase (GPx), e a glutationa redutase (Gred), entre outras. No entanto, 0s
antioxidantes enzimaticos estdo em menor nimero que 0s antioxidantes ndo enzimaticos.
Entre as defesas antioxidantes ndo enziméticos destacam-se compostos como a
glutationa, o a-tocoferol (vitamina E), o acido ascorbico (vitamina C), os carotendides e 0s
2005; Ferreira et al., 2007; Valko et al., 2007). Na figura 6
pode visualizar-se a formacéo de ROS/RNS assim como a atuacdo do sistema de defesa

flavonoéides (Huang et al.,

antioxidante.

/’ e GSH - Conjugada
................. Antioxidantes n&o VL C Vit.C
| Mitocéndria ETS | enzimaticos (vit. C, vit. E, L A
' NADPH oxidase ! carotendides, outros)
! ! GST
! Xantma oxidase !
---------------- Vit. E Vit. E
Pl Metais de / X_<: Xenobié;ioos
02 transicio LOOH Lo* /\ electrofilicos
H202 GSNO
R 2GSH -
R GPx NADP+
CAT Citrulina
H2Q [ Gred | NO"«-----. A 5 NADP:
H20 +LOH o [ Sintetase NG |
Hz0 + Oz GS-SEERRATEEN | ~< T e A
NADPH + H+ /"% NADPH
ONOO-  Arginina +H+

Figura 6. Visdo geral das principais reacdes que envolvem ROS/RNS, e as principais defesas
antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas na célula. Adaptado de Ferreira et al., 2009.

Para além destas defesas enddgenas, existe uma pandplia de moléculas naturais
ou sintéticas, com propriedades antioxidantes, e que podem constituir um sistema
exégeno de defesa (Kanter, 1998; Ferreira et al., 2007). Os antioxidantes do organismo
parecem nao ser suficientes para neutralizar todos os radicais livres produzidos. A dieta
pode fornecer uma vasta gama de antioxidantes que o organismo nao consegue
sintetizar, sendo a maioria de origem vegetal, designando-se fitoquimicos (Patel, 2008).

Tem sido estabelecida uma relagéo inversa entre o consumo de fruta e legumes e
a mortalidade por doencas relacionadas com a idade, atribuida a presenga de compostos
2005; Dudonné et al.,

2010). Os antioxidantes presentes na dieta podem estimular as

antioxidantes, especialmente compostos fendlicos (Caballero et al.,
2009; Krishnaiah et al.,
defesas celulares e ajudar a prevenir danos oxidativos de componentes celulares

(Dudonné et al., 2009).
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1.5. Antioxidantes naturais

A importancia dos antioxidantes remonta a antiguidade. Os antigos egipcios
demonstraram um notavel conhecimento técnico, preservando 0s corpos com extratos de
plantas ricos em compostos fendlicos.

Um antioxidante é, por definicdo, qualquer substancia que, quando presente em
baixas concentracdes relativamente as dos potenciais substratos oxidaveis, atrasa
significativamente, ou inibe, a oxidacdo desses substratos por ROS (Halliwell, 1990;
Ferreira et al., 2007). Os antioxidantes tém uma longa histéria de uso na
alimentacdo/salude da populacdo e na industria alimentar (Finley et al., 2011), sendo
usados como conservantes em diversos produtos (e.g. gorduras, produtos alimentares,
para retardar o desenvolvimento de ranc¢o) (Huang et al., 2005).

Na bioguimica e medicina, os antioxidantes sdo enzimas ou outras substancias
organicas, tais como vitamina E ou B-caroteno, que sdo capazes de neutralizar os efeitos
prejudiciais da oxidacdo nos tecidos animais (Huang et al., 2005).

Por volta de 1950, foi demonstrado que as reacdes de oxidacao estdo envolvidas
no processo de envelhecimento e na progressdo de varias doencgas. Simultaneamente,
verificou-se que os antioxidantes podem retardar o processo de envelhecimento, a
progressao da doenca e prolongar o tempo de vida. Estes factos levaram a um aumento
da investigacdo nas fontes, efeitos e toxicidade dos antioxidantes, assim como um
crescente numero de publicacdes (cerca de 150 000 até hoje).

O uso de plantas como alimentos e para fins medicinais é, desde tempos
imemoriais, atribuida a eficacia biolégica dos metabolitos secundarios que possuem,
nomeadamente, atividade antioxidante (compostos fendlicos, vitaminas C e E, e
carotendides) (Ndhlala et al., 2010).

Os antioxidantes naturais estdo amplamente distribuidos em tecidos vegetais
(sementes, cereais, legumes, frutos, folhas, raizes, especiarias e ervas), animais e de
microrganismos, protegendo-os do stresse oxidativo e contribuindo para a prevengéo e
manutencdo da satude humana.

Os frutos, legumes, cereais, chas, café e cacau sao fontes ricas em antioxidantes
(vitaminas, compostos fendlicos e carotendides) e tém sido alvo de inUmeros estudos
(Shahidi et al., 2010). Os vegetais tém antioxidantes hidrofilicos e lipofilicos, que podem
atuar individualmente, sendo mais eficazes quando atuam em conjunto. Esta sinergia

permite eliminar radicais livres, quer na fase aquosa quer na lipidica (Kondo et al., 2009).
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Efetivamente, as plantas sdo uma fonte natural que contém compostos bioativos
eficazes, incluindo antioxidantes, como polifendis, vitaminas, carotenéides, acidos gordos
insaturados e acgucares redutores, que podem ser utilizados para diversas aplicacdes,
principalmente como aditivos alimentares e na promocgao da salde como ingredientes na
formulacdo de alimentos funcionais e nutracéuticos (Loziene et al., 2007).

Estudos epidemiolégicos tém demonstrado que uma ingestdo elevada de frutos e
legumes esta fortemente associada a reducdo do risco de desenvolvimento de doencas
crénicas, como cancro e DCV (Ferreira et al., 2009). Na verdade, os produtos de origem
vegetal contém uma ampla variedade de fitoquimicos, com capacidade antioxidante,
oferecendo protecdo contra os efeitos nocivos do stresse oxidativo, reducéo do risco de
DCV, e diminuicdo da incidéncia de doencas cronicas degenerativas (Oliveira et al.,
2007).

Os antioxidantes naturais dos alimentos (vegetais, frutos, bebidas, especiarias) e
suplementos tém recebido muita atencdo como nutracéuticos e como possiveis
ingredientes de produtos cosméticos, permitindo aos consumidores uma escolha mais
saudavel (Niki et al., 2010). Alguns antioxidantes naturais (acido ascérbico, a-tocoferol e
flavonoides) ndo podem ser obtidos in vivo, e como tal, tém de ser fornecidos através da
dieta. Estas substancias possuem a capacidade de fornecer eletrdes/atomos de
hidrogénio as ROS sem se transformarem em moléculas instaveis.

Como referido na seccdo anterior, os mecanismos de defesa antioxidante nos
diferentes tecidos compreendem sistemas enzimaticos e ndo enzimaticos e podem ser
classificados em funcdo do seu mecanismo de acdo predominante, da sua localizacéo e
da sua proveniéncia, seja da dieta (antioxidantes exdgenos), ou da sintese enddgena

(antioxidantes enddgenos) (Ferreira et al., 2007) (tabela 2).

Tabela 2. Origem, localizagdo e mecanismos de acdo dos principais antioxidantes organicos
Adaptado de Ferreira et al., 2007a.

Antioxidantes exdgenos Antioxidantes endogenos
Prevencao Extracelulares Intracelulares
Zinco Prevencéo Prevencéo
Selénio Albumina Glutationa Peroxidase
Bilirrubina Superéxido Dismutase
Ceruloplasmina Catalase
Intercecéao Ferritina Glutationa Redutase
Acido ascorbico Mioglobina
Alfa-tocoferol Metalotionina Intercecéo
Carotendides Glutationa
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Acido urico
Coenzima Q
Tabela 2. Continuacéo.
Antioxidantes exdgenos Antioxidantes end6genos
Prevencéo Extracelulares Intracelulares
Reparacéo
Metaloenzimas

Mediante os mecanismos associados (figura 7), os antioxidantes podem ser

classificados como:

v' Antioxidantes preventivos - constituem a primeira linha de defesa (SOD,
CAT, GPx).

v' Antioxidantes captadores - funcionam como segunda linha de defesa do
organismo (muitos compostos fendlicos atuam com captadores de radicais
livres, impedindo o inicio do processo de peroxidacao lipidica e a sua
propagacao, sendo exemplos o a-tocoferol, o &cido ascérbico e a
glutationa).

v' Antioxidantes reparadores - varias enzimas se incluem na terceira linha
de defesa, reparando lesdes, eliminando residuos ou reconstituindo
funcbes perdidas. Podem atuar por reparacdo do dano oxidativo,
reconstituindo a membrana, degradando proteinas danificadas,
metabolizando hidroperéxidos lipidicos e reparando o ADN (e.g. as
proteases, as fosfolipases, as transferases).

v' Antioxidantes de adaptacao - funcionam como quarta linha de defesa,
em que cada antioxidante é formado, no tempo certo, e transferido para as
posi¢cBes adequadas nas concentracdes necessarias (Barreira, 2010; Niki,
2010).

O papel e os efeitos benéficos dos antioxidantes contra varias desordens e
doencas induzidas pelo stresse oxidativo tém sido alvo de grande atencdo. H& varios
tipos de antioxidantes, com diferentes fun¢ées, que atuam na rede de defesa in vivo (Niki,
2010).
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Figura 7. Defesas in vivo contra o stresse oxidativo. Adaptado de Niki, 2010.

Os mecanismos de acao dos antioxidantes incluem atuacdes como:

v’ Barreiras fisicas, para impedir a producdo de ROS e 0 acesso a locais biolégicos
importantes (por exemplo filtros UV e membranas celulares);

v' Mecanismos quimicos, que "captam" a energia e os eletrdes, eliminando os ROS.
Os carotenoides e as antocianidinas sdo exemplos deste tipo de antioxidantes;

v/ Sistema catalitico, que neutraliza ou desloca os ROS. Sdo exemplo, as enzimas
antioxidantes SOD, CAT e GPx;

v Inativacéol/ligacdo de ibes metalicos, para evitar a producdo de ROS. Ferritina,
ceruloplasmina e catequinas sdo exemplos deste tipo de antioxidantes;

v' Antioxidantes de quebra de cadeia, que captam e destroem os ROS. Séao
exemplos deste tipo de antioxidantes o acido ascoérbico (vitamina C), tocoferois

(Vitamina E), acido rico, glutationa e flavondides (Karadag et al., 2009).

Além de todas as defesas antioxidantes endégenas mencionadas, 0s suplementos
antioxidantes ou os alimentos que os contém podem ser usados para ajudar o organismo
a reduzir os danos oxidativos, impedindo a deterioracdo oxidativa. Na verdade, a
implicacdo do stresse oxidativo na etiologia e progressado de varias doencgas cronicas
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sugere que os antioxidantes podem ter beneficios para a satde como agentes profilaticos
(Ferreira et al., 2009).

Os antioxidantes provenientes da dieta sdo bastante variados e incluem, como
grupos maioritarios, os polifendis e os carotenoides. Estes tém fun¢des diferentes e sdo
produzidos pelas plantas para proteger as células contra danos oxidativos. Quando
ingeridos, protegem também o organismo contra o stresse oxidativo (Benzie et al., 2011).
Muitos desses compostos (acido ascoérbico, tocoferéis, carotendides, polifendis) séo
capazes de neutralizar ROS. Exemplos de produtos comercializados com base nos
possiveis beneficios dos antioxidantes incluem alimentos integrais e bebidas (e.g. acali,
gogi berry, cha verde, hibisco, Ginkgo biloba) bem como substancias isoladas, vendidas,
principalmente como suplementos alimentares (e.g. acido ascorbico, licopeno, selénio) ou
adicionados aos alimentos (e.g. vitamina E) (Finley et al., 2011).

Os fitoquimicos (figura 8) que estdo presentes na dieta (fruta, vegetais,
leguminosas, especiarias e ervas aromaticas e medicinais) assumem um papel
importante como agentes protetores do organismo contra danos oxidativos,
(Ramarathnam et al., 1995; Skerget et al., 2005). Possuem propriedades
anticancerigenas e representam uma abordagem terapéutica promissora na prevencao e
no tratamento de inUmeros cancros. Ha de facto uma elevada quantidade de ensaios
clinicos que relatam os potenciais beneficios dos fitoquimicos na prevencdo da doenca
(Tachibana, 2011).
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Figura 8. Principais classes de fitoquimicos naturais. Adaptado de Ferreira et al., 2007.

Os polifendis sé@o a classe de antioxidantes mais generalizada na natureza, sendo
a sua distribuicdo ubiqua (Pereira et al., 2009). S&o constituintes de por¢bes comestiveis
e nao comestiveis das plantas (Wijeratne et al.,, 2006). Além de propriedades
antioxidantes, a sua presenca contribui para a parte sensorial dos alimentos, como a cor,
0 sabor e o aroma (Amarowicz et al., 2010).

Os polifendis sdo agentes redutores e, juntamente com outros agentes redutores
alimentares (acido ascorbico, vitamina E e carotendides), protegem o organismo contra o

stresse oxidativo. Os compostos fendlicos podem formar compostos de coordenagdo
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com o ferro, pelo que sdo muito estudados para o tratamento e prevencéo de condi¢bes
associadas a ROS originados por ferro e stresse oxidativo. O ferro € uma das principais
causas de ROS in vivo, explicada pela reducéo do Fe(lll) e regeneracdo do ferro para a
reacdo com o H,O, numa reacdo de Fenton, que conduz a lesées no ADN e morte
celular (Barreira, 2010).

Ha evidéncia de que os compostos fendlicos atuam como antioxidantes,
prevenindo doencas associadas ao stresse oxidativo como a oxidagdo das LDL,
agregacdo plaquetaria, danos nas células sanguineas, DCV, cancro, inflamacéo
(Scalbert et al., 2000; Gharras, 2009) e doencas neurodegenerativas como doenca de
Alzheimer (Niki, 2010) (figura 9).

Envelhecimento

v U s

Protecado dos
COIT POt I:> Cancro
Asma <:| fendlicos na saude

ﬂ InfecBes l
Outras

Hipertensdo

DCV Diabetes

Figura 9. Beneficios na saude que advém de uma dieta rica em polifenéis. Adaptado de Pandey et
al., 2009).

O potencial de captacéo de radicais livres esta diretamente ligado ao potencial de
oxidacdo dos polifendis. Estes compostos apresentam elevada facilidade em doar o
hidrogénio do grupo hidroxilo fenélico, dando origem a um radical fenoxilo (figura 10),

cuja estabilidade depende da deslocaliza¢do do eletrdo desemparelhado.

OH o)
OH OH

Figura 10. Captacao de radicais livres por compostos fendlicos. Adaptado de Seabra et al., 2006.
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Deste modo, os compostos fendlicos podem exercer a sua acao antioxidante
sequestrando ROS e RNS (e.g. superéxido, hidroxilo, peroxilo, 6xido nitrico, peroxinitrito
e &cido hipocloroso), gerados in vivo ou nos alimentos. Adicionalmente, a capacidade
para quelatar ibes metdlicos envolvidos na producédo de radicais livres, particularmente
ferro e cobre, justifica a acdo dos polifendis como antioxidantes preventivos. No entanto,
compostos com menor potencial de oxidacdo do que o Fe(lll) e o Cu(ll) podem reduzir
esses metais, funcionando como pro-oxidantes (Rice-Evans et al., 1996; Heim et al.,
2002; Seabra et al., 2006).

1.6. Antioxidantes sintéticos

Devido aos seus beneficios, os alimentos e produtos farmacéuticos contém,
normalmente, antioxidantes sintéticos. Foram introduzidos na industria alimentar na
década de 40, para retardar a oxidacdo (Shahidi, 2000), aumentando a durabilidade do
produto. Dos aprovados pela EU, os mais usados na preservacdo de alimentos sao o
BHA (mistura de isbmeros 2-terc-butil-4-metoxifenol ou 3-terc-butil-4-metoxifenol), o BHT
(di-terc-butilmetilfenol) e o TBHQ (2-terc-butil-hidroquinona) (Ndhlala et al., 2010). O
galhato de propilo (PG) é também autorizado (tabela 3) (Moure et al., 2001).

Tabela 3. Antioxidantes de sintese aprovados pela Unido Europeia. Adaptado de ASAE, 2006.

