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RESUMO

Rooibos (Aspalathus linearis) é um arbusto leguminoso de origem africana, cuja
atencado tem sido voltada ao seu produto tecnolégico mais importante: Extrato aquoso
(chd). O cha de rooibos apresenta uma composicdo quimica complexa com
quantidades de varios compostos fendlicos, além de niveis elevados de aspalatina,
uma dihidrocalcona encontrada apenas em rooibos. De tal modo o objetivo do
presente estudo foi avaliar os efeitos do tempo e temperatura na extragcao dos
compostos fendlicos e propriedades funcionais in vitro de extratos aquosos de
Aspalathus linearis organico fermentado. Inicialmente foram preparados por meio de
um delineamento de experimento 22 sete extratos aquosos de rooibos vermelho para
avaliacdo dos efeitos lineares e combinados da temperatura e tempo de extragdo. Por
meio de métodos espectrofotométricos primeiramente os extratos foram avaliados
quanto ao efeito do tempo e da temperatura de extracdo no teor de compostos
fendlicos totais, flavonoides, flavonadis, taninos condensados hidrolisaveis e orto-
difendlicos, atividade antioxidante frente aos radicais DPPH* e ABTS®, capacidade
redutora do ferro e capacidade redutora total. Posteriormente a identificacdo e
quantificacdo de 19 compostos fendlicos foram realizadas por meio de cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (LC-ESI-MS/MS). O
terceiro passo foi avaliar atividade inibitéria das enzimas a-amilase e a-glucosidase in
vitro e o perfil hemolitico dos extratos aquosos de rooibos vermelho em eritrocitos
humanos. A andlise de componentes principais (PCA) foi usada para associar a
composicdo quimica, atividade antioxidante, capacidade redutora, e inibicdo das
enzimas (a-amilase e a-glucosidase). De modo geral o extrato que foi submetido ao
processo de extracdo na maior temperatura do delineamento (85 °C) apresentou os
maiores teores de compostos fendlicos totais, flavonoides totai, flavondis totais,
taninos condensados hidrolisaveis e orto-difendlicos e na atividade antioxidante frente
aos radicais DPPH* e ABTS’, como na capacidade redutora do ferro e capacidade
redutora total, com pouca influéncia do tempo. A atividade antioxidante e capacidade
redutora dos extratos de rooibos mostraram-se correlacionadas com o teor de
compostos fendlicos totais, flavonoides, flavonodis e orto-difendlicos. Os teores de
guercetina, isoquercitrina, e rutina e foram correlacionados com ABTS®, FRAP e
capacidade redutora total. Assim, é possivel afirmar que tais compostos quantificados
estdo diretamente ligados as funcionalidades in vitro apresentadas pelo extrato
aquoso de rooibos. Em relagdo a atividade antimicrobiana, os extratos nas
concentragdes de 7,81 a 1000 pug mL* ndo foram eficazes em inibir o crescimento dos
micro-organismos testados. No que diz respeito a atividade inibitéria das enzimas a-
amilase e a-glucosidase, todas as amostras analisadas mostraram valores similares
de extrato para inibir 50% da atividade enziméatica (Clso). O ch& extraido a 80 °C por
10 min foi usado para o teste de hemdlise no qual foi constatado que ocorreu uma
interacdo benéfica com os eritrocitos, diminuindo a ocorréncia de hemolise nas células
eritrocitarias. Observa-se uma diminuicao da atividade hemolitica com o aumento da
concentracdo do extrato de rooibos, tal caracteristica aponta que a inibicdo da
liberacdo de hemoglobina no plasma é dependente da concentracdo de extrato de
rooibos contido no meio. Conclui-se de modo global, que a temperatura de extracao
é o fator de maior influéncia positiva nessas variaveis em rooibos fermentado orgéanico.

Palavras-chave: Flavonoides; Funcionalidade in vitro; Inibicdo hemolitica,
Espectrofotometria UV/VIS; Antioxidantes.



ABSTRACT

Rooibos (Aspalathus linearis) is a leguminous shrub of African origin, which attention
has been dedicated to its most important technological product: Aqueous extract (tea).
Rooibos tea has a complex chemical composition with various quantities phenolic
compounds in addition to high levels of aspalathin, a dihydrochalcone found only in
rooibos. Therefore, the objective of this study is to evaluate the effects of time and
temperature of extraction the phenolic compounds and functional in vitro properties of
agueous extracts of fermented organic Aspalathus linearis. Initially been prepared by
an agueous 22 extracts seven experiment design red rooibos for evaluation of the linear
and combined effects of temperature and extraction time. By means of
spectrophotometric methods primarily extracts were evaluated for the effect of time
and temperature of extraction the content of phenolic compounds, flavonoids,
flavonols, hydrolyzable condensed tannins and ortho-phenolic antioxidant activity
against the DPPH' and ABTS' radical, reducing capability iron and reducing total
capacity. Posteriorly it was performed for identification and quantification phenolic
compounds 19 by high-performance liquid chromatography. The third step was to
evaluate the inhibitory activity of a-amylase and a-glucosidase in vitro and hemolytic
profile of aqueous extracts of rooibos red in human erythrocytes. The principal
component analysis (PCA) was used to associate the chemical composition,
antioxidant activity, reducing capacity, and inhibition of enzymes (a-amylase and a-
glucosidase). In a general way the extract that was subjected to the extraction process
in the higher temperature of the design (85 °C) showed the highest levels of total
phenolics, flavonoids, flavonols, hydrolyzable condensed tannins and ortho-phenolic
and antioxidant activity against the DPPH® and ABTS®, as the reducing capacity of iron
and reducing total capacity, with little influence of time.The antioxidant activity and
reducing capacity of rooibos extracts were shown to be correlated with the content of
phenolic compounds, flavonoids, flavonols and ortho-diphenols. The quercetin
contents, isoquercitrin, and rutin and were correlated with ABTS®, DPPH*, FRAP and
total capacity reduction.Thus, we can say that such compounds are in vitro directly
linked functionality presented by the aqueous extract of rooibos. In relation the
antimicrobial activity of the extracts at concentrations from 7.81 to 1000 mg L were
not been effective in inhibiting the growth of tested microorganisms. As regards the
inhibitory activity of a-amylase and a-glucosidase in general, all analyzed samples
showed similar values extract to inhibit 50% of enzyme activity (ICso). The tea extract
at 80 °C for 10 min was used for hemolysis test in which it was observed that there
was beneficial interaction with the erythrocytes, reducing the occurrence of erythrocyte
hemolysis in the cell. Is possible to observe a decrease in haemolytic activity with
increased concentration of rooibos extract, this characteristic indicates that inhibition
of plasma hemoglobin release is dependent on the concentration of rooibos extract
contained in the medium. However, overall, the extraction temperature is the main
positive factor that influences these variables in organic red rooibos.

Keywords: Flavonoids; in vitro functionality; hemolytic inhibition; UV/VIS
spectrophotometry ; Antioxidants.
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1 INTRODUCAO

A composicao quimica, em especial os fendlicos, e as propriedades funcionais
tanto in vitro quanto in vivo de extratos naturais, em destaque nos chas vém sendo
investigados por pesquisadores em todo o mundo, tornando-a uma promissora linha
de pesquisa nos ultimos anos (GRANATO et al. 2016). O crescente interesse em
estudar os produtos naturais com apelos funcionais vem sendo consequéncia de uma
mudanca de habito alimentar da populacdo mundial. A busca por habitos saudaveis
como uma alimentacdo livre de aditivos quimicos e que traga beneficios ao
funcionamento do metabolismo sao prioridades nos dias atuais. Os extratos aquosos,
vulgarmente conhecidos como chés, ja sdo reconhecidos como uma bebida saudavel
devido as associacfes entre o seu consumo e efeitos benéficos a saude, como
atividade antioxidante (MUNIANDYS et al., 2016; KELEBEK, 2016), anti-obesidade
(HURSEL et al., 2009) antidiabética (TENORE et al., 2013), anti-inflamatoria
(CHATTERJEE et al.,, 2012), bem como varias doencas degenerativas nédo
comunicaveis (MATHIYAZAHAN et al., 2015; PINTO, 2013). Dentre a grande
variedade de produtos disponiveis no mercado mundial, o cha de rooibos é digno de
destaque pelo elevado consumo em paises africanos e europeus.

O extrato aquoso de rooibos € obtido de folhas e talos de um arbusto
leguminoso endémico da Africa do Sul, produzido na regi&o da cidade de Cape Town
denominado Aspalathus linearis. O extrato aquoso de rooibos comecou a ganhar
destaque por ser utilizado ha muitos anos como ché benéfico a saude, fazendo com
gue houvesse grande interesse comercial neste vegetal (VAN DER BANK et al., 1995).
Sao produzidos dois tipos de cha rooibos, o fermentado e o ndo fermentado. O produto
nao fermentado apresenta cor verde, caracteristica natural da planta de origem, foi
produzido pela primeira vez na década de 1990 para um projeto de pesquisa em
antioxidantes. A partir desta data, essa espécie entrou no mercado de ervas
destinadas para producédo de chéas, com producédo muito inferior em comparacédo ao
tradicional cha de rooibos (produto fermentado) (JOUBERT e DE BEER, 2011). O cha
de rooibos fermentado € submetido a fermentagcéo natural, o que faz com que a cor
mude de verde para vermelho castanho devido a oxidacao dos constituintes fendlicos,
de modo que o produto final € muitas vezes conhecido comercialmente como cha

vermelho (ERICKSON, 2003). Essa bebida € isenta de cafeina e contém baixo teor
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de taninos, o que lhe proporciona gosto adocicado e sabor suave, com odor de mel,
floral, caramelo e amadurado (KOCH et al., 2012).

O cha de rooibos, produzido a partir de A. linearis, ndo é conhecido apenas
na Africa, mas nas Américas (Central e do Norte) e Europa, e ja é comercializado em
cerca de 37 paises, representando aproximadamente 23% do mercado de cha, com
vendas atingindo mais de 5.000 toneladas ao ano (JOUBERT e DE BEER, 2011). O
grande consumo de rooibos em todo o mundo, em especial da forma fermentada, é
devido as suas propriedades funcionais, dentre elas destacam-se a cardioprotetora
(DLUDLA et al., 2014) e antimutagénica (SNIJMAN et al., 2007). Também apresenta
propriedades antioxidantes in vitro (JOUBERT et al., 2004) e in vivo (VILLANO et al.,
2010), reducédo da resisténcia a insulina (MAZIBUKO et al., 2013) e efeito anticancer
(MARNEWICK et al., 2005), bem como na reducao dos efeitos deletérios de diversas
doencas metabdlicas, como a obesidade e hipercolesterolemia (BELTRAN-DEBON et
al., 2011).

