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RESUMO

O ché& de Hibiscus sabdariffa L. é cultivado e consumido pelas suas caracteristicas
de aroma, sabor e propriedades medicinais em mais de 160 paises. A planta em si
tem como caracteristica ser um arbusto perene de ciclo anual chegando a medir até
3 metros de altura, seu calice possui formato de taca vermelha, com caule arroxeado
e folhas alternadas, possuindo ainda flores solitarias de cor amarela ou brancas nos
quais possuem duracao de dois dias. Sua origem € incerta sendo relatada casos na
india e na Arédbia Saudita. Seu crescimento ocorre em climas tropicais e
subtropicais, sendo tolerados em solos pobres. Sua utilizacdo € realizada através da
bebida preparada através da infusdo de raizes, folhas e flores. Devido a
versatilidade, o consumo desse cha no Brasil vem crescendo nos ultimos anos,
atualmente encontram-se em destaque no mercado nacional. O presente trabalho
avaliou a atividade antioxidante do ch& de Hibiscus sabdariffa L., através de trés
testes distintos: Orac (Oxygen Radical Absorbance Capacity), peroxidacao lipidica e
inibicAo da formagdo do complexo fosfomolibdénio. Como resultado podemos
observar que o cha de Hibiscus sabdariffa L apresentou resultados satisfatorios,
apresentou atividade antioxidante, mesmo apos 12 horas do seu preparo. Desta
maneira, 0 cha se torna uma boa opcdo nas terapias preventivas de danos

oxidativos.

Palavras chave: Hibiscus sabdariffa L., chd, atividade antioxidade, medicinal.
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1 Introducéao

Plantas Medicinais

Desde do comeco da humanidade o homem busca na natureza, recursos nos
quais melhorem sua qualidade de vida. Visto que, nos primordios as plantas ja eram
consideradas importantes na vida da populacdo; podendo ser como alimento, como
fins curativos e ou ritualisticos. Embora a medicina alopética esteja bem
desenvolvida nos dias atuais, em grande parte dos paises, a Organizacdo Mundial
de Saude (OMS) reconhece que 85% da populacédo que utiliza a atencdo primaria,
consome plantas ou suas preparacfes. A OMS também relatou que a prética
medicinal tradicional vem crescendo globalmente na ultima década ganhando
popularidade (BRASIL, 2006). Um dos fatores que podem advir essa popularidade
pode ser pelo aumento da populacdo idosa, além do aparecimento de doencas
cronicas na populacdo em geral.

As politicas de plantas medicinais, sdo realizadas visando a integracdo do uso
da planta que usuério possui de facil acesso que podem ajudar na prevencao e na
cura de doencas. Dentro dessas politicas temos como exemplo a Politica Nacional
de Praticas Integrativas e Complementares, a Politica Nacional de Medicamentos, o
Programa Nacional de Plantas Medicinais, dentre outras. Nesse cenario o cha se
torna uma bebida popular, devido suas propriedades sensoriais e por deter
substancias quimicas que podem interferir diretamente no nosso corpo (MARIN et al,
2015). Logo, devido a versatilidade, o consumo de ch& no Brasil vem crescendo,
encontrando em destaque no mercado nacional (NUNES et al, 2014) como forma de
se obter propriedades que podem reduzir o risco de doencgas. (ROCHA, 2014).
Nesse contexto, a nutricdo foi reconhecida como fundamental para prevenir o
estresse oxidativo, devido a capacidade redox dos alimentos e bebidas (PRENESTI
et al, 2007).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) o termo cha
uma forma farmacéutica de uma droga vegetal com fins medicinais a ser preparada
por meio de infusdo, decoccdo ou maceracdo em agua pelo consumidor (BRASIL,
2005).

Assim, a alimentacdo saudavel atua como uma das ferramentas terapéuticas

para um envelhecimento saudavel, desse modo, muitos estudos epidemiolégicos em
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doencas cronicas concluiram que a forma mais efetiva de prevencdo para uma
doenca especifica, € a prevencao primaria, na qual é feita através de uma nutricdo
balanceada (COITINHO et al, 2000).

1.1 Hibiscus sabdariffa L.

A Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae) € uma planta medicinal, com distribuicé&o
incerta, na qual ndo se sabe o seu local de descoberta, podendo ser da india ou da
Arabia Saudita. Seu cultivo é verificado tanto no clima tropical quanto em regides
subtropicais (ROCHA et al, 2014). Popularmente, € conhecida como azedinha,
azeda-da-guiné, caruru-azedo, caruruda-guiné, cha-da-jamaica, pampolha,
pampulha, papoula-de-duas-cores, quiabeiro-azedo, quiabo-azedo, quiabo-de-
angola, quiabo-réseo, quiabo-roxo, rosélia e vinagreira (RAMOS et al, 2011). No
Brasil seu uso possivelmente veio pela préatica africana, na qual contribuiu para o
conhecimento sociocultural (MONTELES et al, 2007)A H.sabdariffa € um arbusto
perene de ciclo anual que possuir cerca de 2 a 3 m de altura (RAMOS et al, 2011). O
calice possui um formato de taca vermelha, de caule arroxeado, com folhas
alternando de verde a roxo, e flores solitarias de cor amarela, axilares que duram um
dia (SOBOTA et al, 2016) (Figura 01).

Calice

Fruto com sementes

Caliculo ou
Pequeno Calice

Figura 1: Morfologia do Hibiscus sabdariffa L.

Fonte: (ROSA, 2013, p.14).

A H. sabdariffa é facil de crescer em solos bem drenados, podendo tolerar
solos pobres, levando em média de 4 a 8 meses para 0 seu crescimento total, em
temperaturas noturnas de no minimo de 20°C, sendo assim cultivada em areas

tropicais e subtropicais. Seu florescimento € realizado em dias curtos, devido ao fato
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de ser sensivel ao fotoperiodo (ROCHA et al, 2004; ROSA, 2013; YAMAMOTO et al,
2007).

Devido a uma colheita ideal, a H. sabdariffa se desenvolve de maneira facil
em varios tipos de ecossistema. Na China, foi notado o uso do Oleo para fins
medicinais, no oeste da Africa a folha pulverizada é usada na suplementacéo das
refeicbes (ROCHA et al, 2014). Suas folhas, célices, sementes e fibras séo utilizados
na alimentacdo de animais, na industria de tecido, papel e no preparo de bebidas
com fins culindrios e medicinais (RAMOS et al, 2011). Suas prepara¢cdes comerciais
de concentrados de H. sabdariffa sGo comumente encontradas como fluido ou po6
para a preparagdo de bebidas instantaneas ou infusdes. O tratamento térmico dos
seus calices desidratados, produzirem uma bebida rica em compostos fendélicos com
propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e antidiabéticas (ROCHA, 2014).
Além disso, seu uso generalizado como tratamento a base de ervas na medicina
popular tem levado a um elevado grau de aceitacdo pela populagcdo em geral
(GUARDIOLA et al, 2014). Desse modo, a H. sabdariffa no decorrer dos tempos tem

chamado a aten¢éo da industria farmacéutica (FREITAS et al, 2013).

Na medicina antiga seu extrato é efetivo em varios tratamentos (IYARE et al,
2010). No campo cientifico a planta apresenta varios efeitos terapéuticos, como
hepatoprotetor, mostrando alteracbes bioquimicas e histolégicas em ratos que
possuiam diabetes mellitus (ADEYEMI et al, 2014); melhora a diminuicdo da
acumulacéo lipidica induzida pelo figado, na obesidade (HUANG et al, 2015);
atividade antioxidante, anticolesterol (RAMOS et al, 2011); anti-hipertensivo agindo
como vaso dilatador no musculo liso vascular (MICUCCI et al, 2015); antibacteriano
(ROCHA et al, 2014); Droga promissora para o combate do virus influenza
(BAATARTSOGT et al, 2016); além de ter grande potencial em células anti-tumorais
(ASN et al, 2015). Culturalmente é utilizado como diurético, para o tratamento de
desordem intestinal e antipirético (ROSA, 2013). Tendo ainda melhora no ganho de
peso saudavel em gestantes, o que também pode ser usado na melhora de alguns
casos de anorexia (IYARE et al, 2010).