Antioxidantes de sintese

E 300 — Acido ascorbico (antioxidante em solugbes aquosas e emulsdes lipidicas, evita o
escurecimento de frutos e sumos, preserva a cor da carne e utiliza-se como melhorante de
farinha; ocorre naturalmente em muitos frutos e vegetais frescos).

E 310 - Galhato de propilo (3,4,5-tri-hidroxibenzoato de propilo); antioxidante utilizado em 6éleos e
gorduras e produtos desidratados.

E 311 — Galhato de octilo.

E 312 - Galhato de dodecilo (3,4,5,-tri-hidroxibenzoato de dodecilo).

E 315 - Acido eritrbico, ou acido isoascorbico; é uma forma isomérica do acido ascérbico (E
300); é utilizado como antioxidante.

E 316 — Eritorbato de sédio; sal de sodio do E 315, utilizado com idéntica finalidade.
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Tabela 3. Continuagéo.

Antioxidantes de sintese

E 320 — Butil-hidroxianisol (BHA); antioxidante de natureza fendlica, utilizado em Oleos e
gorduras e produtos desidratados, emprega-se frequentemente em conjuga¢édo com os galatos (E
310, E 311 ou E 312) ou com compostos sinérgicos, nomeadamente os acidos.

E 321 — Buitil-hidroxitolueno (BHT); utilizado em 6leos e gorduras e produtos desidratados.

TBHQ — 2-terc-butil-hidroquinona

O BHA e BHT tém sido amplamente utilizados como antioxidantes na inddstria de
alimentos e parecem ser responsaveis por danos no figado e inducdo de carcinogénese.
Ha estudos que demonstram que 0 uso excessivo destes antioxidantes sintéticos em
alimentos pode causar perda de nutrientes, toxicidade e riscos para a saude (Guan et al.,
2006; Saad et al., 2007). Nos ultimos anos, a restricdo no uso de antioxidantes sintéticos,
tais como BHA e BHT, devido aos efeitos toxicos ja referidos, suscitou um maior
interesse pelos antioxidantes naturais. As mudangas no comportamento alimentar com o
consumo cada vez maior de alimentos de base vegetal, que contém quantidades
significativas de fitoquimicos bioativos, podem trazer beneficios para a salde,
nomeadamente a reducao do risco de doencas crénicas (Ferreira et al., 2009).

Desta forma, tém sido preferidos antioxidantes naturais, assim como o 4cido
ascorbico e os compostos fendlicos (hidrossollveis), que sao excretados pela urina,
depois de terem complexado radicais livres. Por outro lado, antioxidantes insolUveis na
agua, como por exemplo a vitamina E, desempenham um papel importante na
coadjuvacdo dos seus andalogos lipossoliveis na remocdo dos radicais livres do
organismo (Barreira, 2010).

Pelos motivos referidos, pelos custos elevados de producéo e menor eficiéncia,
comparativamente com 0s antioxidantes naturais, o interesse pela utilizacdo destes
Gltimos tem sido crescente (Moure et al., 2001; Krishnaiah et al., 2010).

Existe, efetivamente, um grande interesse em encontrar antioxidantes naturais
para utilizagdo em alimentos, de forma a retardar a oxidacao lipidica, ou em aplicacdes
farmacéuticas para reduzir o risco de doencgas cronicas relacionadas com a producgéo de

radicais livres (Prior, 2003).
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2.1. Considerac0es iniciais
2.2. Consumo e producdo mundial de cha
2.3. Composicéo quimica do cha

2.4. Beneficios dos flavonoéides do cha
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2.1. Consideracdes iniciais

Desde sempre que as plantas desempenharam um papel muito importante para a
humanidade (Novais, 2004). Descobertas arqueolégicas revelaram que as infusbes de
folhas de varias plantas silvestres, incluindo a planta do cha, podem ter sido consumidas
h& mais de cinco mil anos. Dizem algumas lendas Chinesas e Indianas que o uso de cha
ja ocorria em 2737 anos aC, quando o Imperador chinés Shen Nung experimentou uma
bebida com um aroma agradavel e gosto refrescante, apos a queda acidental de folhas
secas em agua a ferver. Em Portugal, as primeiras referéncias a planta do cha, referem-
se a povoacao de Angra do Heroismo (llha Terceira) e sao do principio de século XIX
(Ch&a nos Acores, 2011). Esta antiga pratica, que comecou por ser associada a fins
medicinais, foi introduzida, progressivamente, em todo o mundo. Assim, ha muitos
séculos que se utilizam plantas sob a forma de chas ou tisanas com o objetivo de tratar
diferentes doencas (reduzir a inflamacao, melhorar o fluxo sanguineo, tratar doencas
infeciosas, purificar o corpo e manter o equilibrio mental) (Sumpio et al., 2006).

Atualmente, o uso de plantas como forma de tratamento ainda é muito importante
para o ser humano. De acordo com dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
80% da populacdo humana ainda trata os seus problemas de saude com remédios
tradicionais (Novais, 2004). Em todo o mundo, sdo frequentemente usadas muitas
plantas para preparar bebidas ingeridas apés as refeicbes ou aplicadas na terapia
popular. Em Portugal, bem como em Espanha, algumas das plantas medicinais mais
populares tém sido tradicionalmente recolhidas para preparar infusbes e decoccgoes,
conhecidas localmente como chas (Pardo de Santayana et al., 2005).

O cha é uma bebida feita a partir das folhas da espécie Camellia sinensis da
familia Theaceae (Yang e Lambert, 2011). E uma bebida muito popular que, se encontra
no segundo lugar do consumo mundial, a seguir & agua (Sumpio et al., 2006; Vuong et
al., 2011), sobretudo devido ao seu sabor agradavel e aos seus efeitos na salude (Benzie
et al., 2011). Cha refere-se tradicionalmente a bebidas produzidas por infusdo em agua
guente de folhas secas da planta Camellia sinensis (branco, verde, oolong e preto);
provém da mesma fonte botanica e diferem, principalmente, no tipo e extensdo do
processamento que sofrem (Ferruzzi, 2010).

As formas mais comuns de preparacgédo tiram partido da acao do calor, que facilita
a passagem de alguns dos compostos bioativos das plantas para a agua.

Para além da infusédo (sobre as folhas da planta deita-se 4gua muito quente,
deixando repousar durante alguns minutos) os chas podem ser preparados por decocgao
ou cozimento (na 4gua em ebulicdo deitam-se as partes das plantas cortadas, mantendo

em ebuli¢cdo). A infuséo é indicada quando o ch& é preparado a partir de partes tenras da
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planta (folhas, botbes florais e flores), enquanto a decoc¢do é mais usada para raizes,
caules e frutos secos. Tanto as infusdes como as decocgdes sao administradas por via
oral e topica (epidérmica e inalavel) (Carvalho, 2010).

ApoOs a colheita, as folhas frescas da planta Camellia sinensis sédo submetidas a uma
série de etapas de tratamento que resultam em trés tipos principais de cha (Chow et al.,
2011; Deka et al., 2011):

v' Cha verde (ndo fermentado) - depois da colheita, as folhas de cha verde (folhas
jovens) sofrem um processo de cozedura pelo vapor, que inativa a enzima
polifenol oxidase, estabiliza as catequinas monomeéricas, prevenindo a oxidacao
dos constituintes do cha, antes da secagem (McKay et al., 2002; Gonzalez de
Mejia et al., 2009; Hara, 2011; Yang et al., 2011).

v' Cha preto (fermentado) - o cha preto é feito através de oxidacdo das catequinas,
catalisada pela polifenol oxidase, nas folhas frescas, denominada fermentacéo.
Este processo de fermentacao resulta na oxidacéo de polifendis simples, algumas
catequinas sdo oxidadas ou condensadas em moléculas maiores (dimeros ou
polimeros), tais como teaflavinas (3-6%) e tearubiginas (12-18%). Estes polimeros
sdo responsaveis pelas suas caracteristicas tipicas, como a cor escura e o forte
sabor adstringente (Almajano et al., 2008).

v" Oolong (semi-fermentado) - é produzido por oxidacdo parcial da folha, da qual
resultam carateristicas intermédias entre o cha verde e o cha preto (Wang et al.,
2000; McKay et al., 2002; Henning et al, 2004; Cabrera et al, 2006; Milasiene et al,
2007).

Apesar de o chad ser uma fonte pobre em nutrientes essenciais, fornece
guantidades apreciaveis de fitoquimicos, muitos deles relacionados com a reducdo de
inimeras doencas e disturbios relacionados com o stresse oxidativo (Cabrera et al, 2006;
Mckay et al., 2007).

As tisanas rooibos (Aspalathus linearis) e borututu (Cochlospermum angolensis)
sdo também muito consumidas. O borututu é uma arvore de Africa, e as suas raizes sédo
tradicionalmente usadas para chd, pois apresentam varios beneficios para a saude (e.g.
doencas hepaticas, doencgas gastrointestinais, diurético, desintoxicante e purificador)
(Borututu, 2011). O rooibos é um cha de ervas obtidas a partir de Aspalathus linearis,
uma planta indigena da Africa do sul e tem sido usado na medicina tradicional, sobretudo
devido as suas propriedades antioxidantes. Alguns estudos revelaram beneficios do seu
consumo ho tratamento da pressdo alta, insénia, depressao, diabetes mellitus 2,

aterosclerose e doencas de pele (Rooibos, 2011).
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O uso de preparacdes antioxidantes naturais de plantas tem tido um elevado
crescimento no indudstria alimentar e nutracéutica, criando oportunidades para o
desenvolvimento de novos produtos (Joubert et al.,, 2004), que s&o vendidos em
estabelecimentos especializados, na forma de extratos, pos e bebidas prontas a
consumir, que sdo populares pela sua fragrancia, propriedades antioxidantes e
aplicacOes terapéuticas (Chan et al., 2010).

Enquanto a capacidade antioxidante do cha verde e preto esta bem documentada,
0s estudos com o cha rooibos ainda sdo escassos. No entanto, alguns estudos in vitro
mostraram que este produto tem acdo antioxidante comparavel a do cha verde e preto
(Breiter et al., 2011).

Muitos fitoquimicos tém propriedades antioxidantes fortes (Caballero et al., 2005).
Pensa-se que a sua atividade, em especial se consumidos inseridos numa dieta
equilibrada, pode proteger contra os danos oxidativos nos seres humanos (Cabrera et al.,
2006). Porém, apesar da comprovada capacidade antioxidante dos polifenéis do cha,
muitos estudos clinicos e em modelos animais tém demonstrado que estes compostos,
especialmente os polimeros, ésteres e glucésidos, embora abundantes, nem sempre séao
absorvidos por via oral. O efeito funcional do composto ndo depende apenas da

guantidade ingerida, mas também da sua biodisponibilidade (Macedo et al., 2011).

2.2. Consumo e producédo mundial de cha

O consumo de ch&a nao é uniforme em todo o mundo. Grandes segmentos da
populacdo mundial praticamente ndo consomem cha (Chow et al., 2011).

A producdo mundial de cha em 2007 atingiu um recorde de 3,95 milhGes de
toneladas, e atualmente, hd uma tendéncia de crescimento anual de 1,9% para o0 cha
preto e 3,8% para o cha verde. Pensa-se que em 2017 a producdo podera atingir 3,14
milhdes de toneladas de cha preto e 1,57 milhBes de toneladas de cha verde (Vuong et
al., 2011).

Entre os maiores produtores de cha estd a China, india, Quénia, Sri Lanka e
Turquia (figura 11).
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Outros;
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7,90%

Vietname;
4,20%

Turqia;

5,30%

Indonésia;
3,90%

Figura 11. Principais paises produtores de cha (2007). Adaptado de Paises produtores, 2007.

No Jap&o, China, india e Inglaterra existe um elevado consumo de cha, bebida
gue detém uma posicao preferencial na sociedade (Sumpio et al., 2006). Hoje em dia,
(figura 12) o cha preto é consumido principalmente na Europa, América do Norte e Norte
de Africa (exceto Marrocos), enquanto o cha verde é bebido em toda a Asia. O cha
oolong é popular na China e Taiwan. Também as infusbes de ervas em mistura com
frutos sdo populares em algumas partes da América Latina e na Europa Ocidental
(Benzie et al., 2011).

Cha preto

Cha de ervas/frutos
Cha verde

Outros Chas

Cha instantaneo
N&o ilustrado

Figura 12. Distribuicdo mundial do consumo de ch&. Adaptado de Consumo de chd, 2009.
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Tendo por base dados da associacdo de Cha dos Estados Unidos, estima-se que
o valor industrial do chd aumentou 2,73% entre 1990 e 2002, aumento para o qual muito
contribuiu a evolugdo do mercado das bebidas prontas a consumir (925% de aumento)
(Caballero et al., 2005).

Existe uma grande variedade de chas que alegam beneficios para a saude,
devido as suas propriedades antioxidantes, com destaque para o cha verde, preto e
oolong. Existem ainda os aromatizados e as tisanas, com inumeros sabores e
provenientes de todo o mundo, desde a Asia & América do Sul, passando pelo Médio
Oriente, Africa e terminando nos Acores.

Além dos inimeros tipos de chas existentes, estes encontram-se disponiveis no
mercado em diferentes formulagfes (sacos, folhas, raizes, granulados, pés, liquidos) que
podem ser preparadas por infuséo ou solubiliza¢éo, ou estarem ja prontos a consumir.

As infusbes podem ser preparadas com folhas soltas ou acondicionadas em
invélucros apropriados, tipicamente conhecidos como “sacos de cha”. Nestes, as folhas
de cha sao embaladas geralmente numa folha de papel. O uso de sacos de cha é facil e
conveniente, o que os torna bastante populares. Contudo, os apreciadores sugerem que
este método retira algum sabor ao cha. Para contrariar algumas destas desvantagens foi
criado o "saco de cha de piramide", introduzidos pela Lipton em 1996. Este saco tem um
design Unico, permitindo, na sua forma tridimensional, mais espaco para as folhas de cha
se expandirem durante a maceracdo. No entanto, alguns tipos de sacos de cha em
piramide tém sido criticados, como prejudiciais ao meio ambiente, ja que o material
sintético de que sdo constituidos ndo é destruido nos aterros sanitarios. O facto de as
folhas estarem contidas num saco, o tamanho e o material desse saco podem também
contribuir para a alteracdo da composicao da infusdo do cha (Astill et al., 2001).

No caso do cha a granel, as folhas sdo embaladas num recipiente, onde as
porcdes devem ser medidas, individualmente, pelo consumidor para uso num copo,
caneca ou bule. Assim, o consumidor pode preparar chas com sabores de intensidade
variavel, sendo, no entanto, um processo de prepara¢cdo menos pratico.

Também os chamados "chas instantdneos" tém vindo a tornar-se populares, em
especial devido a conveniéncia de ndo precisarem de agua fervente. Estes produtos vém,
muitas vezes com sabores adicionados, como baunilha, mel ou frutas, e também podem
conter leite em po6. Os apreciadores de cha tendem a criticar estes produtos por
adulterarem o sabor do cha, em favor da facilidade de preparacao.

Os chas prontos a beber surgiram para surpreender o mercado, criando novas
categorias de bebidas que resultam da fusdo de universos aparentemente distintos — o

universo da agua e o universo dos chas. Estes tendem a apresentar um consumo
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elevado pois estdo ao alcance de todos os consumidores, desde um supermercado
passando pelo café, o que facilita o seu consumo. O cha pronto a beber é agora uma
alternativa conveniente a refrigerantes mais acucarados.

Também estdo disponiveis extratos de chad verde encapsulado e liquido para
agueles que ndo gostam de beber cha, mas que procuram os seus beneficios.

Em qualquer uma destas formulac¢des, o sabor e a quantidade das folhas parecem
ser influenciados pelo clima, solo, altitude, época e modo de colheita, misturas e
armazenamento sendo, no entanto, o processamento o fator que define o tipo de produto
final. Além dessas influéncias, a variedade, o ambiente de crescimento, as condices de
processamento e mesmo o tamanho da folha influenciam a composi¢éo desta, bem como
a composicdo das infusdes finais obtidas. O método de preparacdo da infusdo, no
momento em que vai ser consumida, nomeadamente a quantidade de folhas e agua
usada, o tempo de infusdo e a agitacdo sdo também determinantes na quantidade de
componentes do cha que estdo, efetivamente, disponiveis para ingestdo. O valor desta
bebida ultrapassa o seu efeito retemperador e 0 seu papel social positivo, parecendo ser

dotada de acao fisioldgica benéfica (Astill et al., 2001).