Para garantia de um cha com maior potencial funcional, o processo de
extracdo precisa ser avaliado com atencédo. Uma vez que a funcionalidade do extrato
aquoso depende da composi¢cao quimica, o estudo de parametros tecnolégicos que
podem influenciar diretamente no teor dos compostos extraidos, como o tempo e a
temperatura, apresentam-se como fatores relevantes. Essas variaveis poderédo
influenciar no rendimento de extracdo dos compostos fendlicos o que poderia interferir
diretamente nas funcionalidades apresentadas pelo cha como atividade antioxidante,
efeito antimicrobiano, capacidade inibitoria das enzimas a-glucosidase e a-amilase e

no perfil hemolitico de eritr6citos humanos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do tempo e temperatura de extracao no teor de compostos
fendlicos e propriedades funcionais in vitro de extratos aquosos de Aspalathus linearis

organico fermentado.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Extrair os compostos fendlicos variando o tempo e temperatura de extracao, a

partir de um planejamento experimental 22 com trés pontos centrais;

» Quantificar o teor de compostos fendlicos totais, flavonoides totais, flavonois
totais, taninos condensados e orto-difendlicos dos extratos aquosos por

metodologias espectrofotométricas;

» Avaliar a atividade antioxidante in vitro por meio do poder antioxidante de
reducdo do ferro (FRAP), capacidade redutora total (CRT) e capacidade
sequestradora dos radicais DPPH' e ABTS";

» Avaliar os principais constituintes fenolicos nos extratos de rooibos utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
(LC-ESI-MS/MS);

» Testar o potencial antimicrobiano dos extratos aquosos obtidos com diferentes

tempos e temperaturas de extracao;

» Analisar a capacidade inibitoria das enzimas a-amilase e a-glucosidase dos

extratos de rooibos;

» Quantificar e modelar o efeito do tempo e da temperatura de extragao nos
compostos fendlicos, nas propriedades antioxidantes e capacidade inibitoria

das enzimas a-amilase e a-glucosidase dos extratos;

» Correlacionar a composicao fendlica com as propriedades funcionais in vitro.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CHAS

Os chas além de serem reconhecidos pelos seus mais diversos sabores e
aromas, também € considerado em todo o mundo como uma bebida consumida por
pessoas que buscam um estilo de vida mais saudavel. Assim, atualmente, os chas
sdo as bebidas mais conhecidas e amplamente consumidas em todo o mundo apds a
agua (HONG et al., 2014; ZIELINSKI et al., 2014; YANG e KONG, 2016). Na década
passada o consumo de chas, seja na forma de saché ou bebidas prontas para o
consumo, obteve um aumento do consumo de aproximadamente 30% em todo o
mundo (DA SILVEIRA et al., 2014).

A Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
por meio da Legislacdo Sanitaria Federal Resolucdo RDC Anvisa n° 277, de 22 de
setembro de 2005, definiu como chas “o produto constituido de uma ou mais partes
de espécie(s) vegetal(is) inteira(s), fragmentada(s) ou moida(s), com ou sem
fermentacao, tostada(s) ou ndo, constantes de Regulamento Técnico de Espécies
Vegetais para o Preparo de Chas. O produto pode ser adicionado de aroma e ou
especiaria para conferir aroma e ou sabor”. De acordo com a mesma Resolu¢éo o
produto deve ser designado de "Cha", seguido do nhome comum da espécie vegetal
utilizada, podendo ser acrescido do processo de obtencdo e ou caracteristica
especifica. Podem ser utilizadas denominagdes “consagradas pelo uso” (BRASIL,
2005).

Grande parte do crescente consumo de ch&a é devido as funcionalidades
apresentadas por alguns chas que sao tratadas por muitos autores como funcdes
benéficas a saude além de fatores sensoriais, como aromas atraentes e sabores
suaves. Esses beneficios a saude estdo associados a diversos estudos in vitro e in
vivo que demostraram uma relacdo direta entre o consumo continuo de chas e a
diminuicdo de risco de doencas degenerativas nao-transmissiveis (MCKAY e
BLUMBERG, 2002; MARTINS et al., 2009; BHATTACHARYA et al., 2011). Essas
funcionalidades associadas a ingestdo de chas tém sido correlacionadas com a
presenca de compostos fendlicos, primordialmente os flavonoides, que séao
reconhecidos antioxidantes in vitro e in vivo (BOAVENTURA et al., 2012; GRANATO
et al., 2014a).
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3.2 ROOIBOS (Aspalathus linearis)

O género Aspalathus € composto por cerca de 278 espécies e € endémico da
Africa do Sul, dentre esses a espécie linearis, um arbusto leguminoso, encontrada no
entorno da regido de Cape Town € o responsavel por dar origem ao cha de rooibos
(Figura 1). O cha de rooibos verde (ndo fermentado) € de uso tradicional e comecou
a ganhar destaque ha muitos anos por apresentar propriedades medicinais, em
especial para aliviar alergias, problemas dermatologicos, asma, célica infantil,
nauseas e azias (VAN DER BANK et al., 1995; JOUBERT et al., 2008; VAN WYK et
al., 2009). Entretanto, para ampliar as opcdes tecnologicas desse produto
amplamente consumido pelos africanos, a industria de alimentos desenvolveu um
processo tecnoldgico para estabilizar a erva (folhas e talos) e exportar para diversos

paises, criando o rooibos fermentado (vermelho).

Figura 1 - Cultivo de rooibos na regi&o de Cape Town - Africa do Sul

Fonte: http://www.rooibosltd.co.za/

De acordo com Joubert e Beer (2011), o cha de rooibos nao tinha valor
comercial até o inicio do século XX, mas hoje é um produto bem conhecido e
apreciado em mais de 37 paises. A partir de Aspalathus linearis obtém-se duas
variedades de cha de rooibos, o produto ndo fermentado (rooibos verde) e o
fermentado (rooibos vermelho). Rooibos n&o fermentado apresenta cor verde
brilhante caracteristica natural da planta de origem, também ¢é tradicionalmente
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comercializado nos paises europeus e americanos, porém em menor escala,
representado cerca de 10% do total produzido de cha. O cha de rooibos vermelho
também conhecido como tipo rocklands € produzido pela fermentacdo natural das
folhas verdes de A. linearis, sendo o mais difundido comercialmente e representa 90%
da producéo total (KOTINA et al., 2012).

Atualmente existe um grande interesse no consumo de rooibos em todo o
mundo, em especial na forma fermentada, devido as suas propriedades funcionais
citadas em diversos estudos, como antioxidante in vitro (JOUBERT et al., 2004) e in
vivo (VILLANO et al., 2010), antimutagénica (SNIJMAN et al., 2007), diminuicdo da
resisténcia a insulina (MAZIBUKO et al., 2013), cardioprotetora (DLUDLA et al., 2014),
imunomodulador, por meio do aumento da producédo de anticorpos (KUNISHIRO et
al., 2001) e também ja foi relatado efeito anticancer (MARNEWICK et al., 2005). Uma
das teorias mais aceitas é que o rooibos apresenta todas essas propriedades devido
a sua composicao quimica (Tabela 1), a qual apresenta quantidades apreciaveis de
varios compostos fendélicos (BRAMATI et al., 2002; JOUBERT e BEER, 2011).

Produtos comerciais encontrados em paises americanos, europeus e
africanos apresentam uma variabilidade consideravel nos teores de sdlidos totais,
compostos fendlicos e atividade antioxidante. O método de extracdo, os parametros
tempo e temperatura, e 0 uso de enzimas (celulase, xilanase, acido ferdlico esterase
e pectinases) sao responsaveis pelas variacbes na concentracdo dos compostos
fendlicos (COETZEE et al., 2014). Os mesmos autores utilizaram diversas enzimas na
infusdo de rooibos vermelho para aumentar o rendimento na extracdo de compostos
bioativos. Entretanto, obtiveram um menor conteddo de compostos bioativos,
incluindo os flavonoides como a aspatatina, bem como infusées com menor atividade
antioxidante. O teor de compostos fendlicos, no rooibos, tornou-se um parametro de
qualidade por esse produto ser conhecido mais por suas caracteristicas funcionais do
que pelo seu sabor. O conteudo de compostos fendlicos em rooibos reflete
diretamente na capacidade antioxidante do extrato. Joubert et al. (2008) observaram
gue a capacidade antioxidante do extrato aquoso de rooibos nao fermentado e
fermentado, apresenta alta e significativa correlacdo entre o teor de compostos
fendlicos totais, e a atividade antioxidante, pelo método de captura do radical 2,2’-
azinobis(3-etilbenzenotiazolina 6-sulfénico) (ABTS", tanto para o nao fermentado
(r=0,99) quanto para o fermentado (r=0,96).
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Tabela 1 - Principais compostos fendélicos em rooibos verde e vermelho (mg 100 g*)

ESTRUTURA

COMPOSTOS

Rooibos
verde

Rooibos
fermentado

OH Dihidrocalconas

Aspalatina

R1=0H
R2= C—glicosideo

2559

123 - 421

Nothofagina

R1 = C—glicosideo
R2 = OH

251

40

Flavonas

Orientina

R1 = C-glicosideo
R2 = OH

R3=H

R4= OH

263

100 - 202

Isoorientina

R1=H

R2 = OH

R3 = C-glicosideo
R4= OH

450

83 — 329

Vitexina

R1 = C-glicosideo
R2 = OH

R3=H

R4=H

42

33-35

Isovitexina

R1=H

R2 = OH

R3 = C-glicosideo
R4=H

49

26-35

Luteolina 7-O-beta-

D-glucuronido

R1=H

R2 = (S)-glicosideo
R3=H

R4= OH

15

3-15

Crisoeriol

R1=H

R2 = OH
R3=H
R4= OCHs

2-7

Flavonodis

Quercetina

R1=H
R2 = OH
R3 = OH

10-11

Heperosideo

R1=H
R2 = OH
R3 = O-galactose

21

16-42

Rutina

R1=H
R2 = OH
R3 = O-rutinosideo

245

127- 173

Fonte: Adaptado de Bramati et al. (2002); Joubert e Beer (2011)



18

Os primeiros estudos realizados com rooibos tinham por foco elucidar sua
composicdo quimica e caracterizar a aspalatina, um composto que até entdo era
desconhecido. Um dos primeiros estudos disponiveis na literatura foi o realizado por
Koeppen e Roux (1965) no qual os autores estabeleceram uma metodologia
espectrofotométrica para detectar a presenca da aspalatina em extrato de rooibos. No
mesmo estudo foi sugerido que a méaxima absorcdo deste composto é obtida no
comprimento de onda de 290 nm, em etanol. Os mesmos autores ainda
caracterizaram a aspalatina como um composto glicosilado, assim como a orientina e
vitexina, também presentes em rooibos.

Algumas décadas depois, Joubert (1996) confirmou que no comprimento de
onda de 290 nm a aspalatina apresenta a absorbancia maxima e quantificou esse
composto, em extrato de rooibos, em diferentes graus de oxidacdo por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). O mesmo autor concluiu que ocorre uma
diminuicdo do conteudo de aspalatina de acordo com o grau de oxidacédo do rooibos,
sendo que quando mais rigoroso o processo de fermentacao (oxidacao), menor o teor
deste composto.