Estudos realizados apontam que a H. sabdariffa possui alto teor de &cido
ascorbico, vitamina A, licopeno (ROSA, 2013), ions de sédio e de Ferro (IYARE et
al, 2010); polissacarideos, pectinas mucilaginosas (BORRAS-LINARES et al, 2015);
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polifénois como: &cidos organicos, acidos protocateicos (Figura 02-3), taninos e
compostos fendlicos. Os compostos fendlicos encontrados sdo as antocianinas:
delfinidina 3-xilosilglucosidio, cianidina 3-xilosilglucosidio (Figura 02-2), cianidina 3-
glicosideo e a delfinidina 3-glicosideo (Figura 02-1) (VIZZOTTO et al, 2008), elas
sdo detectadas em quantidades elevadas nos célices, sendo responsaveis pela cor
vermelha (BORRAS-LINARES et al, 2015), também estdo presentes flavonoides
como quercetina, luteolina, a hibiscetina (Figura 02-4), sabdaretina, gossipetina
(Figura 02-5). Essas substancias sdo consideradas constituintes bioativos
importantes no processo de acao antioxidante (VIZZOTTO et al, 2008). Estes
componentes séo influenciados por fatores géneticos, por uma adubacdo na qual
abranga nutrientes essenciais que em conjunto com as condi¢cdes ambientais e com
a maturacdo formam uma planta que contenha altas concentracbes de bioativos
(ROSA, 2013). Esses fatores podem ser obtidos por meio da producdo de mudas de

boa qualidade, que iram atuar na composi¢ao do substrato.

OH

g OH t\\ OH
, o~ M/ : o CIO— /[j
HO. 0. : ~ g NS
- 7’/ I//+\“j?'/ ~ oH I |]:'_~\
) 3 _ —
6 /]\;” \““]/ Zo—xy—al
OH

2

Xy = Xylose; Gl = Glucose

Figura 02: Estruturas quimicas de alguns constituintes principais da droga vegetal Hibiscus sabdariffa L. Os
compostos presentes séo: (1) delfinidina 3-glicosideo,(2) cianidina 3-xilosilglucosidio,(3) acidos protocateicos,(4)
hibiscetina e (5) gossipetina.

Fonte: (ALl et al, 2005, p.2)

O cha de H. sabdariffa é produzido com a secagem dos calices apds a sua
colheita, a capsula é retirada a uma temperatura menor que 43 °C, a secagem tem
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como producdo a escala 10:1, sendo assim, para cada 100 Kg de calice fresco, 1 Kg
de calices secos sdo produzidos, para ser passados por um processo de trituracéo e
assim poderem ser comercializados (CASTRO, 2003). O cha possui um aroma
caracteristico e gosto amargo (MARIN et al, 2015). O seu alto teor de polifenois
pode explicar a capacidade antioxidante do cha a base de H. sabdariffa. Desse
modo, o seu cha pode ser considerado uma bebida protetora contra radicais livres
(PRENESTI et al, 2007). O ch& obtido a partir do calice da flor contém
polissacarideos em boas quantidades, acucares redutores, como a glicose e a
frutose, além de ser rico em calcio, magnésio, niacina, riboflavina, ferro e vitaminas
A e C, acidos como o tartarico, succinico, malico, oxalico, citrico e hibiscico,
possuindo uma quantidade significativa de fibras alimentares (VIZZOTTO et al,
2008). Logo, como a sua infusdo é capaz de preservar os polifendis, as bebidas a
base de H. sabdariffa poderdo ser alternativas no uso de bebidas como vinho tinto
para criancas e pessoas que nao utilizam alcool (PRENESTI et al, 2007).

Entretanto, o uso do ch& indiscriminadamente, deve ser um fator a se
observar devido ao fato de que estudos toxicolégicos conduzidos em ratos,
demostraram que doses elevadas podem ocasionar problemas no figado e no
sistema reprodutor masculino, reduzindo a fertilidade (VIZZOTTO et al, 2009). Logo
0 uso dor cha por 7 dias incluindo periodos de interrupcao, trata-se de um cuidado
para evitar o aparecimento de problemas renais e hepéticos. Outro ponto a ser
observado € a interacdo com drogas que podem ser usadas em conjunto com o cha,
no parametro farmacocinético temos divergéncias sobre o potencial de interacao do
extrato aquoso da H. sabdariffan, segundo o estudo de 2006, no qual foi demostrado
gue a atividade ndo modulou a atividade do cytocromo P4so (Prommetta et al,2006).
Porém outro estudo realizado em 2013, foi elucidado que o extrato etanolico possui
inibicdo de nove isorformas da CYP, logo o extrato aquoso podera ter interacao,
mesmo sendo em menor intensidade, inferindo ainda que a co- administracao pode
trazer inibicdo do farmaco pelo mecanismo de primeira passagem (JOHNSON et al.,
2013), outros estudos demostraram que o cha possui interacdo com o medicamento
diclofenaco tendo interferéncia significativa no seu metabolismo, reduzindo sua
excrecdo, o que pode levar a um alto ou decaimento da faixa terapéutica ideal
(FAKEYE et al., 2007). Em contra partida com o drogas que usam o metabolismo via
cloroquina e com a droga paracetamol nao teve interacdo significativo. Entretanto
sao necessarios novos estudos para outros farmacos (ALI et al, 2005).

1.2 Radicais Livres;

Os radicais livres vém obtendo grande destaque no ambiente de pesquisa
devido ao advento de trabalhos nas quais demostram o efeito destes e outros
agentes oxidantes no organismo (RAMOS et al, 2011). Radicais livres sdo espécies
quimicas com um ou dois elétrons na sua camada mais externa (TCHOUYA et al,
2016), o que os tornam espécies com atomos instaveis (VICTOR et al, 2014).
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Os radicais livres podem ser desenvolvidos por diversas maneiras: exdégenos
(por exemplo, radiacdo ultravioleta, poluicédo, infecgbes e tabaco); ou enddgenos,
através do estresse oxidativo (TCHOUYA et al, 2016) que uma vez formado, induz a
capacidade do sistema biolégico de neutralizar os radicais livres (VICTOR et al,
2014).

A falta de antioxidantes ou uma superproducdo nos radicais livres pode levar
ao desequilibrio entre o sistema oxidante e o antioxidante. (TCHOUYA et al, 2016)
Esse desequilibrio é relacionado aos processos que provocam dano ao DNA. Como
exemplos, temos a mutagénese, a carcinogénese, o envelhecimento (VICTOR et al,
2014), doencas cardiovasculares e doencas degenerativas como a aterosclerose,
diabetes, doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, glaucoma e alteracdes
maculares associadas a degeneracéo.

A obtencéo de antioxidantes através da dieta € um meio simples de reduzir o
desenvolvimento de doencas provocadas pelo estresse oxidativo (TCHOUYA et al,
2016). Desta maneira, como forma de bloquear o desequilibrio do sistema oxidante,
vem se estudando novas formas de se encontrar substancias antioxidantes, nas

quais proporcionam seguranca e eficacia (RAMOS et al, 2011).

1.3 Capacidade Antioxidante.

O antioxidante age transferindo um elétron para os radicais livres, 0 que 0s
tornam estaveis a medida que seus elétrons sdo emparelhados. Isso impede danos
as ceélulas e tecidos causados pelo estresse oxidativo (TCHOUYA et al, 2016). Por
conseguinte, a espécie em estudo apresenta a capacidade de possuir uma molécula
antioxidante, possibilitando o bloqueio ou retardo dos radicais livres (RAMOS et al,
2011).