2.3. Composicao quimica do cha

A composicdo do cha verde tem sido largamente estudada, sendo atualmente
bem conhecida (Dufresne et al., 2001). A sua composi¢cao quimica é complexa, podendo
encontrar-se polifendis, alcaléides, aminoacidos, gllcidos, proteinas, compostos volateis,
minerais e oligoelementos, entre outros constituintes.

Na composicdo de um rebento de chd, cerca de metade da matéria seca é
insolivel em agua e dela fazem parte a fibra bruta, celulose, proteinas, gorduras, acidos
gordos, etc. Na matéria seca, solivel em agua, encontram-se polifendis, aminoacidos,
cafeina, acucares e amido, sendo os polifen6is o maior grupo de componentes
biologicamente ativos do cha (Henning et al.,, 2004). No entanto, existem outros
compostos no cha verde com interesse para a salde humana, como o fllor, a cafeina,
minerais e oligoelementos como cromio e manganés (Karak et al., 2010).

Estudos recentes demonstraram a presenca de oligoelementos no cha, pois as
plantas sdo normalmente cultivadas em solos muito &cidos, onde alguns destes sdo
potencialmente mais biodisponiveis para absor¢do radicular (Karak et al., 2010).
Contudo, a presenca do elemento no cha pode ter efeitos tanto benéficos como adversos.

Por um lado, o consumo regular de cha pode contribuir para a DDR (dose diéria
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recomendada) de alguns desses elementos, por outro o excesso de oligoelementos pode
ser nefasto para a populacéo (Reto et al., 2007; Karak et al., 2010).

Entre os polifendis presentes no cha, os flavonéides sdo o grupo mais abundante.
Estes dividem-se em seis subclasses estruturalmente relacionadas: flavonas, flavonais,
flavanonas, antocianinas, isoflavonas e flavanodis. Estes derivados fendlicos sao
sintetizados em quantidades substanciais (0,5% para 1,5%) e numa grande variedade de
compostos (mais de 4000 identificados), estando amplamente distribuidos no reino das
plantas (McKay et al., 2002). Sendo o grupo mais biologicamente ativo do cha, sdo
componentes que tém propriedades antioxidantes, antimutagénicas e anticarcinogénicas
(Yao et al., 2004), podendo transferir essas propriedades para a bebida.

As catequinas pertencem a subclasse dos flavandis e sdo estruturalmente
definidas como flavan-3-6is. As catequinas e os seus dimeros (teaflavinas) e polimeros
(tearubiginas) foram identificados como o0s principais componentes no cha (Sang et al.,
2011). As epicatequinas sdo as catequinas principais no cha, especialmente o galhato de
epigalocatequina (EGCG) (mais de 10% em base seca) (Dufresne et al., 2001), seguido
da epigalocatequina (EGC), galhato de epicatequina (ECG) e epicatequina (EC). Em
contraste, as catequinas, incluindo o galhato de galocatequina (GCG), galocatequina
(GC), galhato de catequina (CG) e catequina (C), estdo presentes apenas em pequenas
guantidades no cha. No seu conjunto, as catequinas representam cerca de 30% do seu
peso seco (Wang et al., 2000; Vuong et al., 2011; Zhong et al., 2011).

O EGCG tem uma estrutura com oito grupos hidroxilo, pelo que é altamente
hidrofilico. Exerce a sua bioatividade, principalmente, em ambientes aguosos ou
compartimentos de &gua nos tecidos do organismo. No ser humano, pode ter
biodisponibilidade limitada devido as suas caracteristicas fisicas e quimicas, que impdem
a sua taxa de absorcao, através do trato gastrointestinal, metabolismo e eliminacdo. O
EGCG é um poderoso antioxidante, também conhecido por inibir a oxidacdo em varios
sistemas alimentares, incluindo carne de porco, peixe e Oleos de peixe marinhos
altamente insaturados (Zhong et al., 2011).

Em geral, as catequinas sdo coradas, hidrossollveis, e sdo responsaveis pelo
sabor amargo e adstringente da infusdo de cha verde. Sdo bem conhecidas pelas suas
propriedades antioxidantes, superiores as descritas para as vitaminas C e E e (-caroteno.
O teor em catequinas no cha varia com o local de cultivo, a variedade, a nutricdo da
planta, a época do ano e as condi¢des de processamento.

O teor de polifendis totais € semelhante em diferentes tipos de cha, mas os
componentes individuais variam devido, em parte, ao grau de oxidacdo dos polifendis que

ocorre durante o processamento das folhas. Durante a fermentag&o das folhas frescas do

CHA 27



Propriedades antioxidantes de bebidas e “chas” preparados a partir de diferentes formulagdes

cha, algumas catequinas sofrem oxidacao, o que leva a formacéo de dimeros e polimeros
(Sang et al., 2011), que se intitulam teaflavinas e tearubiginas, respetivamente, mas
mantém muitas das propriedades biologicas das catequinas (Hara, 2011). As teaflavinas
(teaflavina, galhato de 3- teaflavina, galhato de 3’-teaflavina e digalhato de 3,3’-teaflavina)
(Gonzalez de Mejia et al., 2009), representam entre 1 e 6% do peso seco dos solidos do
cha preto- As tearubiginas (polimeros) séo as mais abundantes e representam cerca de
10 a 20% do peso seco (Caballero et al., 2005).

Estas substancias sdo responsaveis por conferir ao cha preto a sua cor e sabor
Unicos. As teaflavinas sdo responsaveis pelo seu pigmento amarelado, enquanto as
tearubiginas sdo também responsaveis pela

cor avermelhada/acastanhada.

O ché preto, ao contrario do cha verde, é um produto altamente processado. No
cha preto as catequinas polimerizadas, como teaflavinas e tearubiginas predominam
(McKay et al., 2002). Os mecanismos antioxidantes dos polifendis do chéa, especialmente
tearubiginas, continuam a carecer de uma elucidacdo completa (Ho et al., 2009).

Os componentes principais do cha estédo listados na tabela 4.

Tabela 4. Componentes do cha. Adaptado de Dufresne et al., 2001; Wang et al., 2000; Voung et

al., 2011.
Componentes Estrutura Estrutura quimica
.. Ry
Flavonois
OH
Miricetina R:=R,=R3;=0H
HO 9]
Quercetina R1=R,=0H; Rs=H Ra
Canferol R;= OH; R,=R3=H R,
OH 9]
Flavonéis
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Tabela 4. Continuagéo.

Componentes Estrutura Estrutura quimica
Catequinas OH
C R;=R,=H 0
GC R;=0H; R,=H ”
cG Ri=H; R,= Galhato | — © O
GCG R;=0OH; R,=Galhato
OH Galhato
OH
OH
EC R;= R,=H
EGC R;=0OH; R,=H HO o
ECG R:=H; R,= Galhato R,
EGCG R;=0H; R,=Galhato
”0FI2
OH
Catequina
Teaflavinas R:= R,=H
Teaflavinas 3-galhato | R;=OH; R,=0OH

Teaflavina-3"-galhato

Teaflavina3.3 -
digalhato

Tearubiginas

R.=Galhato; R,= OH

R.=0H; R,=Galhato

R.= R,=Galhato

Teaflavina

Metilxantinas

Cafeina

Teoromina

R1:R2:CH3

Rle; RZZCH3

HO R
H1\“N N
L
HO N N
b,

Metilxantinas
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Tabela 4. Continuagéo.

Componentes

Estrutura

Estrutura quimica

Aminoéacidos

Teanina

Acidos organicos
Acido cafeico
Acido quinico

Acido gélhico

Volateis

HEN
MNHC,H
HOQC 2s
O
Teanina
OH
O K&
OH
OH
Acido cafeico
O OH
HO OH
OH Acido galhico

Como se pode observar, 60 a 80% dos flavondides totais no cha verde séo

monomeros de catequina (tabela 5). Ja no cha preto as tearubiginas podem incluir mais

de 70% do total de flavonoides, enquanto as teaflavinas compreendem cerca de 10%
(tabela 5) (Higdon et al., 2003; Deka et al., 2011).

Tabela 5. Composic¢éo total de flavondides no cha verde e cha preto. Adaptado de Higdon et al.,

2003.
Chéa verde Ch4 preto
Flavonois 7-9% 7-9%
Catequinas oxidadas 20-30%
Tearubiginas 63-74%
Teaflavinas 5-12%
Catequinas 60-80% 6-24%
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Também podem ser encontrados no ch& verde flavondis como a quercetina,
canferol, miricetina, rutina e derivados glucosidicos (Dufresne et al., 2001; Mckay et al.,
2002; Higdon et al., 2003; Reto et al., 2007).

O cha contém ainda &cidos fendlicos, principalmente os acidos cafeico, quinico e
galhico. A cafeina pertence ao grupo das metilxantinas (Dufresne et al., 2001), que por
sua vez sdo classificados como sendo alcaldides da purina. A cafeina é o alcaloide da
purina que se encontra presente no cha em maior quantidade (Ashihara et al., 2008). As
folhas de cha contém 2-5% de cafeina, nomeadamente nos materiais hidrossolUveis de
cha verde e preto (Yang et al., 2011). Entre os efeitos da cafeina no organismo humano é
de salientar a sua agdo estimulante do SNC. A folha de cha contém teores que rondam
um terco da cafeina contida no café, a fonte mais eminente de cafeina (Dufresne et al.,
2001). O teor em cafeina varia nas diferentes partes do rebento da planta. E maior no
gomo terminal e 12 folha, decresce sucessivamente nas folhas menos jovens e é minima
no caule. O seu teor ndo se altera significativamente durante o processo de fabrico do
cha preto (Mckay et al., 2002).

A teanina é um aminoacido comummente encontrado no cha (Camellia sinensis),
principalmente no ch& verde (Dufresne et al., 2001), e tem sido associada com um melhor
sabor e um efeito anti-hipertensor (Sang et al., 2011).

Para além destes compostos, existe também o &cido galhico que € o composto
polifendlico mais absorvido (Han et al., 2007).

A concentracdo de flavondides em qualquer bebida de cha depende do tipo de
chd (mistura, descafeinado, instantaneo) e do tipo de preparacdo (e.g. quantidade
utilizada, tempo de infusdo, temperatura) (Mckay et al., 2002). Os polifenéis do cha,
principalmente as catequinas e as teaflavinas, podem exercer as suas propriedades
antioxidantes por captacao de radicais livres, quelatacdo de metais e ides de transicéo, e
modulacdo de enzimas antioxidantes/oxidantes ou genes. A EGCG e a ECG tém a maior
capacidade de captacao de radicais.

A biodisponibilidade dos polifenéis do cha €&, geralmente, considerada pobre, uma
vez que a absorcdo de catequinas (excluindo metabolitos do colon) é inferior a 25% da
dose oral, com a maioria dos estudos a indicar eficiéncias de absorcéo entre 0,1 e 10%
(Ferruzzi, 2010). E, pois, questionavel se as quantidades consumidas de cha serdo
suficientes para obter 0s niveis de catequinas necessarios para beneficiar a satde. Além
disso, o consumo de cha, que contém cafeina, pode causar alguns efeitos indesejaveis.

Portanto, a utilizacéo de extratos de cha em alimentos tem sido considerada uma

forma alternativa de proporcionar os beneficios das catequinas do cha. Além disso, a
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utilizacdo de catequinas em alimentos pode prolongar a sua vida-util e melhorar a
qualidade.

Portanto, o conhecimento completo das propriedades das catequinas, da
producdo de extratos de cha e da sua incorporacdo em alimentos continua a ser um

importante desafio (Vuong et al., 2011).

2.4. Beneficios dos flavondides do cha

Registos que remontam ao século X a.C. indicam o uso do cha pelo Homem, em
grande parte devido ao seu valor medicinal (Deka et al., 2011). Embora o cha tenha sido,
historicamente, pensado para promover a salde e bem-estar, a investigacdo sobre os
possiveis beneficios na saude é mais recente (Reto et al., 2007).

Como ja foi referido, muitos dos beneficios para a saude tém sido atribuidos aos
compostos fenodlicos. Estudos realizados in vitro e em modelos animais fornecem
evidéncias de que os polifen6is do cha possuem bioatividade para retardar o
aparecimento de fatores de risco associados ao desenvolvimento de doencas (Benzie et
al., 2011).

Muitos dos resultados destes estudos tém sido apregoados nos media ou em
revistas de grande tiragem (Yang e Lambert, 2011), o que tem contribuido para a
popularidade mundial de ch& no que se refere a auséncia de toxicidade, e como agente
dietético natural e depurativo (Henning et al., 2004).

De acordo com os compostos bioativos do cha e a sua potencial capacidade de
promover beneficios na saude, encontram-se descritos inidmeros beneficios, que estéo
citados em inumeras referéncias bibliograficas e que, de forma muito resumida, se

apresentam na tabela 6.

Tabela 6. Patologias com beneficios quando associadas ao consumo de cha e respetivas
referéncias bibliograficas.

Patologias Referéncias

Higdon et al., 2003; Yao et al., 2004; Khan et al.,
2007; Song et al., 2005; Ho et al., 2009; Shin et al.,
2007; Lambert et al., 2010; Macedo et al., 2011;
Zhong et al., 2011

Atividade antioxidante
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Tabela 6. Continuagao.

Patologias

Referéncias

Anticarcinogénica

Trevisanato et al., 2000; Higdon et al., 2003; Yao et
al., 2004; Khan et al.,, 2007; Song et al., 2005;
Cabrera et al, 2006; Khan et al., 2007; Mckay et al.,
2007; Gonzalez de Mejia et al., 2009; Chow et al.,
2011; Yang et al., 2011; Yuan et al., 2011

Acdo anti-diabética

Khan et al., 2007; Vuong et al., 2011

Acao antibacteriana

Song et al., 2005; Almajano et al., 2008; Chacko et
al., 2010

Propriedades hipocolesterolémicas

Reto et al., 2007; Deka et al., 2011

Propriedades anti-hipertensoras

Mckay et al., 2007; Deka et al., 2011; Sang et al.,
2011

Protecéo na saude oral

Wang et al., 2000; Dufresne et al., 2001; Higdon et
al., 2003; Mckay et al., 2007

Protecdo nas DCV

Trevisanato et al., 2000; Higdon et al.,, 2003;
Cabrera et al, 2006; Khan et al., 2007; Mckay et al.,
2007; Vuong et al., 2011; Ras et al., 2011

Protecdo nas doencas

neurodegenerativas

Higdon et al., 2003; Dufresne et al., 2001; Cabrera
et al, 2006; Khan et al., 2007; Mckay et al., 2007;
Chacko et al., 2010

Antiviral

Song et al., 2005; Khan et al., 2007

Prevencao de patologias

osteoarticulares

Higdon et al., 2003; Cabrera et al, 2006; Mckay et
al., 2007; Chacko et al., 2010; Shen et al., 2011

Atividade anti-inflamatoria

Dufresne et al., 2001; Chacko et al., 2010

Melhoria da funcéo gastrointestinal

Dufresne et al., 2001

Diminuicdo da agregacgéo

plaquetéaria

Cabrera et al, 2006; Mckay et al., 2007

Combate a obesidade

Henning et al., 2004; Hodgson et al., 2010; Deka et
al., 2011; Vuong et al., 2011

Protecao solar contra radiagdo UV

Li et al., 2009
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Atividade antioxidante: O notavel potencial antioxidante do chéa, estd contudo
dependente de muitos fatores, sobretudo os que estéo relacionados com a preparacdo da
bebida. A atividade antioxidante dos compostos fendlicos (e.g. catequinas) é devida
principalmente as suas propriedades redox (Macedo et al., 2011), podendo bloquear
radicais livres e quelar ibes metalicos (Lambert et al., 2010). Devido a todos estes feito a
popularidade/consumo desta bebida tem aumentado em todo o mundo (Reto et al.,
2007).

No entanto, o consumo de cha (catequinas) em quantidades excessivas pode
causar alguns problemas de salde, tendo mesmo sido demonstrado que alguns extratos
de cha verde (Shin et al., 2007) e fracdes enriquecidas com flavonéides de rooibos
(Joubert et al., 2005) podem ter atividade pro-oxidante. Na verdade, deve existir a
consciéncia de que os antioxidantes potentes também podem exibir atividade pré-
oxidante, pois um composto antioxidante sob determinadas circunstancias, pode alterar o
seu comportamento de forma a potenciar os danos oxidativos em vez de inibi-los. A
presenca de metais de transicdo, como por exemplo Fe®* e Cu?, em determinadas
concentracdes, podem ocasionar essa alteracdo de comportamento. Nestas situacdes, 0
efeito protetor dos antioxidantes deixa de se verificar, ou pode, inclusive, causar danos

oxidativos de componentes celulares (Joubert et al., 2005).