Em relacdo a interferéncia do processo de fermentacdo a qual o rooibos é
submetido para producéo do cha vermelho (forma oxidada), Koeppen e Roux (1965),
Joubert (1996) e Marais et al. (2000) afirmaram que tal processo tecnolégico provoca
alteracdes quantitativas significativas em alguns compostos fendlicos. Uma das
principais mudancas é a oxidacdo de aspalatina por meio de seus analogos, tendo
como produto quantidades de isoorientina e orientina. O mecanismo de oxidacéo foi
elucidado e apresentado por Krafczyk e Glomb (2008) (Figura 2). As alteracdes
guimicas decorrentes do processo fermentativo sdo as principais responsaveis pela
mudanca de coloracdo das folhas devido as fortes alteracdes no croméforo dos
compostos, passando de verde para uma cor vermelha-castanha caracteristicas de
ervas fermentados. De acordo com Heinrich et al. (2012) as reagdes responsaveis
pela mudanca de coloracéo iniciam-se com a oxidagcédo de aspalatina para a sua orto-
guinona que também é oxidada formando compostos coloridos de estruturas

dibenzofuranicas.
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Figura 2 - Oxidacao da aspalatina por meio da fermentacao do rooibos verde

OH (o]
Oxidagdo
HO OH O — HO OH g
»B > [ °
H
R R

OH O
Aspalatina

OH
HO
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OH O OH O
(R) e (S)-eriodictiol-6-C-glicosideo (R) e (S)-eriodictiol-8-C-glicosideo

OH

OH O MOH OH O

Isoorientina Orientina
Fonte: Krafczyk e Glomb (2008)

O processo fermentativo ndo se limita apenas a oxidacao da aspalatina, mas
sim a uma grande variedade de compostos quimicos presentes em rooibos. Além da
formacdo de novos compostos durante a fermentacdo ha perdas quantitativamente
significativas (p=0,05), no teor de compostos fendlicos e consequentemente na

atividade antioxidante e poder redutor do extrato aquoso (Figura 3).
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Figura 3 - Comparacao entre os teores de compostos fendlicos totais (A), poder
redutor do ferro (B) e capacidade redutora total (C) de rooibos nao fermentado (verde)
e fermentado (vermelho)

Compostos Fendlicos Totais A

18000
16000
14000
& 12000
10000
8000
6000
4000
2000

mg AGE 100

Rooibos ndo fermentado Rooibos fermentado

Poder Redutor do Ferro Capacidade Redutora
Total
18000 -+ B C

15000 -+

12000 +

9000 -

6000 -

mg AAE 100 gt
mg QE 100 g-1

4000 +
3000 -

| [
0 - 0

Rooibos ndo  Rooibos Rooibos ndo Rooibos
fermentado fermentado fermentado fermentado

AAE = acido ascorbico equivalente; AGE =acido galico equivalente; QE= quercetina equivalente.
Fonte: Adaptado de Joubert e Beer (2011)

3.3 ESPECIES REATIVAS

O estresse oxidativo pode ser definido como o desequilibrio entre o
surgimento de espécies oxidativas e a habilidade dos sistemas de defesa antioxidante
(PERSSON et al., 2014). A formacéo de espécies reativas € inevitavel em organismos
aerébicos, uma vez que normalmente somente 95 a 97% do oxigénio absorvido é

reduzido, na cadeia respiratéria por meio do transporte de elétrons, bem como no
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reticulo endoplasmatico, tendo por produto final agua como apresentado na Equacao
1 (KEHRER, 2014). As fontes que cedem os cétions de hidrogénio e os elétrons
necessarios para a reacao sao, basicamente, a Dinucleétido de nicotinamida e
adenina reduzida (NADH), A Flavina-adenina dinucleétido FADH e a coenzima Q
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). As moléculas de oxigénio que nao sao
devidamente reduzidas pelo sistema enddgeno (3 a 5%) recebem apenas um elétron,
0 qual vai ocupar um dos orbitais externos, ao mesmo tempo em que 0 outro continua
ndo emparelhado, produzindo intermediarios altamente reativos, denominados
Espécies Reativas de Oxigénio — EROs, Equacédo 2, 3 ,4 e 5 (SLATER, 1988)

O2+ 4H* 4e- = 2H20 (duas moléculas de agua) (2)
O2 + e = 02" (radical superéxido) (2)
02 + H20 = HO2" + "OH (radical hidroperoxila) (3)
HO2' + e + H* = H202 (peroxido de hidrogénio) 4)
H202 + e = "OH + "OH (radical hidroxila) (5)

A formacao de EROS (estresse oxidativo) tem sido relacionada a danos em
lipidios, proteinas e acidos nucleicos em diferentes sistemas biol6gicos e, por
conseguinte, deficiéncia funcional e estrutural em diferentes moléculas (CHACCE et
al., 1979; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). Para evitar ou retardar os danos
ocasionados pelo estresse oxidativo em humanos, o consumo de compostos com

propriedades antioxidantes € uma opcéo viavel.

3.4 ANTIOXIDANTES

Como apresentado na Figura 4, as defesas antioxidantes podem ser de
origem enddégena (enzimaticos), como as enzimas superoxido dismutase (SOD),
glutationa-peroxidase (GPx) e catalase (CAT), quanto exdgena (ndo-enzimaticos), os
guais apresentam uma gama de minerais e substancias, destacando-se algumas

vitaminas, carotenoides, acidos fendlicos e flavonoides. Os antioxidantes tém papel
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fundamental na prevencéo e diminuicao dos efeitos prejudiciais do estresse oxidativo
(KAO et al.,, 2010; FUKAI e USHIO-FUKAI, 2011). De acordo com Halliwell e
Gutteridge (2007), um antioxidante € uma substancia que, quando presente em baixa
concentracdo, em relacdo ao substrato na forma oxidavel, retarda ou inibe a oxidacao
do mesmo. Os compostos fendlicos e carotenoides sdo 0s principais compostos
bioativos de plantas consumidas como chas. Por natureza, sdo capazes de proteger

as células dos agentes oxidantes, evitando efeitos deletérios em diversos 6rgaos.

Figura 4 — Antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos
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Fonte: LOBO et al. (2010); Cabrera e Serrano (2014)

Os antioxidantes podem ser caracterizados por varios critérios como: sua
polaridade, funcdo e mecanismo de acdo. Em relacdo a polaridade, Lopez e Denicol
(2013) afirmam que a capacidade de um antioxidante de chegar ao local onde as
espécies reativas sdo geradas € um aspecto critico e por essa razao, a polaridade do
composto antioxidante deve ser levada em consideracdo no mecanismo de acao.
Neste contexto, 0s compostos antioxidantes podem ser classificados como hidrofilicos
(soluveis em agua), tais como acido ascoérbico, antocianinas, acido galico entre outros,

ou como lipofilicos, (soluveis em solventes organicos) como a-tocoferol, licopeno e [3-
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caroteno (SIES, 2007). Quanto a sua funcdo, os antioxidantes podem apresentar a
capacidade sequestrante de radicais livres (acido ascorbico, tocoferdis entre outros),
sequestrante de oxidantes ndo-radicalares (catalase e tidis). Além da funcao inibitéria
da geracdo de oxidantes (agentes quelantes de metais, tais como 0s compostos
fendlicos) e capacidade de induzir a producdo de antioxidantes (isotiocianatos)
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015).

O processo de neutralizacdo da acdo deletéria de espécies reativas nas
membranas celulares, por antioxidantes, pode atuar por trés mecanismos principais:
a transferéncia de atomos de hidrogénio, transferéncia de elétrons e também podem
apresentar capacidade de quelar metais de transicao, tais como zinco, ferro e cobre
(PRIOR et al., 2005). Pode ocorrer uma acdo combinada de mecanismos de
transferéncia de &tomos de hidrogénio e transferéncia de elétrons. O mecanismo de
transferéncia de atomos de hidrogénio ocorre quando o antioxidante, ArOH por
exemplo, reage com o radical livre R:, por meio da transferéncia de atomo de
hidrogénio, Equacéo 6 (APAK et al., 2016).

ArOH + R — ArO" + HR (6)

A Equacéo 7 ilustra o mecanismo de transferéncia de um elétron, supondo

gue um antioxidante doa um elétron para a molécula oxidante.

ArOH + R"— ArOH* + R- (7)

Os produtos de reacdo por meio dos dois mecanismos Sd0: uma especie
neutra ndo reativa (HR), um radical fenolato estavel (ArO’), uma espécie catidnica
também estabilizada por ressonancia (ArOH*) e uma espécie reduzida e
energeticamente estavel (R°), respectivamente (OROIAN e ESCRICHE, 2015). O
radical livre, ArO’, e a espécie catibnica, ArOH*, sdo estabilizadas pela deslocalizacdo
de elétrons pi do anel aromético. Além destes dois mecanismos de reacao, tem sido
citado na literatura analises que medem capacidade antioxidante por meio da
habilidade de um composto em quelar ions metalicos. De acordo com Ferreira e
Matsubara (1997), os ions de cobre e ferro estdo altamente relacionados com a
producdo de diferentes espécies reativas, em especial as de oxigénio, decorrentes

das reacdes de Fenton (Equacédo 8) e de Haber-Weiss (Equacédo 9). Canabady-
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Rochelle et al. (2015) afirmam que compostos com capacidade de quelar metais de
transicdo atuam indiretamente como antioxidante uma vez que a reagao de Fenton e
de Haber-Weiss séo inibidas por sua agao.

Fe?* + 02 —» Fe’* + 'Oy

202" + 2H* - H202 + O2

Fe?*+ H202 —» Fe3*+-OH +OH (8)

Fed* + 02 — Fe?" + 02
Fe?* + H202 — Fe®* + -OH + "OH
‘Oz + H202 —» O2 + OH +'OH (9)

Fonte: Ferreira e Matsubara (1997)

3.4.1 Atividade antioxidante in vitro

Por definicdo o termo in vitro € aplicado em todos os processos quimico e/ou
bioldgicos executados fora dos sistemas vivos, em ambiente controlado e que sao
realizados normalmente em recipientes de vidro. Os métodos de avaliacao
antioxidante in vitro diferem entre si pelos principios das suas reacdes quimicas
especificas, molécula alvo, o modo de expressar os resultados, o pH do meio
reacional, tempo de reacdo, solvente, concentracdo de substratos, entre outros
(OLIVEIRA et al., 2015).

A eficiéncia da aplicacdo de um método depende das caracteristicas dos
compostos quimicos presentes no extrato, estrutura e solubilidade dos compostos,
além da diluicdo da amostra, pH do meio reacional, tempo de reacdo, concentracao
dos reagentes, dentre outros (SCHAICH et al., 2015; SHAHIDI e ZHONG, 2015). Uma
vez que muitos mecanismos e reagfes multiplas estdo envolvidos, nenhum método
ird refletir de forma fidedigna a atividade de todos os compostos antioxidantes em uma
matriz complexa como sucos, chas e vinhos (APAK et al., 2013). Como ainda nao ha
disponivel um procedimento universal para avaliar a atividade antioxidante, faz-se
necessario a utilizacdo de mais de um meétodo e com distintos mecanismos de acao
(LI et al., 2009).
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3.4.2 Atividade antioxidante em chéa de rooibos

Entre as diversas funcionalidades apresentadas em extratos aquosos e
organicos de rooibos, a atividade antioxidante vem se destacando. Shimol et al. (1996)
avaliaram os efeitos radioprotetores e antioxidantes dos flavonoides da planta in vivo
e concluiram que os flavonoides presentes em rooibos apresentam atividade
antioxidante, inibindo a peroxidacao lipidica em roedores. Comparando a atividade
antioxidante de cha de rooibos (Aspalathus linearis) com cha verde, oolong e preto,
Von Gadow et al. (1997) constataram atividade antioxidante de captura do radical
DPPH" na seguinte ordem decrescente de atividade antiradicalar: ch&a verde > rooibos
nao fermentado > rooibos fermentado > rooibos semifermentado > cha preto > cha
oolong.