H. sabdariffa apresenta propriedades antioxidantes promissoras em ensaios in
vitro e in vivo, sendo que o0 extrato aquoso de H. sabdariffa mostrou que atua no
CCL,4 (tetracloreto de carbono) que é um mediador do estresse oxidativo (VICTOR et
al, 2014). Sua presenca induz a liberacdo de enzimas hepaticas que aumentam 0s

produtos da peroxidacdo lipidica ou inativa as enzimas antioxidantes
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(RITTER,2007). O estudo em questado foi realizado em ratos, nos quais foram
dosados o CCL4, tendo como resultado a diminuicdo do mediador (VICTOR et al,
2014).

A baixa densidade da lipoproteina LDL é um dos fatores que causam riscos
cardiovasculares. Estudos indicam que a aterosclerose € afetada na formacéo da
oxidacao de LDL. O uso de H. sabdariffa mostrou ter grande poder antioxidante e
com potencial inibidor dos efeitos da oxidacdo do LDL. Podendo ser assim,
preventivo no tratamento de doencgas crbnicas, como a melhora da aterosclerose
(LIN et al, 2015).

Em estudo realizado por Ramos et. al. (2011) foi observado correlacdo de
antocianina e a capacidade antioxidante nos extratos aquosos das flores da H.
sabdariffa comprovando que seu poder antioxidante, depende da estrutura quimica e
da concentragdo dos constituintes bioativos, nos quais poderdo ter como influéncia

fatores genéticos e o0 modo na qual a planta é cultivada (RAMOS et al, 2011).

Assim , observando o cenario apresentado, esse trabalho objetivou verificar,
se apoOs as 12 horas de preparo, o cha de H. sabdariffa mantem sua atividade
antioxidante e se as marcas disponiveis no mercado do Distrito Federal (DF)

possuem um produto de qualidade.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral
Avaliar o potencial antioxidante de diferentes marcas do cha de Hibiscus
sabdariffa L.

2.2  Objetivos especificos
e Avaliar a capacidade antioxidante com a utilizacdo de trés métodos in vitro,
nos quais possuem diferentes mecanismos, como o de fosfomolibdénio, ORAC
(Oxygen Radical Absorbance Capacity) e peroxidacéo lipidica.
eAvaliar se existe diferenca da atividade antioxidante entre as diferentes
marcas.
e Avaliar se existe diferenca da atividade antioxidante em diferentes tempos

posterior ao preparo do cha.
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3 Metodologia

3.1 Coleta da Amostra

A droga vegetal de H. sabdariffa foi adquirida em pontos diferentes do
comércio local do DF, em trés marcas diferentes (A, B e C). Todas as marcas tém
como caracteristica 0 extrato seco do calice da espécie vegetal. Ndo sendo
identificado na embalagem o processo de liofilizagdo. (Figura 03). As embalagens
vieram em um saco plastico, com descricdo de modo de preparo, 0 nome da espécie,
lote, data de validade, informacdes sobre o distribuidor, entretanto em apenas uma

das marcas foi observado as informacdes nutricionais sobre o produto.

Figura 03: Amostra de cha de Hibiscus sabdariffa L.

Para a realizagdo dos ensaios foram preparados os chas seguindo o modo do
uso da embalagem, na qual especifica a preparacdo de modo padronizado em todas
elas; feita com uma xicara de cha (150 mL) de agua fervente sobre uma colher de
sobremesa (2 g) do produto. Realizando assim, o processo de infusdo por 15 minutos,

com uma concentracéo de 13,3 mg/mL.

BRASILIA
2017



22

Apés o preparo, os chas foram transferidos para garrafas de plastico de
material opaco sob temperatura ambiente, no qual foram armazenadas. Apos 1 hora

de preparo e depois de 12 horas de preparo os ensaios foram realizados.

3.2 Determinacédo da atividade antioxidante pelo método de inibicdo da formacgéo

do complexo de fosfomolibdénio;

O objetivo desse ensaio foi avaliar a atividade antioxidante pelo método de
inibicdo da formacdo do complexo de fosfomolibdénio, que determina de modo
guantitativo a reducado de molibdénio VI para molibdénio V que pdde ser observado
com a formacédo da coloracao verde (fosfato/ molibdénio V) em pH acido (PRIETO et
al, 1999).

3.2.1 Solugao Reagente

A solucéo reagente foi preparada a partir de trés substancias: 1,199 g de
fosfato de sddio tribasico (Na,PO4-12H,O — 0,1 M), 3,0896 g de molibdato de
amonio [(NH4)sMo7024)]- 0,025 M, 12,645 mL de acido sulfirico (H,SO,4) — 2,4 M.
Cada substancia foi dissolvida e diluida em quantidade suficiente para 100 mL de

agua destilada em baldo volumétrico.

Para o dia do ensaio foi preparado a solucéo reagente de 40 mL misturando-
se: 11,2 mL de fosfato de s6dio monobésico anidro (NaH,PO,4) com concentracdo
final de 28 nM, 10 mL de &cido sulfurico (H.SO4) com concentracao final de 0,6 M e
6,4 ML de molibdato de amdnio [[(NH4)sM0,0,4)], com concentracdo final 4 nM.

ApoOs a mistura de cada componente, completou-se para 40 mL com agua destilada.
3.2.2 Curva padréo quercetina.

A solucdo mée de quercetina 1 mg/mL foi preparada com 10 mg da

quercetina e adicdo de 10 mL de etanol. Acondicionou-se ao abrigo da luz.

A partir da solucdo mée realizou-se a diluicdo em sete tubos de ensaios em
concentracbes gradativas (0,025; 0,05; 0,075; 0,1; 0,125; 0,15; 0,2 mg/mL) com
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triplicatas diluidas em etanol. Para cada concentracdo de realizou-se em microtubos
de fundo conico graduados comportando 100 pL de cada concentragdo e foi
adicionado 1000 pL da solucdo reagente em cada triplicada, assim como no
controle. Os dois brancos foram preparados com 100 pL de alcool e 1000 pyL da

solucéo de reagente.

As amostras, controles e brancos foram dispostos em banho-maria (95 °C)
por 90 minutos e ao resfriar, as triplicatas foram analisadas em espectrofotémetro a
695 nm.

3.2.3 Curva padréo acido ascérbico (C6H806)

A solucdo mae de acido ascérbico 1 mg/mL foi preparada com 10 mg da
acido ascorbico e adicdo de 10 mL de agua destilada. Foi acondicionada ao abrigo

de luz.

A partir da solugado mée realizou-se a diluigdo em setes tubos de ensaios em
concentragcbes gradativas (0,025; 0,05; 0,075; 0,1; 0,125; 0,15; 0,2 mg/mL) com
triplicatas diluidas em agua destilada. Para cada concentracdo gradativa de acido
ascorbico realizou-se triplicatas em microtubos de fundo cbnico graduados
comportando 100 pL de cada concentracdo de acido ascoérbico e adicionou-se 1000
pL da solucdo reagente em cada triplicada, assim como no controle. Os brancos do
aparelho foram preparados com 100 pL de agua destilada e 1000 pL da solucéo de

reagente.

As preparagdes em triplicatas, os controles e os brancos, foram dispostos em
banho-maria (95°C) por 90 minutos. Ao resfriar, as triplicatas foram analisadas em

espectrofotdbmetro a 695nm.

3.2.4 Amostra: chéas de Hibiscus sabdariffa L.

A amostra de cha de H. sabdariffa L a 1 mg/mL foi diluida em duas distintas

concentracgoes: 0,2mg/mL e 0,4mg/mL e acondicionadas ao abrigo de luz.
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A partir da solucdo mae realizou-se a diluicdo em tubos de ensaio em
quantidades gradativas (200 pL e 400 pL) com adicao de sua respectiva quantidade
suficiente para 1000 pL de agua destilada (800 L, 600 pL). Para cada concentracéo
gradativa de cha realizou-se triplicatas em microtubos de fundo coénico graduados
comportando 100 pL de cada concentragdo da amostra e adicionou-se 1000 pL da
solucéo reagente em cada triplicada, assim como no controle. O branco do aparelho
e 0 branco do ensaio, foram preparados com 100 uL de agua destilada e 1000 pL da
solucéo de reagente. As preparacfes foram dispostas em banho-maria (95 °C) por
90 minutos. Ao resfriar, as triplicatas foram analisadas em espectrofotometro a 695

nm.