Atividade anticarcinogénica: A possivel prevencdo de cancro através do consumo
de ch& tem recebido muita atencéo nas Ultimas trés décadas. Modelos experimentais tém
sugerido que os flavonoides (catequinas e teaflavinas) encontrados no cha podem reduzir
o0 risco de varios tipos de cancro. Tém sido feitos grandes avanc¢os para compreender as
reacdes moleculares que previnem o cancro (Gonzalez de Mejia et al., 2009). No entanto,
os dados epidemioldgicos ndao confirmam nem refutam um papel preventivo da ingestéo
de cha nas neoplasias, em contraste com os fortes indicios relativamente a estudos
experimentais (Gonzalez de Mejia et al., 2009; Yuan et al., 2011).

A atividade do cha (cha verde, principalmente) e dos seus componentes contra a
carcinogénese, durante as fases de iniciagcdo, promogao e progressao, e em diferentes
orgaos, tem sido demonstrada em diferentes laboratérios com modelos animais (Yang et
al., 2011). No entanto, os mecanismos envolvidos na prevencdo do cancro podem
envolver efeitos antioxidantes e pré-oxidantes (Lambert et al., 2010).

A seguir apresenta-se um diagrama simplificado das possiveis fungbes
associadas aos componentes do cha na prevencdo do cancro e inflamacédo (figura 13).
Os flavanéis do cha tém atividade anti-inflamatéria, inibindo a ciclo-oxigenase-2 (COX-2)

e reduzindo a formagdo da prostaglandina E2 (PGE,), e a expressdo da sintetase
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indutivel do 6xido nitrico (iNOS). Podem, assim, atuar como agentes de bloqueio e
supressao de multiplas fases da carcinogénese (Gonzalez de Mejia et al., 2009).

1Calma
1Estado de alerta mental

Cox-2

o

PGE; Comportamentos
de risco (fumar;

@ beber em
excesso, comer

Stresse

em excesso)

TMacréfagos
Inflamagéo —» tNeutrdfilos Danos no ADN |4
l TROS/RNS N
1Citoquinas
1 Proliferagao celular —> Cancro <+ Mutacdes
| Apoptose

Figura 13. Representacdo das possiveis fun¢des dos componentes do cha na prevencgéo do
cancro e da inflamag&o. Adaptado de Gonzalez de Mejia et al., 2009

Em geral, o consumo de cha preto ndo tem sido associado com menor risco de
cancro, o que pode dever-se as concentracdes relativamente inferiores de catequinas
neste, comparativamente as do cha verde (Yuan et al., 2011).

Pelo contrario, o elevado consumo de cha verde foi, consistentemente, associado
com um risco reduzido de cancro do trato gastrointestinal. A atividade antitumoral de
extratos de cha verde e polifendis do cha foram demonstradas em diferentes modelos
animais, incluindo modelos para cancros de pele, pulmao, cavidade oral, esé6fago,
estdmago, intestino delgado, colon-retal, bexiga, figado, pancreas, prostata e mama
(Yang et al., 2011; Yuan et al., 2011).

Muitos estudos efetuados em linhas celulares demonstraram a bioatividade do
EGCG, incluindo aumento da apoptose, inibicdo da proliferacdo celular e inibicdo da
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angiogénese. No entanto, os mecanismos moleculares da inibicdo in vivo da
carcinogénese continuam a ser investigados (Yang et al., 2011). Esta ainda sob estudo a
atividade preventiva do consumo de ch& verde ou extracto de ch&a verde em doentes com

virus do papiloma humano (Chow et al., 2011).

Protecdo nas DCV: Alguns individuos (populacéo asiatica) associam a ingestao de
cha ou éalcool ao tabagismo (Yuang et al., 2011). Em diferentes estudos foi evidenciada a
associacdo entre o tabagismo e os eventos cardiovasculares (e.g. enfarte do miocardio,
acidente vascular cerebral, doenca vascular periférica, agravamento da angina de peito,
até mesmo, morte subita).

Embora os paises asiédticos apresentem um elevado consumo de tabaco,
semelhante ao dos paises ocidentais, 0s primeiros apresentam uma baixa incidéncia de
cancro e DCV. Pensa-se que este facto se deve ao consumo diario e elevado de cha
verde (cerca de 1,2L) por dia (Sumpio et al., 2006), o que constitui o designado paradoxo
asiatico.

Dada a aparente associa¢cdo entre o consumo de cha e a reducao de DCV, vale a
pena considerar 0s potenciais mecanismos associados. Um grande numero de estudos
epidemioldgicos e de intervencdo tém examinado esta questdo. Embora, ainda ndo esteja
claro onde ocorrem os efeitos favoraveis, nomeadamente a pressdo arterial, lipidos,
diabetes mellitus tipo 2, ou obesidade (tabela 7). Se presentes, os efeitos benéficos do

consumo de cha sobre fatores de risco sdo pouco evidentes (Deka et al., 2011).

Tabela 7. Potenciais mecanismos benéficos do consumo de cha contra a DCV. Adaptado de Deka
et al., 2011.

Potenciais mecanismos do cha contra a DCV

Reducéo da pressao arterial
Melhoria na dislipidemia
Sensibilidade & insulina
Perda de peso

Efeitos antioxidantes — captacdo de ROS e prevencéo da oxidagéo de lipidos, proteinas e
ADN

Efeitos anti-inflamatérios
Melhoria da funcdo endotelial
Inibicdo plaquetéaria

Inibicdo da proliferacdo de células musculares lisas e de migracéo
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Apesar de ja referido, ha estudos observacionais que sugerem um beneficio do
cha, enquanto outros ndo conseguiram mostrar tal associagdo. Estudos sobre os
mecanismos em modelos experimentais e seres humanos tém identificado uma série de
mecanismos plausiveis de beneficio (incluindo efeitos anti-inflamatério e antiplaquetarios,
bem como efeitos favoraveis sobre o endotélio vascular) (Deka et al., 2011).

Os flavondides do cha parecem exercer varios efeitos benéficos, nomeadamente:
protecdo cardiovascular; envolvimento na inibicdo da agregacdo plaquetaria; efeito
vasodilatador atribuido a libertacdo da sintase endotedial do O6xido nitrico (eNOS)
(Hodgson et al., 2010); favorecimento do metabolismo lipidico por inibicdo da oxidagéo
das LDL; estimulacdo da angiogénese; (Lastra et al.,, 2007; Ramprasath et al., 2010),
reducdo da aterosclorose (Mckay et al., 2002), pelo menos parcialmente responsavel por
beneficios sobre o risco de DCV (Hodgson et al., 2010).

Além disso, existem indicacGes de que o consumo regular de cha verde pode ter
beneficios na reducdo da gordura corporal e, por conseguinte, na prevencdo da
obesidade (Hodgson et al., 2010). Porém, a literatura disponivel ndo fornece uma
informacédo clara sobre o tipo e/ou quantidade de cha que deve ser consumida como
parte de uma dieta saudavel (Deka et al., 2011).

E ainda importante realcar que n&o se pode esperar que a ingestdo de cha verde
corrija, por si s6, o resultado de outros habitos alimentares ou de sedentarismo, menos
favoraveis no que diz respeito a obesidade e a distribuicdo da gordura corporal. H& que
incluir este novo habito num padrédo de alimentacéo e estilo de vida saudaveis, para que

dele se possa tirar mais partido.

Doencas neurodegenerativas: Alguns estudos indicam que o cha pode melhorar
funcdes neurolbégicas e psicolégicas (Dufresne et al., 2001). Efetivamente, tem sido
sugerido que os flavondides da dieta, potentes bioativos presentes no cha, podem
exercer efeitos benéficos no SNC.

As catequinas do cha verde foram reconhecidas como compostos multifuncionais
para a neuroprotec¢do, com efeitos benéficos sobre a funcdo vascular e o desempenho
mental. Também a teanina melhora a atividade cognitiva em seres humanos e tem efeitos
neuroprotetores. De qualquer forma, sdo ainda necessarios mais estudos clinicos em
humanos, envolvendo o consumo de produtos de cha (Gonzalez de Mejia et al., 2009)
para poder afirmar seguramente esta agao.

Foi também aferida uma relacdo inversa entre o consumo de ché verde e o

processo de envelhecimento cerebral, diminuindo os danos neurolégicos e a perda de
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memoria associada; os autores deste estudo aconselham um consumo regular desta
bebida incluida numa dieta normal e equilibrada (Envelhecimento cerebral, 2010).

Sendo assim, dietas ricas em antioxidantes fendlicos séo eficazes na prevengéo
da oxidacgéo induzida por reducdo do stresse nas fungdes neuronais; atuam ainda na
redugcdo ou atraso do funcionamento do SNC associado ao envelhecimento. Alguns
antioxidantes sdo referidos como protetores de efeitos toxicos nos neuronios,
aumentando, desta forma, 0 seu interesse noutras patologias associadas com danos

oxidativos, como a doenga de Alzheimer e a doenca de Parkinson (Dufresne et al., 2001).

Acdo antibacterianas: As catequinas, as proantocianidinas e 0s taninos
hidrolisaveis ja demonstraram atividade antimicrobiana (Almajano et al., 2008). Os
polifendis do cha verde podem prevenir as caries dentarias, através da inibicdo da
atividade bioldgica das estirpes Streptococcus mutans e S. sobrinus (Wang et al., 2000).

Tém sido usados extratos de cha na terapia da colera, em areas de epidemia, e
na prevencgdo de infe¢es do virus Influenza. As teaflavinas extraidas do ch& preto tém
um efeito inibidor sobre o virus da SIDA, mas nao tdo evidente como as catequinas de
cha verde. Também foi demonstrado que um componente de extratos de cha é capaz de
reverter a resisténcia a meticilina de Staphylococcus aureus (MRSA - methicillin-resistant
S. aureus) (Wang et al., 2000).

Prevencéao das patologias osteoarticulares: Os polifendis do cha verde mostraram
ainda um efeito promotor na formacdo déssea, para além de prevenirem a perda de
densidade 6ssea induzida pelo envelhecimento, a insuficiéncia das hormonas sexuais e a
inflamacao crénica em sistemas modelo.

Foram realizados estudos de intervencdo a curto prazo, com suplementacado de
chd verde, em mulheres pds-menopausa que apresentavam uma baixa densidade dssea,
e o0s resultados sdo promissores. Porém, sdo necessarios estudos adicionais de
observacao no ser humano para demonstrar claramente os efeitos benéficos do consumo
de ch& na saude 6ssea (Shen et al., 2011).

O consumo de cha foi inversamente relacionado com o risco de fraturas da anca,
durante um periodo de 6 anos. Contudo, os mecanismos envolvidos no efeito benéfico do
consumo de cha na densidade 6ssea ndo sao claros. Embora o cha seja uma fonte
relativamente boa de fldor, um elemento conhecido por aumentar a densidade 6ssea em
doses farmacolégicas, ha pouca evidéncia de que a quantidade de fltor fornecida pelo

ché afete, significativamente, a densidade 6ssea (Higdon et al., 2003).
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Contudo, estudos revelaram que os beneficios atribuidos as catequinas do cha s6
ocorrem com consumos elevados (cinco ou mais chavenas diérias de cha verde). Desta
forma, torna-se questionavel o consumo de tanto ch& para obter os referidos beneficios.
Além disso, o consumo de cha, que contém cafeina, pode causar irritagdo do trato
gastrointestinal e insénia (Vuong et al 2011).

Apesar dos pressupostos beneficios para a salde obtidos pelo consumo de cha,
ndo estdo autorizadas alegacdes de saude oficias. Todavia pode ser reconhecido como
uma parte importante do regime alimentar.

Como discutido anteriormente, ainda existem incongruéncias sobre o consumo de
cha e os efeitos na saude. Apesar de estudos epidemiolégicos e em modelos animais
terem demonstrado a eficacia dos constituintes do cha na prevencdo de doencas
crénicas, outros estudos ndo conseguiram demonstrar tais beneficios (Sang et al., 2011).

Uma compreensdo mais clara da quimica, estabilidade, biodisponibilidade e
biotransforma¢é@o dos polifen6is do cha ira fornecer uma base bioquimica para a
compreensdo de muitos dos resultados ja existentes e planeamento de novos estudos.
(Sang et al., 2011); sobretudo é necessario um maior conhecimento dos mecanismos
envolvidos no ser humano (Gonzalez de Mejia et al., 2009).

E evidente que o cha é uma fonte de uma vasta gama de fitoquimicos que s&o
digeridos, absorvidos e metabolizados pelo organismo, e que 0s constituintes do cha
exercem efeitos ao nivel celular. E, pois, considerado por muitos como um alimento

funcional (Dufresne et al., 2001).
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1. Padrdes e reagentes

3.2. Amostras e sua preparacao

3.3. Avaliacao in vitro das propriedades antioxidantes

3.3.1. Atividade captadora de radicais de DPPH

3.3.2. Poder redutor

3.3.3. Inibicdo da descoloracao do B-caroteno

3.3.4. Inibicdo da peroxidacéo lipidica na presenca de substancias reativas do
acido tiobarbittrico (TBARS)

3.4. Determinacao de antioxidantes

3.5. Andlise estatistica
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Materiais e métodos

3.1. Padr@es e reagentes

Os padrdes trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8 tetrametilcroman-2-carboxilico), acido L-
ascorbico, éacido cafeico, &cido clorogénico, malvidina 3-glucésido e quercetina
desidratada foram adquiridos na Sigma (St. Louis, MO, EUA). O 2,2-difenil-1-picril-
hidrazilo (DPPH) foi obtido na Alfa Aesar (Ward Hill, MA, EUA). Todos os outros produtos
guimicos e solventes eram de grau analitico. A agua foi tratada com um sistema de
purificacdo Milli-Q (TGl Pure Water Systems, USA).

3.2. Amostras e sua preparagio

As amostras utiizadas no presente trabalho foram adquiridas em
estabelecimentos do mercado local e incluiram varias bebidas, designadas por “chas”,
com alegacbes de saude no rotulo (efeito antioxidante, emagrecimento, anti-
carcinogénico, anti-envelhecimento e estimulacéo do sistema nervoso).

De forma a poder comparar as diferencas induzidas pelo método de preparacéo,
as amostras foram selecionadas de acordo com a disponibilidade em diferentes
formulacdes comerciais: saquetas (B), folhas (Lv), raizes (R), granulados (G), p6s (P),
extratos liquidos (E) e solucbes (L). As amostras foram ainda escolhidas de forma a
avaliar diferencas na sua composicdo incluindo uma Unica planta (Camellia sinensis,
Aspalathus linearis ou Cochlospermum angolensis) ou combinac¢8es de diferentes frutos,
plantas ou extratos de algas.

As bebidas foram preparadas de acordo com as recomendacdes do fabricante:
infuséo (1), solubilizagéo (L) ou uso direto (D), como descrito na tabela 8.

As solucdes obtidas foram consideradas solugbes stock e, a partir delas,
efectuaram-se varias diluicdes: 1:10 (fator de diluicdo - DF=10), 1:25 (DF=25), 1:50
(DF=50), 1:100 (DF=100), 1:200 (DF=200) e 1:1000 (DF=1000), para executar 0s ensaios
de atividade antioxidante.

Na tabela 9 disponibiliza-se informacdo suplementar das amostras estudadas,

nomeadamente as alegagfes de saude e a data de validade.
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Tabela 9. Informacgéo suplementar dos "chas" analisados.