Capacidade antioxidante em extratos aquosos e de acetato de etila de rooibos
frente ao DPPH' foram relatadas por Joubert (2004), o qual afirma que tal vegetal pode
ser potencialmente explorado como antioxidante natural. Villafio et al. (2010)
obtiveram dados que mostraram, pela primeira vez, que ambos os chas de rooibos
fermentados e ndo fermentados sédo capazes de aumentar a capacidade antioxidante
total plasmatica em humanos saudaveis.

Estudo conduzido por Marnewick et al. (2011) fornece evidéncia clinica de que
0 consumo continuo de cha de rooibos fermentado (6 xicaras/dia) durante 6 semanas
melhora significativamente varios biomarcadores do perfil de lipidios em humanos. O
estudo fornece provas de que rooibos tem capacidade de reduzir o estresse oxidativo,
diminuindo significativamente a peroxidacao lipidica e melhorando o estado redox de
adultos com risco de desenvolver doenga cardiovascular. Resultado semelhante foi
relatado por Chen et al. (2013), os quais afirmaram que o consumo de chéa de rooibos
pode ajudar a diminuir o risco de problemas de saude oriundos do estresse oxidativo.
Com esses trabalhos anteriores € possivel afirmar que extrato aquoso de rooibos

fermentado apresenta atividade antioxidante in vivo e in vitro.
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3.5 COMPOSTOS FENOLICOS

Nos ultimos anos, aumentou o interesse em investigar o perfil quimico e
atividades biolégicas de compostos fendlicos presentes em alimentos que fazem parte
da dieta. De acordo com Giada (2013), o consumo de alimentos que contenham tais
compostos pode reduzir o risco do desenvolvimento de varias doencgas, devido ao seu
poder antioxidante. O metabolismo vegetal divide-se em primario e secundario, como
€ mostrado na Figura 5. O metabolismo primario é responsavel pela producdo de
substancias comuns e essenciais para 0s seres vivos, como os lipidios, proteinas,
carboidratos e acidos nucleicos (MARTINS et al., 2015; GIADA 2013).

Os produtos do metabolismo secundario nem sempre sdo necessarios para o
ciclo de vida de um vegetal. Porém o metabolismo secundario atua na biossintese de
compostos organicos que derivam dos metabdlitos primarios. O direcionamento do
metabolismo vegetal para a via secundaria ocorre em situagdes de estresse do
vegetal. Os quais podem ser biéticas como, ataque de patdgenos e competicao entre
planta. Como abidticos, como alteracdes de temperatura, disponibilidade de agua,
niveis de luz, exposicao a radiacao ultravioleta e deficiéncia de nutrientes (VICKERY
e VICKERY, 1981).

Os metabdlitos secundarios de plantas, em especial os compostos fendlicos,
desempenham func¢des especializadas como antioxidante in vivo (BOAVENTURA et
al., 2012), anti-inflamatério (BURRIS et al., 2011; CHATTERJEE et al., 2012),
atividade  hipoglicémica (TENORE et al, 2013), imunomoduladora
(CHATTOPADHYAY et al., 2012), antimutagénico (MIRANDA et al., 2008), em uma
ampla variedade de organismos vivos, sendo considerados como compostos
biologicamente ativos (NELSON e COX, 2000; GOUVEA et al., 2012).
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Figura 5 — Esquema representativo do metabolismo vegetal na formacao de alguns
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Fonte: Adaptado de Giada (2013).

Os compostos fendlicos constituem uma importante classe de metabolitos

secundarios dos vegetais sendo amplamente distribuidos, com mais de 8000
estruturas identificadas (SCALBERT e WILLIAMSON 2000; MARTINS et al., 2015). O

termo "fendlico" ou "polifenol" pode ser definido como uma substancia que apresenta

um ou mais grupos hidroxila ligados a um ou mais anéis aromaticos. Os compostos

fendlicos podem variar de moléculas simples, tais como os acidos fendlicos, até

estruturas de alta complexidade como € o caso dos taninos (MORTON et al., 2000;

DAl e MUMPER, 2010; SANTOS-BUELGA et al., 2012).

Do ponto de vista genético, os compostos fendlicos resultam de duas vias

metabdlicas dividindo-se em via do acido chiquimico e via do acido mevaldnico. A via
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mais importante € a do acido chiquimico formado a partir da fenilalanina (SANCHEZ -
MORENO, 2002; HOLLMAN, 2001). A fenilalanina perde amina para formar &cido
cindmico, o qual entra na via do fenilpropanol, que tem como ponto chave, a
introducdo de um ou mais grupos hidroxilas no anel aromatico produzindo os
compostos fendlicos. A maioria dos compostos fendlicos é sintetizada por meio da via
metabdlica fenilpropandide, como mostra a Figura 6 (HOLLMAN, 2001). A
combinacdo de ambas as vias conduz a formacdo dos flavonoides, o grupo mais
abundante de compostos fendlicos na natureza (SANCHEZ-MORENO, 2002)

Figura 6 - Biossintese geral dos compostos fenélicos
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Fonte: Hollman (2001)

3.5.1 Flavonoides

Os flavonoides compdem uma ampla classe de substancias de origem natural,
sendo os mais amplamente distribuidos em alimentos vegetais (BRAVO,1998).
Entretanto, tais compostos apresentam uma série de propriedades funcionais que os
fazem atuar sobre sistemas biologicos, tornando-se componentes importantes na
dieta humana (HERTOG et al., 1992; JOVANOVIC et al., 1994). Por conseguinte,
muitas dessas propriedades atuam de forma benéfica para a salde humana.
Atualmente, j& foram identificadas mais de cinco mil substancias pertencentes ao
grupo dos flavonoides (PETERSON e DWYER, 1998; DUTHIE et al.,, 2003).
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Flavonoides sdo os compostos fendlicos mais abundantes na dieta humana. Os
compostos flavonoides podem ser divididos em vérias subclasses (Figura 7), de
acordo com o grau de hidroxilacao e presenca de dupla ligacdo no anel heterociclico
(SANCHEZ-MORENO, 2002). Dependendo desses quesitos sdo classificados como
flavonas, flavonois, isoflavonas, antocianinas, flavanonas e proantocianidinas
(SCALBERT e WILLIAMSON, 2000). No entanto, dentro de cada classe ocorre uma
grande variacdo estrutural de acordo com o grau de hidrogenacéo e hidroxilacdo em
torno do anel heterociclico (PETERSON e DWYER, 1998; GIADA 2013).

Figura 7 - Estruturas moleculares das principais subclasses de flavonoides e dos
principais agucares que formam seus glicosideos
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Fonte: Rijke et al. (2006)

Estudos in vitro, in vivo, ex vivo e epidemioldgicos vém sendo executados para
avaliar a relacdo entre os flavonoides e propriedades funcionais (HOENSCH e
OERTEL 2015). Dessa forma extratos ricos em flavonoides como é o caso do extrato
aquoso de rooibos fermentado mostra-se como um promissor objeto de estudo.
Diversas funcionalidades precisam ser testadas em uma matriz com complexa
composi¢cdo quimica com determinada quantidade de flavonoides, como atividade
antioxidante, capacidade inibitoria de enzimas digestivas, atividade antimicrobiana e

perfil hemolitico frente a eritrécitos humanos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 PRODUTOS QUIMICOS

Acido galico, acido clorogénico, reagente de Folin-Ciocalteu, 2,4,6-tripiridil-s-
triazina (TPTZ), 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH"), alcool etilico, cloreto de ferro(lll)
hexahidratado, 2,2’-azinobis (3-etilbenzenotiazolina 6-sulfénico) (ABTS®), molibdato
de sédio, quercetina, a-amilase tipo VI-B de pancreas de suino e a -glucosidase do
tipo | de Saccharomyces cerevisiae, foram adquiridos da Sigma-Aldrich (S&o Paulo,
Brasil). Carbonato de sodio, Cloreto de aluminio hexahidratado (AICIs.6H20), acido
cloridrico (HCI), isobutanol, persulfato de potassio, acetato de sédio anidro, acido
ascorbico e 2,3,5 trifenil cloreto de tetrazolio foram adquiridos da Vetec (Rio de
Janeiro, Brasil). Propanona e hidréxido de sédio foram adquiridos da Synth (Diadema,
Brasil). Caldo Mueller-Hinton foi adquirido na Merck (Darmstadt Germany).
Clorhexidina da Colgate-Palmolive (Campos, Brasil). Cepas de micro-organismos
forma adquiridas da American Type Culture Collection (ATCC) Escherichia coli ATCC
25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Candida albicans ATCC 10231. Agua

ultrapura foi usada em todo os experimentos.

4.2 MATERIA-PRIMA

Folhas trituradas de auténtico roiboos vermelho (Aspalathus linearis) orgéanico
(fair trade) foi obtido da Simon Lévelt® (Paises Baixos). Inicialmente as folhas foram
trituradas em moinho analitico (QUIMIS-6298221) para obtenc&o de uma amostra com
o tamanho de 20-40 Tyler mesh, e em seguida armazenadas em frascos de polietileno

de baixa densidade a temperatura de 8 °C até o momento de preparo dos extratos.

4.3 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL E PREPARO DAS AMOSTRAS

Os efeitos lineares e combinados da temperatura e tempo (fatores) de
extracao no teor de compostos fendlicos, poder antioxidante, atividade antimicrobiana
e capacidade inibitoria das enzimas a-amilase e a-glucosidase nos extratos aquosos
de rooibos foram avaliados a partir de um delineamento 22 com trés pontos centrais
(Tabela 2).
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Os extratos foram preparados usando uma relacdo amostra:dgua na
proporcao de 1,5:50 (m/v) com o intuito de simular a preparacao natural de cha de
Aspalathus linearis. As extragcoes foram realizadas em uma cela termostatizada
(Microquimica MQBTC 99-20 — Germany), em agitacdo magnética constante. Apos a
extragcao, os extratos foram centrifugados por 10 min a 10000 xg a 4 °C (Hitachi, Himac
CR21GlIl) e em seguida filtrados com papel filtro Whatman n °1. O contetudo de
compostos fendlicos e os testes de atividade antioxidante foram realizados
imediatamente apds a extracdo. Em torno de 2 litros do extrato resultante foi dividido
em aliquotas de 50 mL em tubos falcon e armazenado a -25 °C para posterior
liofilizacao.