A determinacdo quantitativa da equivaléncia da amostra com cada padrédo foi
realizada com base no coeficiente de absorcdo e na regressao linear obtida (Pietro
et al, 1999).

3.3 Ensaio ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity);

O ensaio determina a atividade antioxidante através da quantificacdo do processo de
protecdo de uma molécula fluorescente, que misturada com radicais livres induz a
oxidacdo da mesma. Logo, quanto maior a fluorescéncia demostrada no aparelho

maior sera o poder antioxidante da amostra. (PRIOR et al, 2015).
3.3.1 Solucdo Reagente:
3.3.1.1 Solucdo Tampéo Fosfato pH 7,4

. Solucéo A (0,02 mol) - 2,4 g de NaH,PO, completados em um balédo de

100 mL (g.s.p.) de agua ultrapura;

. Solucéo B (0,01 mol) -26,81 g de Na,HPO4.7H,0O completados em um

baldo de 500 mL (gsp) de agua ultrapura;

As duas solugdes foram misturadas com 71 mL de solucdo A e 304 mL de

solucdo B em g.s.p. 1 L de agua ultrapura com concentracéo final de 53,15mmol/L.
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Na qual foi verificado o pH da solucdo de 7,4. Essa solugcédo tampéao foi armazenada

sob refrigeracdo (EMBRAPA,2009).

3.3.1.2 Preparo de solucédo de fluoresceina em tampéo fosfato pH 7,4.

A solucdo de fluoresceina (16,371.10-8mol/L) foi preparada em tampao
fosfato 10 mg de fluoresceina em 50 mL de tampao, solucdo na qual foi armazenada
sobre refrigeracdo. Para o ensaio foi realizada a solucdo de 15,4 yL da solugcdo mée
em 50 mL de tampao fosfato (EMBRAPA,2009).

3.3.1.3 Solucéo de AAPH (2,2’-Azobis(2-methypropionamidine) em tampao
fosfato pH 7,4

Solucdo AAPH em tampdo com concentracdo 178 mmol/L foi realizada
inserindo 241,3 mg AAPH em 5 mL de tampé&o (EMBRAPA,2009).

3.3.2. Padréo acido ascérbico (C6H806).

A solucdo mae de acido ascorbico 1 mg/mL foi preparada com 10 mg de
acido ascérbico e adicdo de 10 mL de tampao fosfato. Acondicionou-se ao abrigo de

luz.

A partir da solucdo méae realizou-se a diluicdo em setes tubos de ensaios em
concentracdes gradativas (0,5; 1; 2; 4; 6; 8 ug/mL) em triplicatas diluidas em tampao
fosfato. Em Tubos de ensaio a parte foram adicionados 0,750 mL de &cido
ascorbico para cada concentracdo, sendo também adicionadas aliquotas de 1,5 mL
de fluoresceina . No controle positivo e negativo foi adicionado 0,750 mL de tampé&o
e 1,5 mL de fluoresceina que foram submetidos ao banho maria por 5 minutos a
37°C. Apos os 5 minutos foram adicionados 0,750 mL de AAPH, com diferenga de 1
minuto para cada tubo de ensaio. Entretendo, para o controle negativo foi adicionado

o tampao fosfato no lugar do AAPH.

O produto da reacéo foi analisado em fluorimetro, com excitacdo 485 nm e

emissao de 520nm.
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3.3.3 Chas de Hibiscus sabdariff L.

As amostras de chas de Hibiscus sabdariffa L. a 1 mg/mL foram diluidas em
seis distintas concentracdes. A partir da solucdo mae analisou-se a diluicdo em
setes tubos de ensaios em concentragcdes gradativas (0,5; 1; 2; 4; 6; 8 pg/mL) com
triplicatas diluidas em tampéo fosfato. Para cada concentracdo gradativa de H.
sabdariffa L. realizou-se triplicatas de rea¢cdo em tubos de ensaio com 0,750 mL de
cada concentracdo de amostra e adicionou-se 1,5 mL da fluoresceina em cada
triplicada, nos controles positivos e negativos foram adicionados 0,750 mL de
tampéo e 1,5 ml de fluoresceina que foram levados em banho maria por 5 minutos a
37°C. ApOs os 5 minutos foram adicionados 0,750 mL de AAPH, com diferenca de 1
minuto para cada tubo de ensaio. Para o controle negativo foi adicionado o tamp&o

fosfato.

As amostras foram analisadas em fluorimetro, com excitacdo de 485 nm e

emissao de 520nm.

A determinacdo da atividade antioxidante seguiu o célculo do indice
antioxidante da amostra em percentual (%) utilizando a féormula: 1A%= (A/C) x 100,
onde A é a média aritmética das absorbancias da amostra e C € a medida das

absorbancias do controle positivo (PRIOR et al, 2015).

3.4 Peroxidacao Lipidica;

A peroxidagéo lipidica constitui a principal causa da decomposi¢do dos corpos
graxos, logo sua inibicdo € uma atividade caracteristica dos antioxidantes. O método
avalia a atividade antioxidante de modo quantitativo por meio da reagcdo do acido
tiobarbittrico (TBA) com os produtos de decomposicao dos hidroperoxidos. Um dos
produtos dessa reacdo é o malonaldeido que reage com o TBA formando o
complexo de cor vermelha. A reacdo acontece em meio acido e em altas

temperaturas para aumentar a velocidade e sensibilidade do teste (BORGES, 2011).

3.4.1 Solucdes reagentes
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34.1.1 Solucéo 4cido acético 20%

e Foi inserido 40,12 mL de acido acético, diluido em 200 mL (qsp) de agua

destilada;

3.4.1.2 Solucédo de TBAem SDS 1,1 %
e Solucéo de SDS 1,1 %- Foi diluido 2,2 g em 200 mL (gsp) de agua destilada;
e Solucdo de TBA em SDS 1,1% — 1,6 g diluido em 200 mL da solucédo de SDS

preparada anteriormente. A solucéo foi levada ao ultrassom por 50 minutos;

3.4.1.3 Solucéo de Cloreto de Potassio 1,5%;
e 3gdiluidos em 200 mL de agua destilada (qsp);

3.4.1.4 Solucéo de gema de Ovo (10%);

e 200 mg da gema do ovo em 20 mL de KCI 1,5%; Recomenda-se que essa

mistura seja levada ao ultrassom por 5 minutos (MIGUEL et al, 2004).

3.4.15 Solugédo Tampéo fosfato pH: 7,4;
Solucao tampao inserida no método de ORAC.

3.4.1.6 Solucdo AAPH (2,2’-Azobis(2-methypropionamidine) em tampéao;
A solucdo com concentracdo 6,33 mg/ mL Foi diluida 95mg em 15 mL de

Tampao Fosfato.

3.4.2 Solugéo padrao de BHT (hidroxitolueno butilado);

A solucdo mé&e de BHT 1 mg/mL foi preparada com 10 mg de BHT e adigao
de 10 mL de etanol. Acondicionou-se ao abrigo de luz. A partir da solugdo méae
realizou-se a diluicdo em oito tubos tipo Falcon em concentragdes gradativas (2,0;
1,8;1,6; 1,4;1,2; 1,0; 0,8; 0,6 pg/mL) com triplicatas diluidas em etanol. Para cada
concentracdo gradativa de BHT analisou-se triplicatas de reacdo em tubos tipo
Falcons com 100 pL de cada concentracdo de BHT e adicionou-se, 500 pL da
solucéo de gema de ovo 1:10, 400 uL de agua destilada, 50 uL de AAPH, 1,5 mL de
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acido acético e 1,5 mL de solucdo TBA em SDS em cada triplicada, no controle
positivo foram adicionados todos os componentes menos a amostra. No controle
negativo ndo foram adicionados a amostra nem solucdo de AAPH, sendo
adicionados no lugar o solvente respectivo de cada uma das solucbes mae dos

padrées e das amostras.