. Data de
Designacao/formulagéo Alegacdes ;
validade
Antioxidante natural;
Cha verde (Camellia sinensis)/Saquetas anticarcinodgenico;
) 30-06-2011
adelgacante, anti-
envelhecimento
. o Manutenc¢&o do peso
Ché verde, ananas, hibisco/ Saquetas 03-2012
corporal
) _ Antioxidante e
Ché verde, erva limdo, algas/ Saquetas 05-2013
adelgacante
Cha verde/Folhas 10-10-2011
Cha vermelho rooibos (Aspalathus linearis)/Saquetas Antioxidante 05-2013
. i . Desintoxicante;
Ché Borututu (Cochlospermum angolensis)/Raizes -~ 13-04-2013
purificante
Cha verde, vitamina C/Granulado 05-2012
Cha verde, vitamina C, frutos vermelhos/P6 Antioxidante natural 09-2013
Diurético;
Ché& verde / Extrato liquido Emagrecimento e 07-2013
estimulante do SNC
Antioxidantes;
Ché verde, ananas, hibisco/Liquido manutencao do peso 07-2013
corporal
) ) Purificante,
Cha verde, lim&o/ Liquido o ) 04-2011
antioxidantes naturais
Macgas verdes, liméo, Ginkgo biloba/Liquido 27-05-2011
Rom4, bagas vermelhas/ Liquido Antioxidantes 27-05-2011
Chéa vermelho rooibos / Liquido 28-04-2011
Cha preto Earl Grey, liméo / Liquido 28-04-2011
Beneficio dos chéas e
Cha de cidreira, tilia, camomila e lim&o /Liquido 28-04-2011

ervas medicinais
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3.3. Avaliacéo in vitro das propriedades antioxidantes

3.3.1. Métodos de avaliagdo da atividade antioxidante

As evidéncias que implicam o stresse oxidativo no desenvolvimento de diversas
doencas e desequilibrios fisiolégicos induziram um maior interesse na compreensao do
papel dos antioxidantes na sua prevencao e tratamento.

Desta forma, é de grande interesse para o publico em geral e especialistas na
area alimentar, conhecer a capacidade antioxidante dos componentes alimentares
disponiveis para consumo. Devido a complexidade da composi¢cdo dos alimentos, a
separacdo de cada composto antioxidante e o seu estudo individualmente é caro e
ineficiente, uma vez que nao inclui as possiveis interacdes sinérgicas ou antagonicas
entre os diferentes compostos antioxidantes presentes (Huang et al, 2005; Niki, 2010).

A avaliagdo da capacidade antioxidante nos alimentos pode ser vista por duas
abordagens. Primeiro, a origem da capacidade antioxidante, por si sO, ou seja, 0
potencial antioxidante, que é determinado pela composi¢cédo antioxidante e propriedades
antioxidantes dos componentes. Em segundo lugar, os efeitos biolégico que dependem,
entre outras coisas, da biodisponibilidade dos antioxidantes presentes (Roginsky et al.,
2005).

Adicionalmente, os antioxidantes individuais dos alimentos nédo refletem
necessariamente a capacidade antioxidante total, ja que poderdo existir possiveis
interacbes sinérgicas entre os compostos antioxidantes presentes (Magalhdes et al.,
2008).

Tém sido discutidos varios métodos em termos de simplicidade, instrumentacao
necessaria, mecanismos, verificacdo do ponto final, a forma de quantificacdo biologica e
relevancia (Niki, 2010). Assim diferentes compostos antioxidantes podem atuar in vivo
através de diferentes mecanismos, pelo que nenhum método pode avaliar integralmente
a capacidade antioxidante total (TAC) de uma amostra (Pellegrini et al., 2003).

Era de elevado interesse para os investigadores definir um método adequado para
a quantificagéo rapida da eficacia antioxidante e a sua a¢do na prevencao de doencas.
No entanto, tais métodos ainda nao foram desenvolvidos. A TAC, por meio de um ensaio
com reacgao quimica in vivo parece mais realista mas ndo é facil de conseguir. Ha, no
entanto, numerosos métodos publicados que medem a TAC in vitro (Huang et al., 2005).

A capacidade antioxidante in vivo e in vitro € determinada por varios fatores que

devem ser tidos em consideragéo na sua avaliacado (figura 14).
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Antioxidantes naturais, produtos naturais, antioxidantes
sintéticos

Isolamento, identificagdo e
guantificagdo dos antioxidantes

Avaliacdo da capacidade de
captacado de radicais livres

Dinamica da agdo dos
antioxidantes

Inibicdo da peroxidacao lipidica,
LDL, oxidag&o dos tecidos

Proteg&o em culturas
de células do stresse
oxidativo

Interacdes entre
antioxidantes

Estudos em
animais

Biodisponibilidade,
absorcao, distribuicéo e
metabolismo

Avaliacdo por marcadores
do stresse oxidativo e
marcadores de doencas

Estudos em
Humanos

Conhecimento e avaliagdo da acdo antioxidante, capacidade e eficacia

Figura 14. Fatores para avaliar a capacidade antioxidante in vivo e in vitro. Adaptado de Niki,
2010.

Os métodos mais comuns usados para determinar a capacidade antioxidante in vitro

podem dividir-se em dois mecanismos:

v' Transferéncia de atomos de hidrogénio (HAT): método para avaliar a capacidade
de um antioxidante eliminar os radicais livres pela cedéncia de hidrogénio, que
representa 0 mecanismo da reacdo classica de oxidagéo lipidica (Prior et al.,
2005). A maioria dos ensaios HAT ¢é aplicada através de mecanismos
competitivos, em que antioxidantes e substrato competem pelos radicais peroxilo
através da decomposi¢cdo dos azo-compostos (Zulueta et al., 2005). Estas
reacOes sdo independentes dos solventes e do pH e, geralmente, sdo bastante
rapidas (Phipps et al., 2007).

v' Transferéncia de eletrbes (ET): métodos baseados na capacidade de detetar um
potencial antioxidante por transferéncia de um eletréo, para a reducdo de uma
espécie, incluindo metais, carbonilos e radicais livres. A reatividade dos métodos
ET é baseada, principalmente, na desprotonacdo e potencial de ionizagdo do
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grupo funcional reativo. S&o reacbes dependentes do pH, refletindo o aumento da
capacidade de cedéncia com a capacidade de desprotonacédo e, geralmente sédo
lentas (Prior et al., 2005; Phipps et al., 2007).

Porém, o mecanismo reacional que suporta os mecanismos HAT e ET tem muitas
semelhancas entre si, além disso acontecem quase sempre em conjunto em todas as
amostras e torna-se dificil a sua diferenciagao.

Os ensaios de ET incluem métodos como o TEAC (capacidade antioxidante em
equivalentes de trolox), o FRAP (poder antioxidante por reducdo do iao férrico), a
reducéo de cobre (CUPRAC) e o DPPH (captacao do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo).

Por sua vez os ensaios HAT incluem o ensaio de descoloragdo do B-caroteno, o
parametro antioxidante de radicais totais (TRAP), a capacidade de absorcéo do radical
oxigénio (ORAC), substancias reativas do &cido tiobarbitirico (TBARS) e o método de
Folin-Ciocalteu ou ensaio dos fendis totais (Phipps et al., 2007;Tabar et al., 2009).

Os ensaios mais comuns in vitro para avaliar a capacidade antioxidante sdo: FRAP,
ORAC e DPPH. O ideal seria a combinacdo de, pelo menos, dois ensaios, para poder ter
informacéo sofre a TAC (Pérez-Jiménez et al., 2008).

A maioria dos estudos baseia-se, principalmente, em ensaios in vitro, e nao reflete
necessariamente, a fisiologia do ser humano (mecanismos in vivo). A controvérsia sobre
a eficicia dos antioxidantes tem intensificado a investigacdo em estudos in vivo, sobre a

sua biodisponibilidade, para fazer a ponte com observacdes in vitro (Niki, 2010).

3.3.2. Atividade captadora de radicais do DPPH

3.3.2.1. Fundamento tedrico

O ensaio da capacidade de captacéo de radicais livres é determinado através do
radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH), e € um dos mais utilizados para avaliar a
atividade antioxidante em plantas (Ndhlala et al., 2010).

O DPPH é um radical de azoto estavel, disponivel comercialmente, com uma cor
puUrpura intensa, que reage com compostos que podem doar um atomo de hidrogénio.
Este método baseia-se na captacao do DPPH" através da adigcdo de um antioxidante que
descolora a solucdo de DPPH (figura 15) (Krishnaiah et al., 2010). Forma-se a
correspondente hidrazina que apresenta uma cor amarela pélida, com diminuicdo da
absorvancia a 515 nm (Ferreira et al., 2007).
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O,N

O:N
NN NO, antioxidante - NN ‘0,
O,N o
Radical DPPH’ Forma reduzida do DPPH

Figura 15. Redugdo do DPPH’". Adaptado de Kaur et al., 2006.

Este ensaio é tecnicamente simples, necessitando apenas de recorrer a um leitor
de microplacas ou um espetrofotébmetro para realizar as leituras, o que provavelmente
explica a sua utilizagdo generalizada (Prior et al., 2005). E rapido e da resultados
reprodutiveis, para além do DPPH ser um radical livre razoavelmente estavel (Ndhlala et
al., 2010).

Embora este método seja, frequentemente, utilizado para a determinacdo da
capacidade antioxidante de géneros alimenticios, a alteracdo da absorvancia do DPPH’,
pode ser devida a acéo da luz, do oxigénio e do tipo de solvente (Magalhaes et al., 2008).
Também a inexisténcia de qualquer similaridade do DPPH’ com os radicais peroxilo
(ROQO’) altamente reativos e transitorios, envolvidos na peroxidacdo lipidica, é outra
limitacdo apontada a este método. Os antioxidantes que reagem rapidamente com 0s
ROQO’ podem reagir lentamente ou nem reagir com o DPPH" (Kaur et al., 2006; Karadag
et al.,, 2009). Além disso, as medi¢cBes espetrofotométricas podem ser afetadas por
compostos que absorvem no comprimento de onda da determinacdo (caso dos

carotendides), assim como pela falta de transparéncia da amostra (Prior et al., 2005).

3.3.2.2. Ensaio da atividade captadora de radicais DPPH

Esta metodologia foi realizada utilizando um Leitor de Microplacas ELX800 (Bio-

Tek equipamento, Inc.). A mistura da reacdo em cada um dos 96 pocos continha: solugéo

da amostra com diferentes diluicdes (300 ul) e solugdo metandlica (270 ul) de radicais

DPPH (6 x 10®° mol/l). As misturas foram deixadas em repouso durante 60 min no escuro.

A reducao do radical DPPH foi determinada pela medi¢cdo da absorvancia a 515 nm. A

atividade captadora de radicais (RSA) foi calculada como percentagem da descoloracéo
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da solucéo de DPPH, usando a equacgéo: % RSA = [(ApppH - As)/Apppr] x 100, onde As € a
absorvancia da solucdo da amostra numa determinada concentracdo e Apppy € @
absorvancia da solucdo de DPPH. O fator de diluicdo que fornece 50% de atividade
captadora de radicais (DFso) foi calculado por interpolacdo a partir do grafico de
percentagem de RSA em funcéo da concentracdo da amostra. Utilizou-se trolox como
padréo.

3.3.3. Poder redutor

3.3.3.1. Fundamento teérico

Um antioxidante forte captador de radicais livres age muitas vezes como um
potente redutor. O poder antioxidante avaliado pela reducdo do ido férrico (FRAP) e/ou
por reducdo do ido cuprico (CUPRAC) mede a capacidade dos antioxidantes para
reduzirem o Fe(lll) e Cu(ll) aos estados de menor valéncia (Fe(ll) e Cu(l)), sendo estes
Ultimos mais reativos na decomposicéo de H,O, e hidroperoxidos (Niki, 2010).

O ensaio do poder redutor mede a capacidade dos antioxidantes para reduzir o
complexo Fe(ll/ferricianeto [FeCls/KsFe(CN)g], a forma ferrosa, Fe(ll), em meio &cido
(pH 3,6) (Magalhdes et al., 2008) para manter a solubilidade do ferro (Karadag et al.,
2005). A reacdo a pH baixo diminui o potencial de ionizacdo que impulsiona a
transferéncia de eletrdes e aumenta o potencial redox, causando uma mudanca no
mecanismo de reacdo (Pior et al., 2005). Esta detecdo pode ser feita em solucdes
hidrofilicas ou lipofilicas (Carlsen et al., 2010). Os antioxidantes presentes causam a
reducdo do Fe(lll)/complexo ferricianeto a forma ferrosa (Fe(ll)). Assim, em funcédo do
poder redutor das amostras, a coloragdo amarela da solucédo sofre alteracdo entre os
tons de verde ou azul (Amarowicz et al., 2004; Guimaraes et al., 2010), que pode ser
medido espetrofotometricamente a 700 nm. Para determinar o poder redutor (ciclo redox)
das substancias testadas, estas sdo postas em contacto com um determinado metal
responséavel pela producdo de radicais livres e, em alguns casos, pela regeneracdo dos
antioxidantes:

A quimica dos ensaios baseados no ferro pode ser resumida pela seguinte

equacao:

Fe(lll)-L +antioxidante ——» Fe(ll)-L + antioxidante oxidado
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Onde L é o ligando cromogéneo seletivo para o ido ferroso, que produz o
complexo corado Fe(ll)-L (azul da prussia) em resultado da reacdo redox associada
(Barreira, 2010). A espécie oxidante é Fe*-L ou Fe(CN)s> (quando se utiliza ferricianeto
como reagente) (Berker et al., 2007; Guimaraes et al., 2010).

A reacao quando se utilizada o ferricianeto é:

Fe(CN)s" + Fe®" —» Fe*" [Fe™(CN)g]”

Este ensaio é simples, rapido, econdmico, robusto e ndo requer equipamento
especializado. Pode ser automatizado, semi-automético ou manual (Phipps et al., 2007;
Karadag et al., 2009) e oferece um indice da capacidade antioxidante (Magalhédes et al.,
2008) pouco seletivo.

No que diz respeito as suas limitacbes, qualquer composto (mesmo sem
propriedades antioxidantes), com potencial redox mais baixo do que o do par
Fe(lll)/Fe(ll), pode, teoricamente, reduzir o Fe(lll) a Fe(ll), contribuindo para o valor de
FRAP e induzindo, falsamente, para resultados elevados (Magalhdes et al., 2008). Outro
ponto a ter em consideracao € a producdo simultanea de Fe(ll), que é um conhecido pro-
oxidante e pode resultar na producdo adicional de radicais, como HOe« a partir de H,0..
Este radical livre € um dos mais nocivos in vivo.

Finalmente, compostos que absorvem no mesmo comprimento de onda podem
interferir na determinacado, causando sobrestimacédo do valor de deste ensaio (Magalhdes
et al., 2008).

3.3.3.2. Ensaio do poder redutor

Esta metodologia foi realizada utilizando o Leitor de Microplacas descrito
anteriormente. As solugbes das amostras em diferentes diluicbes (500 pl) foram
misturadas com tampao fosfato de sodio (200 mmol/l, pH 6,6, 500 pl) e adicionou-se
ferricianeto de potassio (1% w/v, 500 pl). A mistura foi incubada a 50 °C durante 20 min e
adicionou-se acido tricloroacético (10% w/v, 500 pl). As misturas (800 pl) foram colocadas
em microplacas de 48 pogos, juntamente com agua desionizada (800 pl) e cloreto férrico
(0,1% wl/v, 160 pl), sendo a absorvancia medida a 690 nm. O fator de diluicdo que
fornece 0,5 de absorvancia (ECs) foi calculado por interpolagdo a partir do grafico de

absorvancias em funcdo da concentracdo da amostra. Utilizou-se trolox como padréo.
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3.3.4. Inibicao da descoloragao do -caroteno

3.3.4.1. Fundamento tedrico

A peroxidacéo lipidica foi, inicialmente, estudada na deterioracdo dos alimentos

em 1930 (Niki, 2009). E considerada como o processo mais prejudicial em todos os
organismos vivos (Gill et al., 2010).
Alguns lipidos como os AGPI (4cidos gordos polinsaturados) ou os seus ésteres e o
colesterol sdo vulneraveis ao ataque de radicais livres. A peroxidacédo lipidica induz
alteracbes nas membranas biolégicas, nomeadamente, alteracdo da integridade,
permeabilidade e fluidez; perda funcional das biomembranas; modifica as LDL, as formas
pré-inflamatérias e fornece produtos potencialmente téxicos (Niki, 2009; Niki, 2010).
Assim, a peroxidacao lipidica in vivo tem sido implicada nos mecanismos subjacentes a
numerosas doencas (DCV, cancro, desordens neuroldgicas) e no envelhecimento (Niki,
2009). Os antioxidantes podem retardar este processo em alimentos e amostras
biolégicas (Barreira, 2010). A capacidade dos antioxidantes para a inibicdo da
peroxidacdo lipidica pode ser avaliada atraves da medi¢do do grau de supressdo da
referida peroxidacao lipidica (Niki, 2010).