Tabela 2 - Valores codificados e reais para o preparo dos extratos aquosos de rooibos
vermelho organico

Amostras Temperatura (°C) Tempo (min)
(A) -1 (65+0,1) -1 (5)
(B) -1 (65+0,1) 1 (10)
) 1 (850,1) -1 (5)
(D) 1 (850,1) 1 (10)
(E) 0 (750,1) 0(7.5)
(F) 0 (750,1) 0(7.5)
(G) 0 (70+0,1) 0(7.5)

4.4 QUANTIFICACAO DE CLASSES DE COMPOSTOS QUIMICOS EM EXTRATO
AQUOSO DE ROOIBOS FERMENTADO

4.4.1 Determinacéo de fendis totais

Os compostos fendlicos totais foram quantificados de acordo com a
metodologia descrita por Singleton et al. (1999), com modifica¢des. Inicialmente uma
aliquota do extrato foi diluida (1:20 v/v) em agua ultrapura. Em microplacas de 96
pocos foram adicionados 25 pL do extrato diluido e 25 puL do reagente de Folin—

Ciocalteu (0,7 N). Em seguida foram adicionados 200 pL de agua ultrapura, a mistura
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foi agitada e apés 5 min foram adicionados 25 puL de Na2COs a 0,943 mol L1, a
microplaca foi agitada por 15 s. A mistura resultante foi protegida da luz por 60 min a
25 °C, e a absorbancia foi registrada no comprimento de onda de 725 nm num leitor
de microplacas (Synergy-BIOTEK, Winooski, VT, EUA).

A linha de base do equipamento foi registrada utilizando uma solugdo com
todos os reagentes nas propor¢des utilizadas com exce¢do da amostra, substituida
por agua ultrapura. Para quantificacdo do teor de compostos fendlicos totais uma
curva analitica (R?=0,977) com &cido galico foi preparada na faixa de concentracéo
de 40— 180 mg L. O experimento foi realizado em triplicata e os resultados expressos
em mg de &cido galico equivalente por 100 g de amostra seca (mg AGE 100 g?).

4.4.2 Determinacgéo de flavonoides totais

Os flavonoides foram quantificados de acordo com a metodologia descrita por
Lees e Francis (1972). Em um baldo de 5 mL foram adicionados 125 uL do extrato de
rooibos e o volume completado com agua ultrapura para obter a absorbancia proxima
de 1,0. A absorbancia foi registrada em um espectrofotometro (Shimadzu UV-1800)
no comprimento de onda de 374 nm. O conteudo dos flavonoides foi determinado a
partir da Equacdo 10, na qual 76,6 corresponde ao coeficiente de extingcdo da
guercetina. O experimento foi realizado em triplicata e os resultados expressos em mg

quercetina equivalente por 100 g de amostra seca (mg QE 100g™).

Az7anm * fator de diluigdo
76,6

Flavonoides = (20)

4.4.3 Determinacédo de flavonais totais

O conteudo de flavonois foi estimado de acordo com Yermakov et al. (1987),
com modificagbes para microplaca. Uma aliquota de 80 pL do extrato de rooibos
vermelho diluido em agua ultrapura na proporcéo (1:20) foi colocada em microplaca,
seguida de 80 pL de uma solucdo etandlica de cloreto de aluminio hexahidratado
(82,84 mmol L) e de 120 pL de acetato de sédio (0,6 mol L1). A microplaca foi agitada
por 20 s e apds 2,5 h, em reacao a temperatura ambiente, a absorbancia foi registrada
no comprimento de onda de 440 nm em leitor de microplaca. A linha de base do

equipamento foi registrada com uma solugédo com todos o0s reagentes nas propor¢oes
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utilizadas, com excecdo da amostra, substituida por agua ultrapura. Para
quantificacdo dos flavondis dos extratos uma curva analitica (R?=0,999) foi construida
com quercetina na faixa de concentracéo de 7 a 80 mg L. A andlise foi realizada em
triplicata e os resultados expressos em mg de quercetina equivalente por 100 g de

amostra seca (mg QE 100 g).

4.4.4 Determinacdao de orto-difendlicos totais

Os compostos orto-difendlicos foram quantificados de acordo com Duran et al.
(1991) com modificagdes para microplaca. Para isso, uma aliquota de 50 pL do extrato
diluido em agua ultrapura (1:20 v/v) foi adicionada a 200 pyL de uma solucao alcodlica
de molibidato de sédio dihidratado (0,204 mol L1). A mistura foi agitada e permaneceu
reagindo durante 25 min. A absorbancia foi registrada em leitor de microplacas, no
comprimento de onda de 370 nm. A linha de base do equipamento foi registrada
utilizando uma solucdo com todos o0s reagentes nas proporcdes utilizadas com
excecao da amostra, substituida por 4gua ultrapura. O teor de compostos orto-
difendlicos presentes no extrato foi calculado a partir de uma curva analitica
(R?=0,972) de &cido clorogénico na faixa de concentracdo de 20 - 160 mg L. O
experimento foi realizado em triplicata e os resultados expressos em mg de acido

clorogénico equivalentes por 100 g de amostra seca (mg ACE 100 g1).

4.4.5 Determinacao de taninos condensados totais

O teor de taninos condensados foi determinado de acordo com Horszwald e
Wilfried (2011). Uma aliquota de 25 pL da amostra diluida em metanol (1:20) foi
adicionada na microplaca, seguida de 150 pL de uma soluc&o de vanilina (0,260 mol
L1) e 75 pL de uma solucéo de acido sulfirico (0,323 mol L?). A microplaca foi agitada
e permaneceu em repouso por 15 min a temperatura ambiente. A absorbancia foi
registrada num espectrofotbmetro de microplacas, no comprimento de onda de 500
nm. A linha de base do equipamento foi registrada utilizando uma solu¢do com todos
0S reagentes nas proporc¢des utilizadas com excec¢do da amostra, substituida por agua
ultrapura. O teor de taninos condensados presentes no extrato foi calculado a partir
de uma curva analitica (R?=0,999) de catequina, na faixa de concentragéo de 30 - 240
mg L. O experimento foi realizado em triplicata e os resultados expressos em mg de

catequina equivalente por 100 g amostra seca (mg CE 100 g).
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4.4.6 Analise de compostos fenélicos por LC-ESI-MS/MS

A quantificacdo dos compostos fendlicos foi realizada em um cromatégrafo
liguido de alta eficiéncia (CLAE) 1290 Infinity, adquirido de Agilent Technologies
(Santa Clara, CA, Estados Unidos), equipado com bomba binaria, sistema
degaseificador, amostrador automatico com controle de temperatura e forno para
colunas, acoplado a um espectrometro de massas (MS) do tipo triplo quadrupolo
QTRAP 5500 fabricado pela Sciex (Framingham, MA, Estados Unidos), seguindo-se
o método desenvolvido por Seraglio et al. (2016), com adaptacdes. A aquisicdo e o
tratamento dos dados foram realizados com o software Analyst (versao 1.6.2). A
separacdo cromatografica foi conduzida em uma coluna de fase reversa C18(L)
Venusil XBP de 100 mm de comprimento, 2,1 mm de diametro interno, 3 pm de
tamanho da particula e 150 A de tamanho de poro, fabricada por Bonna-Agela
Technologies, Inc. (Wilmington, DE, Estados Unidos). Para a separagao
cromatografica, foi utilizado modo de eluicdo em gradiente (Tabela 3). A temperatura
da coluna foi mantida em 30 °C. O volume de injecdo de amostra foi de 5 uL, com
vazdo de 300 uL min*? mantendo-se aberta a valvula de descarte até 1,9 min de

corrida.

Tabela 3 - Condi¢cbes do gradiente de eluicdo para analise dos compostos fendélicos
por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

Tempo (min) Vazéo (UL min'l)  Fase mével A (%) Fase mével B (%)

0 300 98 2
4 300 98 2
7 300 80 20
14 300 10 90
15 300 10 90
17 300 98 2

Fase movel A: 4gua acidificada com 0,1 % de acido formico (A); fase movel B: acetonitrila adicionada
de 0,1 % de acido férmico.

Os parametros do espectrometro de massa foram otimizados por diluicdo direta
dos analitos em uma solucdo contendo agua e acetonitrila acidificados por acido
férmico a 0,1% (1:1 v/v), determinando-se 0 melhor modo de ionizacdo para cada

composto (Tabela 4). Outros parametros foram: gas de cortina (25 psi), gas de colisédo
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alta, voltagem de lonSpray (5500 V), temperatura (400 °C), fonte de gas ions 1 e 2 (55

psi), além de outros informados na Tabela 4. As amostras foram infundidas de acordo

com o protocolo anteriormente descrito e diluidas 50 vezes em fase movel inicial

(95A:5B, v/v). Para os analitos rutina, acido ferudlico, acido 3,4-dihidroxibenzoico e

isoquercitrina, as amostras foram diluidas 500 vezes. Todos os extratos foram

preparados e injetados em triplicata. Os compostos fendlicos foram monitorados por

reacoes multiplas. A identificacdo dos compostos foi realizada com base no tempo de

retencdo, ion precursor, fragmento principal (ion de quantificacdo) e fragmento

secundéario (ion de confirmagéo), por comparac¢do com padrdes comerciais (Apéndice

A). Para quantificacdo dos compostos fendlicos nas amostras, curvas de calibracao

foram preparadas em triplicata, com seis niveis de concentracéo (0,5 — 155 ug L?),

distribuidos de forma equidistante.

Tabela 4 - Parametros operacionais do espectrometro de massas otimizados para
analise de compostos fenélicos em modo MRM positivo ou hegativo

Composto fendlico TR hrﬁ?li? Q1 Q3 DP EP CE CXP
Acido salicilico 6,10 138,1 136,9* 93,10/64,90 -15 -10 -22/-36 -5/-11
dAi%'%?oi’if)'enzoico 318 1541 152,9* 109,0/90,90 -75 -10 -20/-32 -7/-13
Acido p-cumérico 499 164,2 162,9* 119,0/93,00 -90 -10 -20/-40 -7/-5
Acido galico 2,32 170,1 168,9* 124,9/79,00 -110 -10 -20/-30 -7/-11
Acido cafeico 425 180,2 178,9* 1350/1070 -115 -10 -22/-30 -9/-7
Sinapaldeido 564 208,2 206,9* 177,0/1489 -20 -10 -26/-34 -11/-9
Acido sinapico 5,13 2242 223,00 163,9/192,9 -120 -10 -20/-28 -9/-11
Pinobanksin 6,83 272,2 271,00 150,9/1195 -140 -10 -24/-32 -9/-7
Quercetina 6,29 302,2 301,0- 150,9/1210 -50 -10 -28/-34 -9/-7
Isoramnetina 6,92 316,3 315,0*+ 300,0/150,9 -225 -10 -28/-38 -15/-9
Naringina 532 5805 579,0+0 271,0/151,0 -255 -10 -42/-48 -13/-9
Rutina 482 610,5 609,04 299,9/270,9 -230 -10 -48/-70 -15/-9
Siringaldeido 507 182,2 1830 123,1/77,00 41 10 17/31 8/10
Acido ferulico 520 194,2 195,0 176,9/89,00 21 10 11/41 10/10
Acido siringico 4,30 198,2 1990 140,0/1551 16 10 21/13 10/10
Luteolina 6,24 286,2 2869 153,0/6890 111 10 43/89 10/10
Catequina 3,82 290,3 291,0 139,0/123,0 16 10 21/19 10/8

* Analitos com modo de ionizag&o negativo. MRM: multiple reaction monitoring; TR: tempo de retencéo
(min); Q1: massa molar (g mol!) do ion precursor no modo positivo ou negativo; Q3: massa molar (g
mol!) do ion de quantificacdo e de confirmacdo, respectivamente; DP: declustering potential; EP:
entrance potential; CE: collision energy; CXP: collision cell exit potential.
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4.4.7 ldentificagdo quimiotaxondGmicos em extrato aquoso de rooibos

A ldentificagdo dos marcadores quimiotaxondmicos em extrato aquoso de
rooibos foi realizada por espectrometria de massas. Para preparo do extrato aquoso,
foi pesado 1,5 g de rooibos. Adicionaram-se 50 mL de &agua ultrapura a 85°C e
manteve-se a mistura sob agitacdo por 10 minutos. Em seguida, todo o conteudo foi
transferido para um tubo de polipropileno e centrifugado a 3488 g por 10 minutos, a
4°C. Filtrou-se o extrato em filtro Whatman n °1 e o filtrado foi diluido de 500 a 1000
vezes com agua ultrapura e injetado diretamente no espectrémetro Sciex 5500
QTRAP, controlado pelo software Analyst (Framingham, MA, USA).