Os tubos foram levados ao banho maria por 60 minutos a 95 °C. Ap0s esse
tempo foram adicionados 5 mL de butanol, os tubos foram submetidos ao vértex.

Posteriormente os tubos foram levados a centrifuga a 3000 rpm durante 10 minutos.

A andlise da reacao foi realizada em espectrofotbmetro a 533nm.

3.4.3 Amostra: Chas de Hibiscus sabdariffa L.

A amostra de chas de H. sabdariffa (Img/ mL) foi diluida em distintas
concentracdes, a partir da solucdo mae analisou-se a diluicho em cinco tubos tipo
Falcon em concentracdes gradativas (0,5; 1;2; 4;6; 8 ug/mL) com triplicatas diluidas
em agua destilada. Para cada concentracdo gradativa de chas de H. sabdariffa
realizou-se triplicatas de reacdo em tubos tipo Falcon, com 100 pL de cada
concentracdo de chéas e adicionou-se, 500 uL da solucdo de gema de ovo (1:10),
400 pL de &gua destilada, 50 pyL de AAPH, 1,5 mL de &cido acético e 1,5 mL de
solucdo TBA em SDS em cada triplicada. No controle positivo foram adicionados
todos os componentes menos a amostra e a solucdo de AAPH, logo obtivemos o
valor de 100% da fluorescéncia, ja no controle negativo ndo foram adicionadas a
amostra, assim obtivemos o valor de 100% de oxidacao. Nos dois tipos de controles

foram adicionados em contrapartida o solvente proveniente dessas solucoes.

Os tubos foram levados para banho maria por 60 minutos a 95 °C. ApGs
esse tempo foram adicionados 5 mL de butanol, os tubos foram submetidos ao

vortex. Os tubos foram levados para centrifuga a 3000 rpm durante 10 minutos.

A andlise da reacao foi realizada em espectrofotdmetro a 533 nm.

BRASILIA
2017



29

A determinacdo da atividade antioxidante seguiu o célculo do indice de
inibicdo da atividade antioxidante da amostra em percentual (%) utilizando a férmula:
IA%= (A/C) x 100, onde A € a média aritmética das absorbancias da amostrae C é 0
controle totalmente oxidado (MIGUEL et al, 2004).

3.5 Analise estatistica

Os tratamentos dos dados obtidos nos ensaios foram realizados com a
utilizagédo dos softwares Microsoft Office Excel® 2016 e GraphPad Prism® Version
6.0. Os dados do método de fosfomolibdénio foram expressados em equivaléncia
através da regressao linear. J4 para os métodos de ORAC e Peroxidacao Lipidica,
os indicies da atividade antioxidantes foram dados através dos valores de ICsp, que
foram obtidos através de regresséao linear no programa GraphPad Prism® Version
6.0.

A partir dos valores obtidos foram aplicados testes de comparac¢do com p< 0,05.
Os testes realizados foram Kruskal- Wallis -Dunn’s e o método de Wilcoxon no
programa GraphPad Prism® Version 6.0. Esses testes foram escolhidos pois
possibilita, com os dados assimétricos de forma ndo paramétrica calcular quem da

populacdo em destaque € semelhante.

BRASILIA
2017



30

4 Resultados e Discussao

4.1 Determinacao da atividade antioxidante pelo método do fosfomolibdénio

O método de avaliacdo da atividade antioxidante determina de modo
quantitativo a reducdo de molibdénio VI para molibdénio V que podera ser
observado com a formacgéo da coloragéo verde (PRIETO et al, 1999). Na andlise em
questdo podemos observar que houve uma evidente correlacdo entre o poder de
reducdo da espécie e a formacdo do complexo verde. Mostrando boa capacidade
de atividade antioxidante. Os ensaios tiveram dois padrdes de referéncia (acido
ascorbico e quercetina), os quais foram usados como padrdes de equivaléncia para

guantificar as amostras testadas.

Foi observado pelo método de inibicdo da formacdo do complexo de
fosfomolibdénio que as amostras de cha mostraram ter atividade antioxidante por
terem inibido a formacéo de complexo. A quantificacdo foi realizada pela substituicdo
das absorbancias obtidas na equacdo da reta obtida por regressao linear da curva
analitica dos padrdes utilizados. Nao foi observado diferencas significativas na
atividade antioxidante das marcas avaliadas no Distrito Federal.

4.1.1 Curva padréo quercetina.

A partir da regresséao linear obteve-se a curva analitica do padrao quercetina
(y=1,457x + 0,1687, r = 0,9950) (figura 4).
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Figura 04: Curva padrao da atividade antioxidante de quercetina pelo método de
inibicdo do complexo fosfomolibdénio.

A partir da equacgédo, podemos correlacionar o quanto a amostra € equivalente
ao padrdo (Tabela 1) e a partir dos valores obtidos foi aplicado o teste de
comparacao Kruskal- Wallis -Dunn’s (Figura 05). Além disso, foi observado que as
marcas entre si demostraram diferencas significativas apenas ap0s as 12 horas

entre as marcas B2 e C2 (Figura6).

Tabela 1 - Atividade antioxidante avaliada pelo método de inibicdo da formacédo do
complexo de fosfomolibdénio dos chas preparados a partir das flores de Hibiscus sabdariffa

L. do

Amostra Concentracao Média + desvio padréo padr
Hg/ml (3.9 QE/ug); go.

Al 400 0,233 + 0,009 Os

B1 400 0,246 + 0,015 dado

C1 400 0,138 + 0,000 s

A2 400 0,140 + 0,010 repre

B2 400 0,116 + 0,002 senta

Cc2 400 0,068 + 0,008 m a

médi

a das triplicatas dos valores de equivaléncia + desvio padrdo da quantidade equivalente do padrao de
quercetina (QE) de 3,9 ug das flores. As letras A, B e C representam lote/marca dos produtos
adquiridos contendo a droga vegetal de H. sabdariffa. O numero “1” posterior as letras A B e C refere-
se aos chas avaliados depois de uma hora de preparo e o niUmero “2” refere-se aos chas avaliados
depois de doze horas de preparo.
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Figura 05: Atividade antioxidante avaliada pelo método de inibicdo da formacao do complexo

fosfomolibdénio dos chéas preparados a partir das flores de Hibiscus sabdariffa L. Kruskal-Wallis
— Dunn’s. Os dados representam mediana das triplicatas + intervalo interquartis. Ndo foram detectadas
diferencas significativas (p < 0,05) entre as amostras analisadas. As letras A, B e C representam lote/marca dos
produtos adquiridos contendo a droga vegetal de H. sabdariffa. O ndmero “1” posterior as letras A, B e C refere-
se aos chas avaliados depois de uma hora de preparo e o numero “2” refere-se aos chas avaliados depois de
doze horas de preparo.
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Figura 06: Atividade antioxidante avaliada pelo método de inibicdo da formac&o do complexo
de fosfomolibdénio dos chas preparados a partir das flores de Hibiscus sabdariffa L. Kruskal-
Wallis — Dunn’s. Os dados representam a médiana das triplicatas + intervalo interquartis. Foram detectadas
diferencas significativas (p < 0,05) entres as amostras analisadas. *demostrou-se diferente de C2 entre as
amostras analisadas. O nimero “1” posterior as letras A, B e C refere-se aos chas avaliados depois de uma hora
de preparo e o numero “2” refere-se aos chéas avaliados depois de doze horas de preparo.