Para determinar a eliminacdo de ROQ" lipidicos por parte dos antioxidantes, sdo
utilizados diferentes ensaios. Os modelos lipidicos de membrana incluem lipossomas de
lecitina, emulsdo de &cido linoleico, figado de rato, rins, cérebro, etc. A peroxidacao
lipidica pode ser induzida por diferentes agentes, tais como H,0,, hidroperdxido de terc-
butilo ou &cido ascérbico com sulfato ferroso, AAPH (di-hidrocloreto de 2,2'-azobis(2-
amidinopropano)) ou hipoclorito de sodio (Kaur et al., 2006).

Os carotendides podem sofrer descoloracao por auto-oxidagao, induzida pela luz
ou calor, ou oxidag&o induzida por radicais ROO" (AAPH ou lipidos oxidantes) (Prior et
al., 2005; Karadag et al., 2009).

O B-caroteno (figura 16) é uma substéncia lipossollvel, precursora da vitamina A
(Debier et al., 2005), de cor laranja, sendo frequentemente adicionado a alimentos para
fornecer uma coloracado uniforme (Mukhopadhyay, 2000). A sua atividade antioxidante é
exercida in vivo através de dois mecanismos: desativagdo de oxigénio singleto e
sequestro de radicais peroxilo e alcoxilo formados durante a peroxidagéo lipidica (Seabra
et al., 2006).
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CHy CHj CHy CH,

Figura 16. Estrutura quimica do B-caroteno. Adaptado de Ferreira et al., 2009.

O ensaio de descoloracdao do B-caroteno € muito utilizado, e baseia-se em
medidas espetrofotométricas da descoloracdo (oxidacdo) do [B-caroteno e avalia a
atividade de inibicao de radicais livres, gerados durante a peroxidacdo do &cido linoleico;
a absorvancia é medida a 470 nm (Kaur et al., 2006). O mecanismo de reacado envolve a
descoloracdo dos carotenodides através da oxidacdo induzida pelo calor. Essa
descoloracdo pode ser inibida ou diminuida pela acdo dos antioxidantes contidos na
amostra (Prior et al., 2005; Roginsky et al., 2005; Karadag et al., 2009; Ndhlala et al.,
2010):

B-caroteno-H (laranja) + ROO° 5  B-caroteno’ (descolorado) + ROOH

B-caroteno-H (laranja) + ROO"+ AH —  B-caroteno-H (laranja)+ ROOH + A’

Uma enorme vantagem deste método é o facto de ser simples e ndo necessitar de
instrumentacdo especializada (Karadag et al., 2009). Para ensaios de rotina pode ser
adaptada a determinacdo em microplacas (Roginsky et al., 2005). Outra vantagem é a
sua aplicabilidade em ambientes lipofilicos e hidrofilicos. Além disso, 0 ensaio de
descoloracéo do B-caroteno pode detetar tanto a acdo antioxidante como pré-oxidante de
compostos (Ndhlala et al., 2010).

As limitagdes, frequentemente, apontadas a este método s&o o facto de o (-
caroteno poder sofrer descoloragédo a 470 nm por vias multiplas, o que pode dificultar a

interpretacéo dos resultados (Ndhlala et al., 2010).

3.3.4.2. Ensaio da inibicao da descoloragao do f3-caroteno

Preparou-se uma solugao por dissolugdo de (3-caroteno (2 mg) em cloroférmio (10
ml). Transferiram-se 2 ml desta solug¢édo para um bal@o de fundo redondo. Apds remogéo
do cloroférmio a 40 °C, sob vacuo, juntou-se acido linoleico (40 mg), emulsionante Tween

80 (400 mg), agua destilada (100 ml) e agitou-se vigorosamente. Transferiu-se uma
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aliquota (4,8 ml) desta emulséo para tubos de ensaio contendo as solu¢des das amostras
em diferentes diluicdes (0,2 ml). Os tubos foram agitados e incubados a 50 °C em banho-
maria. Imediatamente apos a adicdo da emulsédo a cada tubo, mediu-se a absorvancia a
470 nm no tempo zero (espetrofotdmetro Analytikiena Specord 200). A inibicdo da
descoloragdo do [B-caroteno foi calculada utilizando a seguinte equacéo: (teor de B-
caroteno ap6s 2 h de ensaio/teor inicial de B-caroteno) x 100. O fator de diluicdo que
origina 50% de atividade antioxidante (DFsp) foi calculado por interpolacdo a partir do
grafico de percentagem da inibigdo da descoloracdo do B-caroteno em funcdo da

concentragdo da amostra. Utilizou-se trolox como padréo.

3.3.5. Inibicdo da peroxidacéao lipidica na presenca de substancias reactivas
do acido tiobarbitarico (TBARS)

3.3.5.1. Fundamento teodrico

O &cido tiobarbitdrico (TBA) e o malondialdeido (MDA) tém sido utilizados como
biomarcadores da peroxidacao lipidica, ha mais de 30 anos (Niki, 2009). A peroxidacao
lipidica pode ser determinada pela medi¢do dos produtos de oxidacdo que reagem com o
TBA.

Os danos na membrana sdo, por vezes, utilizados como Unico parametro para
determinar o nivel de destruicédo de lipidos. A peroxidacéo lipidica, uma consequéncia do
stresse oxidativo, estd associada a perda progressiva do potencial da membrana
aumentando, assim, a sua permeabilidade e, conduzindo, por fim, & morte celular. A
formacdo de TBARS em homogeneizados de cérebro € uma consequéncia da
peroxidacao lipidica. De facto, o cérebro é altamente sensivel ao danos oxidativos, uma
vez gue: consome uma quantidade significativa de oxigénio, é relativamente deficiente
em defesas antioxidantes, é rico em substratos oxidaveis como AGPI e catecolaminas
(Chong et al., 2005) e é rico em ides de metais de transicdo como o ferro, geralmente
envolvidos em reagbes catalisadas por metais que levam a formacdo de espécies
reactivas de oxigénio.

Tem sido reconhecido que, durante a peroxidagdo lipidica, os produtos s&o
formados a partir de moléculas polinsaturadas, pequenos hidrocarbonetos, fragmentos de
cetonas, MDA, e outros compostos relacionados (peréxidos lipidicos e outros aldeidos de
baixa massa molecular). Alguns destes compostos reagem com o TBA para formar

compostos de cor rosa, genericamente designados como substancias reativas do acido
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tiobarbitirico (TBARS) figura 17, que sd@o avaliadas por espetrofotometria a 532 nm
(Kaur et al., 2006; Gill et al., 2010).

S N\ OH HO. /N SH
HS N OH
2
! / + o) 0] N X \ \ \ N
malondialdeido
OH OH

OH .
cromogeneo

Figura 17. Reacdo de TBA e MDA resultante da peroxidacao lipidica. Adaptado de Kaur et al.,
2006.

No ensaio TBARS, a detecao é feita por espetrofotometria e 0 material requerido
nao é altamente especifico. Mas recentemente os adutos MDA-TBA podem ser medidos
por HPLC com UV/VIS ou detecéo de fluorescéncia, ou por GC-MS apoés derivatizacéo
(Niki, 2009).

Este ensaio TBARS, é muitas vezes criticado por ser inespecifico, pois mede a
formacao ndo s6 de MDA, mas também de outros oxocompostos (Ndhlala et al., 2010), é
também um método altamente sensivel que depende em muito da centrifugacéo para a

obtencédo de resultados fidedignos (Barreira et al., 2008).

3.3.5.2. Ensaio das substéancias reactivas do acido tiobarbiturico (TBARS)

Utilizou-se tecido cerebral de porco (Sus scrofa), dissecado e homogeneizado em
gelo com tampdo Tris-HCL (20 mM, pH 7,4) numa proporcdo 1:2 (w/v) e apés
centrifugacao a 3000g durante 10 min. Incubou-se uma aliquota (100 ul) do sobrenadante
com as diferentes diluicbes das amostras (200 pl), FeSO, (10 uM; 100 pl) e &cido
ascorbico (0,1 mM; 100 pl) a 37 °C durante 1 hora. A reacéo foi interrompida pela adi¢éo
de acido tricloroacético (28% w/v; 500 ul), seguindo-se a adi¢do do acido tiobarbitdrico
(TBA; 2%, wiv; 380 ul). A mistura foi aquecida a 80 °C durante 20 min. Apoés
centrifugacdo a 3000g durante 10 min, para remog&o de proteinas, a intensidade da cor
do composto MDA -TBA do sobrenadante foi medida a 532 nm. A percentagem de
inibicdo da peroxidacéo lipidica (%) foi calculada utilizando a seguinte formula: [(A - B)/A]
x 100%, onde A e B eram as absorvancias do controlo e da solugdo com a amostra,
respetivamente. O fator de diluicdo que fornece 50% de inibicdo da peroxidagéo lipidica

(ECs) foi calculado por interpolacdo a partir do gréfico da percentagem de inibicdo da
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formagcdo de TBARS em funcdo da concentracdo da amostra. Utilizou-se trolox como

padréo.

3.4. Determinagéo de antioxidantes

3.4.1. Fendis

Misturou-se a solugao stock (250 pl) com HCI 0,1% em etanol 95% (250 ul) e HCI
2% (4550 ul). Apos 15 min, a absorvancia foi medida a 280, 320, 360 e 520 nm. A
absorvancia (A) a 280 nm foi utilizada para determinar o teor total de fendis, Az nm para
estimar os ésteres tartaricos, Ass nm para estimar os flavonéis e Asyo nm para estimar as
antocianinas (Mazza et al., 1999). Utilizou-se &cido clorogénico para construir a reta
padrao (0,2-3,2 mM), para a determinacdo de fendis totais, sendo os resultados
expressos em mg de equivalentes de acido clorogénico (CIAE) por ml da solucdo stock.
Utilizou-se a quercetina (0,2-3,2 mM) para a determinacdo de flavonois totais e os
resultados foram expressos em mg de equivalentes de quercetina (QE) por ml de solucao
stock. Utilizou-se malvidina 3-glucésido (0,1-2,3 mM) para a determinacdo de
antocianinas totais. Utilizou-se acido cafeico (0,2-3,6 mM) para a determinacdo de
ésteres tartaricos e os resultados foram expressos em mg de equivalentes de &cido
cafeico (CAE) por ml de solucéo stock.

Os flavondides totais foram determinados espetrofotometricamente, utilizando um
método baseado na formacdo do complexo flavondide-aluminio (Barros et al., 2009).
Misturou-se uma aliquota (500 pl) da solucéo stock com agua destilada (200 pl) e com
uma solucdo de NaNO, (5%, 150 pl). Apés 6 min de repouso, adicionou-se uma solucao
de AICl; (10%, 150 ul) e deixou-se repousar durante mais 6 min. Posteriormente,
adicionou-se uma solugdo de NaOH (4%, 200 ul) e Agua destilada até perfazer o volume
final de 5 ml. Por fim, a mistura foi devidamente homogeneizada e deixada repousar por
15 min. A intensidade da cor rosa foi medida a 510 nm (Jia et al., 1999). Utilizou-se (+)-
catequina (1,5x102-1,0 mM) para avaliar os teores de flavonéides, sendo os resultados

expressos em mg de equivalentes de (+)-catequina (CE) por ml solugéo stock .
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3.4.2. Acido asco6rbico

Ap6s liofilizacdo da solucao stock (Ly-8-FM-ULE, Snijders, Holland) procedeu-se a
uma extracdo da amostra (150 mg) com &cido metafosforico (1%, 10 ml) durante 45 min,
a temperatura ambiente e, posteriormente, filtrou-se por papel de filtro Whatman n.° 4.
Misturou-se o filtrado (1 ml) com 2,6-dicloro-indofenol (9 ml) e mediu-se a absorvancia a
515 nm apo6s 30min (Espetrofotdmetro Analytikijena 2000-2004) (Guimaraes et al., 2010).

A concentracdo de acido ascoérbico foi calculada com base na reta de acido L-
ascorbico (6,0x10°-0,1 mg/ml), e os resultados expressos em mg de acido ascorbico por

ml de solucgéo stock.

3.5. Andlise estatistica

Para cada formulagdo analisaram-se trés amostras e fizeram-se todos 0s ensaios
em triplicado. Os resultados foram expressos em valores médios + desvio padréo (SD).
As diferencas estatisticas, representadas por letras, foram obtidas por analise da
variancia a um fator (ANOVA) com base no teste de Tukey com a=0,05, em conjunto com
a estatistica de Welch.

Utilizou-se a funcéo analise discriminante linear (LDA) para categorizar diferentes
formulagdes de “chas”, de acordo com a sua atividade antioxidante e teor em compostos
bioativos. A LDA foi realizada seguindo o método stepwise, com o objetivo de determinar
as variaveis com maior capacidade discriminativa, de acordo com os valores de F para
adicdo (3,84) e F para remocéo (2,71). O valor de F para uma determinada variavel indica
a sua significancia estatistica na discriminacdo entre grupos. A analise discriminante
define uma combinacdo 6tima de varidveis para que a primeira funcao forneca a maior
discriminacdo entre os grupos, a segunda fungéo fornega a maior discriminacdo a seguir
a primeira fungéo, e assim sucessivamente (Maroco, 2003; Lopez et al., 2008). O teste
Wilks A foi aplicado para verificar as fung¢des discriminantes canodnicas significativas.

O método de classificagdo leave-one-out foi aplicado para validar os resultados
obtidos. Todos os testes estatisticos foram efetuados com um nivel de significancia de

5%. As analises foram efetuadas usando o programa SPSS (v 18.0).
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Atividade antioxidante e compostos antioxidantes
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4.1. Atividade antioxidante e compostos antioxidantes

O ch& (Camellia sinensis) €, depois da agua, a bebida mais consumida em todo o
mundo. Este pode ser classificado em ch& verde, ch& preto e cha vermelho (Henning et
al., 2004; Cabrera et al.,, 2006; Milasiene et al., 2007). Além destes também sé&o
consumidas as tisanas de rooibos e borututu.

Existe uma grande variedade de bebidas de “cha” com menc¢des a beneficios para
a saude, devido as suas propriedades antioxidantes, em especial os chas verde, preto e
vermelho. Estao disponiveis no mercado em varias formulacdes (saquetas, folhas, raizes,
granulados, pos e liquidos), exigindo métodos de preparacdo distintos: infuséo,
solubilizagdo ou uso direto. Assim, efetuou-se um estudo comparativo da atividade
antioxidante de varias bebidas, de forma a perceber qual a formulacdo mais eficiente e,
ainda, compreender se as quantidades recomendadas pelos fornecedores sédo
adequadas para o objetivo que se propdem.

As amostras foram divididas em trés grandes grupos, de acordo o método de
preparacdo: infusdes (I), solubilizacdes (S) e uso direto (D), de acordo com as
recomendactes do fabricante. Nas | e S, estudaram-se diferentes formulacdes: saquetas
(B), folhas (Lv), raizes (R), granulados (G), p6s (P) e extratos liquidos (E). Todas as
amostras foram selecionadas por terem a indicacéo de beneficios para a saude, incluindo
efeitos antioxidantes, de emagrecimento, anticarcinogénicos, anti-envelhecimento e de
estimulacéo do sistema nervoso (tabela 9).

A capacidade antioxidante tem sido avaliada, em varios estudos, por diferentes
métodos e em diferentes condicdes. Nao ha um método universal através do qual a
capacidade antioxidante possa ser avaliada com precisdo e de forma quantitativa
(Zulueta et al., 2009; Niki, 2010).

Desta forma para avaliar as propriedades antioxidantes das amostras recorreu-se
a guatro ensaios in vitro baseados no mecanismo HAT e ET onde se inclui: o ensaio da
atividade captadora de radicais DPPH, o poder redutor e a inibicdo da peroxidagéo
lipidica pelo sistema p-caroteno-linoleato e o ensaio TBARS com homogeneizados
cerebrais.

A tabela 10 mostra os resultados obtidos para o fator de diluicdo da solugéo stock
de cada amostra, que corresponde a 50% de atividade antioxidante (DFsg), expresso com
as casas decimais permitidas pelo desvio padrédo. Optou-se por expressar 0s resultados
em valores de DFs, em vez de ECs, (concentragbes efetivas), mais habitualmente
utilizadas, por se considerar uma medida mais realista da atividade antioxidante na
perspectiva do consumidor. Tendo em conta as informagdes disponiveis nos rotulos

BN

(relativamente a formulacdo, método de preparagdo e quantidade utilizada), a
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concentracdo final de cada amostra € diferente e, por isso, € util entender se as
recomendacdes correspondem ao efeito antioxidante mais apropriado, ou se algumas
diluicGes seriam mais adequadas.