Com o objetivo de identificar os compostos aspalatina, notofagina, orientina e
vitexina, foi realizada a varredura no primeiro quadrupolo (Q1), na faixa de 400 a 500
m zl. Em seguida, foi realizada a fragmentacdo dos precursores no segundo
quadrupolo (Q2), utilizando nitrogénio como gés de colisdo. Esses fragmentos foram
entdo monitorados no terceiro quadrupolo (Q3), na faixa de 200 a 500 m z1.

4.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS.

4.5.1 Capacidade antioxidante de reducgao do ferro

A determinacdo da capacidade antioxidante de reducdo do ferro (FRAP) foi
realizada de acordo com Benzie e Strain (1996), com modificacdes. A solu¢cdo FRAP
foi preparada a partir de 2,5 mL da solucdo de TPTZ (10 mmol L diluida com HCI a
40 mmol L), com 2,5 mL FeClz (20 mmol L't) em 25 mL da solucédo tampéo de acetato
de sédio pH 3,6 (300 mmol L?). Resumidamente, 20 uL da amostra diluida (1:20)
foram misturados com 280 pL de reagente de FRAP recém preparado, em uma
microplaca de 96 pogos com capacidade de 340 pL. As amostras foram incubadas
durante 30 min, a 37 °C e em seguida, a absorbancia foi registrada, em
espectrofotometro de microplacas em 593 nm. A linha de base do equipamento foi
registrada a partir de uma solugéo com todos os reagentes nas proporc¢oes utilizadas
com excec¢do da amostra, substituida por agua ultrapura. A capacidade antioxidante
dos extratos foi quantificada por meio de uma curva analitica (R>=0,999) construida

com acido ascoérbico na faixa de concentragdes de 15 - 150 mg L1. O experimento foi
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realizado em triplicata e os resultados expressos em mg de acido ascérbico
equivalente por 100 g de amostra seca (mg AAE 100 g*).

4.5.2 Capacidade redutora total

A determinacdo da capacidade redutora total (CRT) dos extratos, possibilita
quantificar o poder redutor tanto de compostos hidrofilicos quanto lipofilicos. A
quantificacdo do poder redutor total foi realizada com base no método de Folin-
Ciocalteu modificado descrito por Berker et al. (2013), com pequenas modificacdes.
O reagente de Folin-Ciocalteu foi diluido com isobutanol (99%), na proporc¢ao 1:2 (v/v)
e uma aliquota de 75 L dessa solucao foi adicionada a 50 yuL da amostra diluida 1:20
em acetona em tubos de ensaio. A mistura foi agitada e ap6s 2 min, posteriormente
foram adicionados 875 pL de NaOH (0,1 mol L'1) e 1,5 mL de &gua ultrapura. A mistura
foi novamente agitada por 10 s. Ap6s 20 min de reacgdo, 250 uL dessa solucdo foram
transferidos para microplacas de 96 pocos e a absorbéancia foi registrada em 665 nm.
A linha de base do equipamento foi registrada por meio de uma solu¢do com todos os
reagentes nas proporcOes utilizadas com excecdo da amostra, substituida por
acetona. A capacidade redutora total das amostras foi calculada a partir de uma curva
analitica (R?=0,992) de quercetina na faixa de concentracdo de 25 - 360 mg L. O
experimento foi realizado em triplicata e os resultados expressos em mg de quercetina

equivalente por 100 g de amostra (mg QE 100 g%).

4.5.3 Atividade antioxidante frente ao radical DPPH*

A atividade antioxidante também foi determinada pelo método de captura do
radical DPPH" descrito por Brand-Williams et al. (1995), com modifica¢cées. Uma
aliquota de 40 pL do extrato aquoso diluido em agua ultrapura (1:20 v/v) foi adicionada
em microplacas com 260 pL de uma solugdo metabdlica de DPPH' (0,10 mmol L1). A
microplaca foi agitada e deixou-se reagir por 30 min no escuro a 25 °C. A absorbancia
foi registrada, em um leitor de microplacas, no comprimento de onda de 517 nm. A
linha de base do equipamento foi registrada utilizando uma solugdo com todos os
reagentes nas proporcdes utilizadas com excecao da amostra, substituida por agua
ultrapura. A capacidade de captura do radical foi determinada a partir da Equacéo 11,
e os resultados foram expressos em percentual de inibicdo do radical DPPH".
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4.5.4 Atividade antioxidante frente ao radical ABTS®

A determinacéo da atividade antioxidante por meio da captura do radical ABTS*
foi realizada conforme Re et al. (1999) com modificacdes. As solucdes de ABTS' e
persulfato de potassio foram preparadas nas concentracées 7 e 140 mmol L7,
respectivamente. A solucdo de ABTS® foi preparada a partir de 5 mL da solucao
estoque de ABTS" (7 mmol L) e 88 uL da solucéo de persulfato de potassio (140 m
mol/Lt), a mistura permaneceu no escuro por 16 h a temperatura ambiente. Uma
aliquota de 10 pL do extrato aquoso de rooibos diluido em etanol (1:20 v/v) seguido
de 290 uL da solucédo do radical ABTS®, previamente preparada, foram adicionados
numa microplaca. A mistura foi agitada e permaneceu no escuro durante 6 min., em
seguida a absorbancia foi registrada no comprimento de onda de 734 nm. A linha de
base do equipamento foi registrada utilizando uma solu¢cdo com todos os reagentes
nas proporc¢oes utilizadas com excecdo da amostra, substituida por etanol. Uma curva
analitica (R?=0,984) com &cido ascérbico na faixa de concentracédo de 30 - 300 mg L-
! foi preparada para a quantificacdo da capacidade de captura do radical ABTS'. O
experimento foi realizado em triplicata e os resultados foram expressos em mg de

acido ascorbico equivalente por 100 g (mg AAE100 g}).

4.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A capacidade inibitoria minima, CIM, dos extratos de rooibos foi determinada
segundo a metodologia descrita na norma M7-A6 do Manual Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2006) para bactérias e M27-A3 (CLSI, 2008) para fungos,
modificada para microplacas de 96 pocos. A atividade antimicrobiana foi testada
frente aos micro-organismos Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC 25923 e Candida albicans ATCC 10231. As solugdes dos extratos liofilizados
foram preparadas em caldo Muller-Hinton na concentragdo de 0,67 mg mLt. Em
seguida foram preparadas oito diluicbes seriadas (1:2 v/v) em tubos com caldo Muller-
Hinton para as bactérias e caldo Muller-Hinton com 2% de glicose para leveduras.

Para os extratos de rooibos utilizaram-se as concentra¢ées de 1000 a 7,8 ug mL™2.
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Posteriormente 200 uL do meio de cultura com os extratos diluidos foram transferidos
para as microplacas. As suspensfes dos micro-organismos foram preparadas
segundo a escala 0,5 de MacFarland, diluidos 1:10 (v/v) para bactérias e 1:100 (v/v)
para leveduras e 10 pL das suspensdes dos micro-organismos foram adicionados em
cada cavidade teste. As suspensdes dos micro-organismos continham cerca de 10° -
10* UFC mL™ para bactérias e 10% - 102 UFC mL™* para leveduras. Como controle
positivo da atividade antimicrobiana foi utilizado clorhexidina a 0,12%. Também foram
preparados 0s controles negativos e de crescimento dos micro-organismos. As
microplacas foram incubadas em estufa a 35+1 °C por 24 h. Em seguida foram
adicionados 50 uL do corante microbiolégico 2,3,5 trifenil cloreto de tetrazolio, em
cada poco da placa. A acdo do composto testado € observada a partir da auséncia de
cor do indicador, a qual informa inibicdo do crescimento microbiano. Cada amostra foi
testada em microplaca distinta, e todos os testes foram realizados em triplicata apenas
considerou-se como satisfatéria a menor concentragdo do extrato vegetal capaz de
inibir o crescimento de 90% das cepas (HORNER et al., 2008).

4.7 ATIVIDADE INIBITORIA DAS ENZIMAS a-AMILASE E a-GLUCOSIDASE

A atividade inibidora da a-amilase foi determinada de acordo com o método
estabelecido pelo Worthington Enzyme Manual (1993a) com modificagdes. Um total
de 500 pL de cada extrato e 500 pL de tampéo de fosfato de sédio 20 mmol L* (pH
6,9 com NaCl a 6 mmol L) contendo solugéo de enzima (0,5 mg mL* de a-amilase a
partir de pancreas suino) foram incubadas a 25 °C durante 10 min. Posteriormente,
500 pL de uma solucéo de amido a 1% em tampé&o de fosfato de sédio 20 mmol L*
(pH 6,9 com NaCl a 6 mmol L) foi adicionado a cada tubo e deixou-se em reacéo por
10 min. A reacéo foi cessada pela adicdo de 1,0 mL do acido dinitrossalicilico como
corante. Os tubos de ensaio foram em seguida incubados em banho de agua fervente
durante 5 min e posteriormente resfriado até a temperatura ambiente. A mistura foi
finalizada com a adicdo de 15 mL de agua destilada, em seguida a absorbancia foi
registrada no comprimento de onda de 540 nm utilizando um espectrofotbmetro
(Genesys UV-visivel, Milton Roy, Inc., EUA). As leituras foram comparadas com uma
amostra controle, contendo uma solucdo tampao em vez dos extratos de rooibos. Os
resultados foram expressos como percentagem de inibicdo da a-amilase a qual foi

calculada de acordo com a Equacéo 12:
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(Ab5540 controle_AbSS40extrato derooibos ) X 100
Abs540 controle

% de inibicéo = (12)

O poder inibitorio da a-glucosidase foi mensurado conforme método descrito
no Worthington Enzyme Manual (1993b), com algumas modificagbes (MCCUE e
OTHERS, 2005). a-glucosidase (1 unidade mL™?) foi usada para realizacédo do ensaio
gue consistiu na adi¢éo de 50 pL de extrato aquoso de rooibos em microplacas de 96
pocos, seguido de 100 pyL de uma solugédo tampédo fosfato 0,1 mol L (pH 6,9)
contendo solucéo de a-glucosidase, que foi adicionada a cada poc¢o. Essa mistura foi
incubada a 25 °C durante 10 min. Posteriormente, 50 pL de uma solucdo de p-
nitrofenil-a-D- glicopiranosideo a 5 mmol L' em tamp&o fosfato 0,1 mol L (pH 6,9) foi
adicionado, a cada poc¢o e deixou-se reagir por mais 10 minutos a 25 °C.