Outro ponto observado é que ao decorrer do tempo de preparo, houve
decréscimo da atividade antioxidante nos chas de 1 hora para 12 horas, na amostra
A se obteve decréscimo de 39%, ja na amostra B C o decréscimo foi de 50%,
entretanto através do método de comparacao por Wilcoxon, ndo houve diferencas

significativas estatisticamente, logo o cha mesmo apds 12 horas de preparo manteve
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a atividade antioxidante (Figura 07). Esses resultados sado de grande ajuda para
elucidar, como o cha se comporta no decorrer do preparo até a hora de consumo, 0s
valores de equivaléncia em comparacdo ao padrdo quercetina demostrados na

tabela 1, se mostraram satisfatorios.
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Figura 07: Atividade antioxidante avaliada pelo método de inibicdo da formacao do complexo
fosfomolibdénio dos chas preparados a partir das flores de Hibiscus sabdariffa L.
Comparando o tempo de preparo de cada cha por Wilcoxon. Os dados representam mediana das
triplicatas + intervalo interquartis. Nao foram detectadas diferencas significativas (p < 0,05) entres as
amostras analisadas. As letras A, B e C representam lote/marca distintos dos produtos adquiridos
contendo a droga vegetal de H. sabdariffa. O nimero “1” posterior as letras A, B e C refere-se aos
chas avaliados depois de uma hora de preparo e o numero “2” refere-se aos chas avaliados depois
de doze horas de preparo.
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41.2 Padréo Acido Ascérbico (CgHgOs).
A partir da regressao linear obteve-se a curva analitica do padrdo acido
ascorbico (y = 4,301x - 0,02141, r = 0,9982) (figura 08).

1.0
y=4,3009x-0,0214

084 r=0,9982

0.6 A

0.4 1

Absorbancia

00 L] 1 T T 1
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

Concontragao (mg/mL)

Figura 08: Curva Padrdo da atividade antioxidante do acido ascorbico pelo método
de inibicdo da formacéo do complexo fosfomolibdénio.

A partir da equagéo, podemos correlacionar o quanto a amostra € equivalente
ao padrdo e com os resultados obtidos (Tabela 2) foi aplicado o teste de
comparacao Kruskal- Wallis -Dunn’s. Esse teste foi escolhido pois possibilita, com os
dados assimétricos de forma ndo paramétrica calcular quem da populacdo em
destaque € semelhante, sendo verificado semelhancas entre as marcas com o
padrao (Figura 09). Além disso, foi verificado que as marcas entre si também néo

demostraram diferencas significativas entre elas (Figura 10).

Tabela 2 - Atividade antioxidante avaliada pelo método de inibi¢cdo da formag&o do complexo
de fosfomolibdénio dos chéas preparados a partir das flores de Hibiscus sabdariffa L.
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Amostra Concentracéo Média = desvio
padréo

pg/mi (3,9QE/ug);
Al 400 0,123 £ 0,003
B1 400 0,127 + 0,005
C1 400 0,090 + 0,000
A2 400 0,091 £ 0,003
B2 400 0,083 + 0,000
C2 400 0,082 + 0,028

Os dados representam a média das triplicatas dos valores de equivaléncia + desvio Padrdo da
quantidade equivalente do padrdo &cido ascérbico (QE) de 3,9 ug das flores. As letras A, B e C
representam lote/marca dos produtos adquiridos contendo a droga vegetal de H. sabdariffa. O
numero “1” posterior as letras A, B e C refere-se aos chas avaliados depois de uma hora de preparo e
0 numero “2” refere-se aos chas avaliados depois de doze horas de preparo
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Figura 09: Atividade antioxidante avaliada pelo método de inibicdo do complexo de
fosfomolibdénio dos chas preparados a partir das flores de Hibiscus sabdariffa L. Kruskal-
Wallis — Dunn’s. As letras A, B e C representam lote/marca dos produtos adquiridos contendo a droga
vegetal de H. sabdariffa. Os dados representam médiana das triplicatas * intervalo interquartis. Nao
foram detectadas diferencas significativas (p < 0,05) entre as amostras analisadas. O numero “1”
posterior as letras A,B e C refere-se aos chés avaliados depois de uma hora de preparo e o nidmero
“2” refere-se aos chas avaliados depois de doze horas de preparo.
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Figura 10: Atividade antioxidante avaliada pelo método de inibicdo da formacao do complexo
fosfomolibdénio dos chas preparados a partir das flores de Hibiscus sabdariffa L. Kruskal-
Wallis — Dunn’s. Os dados representam meédiana das triplicatas + intervalo interquartis. N&o foram
detectadas diferencas significativas (p < 0,05) entres as amostras analisadas. As letras A, B e C
representam lote/marca distintos dos produtos adquiridos contendo a droga vegetal de H. sabdariffa.
O numero “1” posterior as letras referem-se aos chas avaliados depois de uma hora de preparo e o
numero “2” refere-se aos chés avaliados depois de doze horas de preparo.

Outro ponto a ser verificado € que ao decorrer do tempo de preparo, houve
decrescimento da atividade antioxidante nos chas de 1 hora para 12 horas, na
amostra A se obteve decréscimo (26%), ja na amostra B um decréscimo (35%) e na
amostra C o menor acréscimo (10%), entretanto através do método de comparacao
por Wilcoxon, ndo houve diferencas significativas estatisticamente, logo o cha
mesmo apos 12 horas de preparo é observado atividade antioxidante (Figura 11).
Esses resultados sdo de grande ajuda para elucidar, como o chid se comporta no
decorrer do preparo até a hora de consumo, os valores de equivaléncia em
comparacao ao padrdo acido ascorbico demostrados na tabela 2, se mostraram
satisfatorios. Através desses resultados, pode de inferir que o usuario que faz o uso

do ch& no decorrer do dia, consegue adquirir as propriedades antioxidantes.
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Figura 11: Atividade antioxidante avaliado pelo método de inibicdo da formag&o do complexo
fosfomolibdénio dos chas preparados a partir das flores de Hibiscus sabdariffa L.
Comparando o tempo de preparo de cada cha por Wilcoxon. Os dados representam mediana das
triplicatas + intervalo interquartis. Nao foram detectadas diferencas significativas (p < 0,05) entres as
amostras analisadas. As letras A, B e C representam lote/marca dos produtos adquiridos contendo a
droga vegetal de H. sabdariffa. O numero “1” posterior as letras refere-se aos chas avaliados depois
de uma hora de preparo e o nimero “2” aos chas avaliados depois de doze horas de preparo.

4.2 Ensaio ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

O método tem como mecanismo a degradacdo da mistura fluorescente
misturada a radicais livres formando o radical peroxil (PRIOR et al, 2015). Os
extratos demostram boa capacidade de absorcao dos radicais livres, sendo capaz

de proteger a molécula fluorescente. A analise foi realizada usando os valores de
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inibicdo para calcular o 1Cso (concentracao inibitoria de 50% da atividade méxima),
os valores de I1Cso foram obtidos através de regressao linear. (Tabela 3). Verificando
os valores de ICs, percebemos que em relagcdo ao padréo os valores das amostras
se encontram elevados, significando um valor baixo da atividade antioxidante. Se
olharmos na literatura € relatado de ICsy baixos, essa diferenca é possivelmente
devido a diferencas de plantio, solo e extracdo (ARROYO et al., 2011).

Tabela 3- Atividade antioxidante avaliada por ensaio ORAC (Oxygen Radical Absorbance
Capacity) dos chas preparados a partir das flores de Hibiscus sabdariffa L. e do padréo AA -
Acido Ascoérbico.

Amostra ICso

pg/mL £ DP;
AA 4,73 £ 0,001
Al 57,69 + 0,055
Bl 60,07 = 0,081
Ci1 57,27 + 0,168
A2 60,05 + 0,076
B2 60,99 + 0,177
Cc2 55,97 + 0,066

Os dados representam a média das triplicatas dos valores de ICs, £ desvio padrdo (DP). As letras A,
B e C representam lote/marca dos produtos adquiridos contendo a droga vegetal de H. sabdariffa. O
numero “1” posterior as letras A, B e C refere-se aos chas avaliados depois de uma hora de preparo e
0 numero “2” refere-se aos chas avaliados depois de doze horas de preparo.