Na generalidade, as bebidas solubilizadas (S) provaram ter uma atividade
antioxidante mais elevada; no entanto, os valores maximos de DFs, foram obtidos nas

amostras prontas a beber/uso direto (D).

Tabela 10. Atividade antioxidante (valores de DFsg) das amostras. Os resultados sdo expressos
em média SD (n=9). Em cada coluna, as diferentes letras representam diferencas significativas

(P<0,05).

Atividade Inibicdo da -
Amostras captadora de Poder HEstolore ool Inibicdo de

radicais de DPPH redutor TBARS

Caroteno
I-Gt/B 3,01+0,16 h 31,2+0,2 g 1,940,3 h 203+12 a
I-GtH/B 56+4 b 118,0+0,4 b 11,740,5 ef 143+17 b
I-GtL/B 3tlh 22,940,4 i 2,840,4 gh 8346 ef
I-Gt/Lv 19,240,4 fg 25,5+0,2 h 2,7+ 0,2 gh 76+1 f
I-Rt/B 2,0+0,3 h 12+2 k 2,0+0,4h 1642 hi
I-Bt/R 1,6+0,2* 1,016+ 0,004 p 1,3+0,2h 1,5+0,11i
S-Gt/G1 36+5d 47,3+0,3d 4518 b 133425 bcd
S-Gt/G2 24+l e 39,9+0,1 e 3,7£0,4 gh 123410 cd
S-Gt/P1 27+l e 40,9+0,2 e 20+2 d 137+16 bc
S-Gt/P2 2045 f 35+1 f 8+1 fg 144412 b
D-Gt/E 14945 a 197,1+0,5a 12+1 ef 118+3d
D-GtH/L 52+2 ¢ 6,64+0,02 m 36+5c 73115 f
D-GtL/L 15+1 g 21,740,2 59+4 a 100+17 e
D-Gal/L 1,89+0,03 h 57+l c 2,6+0,2 gh 53+2 ¢
D-PRb/L 1,89+0,03 h 8,70+0,04 | | 35+2 ¢ 30+t1 h
D-Rt/L 3,3840,67 h 5,1+0,1 n 13+l e 1742 hi
D-Bt/L 36,8+0,4 d 11,3+0,1 k 13,8+0,4 e 21+4 h
D-LbLC/L  1,25+0,05 h 2,3440,01 o 33+8 ¢ 30+4 h
*DF 5

Atividade captadora de radicais DPPH: Os valores de DFs, das infusdes variaram
entre um minimo de 1,6 (neste caso, trata-se de um valor de DF,s) para uma infusdo de
raizes e 56 para uma infuséo feita a partir do contetido de uma saqueta com uma mistura
de ingredientes. A Unica infusdo avaliada a partir de folhas apresentou também um valor
elevado (19,2).

Parece de salientar que no grupo dos produtos fornecidos em saqueta 0s

resultados sdo bastante diversos (I-Gt/B; I-GtH/B; I-GtL/B; I-Rt/B) com valores entre 2 e
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56, apresentando a amostra I-GtH/B o valor mais elevado de todas e, portanto a maior
atividade captadora de radicais.

No caso das amostras preparadas por solubilizacdo os valores obtidos variaram
entre 20 e 36. E interessante notar que as amostras preparadas a quente (75°C)
apresentaram sempre valores superiores as preparacdes com agua a temperatura
ambiente (36 versus 24 para S-Gt/G e 27 versus 20 para S-Gt/P). Assim, para uma maior
atividade captadora de radicais DPPH, recomenda-se a preparacdo das amostras a
quente.

No caso das bebidas prontas a consumir obtiveram-se, igualmente, valores
bastante dispares. A amostra D-LbLC/L apresentou o valor de DFs, mais baixo (1,25), e a
amostra D-Gt/E apresentou o valor mais elevado (149). As amostras que continham cha
verde e cha preto na sua composi¢cdo também conduziram a valores elevados.

De referir que a presenca de Ginkgo biloba numa das amostras (D-Ga/L) néao lhe
conferiu uma atividade captadora de radicais livres mais elevada. A presenca de cha
vermelho (D-Rt/L) também nao elevou significativamente esta propriedade, diminuindo o
valor de DFsq para 3,38.

A formulacao influenciou, efetivamente, os resultados da atividade antioxidante. Ja
outros autores descreveram diferencas na atividade captadora de radicais livres em
extratos de folhas, licores de chas e amostras combinadas com aditivos (Muthuiah et al.,
2009).

Na figura 18, estdo representadas as amostras |-GtH/B, D-Gt/E, D-GtH/L e D-
Bt/L, onde se observou maior atividade antioxidante, avaliada pela atividade captadora de
radicais de DPPH, em funcéo do fator de diluicdo. Neste ensaio, os radicais de DPPH
gue absorvem a 515 nm, sdo em parte neutralizados pelos compostos antioxidantes
presentes na amostra, e como resultado obtém-se uma diminuicdo na absorvancia do

sistema reacional ao referido comprimento de onda.
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Figura 18. Atividade captadora de radicais DPPH das amostras |-GtH/B (cha verde, ananas,
hibisco/Saquetas), D-Gt/E (cha verde/extrato), D-GtH/L (cha verde, ananas e hibisco/Liquido), D-
Bt/L (cha preto Earl Grey, limao/Liquido).

NOTA: 0,02 corresponde a um DF 50 e 0,1 corresponde a um DF 10.

A partir da andlise da Figura 18, podemos concluir que os efeitos de captacao
sobre os radicais DPPH nas amostras representadas aumentou nas amostras menos
diluidas.

Poder redutor: Quanto ao poder redutor das amostras avaliadas, os valores de
DF5, obtidos para as infusbes sdo muito diferentes e variaram entre 1 e 118. O valor
minimo é referente & amostra I-Bt/R e o mais elevado a I-GtH/B (saqueta com uma
mistura de componentes incluindo cha verde, ananas e hibisco), a semelhanca do que se
verificou no ensaio do DPPH.

No caso das amostras obtidas por solubilizacdo, as conclusGes a retirar sdo
semelhantes as verificadas com o ensaio do DPPH. As amostras preparadas a quente
apresentaram valores mais elevados; os valores obtidos variaram entre 35 e 47,3 e foram
superiores aos valores do DPPH.

Os valores obtidos para as bebidas fornecidas ja preparadas variaram entre 2,34
e 197, verificando-se um comportamento diverso ao verificado no ensaio do DPPH. A
amostra D-Gt/E, & semelhanca do parametro anterior discutido (DPPH) apresentou
valores mais elevados (197). Das restantes amostras, algumas apresentaram valores
muito superiores como é o caso da D-Ga/L (com Ginkgo biloba com valores 30 vezes
superior), outras com valores muito inferiores (caso da D-GtH/L com um valor cerca de 8
vezes inferior).
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Na figura 19, estéo representadas as amostras D-Gt/E, |I-GtH/B, D-Ga/L, S-Gt/G1,
onde se obtiveram os melhores resultados para a atividade antioxidante determinada pelo
poder redutor. Neste ensaio, mede-se a conversdo do complexo Fe*'/ferricianeto a sua
forma ferrosa. Pode observar-se que o poder redutor também aumentou com a

diminuicéo do fator de diluicdo (DF).
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Poder redutor Abs (690 nm)

Figura 18. Poder redutor das amostras D-Gt/E (cha verde/extrato), I-GtH/B (ch& verde, ananas,
hibisco/Saquetas), D-Ga/L (magas verdes, limdo, Ginkgo biloba/Liquido), S-Gt/G1 (cha verde,
vitamina C/Granulado (75°C)).

NOTA: 0,02 corresponde a um DF 50 e 0,1 corresponde a um DF 10.

Inibicdo da descoloragdo do B-caroteno: Relativamente a inibicdo da descoloragéo
do B-caroteno, os valores de DFs, determinados nas infusGes variaram entre 1,3 na
amostra de borututu e 11,7 na amostra constituida por cha verde, ananas e hibisco.
Contrariamente ao verificado nos parametros ja discutidos, as variagbes nestas amostras
sdo inferiores, estando todos os valores préximos de 2, a excec¢do de uma das amostras.

Os valores determinados nas amostras obtidas por solubilizagdo s&o muito
diferentes quando esta ocorre a quente ou nado (doze vezes superiores numa das
amostras e cerca de trés vezes na outra, com a solubilizagéo a 75°C).

Quanto as bebidas comercializadas prontas a consumir, a amostra com cha verde
e limdo (D-GtL/L) é a que apresenta o valor superior (59) seguindo-se trés amostras com
valores de DFs, na ordem dos 33-36 (D-GtH/L, D-PRb/L, D-LbLC/L). As amostras com
cha verde (extrato liquido), cha preto e limdo, e cha vermelho apresentam valores
semelhantes e na ordem de 12-13. A amostra com Ginkgo biloba (D-Ga/L) é a que

apresenta a menor capacidade de descoloragéo do B-caroteno neste grupo de amostras.
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Na figura 20, apresenta-se o gréfico da inibicdo da descoloragdo do (-caroteno
onde estdo representadas as amostras com maior atividade antioxidante em fung¢do do
DF, D-GtL/L, S-Gt/G1, I-GtH/L, D-Prb/L.

Neste ensaio, é medida a oxidacéo do B-caroteno. O radical livre do &cido linoleico
ataca a molécula do B-caroteno altamente insaturada. Na presenca de antioxidantes
estes podem impedir a descoloragéo do B-caroteno, através da neutralizacao dos radicais
livres linoleato e outros radicais livres formados no sistema. Assim observa-se uma
diminuicdo da absorvancia em amostras desprovidas de antioxidantes. Na presenca de
um antioxidante ha manutencéo da cor, aumentando, assim, a absor¢éo por um periodo
maior de tempo. Mais uma vez, 0 aumento da percentagem de inibicdo da descoloracéo
do B-caroteno € proporcional & diminuigdo do fator de diluicdo (DF) (figura 20).

De acordo com o observado, é provavel que os componentes antioxidantes
presentes na bebida de uso direto com cha verde e liméo, reduzam em maior extensao a
descoloragcédo do B-caroteno, neutralizando os radicais livres linoleato e outros radicais

livres formados.
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Inibigao descoloragao p-caroteno
0,
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Fator de diluigao
S-Gt/G1 —&— D-GtH/L D-Prb/L  —+—D-GtL/L

Figura 19. Inibicao da descoloragédo do B-caroteno das amostras S-Gt/G1 (cha verde, vitamina
C/Granulado (75°C)), D-GtH/L (ch& verde, ananas, hibisco/Liquido), D-Prb/L (roma e bagas
vermelhas/Liquido), D-Gt/L (cha verde e limao/Liquido).

NOTA: 0,02 corresponde a um DF 50 e 0,1 corresponde a um DF 10.

Inibicdo do TBARS: No caso das infusGes, o valor deste par@metro decresce
desde a amostra I-Gt/B (203 mg/ml) até a I-Rt/B (116 mg/ml) e por fim a I-Bt/R (1,5
mg/ml).
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J4 para as solubilizacdes, o valor deste parametro ndo foi afetado pela
temperatura, durante a preparacdo, contrariamente ao que foi descrito para o0s
parametros anteriores.

Nas amostras de consumo direto obtiveram-se também valores dispares (de 17 a
118 mg/ml). O extrato liquido de ch& verde apresentou o valor mais elevado e o chéa
verde um valor intermédio (53 mg/ml). A amostra D-LbLC/L apresentou um valor
semelhante & amostra D-Prb/L (30 mg/ml).

A formulacao influenciou, efetivamente, os resultados da atividade antioxidante. Ja
outros autores descreveram diferencas na atividade captadora de radicais livres em
extratos de folhas, licores de chas e amostras combinadas com aditivos (Muthuiah et al.,
2009).

Na figura 21, estdo representados as amostras com melhor agcdo na inibicdo da
peroxidacao lipidica, I-Gt/B, S-Gt/G1, S-Gt/P1, S-Gt/P2.

A inibicdo da peroxidacao lipidica foi avaliada pelo ensaio do TBARS, este método
€ um método altamente sensivel, e os resultados estao totalmente dependentes de uma
centrifugacao eficiente para remover a proteina precipitada. Caso contrario, isto levara a
absorvéncias erradas que, por sua vez, conduzem a resultados errados. Este ensaio
mede o MDA formado a partir da oxidacdo de acidos gordos insaturados. O MDA reage
com o TBA para formar um pigmento rosa.

Como pode ser entendido a partir figura 21, a capacidade de inibicdo da
peroxidacao lipidica é proporcional ao fator de diluicdo utilizado. Este método mesmo a

partir de fatores diluicdo baixissimos, permitiu alcancar percentagens de inibicdo muito

elevadas.
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Figura 20. Inibicdo da formacao de TBARS das amostras I-Gt/B (ch& verde/Saquetas), S-Gt/P1
(cha verde, vitamina C/P6 (75°C)); S-Gt/P2 (ch& verde, vitamina C/P6 (T amb.)), S-Gt/G1 (Cha
verde, vitamina C/Granulado (75°C)).

NOTA: 0,02 corresponde a um FD 50 e 0,1 corresponde a um FD.
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Foram também determinados alguns compostos antioxidantes em todas as
amostras, nomeadamente fenodis, flavondides, flavondis, ésteres tartaricos e acido
ascorbico (tabela 11). As amostras analisadas mostraram diferengas significativas
relativamente ao teor em antioxidantes.

Relativamente as amostras obtidas por infusdo, a amostra constituida por cha
verde, anands e hibisco (I-GtH/B) € a mais rica em fendis (1,96 mg CIAE/ml) e a amostra
com borututu é a mais pobre (0,024 mg CIAE/ml).

Estes resultados estdo em consonancia com os discutidos para o DPPH e poder
redutor (tabela 9). Como pode ser observado na figura 22, obteve-se um comportamento

semelhante para o teor em &cido ascérbico.
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Figura 22. Comparacao entre o teor em fendis e acido ascoérbico, e os valores de DF50 obtidos
nos ensaios do DPPH e do poder redutor (PR) para as infusdes.

RESULTADOS E DISCUSSAO | 64



59 |

OYysSSsNoSId 3 soaviins3d

Iy 200°0F09T0 I €00'0F9T0'0 [ T00'0F600'0 } T0'0FS0'0 12 20'0FTL'0  1/0197-@

B4 ¥0'0FT€'0 J9P2 Z00'0FSED'0 } T0'0F€0'0 }20'0790'0 9 20'0FTT'T ng-a

1 T0'0FPT0 ub4 200'0F220'0 uyb T00'0F6T0'0 6 100'0F2€0'0 1 T0'0F02'0 /d-a

3 TO'0FEY'0 yb Z00'0¥520'0 6 100'0F220'0 6 200'0¥2€0'0 qzo'oFry'T  1/94d-a

aT'0F.8'C | €00'0FST0'0 yb T00'0F8T0'0 P €00'0F22T'0 U 20'0FTr'0 1re9-a

1 T0'0FET 0 6) T00'0¥820°0 Iy TO0'0FSTO'0 ub T00'0¥820'0 PTO'0F20'T 1/ MO-a

q20'0¥88'C Bjo T00'0FEE0'0 I TOO'0F¥T0'0 9 G0O'0FSST'0 4G0'0F2S'T  YHI9-A

[ T00'0F.¥0'0 9 €00'0FEY0'0 9 200'0F€S0'0 P TO'0F¥T'0 6} 20'0F79'0 ano-d

9 £00'0F08%'0 Iy Z00'0F6T0'0 ub T00'0F6T0'0 9 G0O'0FSST'0 UT0'0FOr'0  2dno-S

9 G00'0FVEY'0 BJ2 £00'0FTE00 } Z00'0F0€0'0 e T0'0¥SS'0 6} T0'0FE9'0  TdAO-S

B} T0'0F2€'0 J9P2 ¥00'0F9€0°0 8 ¥00'0FT¥0'0 } S00'0¥850°0 920'0¥€L'0  Z9NO-S

49 200°'0F96£°0 6jop TO'0FE0'0 6 T00'0¥220'0 } T00'0F090°0 62'079'0  1919-S

1 zo'0¥2T'0 [Z00'0¥500°0 % TO0'0FS00°0 U TO0'0FSTO'0 [ 20007200 anga-i

1 T0'0¥80°0 d ¥00‘0FLL0‘0 e #00'0F0TT'0 9 G00'0FY9T'0 6 20'0795°0 anyd-|

P ¥0'0F.L'0 I T00'0FTTO0 6 200070200 1 20'0790°0 P 2Z0'0796'0 AIPO-|

9 £0'0702'2 P2 200‘0F2¥0°0 P T00‘0FL0‘0 3 00076010 9 TO'0FLL'0 a/mo-|

ub T00'0F6¥2'0 e £00'07980°0 d TO0'0F.L0'0 d T0'0¥S2'0 © 20'0796'T a/H19-|

e 2'070'L 8p2 200'0F8E0'0 6 100070200 P £00°0FLZT 0 9 G0'0F¥2'0 ano-|

(Jw/Bw) (lw/avo Bw) (lw/30 Bw) (Jw/30 Bw) (lw/avIo buw) ———
021¢.109se 0pIdy SoJliglie] SalalsH SIQUOAe|H SoplouoAe|d SIouaH

"(S50‘0>d) seaneoliubis ajuswednsiel1sa sedualalip weluasaidal Sel1a| Saualalip ‘eunjod
eped w3 ‘(p=u) oeiped OIASBPFRIPSW OWOI SO0SSaIdXD SaI0[eA "0210I0ISe OpIJe d ‘SOdlRLIR] SBI8]1S ‘SIQUOAR|) ‘SBPIQUOAR|) ‘SIOUS) Bp S9109] ‘TT Blagel

sa0de[nuwLIo} sejualsyip ap Jied e sopeledaid seyo, 8 sepigaq ap sajuepixonue sepepaudold



Propriedades antioxidantes de bebidas e “chas” preparados a partir de diferentes formulagdes

A figura 24 representa as 4 amostras mais relevantes para o teor de fendis,

flavonoides, flavonadis, ésteres tartaricos e acido ascorbico, respetivamente.
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Figura 24. Teor de fendéis, flavonoides, flavondis, ésteres tartaricos e acido ascérbico nas quatro
amostras com maior concentracdo de cada antioxidante.