Antes e ap0s a incubacao, as absorbancias foram registadas a 405 nm em leitor
de microplacas (Synergy H1 hybrid reader, Bioteck, IL, EUA) e comparados com um
controle que continha 50 pL de solugdo tampdo em vez do extrato de rooibos. Os
resultados foram expressos como percentagem de inibicdo da a-glucosidase de

acordo com a Equacao 13.

(Abs405 c5-Abs405 c0 ) - (Abs405 ex 5-Abs405 ex0) y1gg
(Abs405 c5-Abs405 c0 )

% inibicio = (13)

No qual Abs corresponde a absorbancia, cO ao controle no tempo 0, ¢5 ao
controle apos 5 min de incubacao, ex0 ao extrato no tempo 0, ex5 corresponde ao
extrato apds 5 min de incubacéo.

Para ambos os ensaios, as atividades de inibigcao foram expressas como ICso
(concentracdo necessaria para inibir a atividade da enzima em 50%). Os valores de
ICso foram obtidos por regressdo de minimos quadrados utilizando diferentes
concentracdes, em triplicata, e os resultados foram apresentados como o valor médio

dos dados.
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4.9 ATIVIDADE ANTIHEMOLITICA DO EXTRATO DE ROOIBOS VERMELHO
ORGANICO

Por meio de projeto aprovado pelo Hospital Universitario da UEPG (n°
08.2015/02), sangue controle tipagem sanguinea O* de trés doadores distintos foi
obtido junto ao Hospital Universitario da UEPG, Ponta Grossa (PR), Brasil.

Concentrados de hemacias foram obtidos pela lavagem de sangue total em
tampao fosfato de potassio 5 mmol L1, NaCl 154 mmol L%, pH 7,3 (PBS- Phosphate
Buffered Saline). O sangue foi submetido a sucessivas centrifugacdes (HT Centribio,
TDL 80-2B) a 700 xg por 10 min até obtencdo do sobrenadante limpido e precipitado
contendo um hematécrito de 100%, conforme esquema experimental da Figura 8.

Figura 8 — Procedimento para obtencao de hematdécrito 100%

Plasma

Sangue
Sangue O* + cendi -
. entrifugacéo
Tampao fosfato (700xg por 10 min) ll

Precipitado
de
hemaécias

ConcentragOes de extrato liofilizado de rooibos em PBS (Phosphate Buffered
Saline), entre 10 e 50 pg mL*, foram obtidas pela extracéo de 1 g de rooibos (20-40
Tyler mesh) em 50 mL de agua ultrapura em temperatura de 85 °C por 10 min e
incubados com hematécrito de 0,8%, a temperatura ambiente (20-25 °C). Os tubos
contendo essa mistura permaneceram em repouso por 15 min, na sequéncia, foram
centrifugados a 700 xg por 10 min. Do sobrenadante (200 pL) foram transferidos para
microplaca de 96 pocos e a absorbancia em comprimento de onda 576 nm foi

registrada em um leitor de microplacas (Synergy-BIOTEK, Winooski, VT, EUA). Os
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ensaios foram conduzidos, tendo como controle positivo hemolise total (HT) —
solubilizag&o de eritrocitos em agua ultrapura, causando a ruptura total das células e
hemolise mecanica (HM) — hematocrito em tampéo fisioldgico, nesse caso, lise
minima.

As medidas hemoliticas foram obtidas por espectrofotometria de absorcéo
UV-Vis, em comprimento de onda de 576 nm para acompanhamento da hemoglobina
liberada, ou seja, da ruptura parcial ou total da membrana eritrocitaria (ANTONINI et
al., 1971). O efeito hemolitico (% de hemdlise) € uma medida do aumento de
permeabilidade da membrana eritrocitaria e foi acompanhado medindo a
concentragédo de hemoglobina no sobrenadante, de acordo com a Equagéao 14:

% Hemdlise = % * 100 (14)

No qual: Aa corresponde a absorbancia da amostra de rooibos e AHT

corresponde a absorbancia do controle de hemdlise total.

4.10 ANALISE ESTATISTICA E MODELAGEM DOS DADOS

Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo combinado. Para
comparar as Vvariaveis de resposta, foram checadas a normalidade e
homocedasticidade dos dados pelos testes de Shapiro-Wilk e Brown-Forsythe
respectivamente, sendo que as diferencas entre os valores médios foram avaliadas
pela analise de variancias (ANOVA) unifatorial seguida do teste de Fisher de minima
diferenca significativa (LSD). As correlagfes lineares entre as variaveis foram medidas
e expressas pelo coeficiente de correlacdo de Pearson (GRANATO et al., 2014b). p-
valores abaixo de 5% foram considerados para rejeicdo da hipotese nula. Os
resultados foram avaliados por regressao linear multipla (Metodologia de superficie de
resposta, MSR). Os modelos polinomiais de segunda ordem foram gerados para
explicar a influéncia dos efeitos lineares, e de interacdo entre a temperatura (T) e
tempo (t) de extracdo dos compostos fenolicos. A Equacdo 15 foi aplicada para

estimar os coeficientes de regresséo.

y = Bot+ BiTi+ Bitj + BijTi t; (15)
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No qual: Y representa a resposta predita; Bo corresponde ao coeficiente de
intercepgao; Birepresenta o coeficiente do efeito linear; Bij corresponde ao coeficiente
da interacdo dos efeitos; Ti e tj so as variaveis independentes codificadas.

A qualidade estatistica dos modelos propostos foi avaliada pela porcentagem
de variabilidade explicada pela equacdo de regressdo linear mdltipla (R?), pelo
coeficiente de determinacdo ajustado aos dados experimentais (R?adj), e pela
significancia do modelo, p<0,20, (GRANATO et al., 2014a). Os modelos também foram
avaliados quanto a distribuicdo estatistica dos residuos pelo teste de normalidade
Shapiro-Wilk e pela falta de ajuste do modelo linear proposto.

A analise de componentes principais (PCA) foi usada para associar a
composicdo quimica, atividade antioxidante, capacidade redutora, e inibicdo das
enzimas (a-amilase e a-glucosidase). Para este fim, os extratos obtidos por diferentes
tempos e temperaturas de extracao (n=7) foram inseridos em linhas e as respostas
(n=30) foram colocadas em colunas, num total de 210 pontos de dados. Os valores
médios de cada resposta foram auto—escalonadas a variancia unitaria antes da
analise. A PCA foi baseada em correlacdo linear entre as variaveis de resposta.
Fatores de carga maiores ou iguais a 0,60 foram usados para projetar as variaveis no
plano bidimensional (ZIELINSKI et al., 2014). Os software Statistica v. 7 (Statsoft,
Tulsa, OK, EUA) e Action 2.9 (Statcamp, Campinas, SP, Brasil) foram usados para

todas as andlises estatisticas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COMPOSICAO QUIMICA MINORITARIA EM EXTRATOS DE ROOIBOS

Os valores médios quantificados para todos os compostos quimicos
analisados por espectrofotometria e os quantificados por LC-ESI-MS/MS estéo
dispostos nas Tabelas 5 e 6, respectivamente. Foram constatadas diferencas
significativas (p<0,05) para todas as varidveis de resposta avaliadas por meio da
andlise de variancias unifatorial. De acordo com Granato et al. (2014a) esses
requisitos sdo imprescindiveis para a aplicacdo da metodologia de superficie de
resposta.

O contetdo de compostos fendlicos totais apresentou diferenca estatistica
(p<0,001) entre as amostras, variando de 1.623+151 a 2.492+114 mg GAE 100 g*.
Chan et al. (2010) quantificaram o conteudo de compostos fendlicos em extrato de
Aspalathus linearis extraidos em agua fervente por uma hora, determinaram o teor de
3.750+235 mg GAE 100 g, este valor difere do observado neste trabalho. Mas de
acordo com Valls et al. (2009) e Bhebhe et al. (2015) o conteudo dos compostos
fendlicos em chas de ervas esta relacionado as condi¢cdes de cultivo, métodos de
extracdo e quantificacdo, bem como as partes utilizadas da planta. Outra variavel que
pode influenciar no conteddo de compostos fendlicos totais extraidos de espécies
vegetais, especialmente em ervas fermentadas como é o caso do rooibos vermelho é
o0 grau de oxidacdo (fermentacdo) da erva. Granato et al. (2014b) avaliando a
composi¢do fendlica de extratos aquosos de C. sinensis em diferentes graus de
oxidacao (cha verde, amarelo e vermelho), afirmaram que o processo de oxidagéo de
ervas (fermentacao) apresenta alta influéncia na composicéao fendlica.

O teor de compostos fendlicos determinado no cha de rooibos foi superior
guando comparado com os chas de outras fontes como Hibiscus sabdariffa, Jasminum
sambac e llex paraguariensis, 210,90, 126,60 e 176 mg 100 g, respectivamente
(CHEN et al., 2015; MEJIA et al., 2010). Estes chas sdo conhecidos por apresentar
grande quantidade de compostos fendlicos. A partir dos dados da Tabela 5 pode-se
verificar que a maior concentracdo de compostos fendlicos totais foi obtida da amostra

(D), a qual foi submetida ao maior tempo (10 min) e temperatura (85 °C) de extracao.
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Analisando os efeitos apresentados na Figura 9A, observa-se que a
temperatura de extragdo apresenta efeito significativo (p<0,20), no aumento da
extracdo dos compostos fendlicos totais em extrato aquoso de rooibos fermentado.