Através do teste de comparacdo Kruskal- Wallis -Dunn’s, no qual foi verificado
diferencas significativas entre o padrdo Acido Ascorbico (ICse: 4,73 pg/mL), com as
amostras A2 (ICsp: 60,05 pg/mL), B1(ICsp: 60,07 pg/mL) e B2(ICso: 60,99 pg/mL)
(Figura 12). Além disso, foi observado que as marcas entre si também demostraram
diferencas significativas entre elas, a amostra B1(ICso: 60,07 pg/mL) se demostrou
diferente da C1(ICso: 57,27 pg/mL), além da B2 (ICsp: 60,99 pg/mL) mostrou-se
diferente da C2 (ICso: 55,97 pg/mL). Desse modo, através da analise estatistica
podemos observar diferencas significativas entre as marcas B e C (Figura 13), essa
diferenca pode ser devido a diferenca de plantio (MARIN et al, 2015), como também
o modo de que como é realizado o processo de desidratacao da planta, o processo

de embalagem e de como esse material é transportado até chegar ao consumidor.
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Figura 12: Atividade antioxidante avaliada por ensaio ORAC (Oxygen Radical Absorbance
Capacity) dos chas preparados a partir das flores de Hibiscus sabdariffa L. e do padrdo AA
(acido ascoérbico). Kruskal-Wallis — Dunn’s. Os dados representam a mediana das triplicatas +
intervalo interquartis. Foram detectadas diferencas significativas (p < 0,05) entres as amostras
analisadas. *AA mostrou-se diferente de B1, A2 e B2. As letras A, B e C representam lote/marca
distintos dos produtos adquiridos contendo a droga vegetal de H. sabdariffa. O nimero “1” posterior
as letras refere-se aos chas avaliados depois de uma hora de preparo e o numero “2” refere-se aos
chas avaliados depois de doze horas de preparo.
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Figural3: Atividade antioxidante avaliada por ensaio ORAC (Oxygen Radical Absorbance
Capacity) dos chas preparados a partir das flores de Hibiscus sabdariffa L. Kruskal-Wallis —
Dunn’s. Os dados representam a médiana das triplicatas * intervalo interquartis. Foram detectadas
diferencas significativas (p < 0,05) entres as amostras analisadas. *demostrou-se diferente de C1.
**demostrou-se diferente de C2. As letras A, B e C representam lote/marca distintos dos produtos
adquiridos contendo a droga vegetal de H. sabdariffa. O niumero “1” posterior as letras referem-se aos
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chas avaliados depois de uma hora de preparo e o numero “2” refere-se aos chas avaliados depois
de doze horas de preparo.

Outro ponto a ser observado foi a que ao decorrer do tempo de preparo, ndo
houve decrescimento da atividade antioxidante aparente nos chas de 1 hora para 12
horas, para a andlise, utilizando o teste de Wilcoxon, foi observado nédo haver
diferengas significativas. Logo o cha mesmo apo6s 12 horas de preparo mantem a
atividade antioxidante (Figura 14). O resultado obtido pode ser comparado ao
estudo de 2002, no qual o0 extrato aquoso se mostrou estavel ao periodo de
armazenamento (TSAI, P. et al,2002). Assim, atraves dos valores de ICs (tabela 03)

podemos confirmar que o ché possui estabilidade com até 12 horas de preparo.

Entretanto, podemos observar que pelo método ORAC que algumas amostras
de cha nao tiveram atividade semelhante ao padrao utilizado, além de demostrar
haver diferencas significativas na atividade antioxidante em duas marcas analisadas

no Distrito Federal.
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Figura 14: Atividade antioxidante avaliada por ensaio ORAC (Oxygen Radical Absorbance
Capacity) dos chas preparados a partir das flores de Hibiscus sabdariffa L. Comparacéo da
atividade antioxidante em relacdo ao tempo de preparo de cada cha por Wilcoxon test. Os dados
representam a mediana das triplicatas * intervalo interquartis. Ndo foram detectadas diferencas
significativas (p < 0,05) entres as amostras analisadas. As letras A, B e C representam lote/marca
distintos dos produtos adquiridos contendo a droga vegetal de H. sabdariffa. O numero “1” posterior
as letras refere-se aos chas avaliados depois de uma hora de preparo e o nimero “2” refere-se aos
chas avaliados depois de doze horas de preparo.
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4.3 Peroxidacdo Lipidica;

O acumulo dos produtos de degradacao € uma das principais causas das disfuncoes
celulares. No presente estudo, os lipideos foram os alvos principais do ataque
oxidativo, contribuindo para a producdo de produtos de degradacao. Os extratos
demostram capacidade de neutralizar os radicais livres (SOTO et al.,, 2016).
Chegamos a essa conclusdo com a analise realizada usando os valores de inibicao
para calcular o ICsg (concentracdo inibitoria de 50%), esses valores foram obtidos
atraves de regressao linear e plotados graficamente no programa GraphPad Prism®
Version 6.0. Por meio desses resultados observamos que o cha teve reducédo dos
produtos de degradacdo com niveis baixos de ICsy (Tabela 4).

Tabela 4- Atividade antioxidante avaliada por peroxidacao lipidica dos chés preparados a
partir das flores de Hibiscus sabdariffa L. e do padrdo BHT (hidroxitolueno butilado).

Amostra ICso

pg/mL £ DP;
BHT 1,87 £ 0,007
Al 1,84 + 0,082
B1 1,31 £0,073
Ci1 2,68 £ 0,070
A2 1,83 £ 0,047
B2 1,68 £ 0,024
C2 2,81 +£0,091

Os dados representam a média das triplicatas dos valores de ICsy + desvio padrdo (DP). As letras A,
B e C representam lote/marca dos produtos adquiridos contendo a droga vegetal de H. sabdariffa. O
numero “1” posterior as letras A, B e C refere-se aos chés avaliados depois de uma hora de preparo e

0 numero “2” refere-se aos chas avaliados depois de doze horas de preparo.

O teste de comparagdo Kruskal- Wallis -Dunn’s, realizou a verificagao de
diferencas significativas com o Padrdo BHT (ICsp: 1,87 pg/mL), (hidroxitolueno
butilado) (Figura 15), as marcas entre si demostraram diferencas significativas entre
elas, a amostra B1 (ICsp: 1,31 pg/mL), € diferente da C1 (ICsp: 2,68 pug/mL), além da
B2(ICsp: 1,68 pg/mL), se mostrar diferente da C2 (ICsp: 2,81 pg/mL). Dessa forma,
analisando os dados observa-se diferencas significativas entre as marcas B e C
(Figura 16), essa diferenca pode ser devido a diferenca de plantio da planta (MARIN
et al, 2015), como também o modo de que como é realizado o0 processo de
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desidratacdo da planta, o processo de embalagem e de como esse material &
transportado até chegar ao consumidor.
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Figura 15: Atividade antioxidante avaliada por peroxidacao lipidica dos chas preparados a
partir das flores de Hibiscus sabdariffa L. e do padrdo BHT (hidroxitolueno butilado) por
Kruskal-Wallis — Dunn’s. As letras A, B e C representam lote/marca dos produtos adquiridos contendo
a droga vegetal de H. sabdariffa. Os dados representam a mediana das triplicatas + intervalo
interquartis. N&o foram detectadas diferencas significativas (p < 0,05) entres as amostras analisadas.
O numero “1” posterior as letras referem-se aos chas avaliados depois de uma hora de preparo e o
numero “2” posterior as letras refere-se aos chéas avaliados depois de doze horas de preparo.

31 4 =
—~ —~ 31
| -

2 -
E £
[=2) @2
= = -1
~ + ~
o o
Te] 14 [fe)
] ]
= - 1<

0- T 0- !