A amostra de borututu € de todas as amostras a que apresentou um teor mais
baixo de todos os compostos antioxidantes avaliados e que mostrou uma atividade
antioxidante inferior. Trata-se da Unica amostra preparada com raizes (da planta
Cochlospermum angolensis).

Estes valores seriam de certa forma expectaveis, pois esta infusdo é usada
tradicionalmente para normalizar a funcdo hepatica e gastrointestinal, através de um
efeito diurético, destoxificante e purificador (Borututu, 2011). H4 evidéncias da sua acéo
ao nivel referido, mas possivelmente por um mecanismo nao antioxidante.

Comparando as infusbes das amostras de cha verde (saquetas e folhas)
verificam-se algumas diferencas que evidenciam a adigdo de alguns componentes ou um
processo de obtencdo diferente. Nas saquetas, o teor de fendis é inferior (0,74 versus
0,96 mg CIAE/ml); nos flavondéides ocorre o contrario (0,127 versus 0,06 mg CE/ml),
assim como nos ésteres tartaricos (0,038 versus 0,011 mg CAE/ml). Os teores de
vitamina C diferem cerca de 10 vezes (7,0 para 0,71 mg/ml) sendo superior nas
saquetas. Este exemplo é perfeitamente elucidativo da importancia da leitura dos rétulos

dos produtos, podendo ter varios significados a nivel de compostos antioxidantes.
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A amostra com cha verde, ananas e hibisco (saqueta) parece ser das mais ricas
nos compostos antioxidantes avaliados, expeto no teor de vitamina C. Na amostra
correspondente nas bebidas de uso direto encontrou-se um valor elevado de vitamina C,
0 que se pode justificar pela adicdo desta. A vitamina C foi o principal antioxidante
encontrado em todos as amostras estudadas (tabela 11). Na verdade, esta vitamina é
vulgarmente adicionada a formulacbes de cha para estabilizar as catequinas (os
compostos fendlicos maioritarios) no intestino, onde o pH é neutro ou alcalino, antes da
absorcao (Chen et al., 1998), além de aumentar a capacidade antioxidante nos chas de
frutas (BelSCaka et al., 2011).

Para as bebidas de uso direto, o teor em fendis variou entre 0,64 e 1,52 mg
CIAE/ml, sendo que o valor mais baixo corresponde ao extracto de cha verde liquido e o
valor superior pertence a bebida constituida por roméa e bagas vermelhas. Contudo, o teor
de fendis nas bebidas de uso direto foi globalmente elevado.

Nas bebidas de uso direto foi obtido um dos valores mais altos (2,88 mg CIAE/ml)
na amostra que apresenta na sua constituicdo cha verde, ananas e hibisco; este valor € o
esperado, uma vez que tanto o ananas como o hibisco, sdo fontes de acido ascorbico (Al
et al., 2005; Ananas, 2011). Também se obteve um valor elevado na amostra com macas
verdes, limao e Ginkgo biloba (2,87 mg CIAE/ml); uma vez que o limdo faz parte da
constituicdo desta bebida, este valor esta de acordo com o esperado.

Na figura 21 verifica-se que ndo existe correlacdo entre os fendis e acido
ascorbico com os ensaios do DPPH e do poder redutor. Esta situacdo permite concluir
gue outro tipo de moléculas sdo responsaveis pelos comportamentos detetados pelos

referidos parametros.
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Figura 21. Comparacao entre os teores em fendis e 4cido ascérbico com os valores do ensaio do
DPPH e do poder redutor, nas bebidas de uso direto.
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A presenca de limdo na composicdo das amostras parece permitir inferir que se
tratam de amostras ricas em Vitamina C. E o caso da infus&o |-GtL/B e da bebida pronta
a beber D-Ga/L. No entanto, isto ndo se verifica para a amostra de cha verde com liméo
(0,13 mg/ml). Como as amostras anteriores contém outros compostos bioativos podemos
inferir que os valores mais elevados apresentados por estas amostras podem néao se
dever ao limé&o.

Outra situacdo interessante é o caso do cha vermelho rooibos. A infusdo obtida de
saquetas € mais rica em fendis, flavondides, flavonois e ésteres tartaricos e a amostra da
bebida de uso direto tem teores superiores (dobro) de vitamina C. Uma situacao
semelhante ocorre com as amostras compostas por cha verde, ananas e hibisco. Parece
possivel concluir que as bebidas prontas a consumir sofrem adi¢cao de vitamina C.

No caso das amostras obtidas por solubilizacédo (pds) ambas referem vitamina C
na sua composicdo. Contudo, os valores determinados deste parametro foram na ordem
de 0,4 e 0,5 mg/ml.

E de salientar que o teor determinado na amostra de frutos vermelhos é
semelhante ao obtido na amostra da bebida pronta a beber com frutos vermelhos na sua
composicao (0,43 mg/ml).

E ainda de referir que o tipo de preparacdo do po (solubilizacdo a 75°C e Temp.
ambiente) praticamente ndo afetou os valores de vitamina C. Relativamente aos outros
parametros avaliados, a temperatura de solubilizacdo afetou aleatoriamente os
resultados, com valores superiores e inferiores nas duas amostras deste grupo. No caso
da amostra com frutos vermelhos, a solubilizacdo a quente enriqueceu a bebida nos
diferentes componentes avaliados.

As amostras analisadas mostraram diferencas significativas relativamente ao teor
em antioxidantes. As infusBes demonstraram maiores concentracdes de fendis (I-GtH/B),
flavonadis (I-Rt/B), ésteres tartaricos (I-GtH/B) e acido ascorbico (I-Gt/B). Porém, nao foi
possivel encontrar correlagcdes significativas entre o0s antioxidantes individuais
determinados e os valores de DFs, obtidos nos diferentes ensaios de avaliagdo da
atividade antioxidante. Portanto, outros compostos antioxidantes além dos quantificados
(por exemplo, acucares redutores) estdo a contribuir para o potencial antioxidante das

amostras.
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Tabela 12. Teores de fendis e acido ascorbico nas amostras analisadas, para as infusdes e
solubilizag6es (200 ml (chavena)), e nas amostras de uso direto de acordo com o referido no rétulo
(30 ml, 250 e 330 ml).

@ Infusbes
Fendis Acido ascoérbico

(mg CIAE) (mg)
I-Gt/B 148 1400
A4 I-GtH/B 392 50
SR— I-GtL/B 154 440
Q I-Gt/Lv 192 154
g I-Rt/B 112 16
I-BUR 5 24
Solubilizacdes
S- Gt/G1 120 79
S-Gt/G2 146 64
S-Gt/P1 126 86,8
S-Gt/P2 80 96
@ Direto
Fenois Acido ascérbico
(mg CIAE) (mg)
D-GY/E 19 1
D-GtH/L 380 720
D-GtL/L 337 43
D-Ga/L 103 718
D-PRb/L 475 142
D-RY/L 60 46
D-B/L 333 102
D-LbLC/L 213 523

Apéds a discussdo dos teores da capacidade antioxidante e dos teores de
compostos antioxidantes, expressos em mg/ml, a tabela 12 apresenta os teores de fendis
e de acido ascarbico ingeridos quando do consumo de uma embalagem de tisana pronta
a beber (250 ou 330 ml) ou de uma chavena de cha (200ml).

As amostras para consumo imediato sdo as melhores fontes de fendis com
valores que variaram entre 60mg para o cha vermelho e 475mg para a mistura roma e

bagas vermelhas. No entanto, se a mistura cha verde, ananas e hibisco se apresentasse
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numa embalagem de volume semelhante (330ml em vez de 250ml) seria a mais rica em
fendis. A mistura com cha de cidreira, tilia, camomila e lim&o fornece teores mais baixos
de fendis (213mg). Uma chavena de borututu fornece apenas 5 mg de fenais.

O ché vermelho é a bebida mais pobre em &cido ascorbico (16mg). A amostra
mais rica em vitamina C € o cha verde (saquetas) com 1400mg/chavena (200ml). Com
1/3 deste valor (440mg) segue-se a mistura cha verde, limdo e algas, também em
saquetas. Relativamente aos teores de vitamina C apresentados pelas bebidas prontas a
consumir, h& grandes variagbes, como alias se referiu anteriormente. As amostras mais
ricas em vitamina C s@o as misturas cha verde, ananas e hibisco; e macas verdes, limao
e Ginkgo biloba. Como ja referido, este valor era expectavel, uma vez que tanto o ananas
como o hibisco sao fontes de &cido ascorbico (Ali et al., 2005; Ananas, 2011) bem como
o limdo. Como também j& foi mencionado anteriormente, o &cido ascorbico &,
frequentemente, utilizado para estabilizar as catequinas do cha, pelo que estes valores

podem resultar da fortificacdo das bebidas com esta vitamina.

4.2. Analise discriminante linear

Todos os resultados obtidos foram avaliados através da analise discriminante
linear (LDA) de modo a interpretar as diferencas entre as formulacdes (saquetas B, folhas
Lv, raizes R, granulados G, pds P, extratos liquidos E e solugBes L). Todas as variaveis
independentes foram selecionadas através do procedimento stepwise com um nivel de
tolerancia 1-R?>> 0,52. As diferentes amostras foram agrupadas individualmente apds
aplicacdo do algoritmo as variaveis selecionadas de acordo com 0s ensaios de atividade
antioxidante e concentracdo de compostos bioativos. A LDA confirmou que ha diferencas
significativas na atividade antioxidante e na quantidade de antioxidantes entre as
amostras, traduzidas pelo modelo obtido com duas fung¢des discriminantes significativas

(P <0,001 no teste de Wilks 'A) representado na figura 23.
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Figura 23. Representacdo de todos 0s grupos Scatter plot pela analise discriminante linear das
diferentes formulacdes de “chas”, de acordo com a atividade antioxidante e teor em compostos
bioativos.

Estas duas fungdes explicam 100,0% da variacdo observada. Os resultados foram
validados de acordo com o método de classificacdo leave-one-out.
A primeira fungdo melhorou a separacdo das solugdes de uso direto dos restantes
métodos de preparagdo (MCV: infusdes -1,331; solubiliza¢des -0,967; uso direto 0,568)
estando mais correlacionada com a inibicdo da descoloragdo do p-caroteno e com 0s
flavonodis. J& a segunda funcdo separa principalmente as solubilizagbes das infusbes
(médias da variancia canénica (MCV): infusdes -0,415; solubiliza¢des -3,176; uso direto
1,865), e mostrou estar mais correlacionada com a inibicio de TBARS e com os
flavonoides.

As variaveis analisadas mostraram ter poder discriminante, uma vez que 90,3%
dos casos dos grupos originais, bem como dos grupos obtidos por validagdo cruzada
foram corretamente classificados. Relativamente as diferentes formulagdes/preparacdes

estudadas, o extrato liquido de cha verde provou ter maior atividade antioxidante (em
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todos os ensaios testados, exceto inibicdo de TBARS) do que o mesmo ch& apés a
infusdo preparada.

Observou-se a mesma situacdo para o cha verde suplementado com liméo, que
foi mais eficaz (em todos os ensaios, com excecao da inibicdo da peroxidagao lipidica
pelo sistema p-caroteno-linoleato) quando utilizado prontamente do que quando
consumido apos a infuséo.

No ch& verde suplementado com hibisco, a infusdo apresentou melhores
resultados, com maior atividade antioxidante para todos oS ensaios, exceto para a
inibicdo da peroxidacgao lipidica pelo modelo B-caroteno-linoleato.

Chasl/infusdes com hibisco sdo um dos produtos de elevado valor no comércio
internacional no ramo da botanica. O hibisco natural é extraido das flores secas de
Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae), e os calices vermelhos sédo a parte da planta com
interesse comercial, devido a sua acdo benéfica e propriedades antioxidantes, além da
sua utilizacdo como corante. Sao ricos em acidos organicos, minerais, antocianinas e
outros compostos fendlicos (Wang et al., 2000b; Ramirez-Rodrigues et al., 2011). Este
tem sido usado de forma eficaz na medicina popular contra a febre, hipertensdo e
desordens hepaticas, como cardioprotetor, propriedades atribuidas aos flavondides e
antocianinas presentes na sua composicao (Ali et al., 2005).

Recentemente, ganhou uma posicao importante no mercado dos refrigerantes,
apesar dos seus efeitos biolégicos e farmacolégicos ainda ndo estarem bem definidos
(Ramirez-Rodrigues et al., 2011).

Curiosamente, no caso do cha vermelho com rooibos foram observadas
diferencas significativas apenas para o poder redutor e inibicdo da peroxidacao lipidica

pelo sistema B-caroteno-linoleato.
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Os resultados obtidos mostraram que quer o método de preparacédo (infusao,
solubilizacdo ou uso direto), quer a formulacdo (saquetas, folhas, raizes, granulados, pés,
extratos liquidos ou solugdes prontas a beber) utlizados podem influenciar as
propriedades antioxidantes dos “chas”.

O chéa verde (Camellia sinensis) foi a bebida com maior atividade antioxidante, no
entanto, apresenta comportamentos diferentes consoante a formulacdo utilizada: o
extrato liquido (D-Gt/E) apresentou a melhor atividade captadora de radicais livres de
DPPH e poder redutor; a bebida de uso direto com adi¢cdo de limédo (D-GtL/L) destacou-
se na inibicdo da descoloracéo do -caroteno, e a infusdo preparada a partir de saquetas
(I-Gt/B) mostrou melhores resultados na inibicdo de TBARS.

Os resultados confirmaram e validaram os beneficios antioxidantes indicados
pelos fabricantes. Esses beneficios podem ser importantes na reducdo do risco de
doencas cardiovasculares e algumas formas de cancro, no poder neuroprotector e em
varios outros disturbios relacionados com o stresse oxidativo. Quando incluidos em dietas
equilibradas, podem aumentar o estado global antioxidante e auxiliar 0 organismo contra
os danos oxidativos (Cabrera et al., 2006; Mckay, 2007). No entanto, tendo em vista os
valores de DFs, alguns métodos de preparacao sugeridos deverdo ser redefinidos de
modo a obter concentracbes mais diluidas e prevenir eventuais efeitos prd-oxidantes.
Alguns autores ja descreveram atividade pro-oxidante em extratos de cha verde (Shin et
al., 2007) e em fracdes de rooibos enriquecidas em flavondides (Joubert et al., 2005).
Assim, numa perspetiva de salde, deveremos ter sempre em mente que os antioxidantes
também podem exercer efeitos pro-oxidantes, conduzindo a danos oxidativos nos
componentes celulares (Joubert et al., 2005).

Com este trabalho demonstrou-se a importancia da leitura do rétulo, e das
informacdes veiculadas, por este tipo de produtos. Algumas situacfes detetadas deverao
ser confirmadas com mais estudos, podendo assim dar uma ajuda ao consumidor no

momento da escolha do produto que devera adquirir.
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