?“\, Q)\, 0'» vf’/ Q;I/ o’lx
Amostras Amostras

Figura 16: Atividade antioxidante avaliada por peroxidagéo lipidica dos chas de trés marcas
distintas (A, B e C) preparados a partir das flores de Hibiscus sabdariffa L. Kruskal-Wallis —
Dunn’s. Os dados representam a mediana das triplicatas + intervalo interquartis. Foram detectadas
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diferencas significativas (p < 0,05) entres as amostras analisadas. *B1 demostrou-se diferente de C1.
**mostrou-se diferente de C2. As letras A, B e C representam lote/marca distintos dos produtos
adquiridos contendo a droga vegetal de H. sabdariffa. O niumero “1” posterior as letras referem-se aos
chas avaliados depois de uma hora de preparo e o niumero “2” posterior as letras refere-se aos chas
avaliados depois de doze horas de preparo.

Outro ponto a ser observado € que ao decorrer do tempo de preparo, ndo houve
decrescimento aparente da atividade antioxidante nos chas de 1 hora para 12 horas,
através do método de comparacdo por Wilcoxon, ndo foi observado diferencas
significativas estatisticamente, logo o0 cha mesmo apos 12 horas de preparo €&
observado atividade antioxidante. (Figura 17). Assim, obtemos que mesmo com
diferentes métodos o cha continua tendo atividade, os valores de ICso do BHT e das
amostras demostrados na tabela 4, se mostraram satisfatérios.

Assim, pelo método de peroxidacao lipidica algumas amostras de cha tiveram
atividade semelhante ao padrdo utilizado, além de demostrar diferencas
significativas na atividade antioxidante em duas marcas disponiveis no Distrito
Federal. Todavia, ndo houve diferencas significativas no periodo de 1 hora e 12
horas. O que € um fator de grande importancia para o entendimento do consumidor,

que realiza o consumo do cha no decorrer do dia.
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Figura 17: Atividade antioxidante avaliada por peroxidacdo lipidica dos chés reparados a
partir das flores de Hibiscus sabdariffa L. Comparacéo da atividade antioxidante em relacédo ao
tempo de preparo de cada cha por Wilcoxon test. Os dados representam a mediana das triplicatas +
intervalo interquartis. Ndo foram detectadas diferencas significativas (p < 0,05) entres as amostras
analisadas. As letras A, B e C representam lote/marca dos produtos adquiridos contendo a droga
vegetal de H. sabdariffa. O ndmero “1” posterior as letras referem-se aos chas avaliados depois de
uma hora de preparo e o numero “2” refere-se aos chas avaliados depois de doze horas de preparo.
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Através desses resultados podemos observar nos trés testes que o tempo de
preparo de até 12 horas, nédo interfere na atividade antioxidante do cha, havendo
semelhancas entre eles. As diferencas de resultados obtidos, sobre a semelhanca
das marcas estudadas, podem ser explicadas através da literatura na qual é
observado que alimentos nas suas varias composi¢cdes quimicas, podem influenciar
no estudo (YERDI et al, 2007), sendo necessario assim trés testes distintos nos
quais dois apresentaram diferenca significantiva entre as marcas B e C. Logo,
podemos inferir que h& diferencas entre duas marcas de cha comercializadas,
essas diferencas podem estar relacionadas aos niveis de substancias, que variam
de acordo com o tratamento dado ao plantio da planta de origem (MARIN et al,
2015), como também o0 modo de que como é realizado o processo de desidratacéo
da planta, o processo de embalagem e de como esse material é transportado até
chegar ao consumidor. Outro fator importante a ser abordado é a venda irregular de
chas que ndo possuem embalem propria, nem empresa com CNPJ disponivel.
Pondo em risco a saude da populacdo, que ndo consegue ter um produto que

apresentam qualidade, seguranca e efetividade.

A comprovacdo da continuacdo da atividade oxidante em até 12 horas de
preparo, apresenta a H. sabdariffan como fonte natural estavel para a obtencdo de
nutrientes, sendo necessario mais estudo que permitam uma maior compreensao
dos efeitos do cha e sua seguranca em humanos (ANJOS et al, 2017), além de
observar como o cha pode interagir com outros farmacos. Principalmente pelo fato
de que o cha é visto na regulamentacdo como alimento, sendo encontrado
principalmente em feiras, supermercados e lojas de suplementos alimentares o que
causa uma falsa percepgcdo de que fazer o uso do chd desenfreadamente néo
acarretara possiveis danos como o comprometimento da funcdo hepatica e do

sistema reprodutor masculino (CASTRO, 2003).

Nesse quadro, podemos ver que se deve aprimorar 0s estudos nesse campo,
visando a qualidade de vida da populacdo. Devido ao fato de encontrarmos na
literatura divergéncias sobre o potencial de interagdo do extrato aquoso da H.
sabdariffan. Segundo o estudo de 2006, a atividade do extrato aguoso da planta n&o

modulou a atividade do cytocromo Psso (Prommetta et al,2006). Entretanto outro
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estudo realizado em 2013, demostra que o extrato etanolico possui inibicao de nove
isorformas do cytocromo Pys0 ,l0go, 0 extrato aquoso podera ter interacdo mesmo
sendo em menor intensidade. Sua administracdo podera acarretar entdo a inibicdo

do farmaco pelo mecanismo de primeira passagem (JOHNSON et al., 2013).

Assim sendo, o uso devido aos seus varios beneficios, pode ser interessante
para o controle de doencas crbnicas, entretanto o uso de multiplos medicamentos
em algumas patologias, como exemplo o efeito antioxidante envolvido em doencgas
cardiovasculares (SOTO et al, 2016). Podera acarretar em uma administracédo

erronea, podendo trazer intera¢cdes aos medicamentos em uso.

No caso douso da planta para o tratamento da aterosclerose (TCHOUYA et al,
2016), o consumidor devera ter cuidado, devido ao fato de que o cha com
demostrou interagdo com o diclofenaco A interacdo tem como caracteristica a
reducdo da excrecdo do farmaco, o que pode levar a um aumento ou decaimento da
faixa terapéutica ideal (FAKEYE et al., 2007).

Assim sendo, a inclusdo do cha de H. sabdariffan como fitoterapico na legislacéo
possibilitara mais estudos sobre o assunto, além permitir a inclusédo na RDC ° 26, de
13 de maio de 2014, que preconiza sobre o registro de medicamentos fitoterapicos e

o registro e a notificacdo de produtos tradicionais fitoterapicos (BRASIL,2014).
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5 Conclusao

Através dos ensaios de inibicdo da formacdo do complexo fosfomolibdénio,
ORAC e peroxidacao lipidica foi possivel verificar a atividade antioxidante nas trés
marcas de chas contendo as flores de Hibiscus sabdariffa L. O estudo demonstrou-
se efetivo na avaliacdo da atividade antioxidante dos chés, sendo obtido bons
valores de sua acdo mesmo apés as 12 horas de preparo. O uso de trés tipos de
métodos diferentes entre si, possibilitou a visdo mais segura dos resultados, sendo
observada diferencas significativas na semelhanca entre as marcas do mercado,
confirmando que cada fabricante possui um teor de compostos quimicos
diferenciados, que proporcionam a atividade antioxidante do cha.

Podemos concluir que o cha de H. sabdariffa se demostra possivelmente
efetivo na prevencdo e controle de indmeras doengas existente em nossa
populacdo, sendo um fator de escolha entre a populacdo para uma alimentacao
saudavel e um bom envelhecimento devido sua atividade antioxidante. Entretanto a
falta de orientacdes sobre o bom cultivo da planta, de como deve ser sua
preparacao e como devera ser realizado o consumo de forma segura faz com que, o
usuario figue sem recursos para o uso racional. Logo, a utilizacdo segura do cha é
necessaria, através de mais estudos sobre os assuntos, para que se acabe com as

divergéncias existentes sobre o processo de interacéo.
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