Enquanto que o efeito do tempo néo influenciou de forma significativa para extracao
dessa classe de compostos.
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Tabela 5 - Valores médios e desvio padrdo (n=3) da composicao fendlica (classes) dos extratos aquosos de Aspalathus linearis

Compostos Flavonoides T . . Taninos
o . : orto-difendlicos  Flavondis totais
Temperatura Tempo Amostras fendlicos totais totais (mg CAE 100 g 1) (mg QE/100 g ) condensados
(mg GAE100g 1) (mg QE 100 g ) (mg CE 100g 1)
-1 (65) -1(5) A 1623+151° 759+10°¢ 1427+19°¢ 560+20¢ 300+42¢
-1(65) 1(10) B 1800+150¢ 747+10° 1463+121°¢ 567+3 d 305 +13¢d
1 (85) -1(5) C 2216+69° 835+72b 1600+63P 626+19°° 380+15%°
1 (85) 1(10) D 2493+1142 849+102 17394352 63713 2 38412230
0 (75) 0 (7,5) E 2077+11° 835+52 1570+86"° 620+16° 347+12%¢
0 (75) 0 (7,5) F 2313+23% 809+9P 1511+51P 597+1¢ 308+4cd
0 (75) 0 (7,5) G 2248+18420 816+31° 1570+116° 6641432 41342630
p-valor (normalidade) 0,544 0,054 0,853 0,352 0,978
p-valor (homocedasticidade) 0,360 0,83 0,700 0,193 0,521
p-valor (ANOVA) <0,001 <0,001 0,006 <0,001 0,002

Letras distintas na mesma coluna indicam diferenc¢a estatistica significativa ao nivel de 5% pelo teste de Fisher LSD
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Figura 9 - Efeito do tempo e temperatura de extracdo no conteido de compostos
fendlicos totais (A), flavonais totais (B) e taninos condensados (C) de rooibos vermelho
organico

A C

(1)Temperatura (°C) _5,26 (1) Temperatura (°C)

(2)Tempo (min) 1,86 (2) Tempo (min) 0,10

(1) X (2) 0,41 (1) X (2) ]-0,02

p=0,20 p=0,20

B

(1) Temperatura (°C) -2,77

(2) Tempo (min) 1,62

(1) X (2) 11,23

O teor de flavondis apresentou diferenca estatistica (p<0,001) entre as

p=0,20

amostras variando de 560+20 a 664+43 mg AGE100 g. Na Tabela 5, observa-se que
0S extratos aquosos extraidos em maior temperatura apresentaram os maiores teores
de flavondis totais. Os resultados evidenciaram uma relacé@o diretamente proporcional
entre o contetdo de flavondis total extraido e a temperatura aplicada no processo de
extracdo. De acordo com Hollman et al. (1995) ervas destinadas para producéo de
cha sao fonte de flavondis, tais como luteolina, kaempferol, quercetina, rutina
isoquercitrina, isoramnetina entre outros. Na Figura 9B observam-se que o efeito do
tempo de extracdo ndo se apresentou como significativo (p>0,20) na extracdo dessa
classe de compostos. Por outro lado, a temperatura influenciou de forma significativa
(p=0,20) e positiva na extracdo dos flavonoides.

O teor de taninos condensados nos extratos de rooibos apresentou diferenca
significativa (p=0,002) variando de 300+42 a 413+26 mg CE100 g*. A Figura 9C
mostra que a quantidade de taninos condensados extraidos no cha de rooibos

fermentado foi influenciado, significativamente pela temperatura. Quanto maior a



48

temperatura do processo de extracdo, mais elevado foi conteddo de taninos
condensados. O teor de taninos condensados determinado foi considerado baixo por
representar apenas 0,41% da massa de amostra seca utilizada. Estes dados estdo de
acordo com os observados por Morton (1983) e Koch et al. (2012), que também
verificaram que o chd de rooibos apresenta baixo teor de taninos, o que lhe
proporciona sabor suave. Bernays et al. (1989) ressaltaram que baixos teores de
taninos sdo desejaveis em amostras de plantas alimentares, pois quantidades
excessivas destes compostos podem inibir a absorcdo de minerais tais como ferro,
além de restringirem a aceitacdo sensorial por apresentar alta adstringéncia.

O teor de flavonoides totais apresentou diferenca significativa (p<0,001) entre
as amostras avaliadas, variando de 747+10 a 849 +10 mg QE 100 g*. A andlise de
regressao linear multipla indicou que o modelo proposto é significativo (p=0,009) e
adequado para explicar os dados experimentais, apresentando Piack of it= 0,336. Os
valores de R e R2agj (Tabela 8) foram 0,863 e 0,835, respectivamente, o que indica que
o modelo MSR foi capaz de explicar mais de 83% da variancia. Analisando a Tabela
5 e Figura 11A, fica evidente que o teor de flavonoides total é altamente influenciado
pela temperatura de extracdo. Este comportamento também foi observado por Xie et
al. (2015) que constataram um aumento na concentracédo de flavonoides extraido de
C. paliurus com a elevacéo da temperatura de extracao.

O teor de orto-difendlicos apresentou diferenca estatistica (p=0,006) variando
de 1427+19 a 1739+35 mg AGE 100 g. A maior concentracdo de orto-difendélicos foi
obtida quando a amostra foi tratada com os maiores niveis de temperatura e tempo
de extracdo. O elevado valor de orto-difendlicos pode estar relacionado com os
compostos majoritarios em rooibos fermentado, incluido quantidades de flavonoides
(orientina, isoorientina, quercetina, isoquercitrina e rutina) e o acido 3,4-
dihidroxibenzoico. A analise de regressao linear multipla (Tabela 8) mostrou que o
modelo foi significativo (p=0,053) e ajustado adequadamente aos dados
experimentais. Apresentou Plack of it=0,46 e 0s valores do R? e R?agj do modelo foram
0,990 e 0,880 respectivamente. Isso mostrou que o modelo de regressao linear
multipla proposto foi capaz e apropriado para explicar 88% da variancia. Os efeitos
estudados no modelo linear apresentados na Tabela 8 evidenciam que o aumento no
teor de orto-difendlicos foi influenciado tanto pelo tempo como pela temperatura de

extracao, contudo néo ocorreu uma interacao significativa entres os dois fatores.
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Granato et al. (2014a) observaram teores de orto-difendlicos entre 336 a 586
mg L' em chas verde, vermelho e amarelo (Camellia sinensis). Os autores
constataram que C. sinensis submetida a elevados tempos de oxidagdo e de
fermentacéo resultavam num menor contetdo de orto-difendlicoss. Estes compostos
gquando oxidados produzem orto-quinonas, as quais se polimerizam de maneira
enzimatica, formando pigmentos marrons, pretos ou vermelhos, melaninas
(RAMSDEN et al., 2014; CHAKRABORTY et al., 2015). Em chéas de C. sinensis, a
formacdo da orto-quinona € catalisada pela polifenoloxidase (POP), a qual degrada
as catequinas durante o processo de fermentacdo (KRAFCZYK et al., 2009;
HEINRICH et al.,, 2012). Assim, as reacdes para C. sinensis seguem de forma
diferente em comparacédo com Aspalathus linearis (KRAFCZYK et al., 2009). As folhas
de Aspalathus linearis passam por um processo de degradagdo oxidativa ndo
enziméatica resultando em uma diminuicdo substancial de quase 98% de aspalatina
(composto majoritario em rooibos verde) durante a fermentacao (HEINRICH et al.,
2012; BARANSKA et al.,, 2006). Os principais produtos desse processo Ss&o
isoorientina e orientina (KOEPPEN e ROUX, 1965; MARAIS et al., 2000; KRAFCZYK
e GLOMB 2008), que também apresentam grupos hidroxilas na posicéo orto, assim
os teores de orto-difendlicos, permanece elevado mesmo apdés o processo de
fermentacao do A. lineares.

Analisando a Tabela 6, observa-se diferenca estatistica significativa entre as
amostras (p<0,05) para todos os compostos fendlicos analisados. Constata-se que
entre os compostos identificados e quantificados por LC-ESI-MS/MS nos sete extratos
de rooibos vermelho organico, as amostras que foram extraidas com a maior
temperatura do delineamento (85 °C) mostraram-se com 0s maiores teores na grande
maioria dos compostos identificados como: acido siringico; acido salicilico; acido
galico; luteolina; catequina; acido 3,4-dihidroxibenzoico; sinapaldeido; naringenina;
pinobanskim; quercetina; isoquercitrina; isohramenetina; naringina; rutina;
siringaldeido. Pietta et al. (2003) ressaltam que os flavondis estdo presentes nos
alimentos de origem vegetal, principalmente nas folhas e nas partes externas das
plantas sendo que a quercetina e kaempferol sdo os mais comuns. Beelders et al.
(2012) observaram que os principais flavonois detectados no rooibos sdo a quercetina,

isoquercitrina, hiperosideo e rutina.


http://pubs.acs.org/action/doSearch?ContribStored=Heinrich%2C+T
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Mais uma vez é possivel afirmar que a temperatura de extracédo € o fator de
maior influéncia positiva na extracdo de compostos fendlicos em extrato aquoso de
rooibos fermentado. A forte influéncia da temperatura no aumento da extracdo dos
compostos pode encontrar-se diretamente ligada a polaridade individual de cada
composto. Na Tabela 6 observa-se uma menor variabilidade nos teores de compostos
polares extraidos, como a rutina com o aumento da temperatura de extracdo em
relacdo, aos compostos apolares como o siringaldeido teve seus teores quase que
duplicados vaiando de 575 a 1008 ug 100 g* com o aumento da temperatura de 65
para 85 °C. A por¢cdo de compostos polares é extraida quase em sua totalidade em
temperaturas menores (65 °C) por sua afinidade com a agua (solvente usado na
extracdo). Tendo em vista que essa caracteristica ndo se estende aos compostos
apolares tornando necessario 0 aumento da temperatura, para melhorar a solubilidade

e tornar possivel uma maior extracdo desses compostos.
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Tabela 6 — Valores médios e desvio padréo (n=3) dos compostos fendlicos identificados e quantificados por LC-ESI-MS/MS em

extrato aquoso de rooibos vermelho orgénico

Compostos Amostras p-valor
identificados A B c b E ko G (ANOVA)
(65 °C/5min) (65 °C/10min) (85 °C/5min) (85 °C/10min) (75 °C/7,5min) (75° C/7,5min) (75 °C/7,5min)
Acidos fendélicos
Acido ferulico? 22,17 +0,21P 27,22 +0,252 20,89 +0,07°¢ 22,53 +0,18° 19,75 +0,15¢ 18,54 +0,29¢ 19,52 +0,269 <0,001
Acido siringico? 4,34 +0,042 4,07 £0,04°¢ 4,20 +0,05b 4,38 +0,032 4,24 +0,05 4,24 +0,04b 4,17 +0,06° <0,001
Acido salicilico! 4,59 +0,03f 5,01 +0,054 5,57 +0,092 5,43 +0,03P 4,93 +0,03d® 5,13 +0,05¢ 4,87 +0,03¢ <0,001
Acido p-cumarico® 3,20 +0,03P 3,63 £0,012 3,17 +0,04° 3,17 +0,01° 2,95 +0,02¢ 2,96 £0,03¢ 2,95 +£0,01¢ <0,001
Acido gélico?! 2,37 +0,03¢ 2,92 +0,032 2,94 +0,022 2,77 £0,03° 2,69 +0,01°¢ 2,77 £0,01P 2,76 £0,04° <0,001
Acido cafeico! 3,17 +0,01°¢ 3,55 +0,032 3,02 +0,01¢f 3,24 +0,03° 3,04 +0,01°¢ 2,99 +0,02f 3,10 +0,044 <0,001
Aciqlo sinaptico?! 2,06 +0,01P 2,21 £0,022 1,86 +0,01°¢ 2,07 £0,01° 1,73 +0,01f 1,81 +0,01¢ 1,78 +0,02¢ <0,001
_ Acido 34- 26,09 +0,01°¢ 26,83 +0,01> 26,87 +0,01° 27,730,018 23,650,016 24,66 +0,01¢ 24,730,019 <0,001
dihidroxibenzdico
Flavonoides
Sinapaldeido* 0,62 +0,01°¢ 0,64 +0,01° 0,60 +0,014 0,68 +0,012 0,57 £0,01¢ 0,53 +0,01f 0,54 +0,01f <0,001
Naringeninat! 0,28 +0,014 0,29 +0,01¢d 0,35 +0,01° 0,39 £0,012 0,29 +0,01¢d 0,30 +0,01¢ 0,28 +0,014 <0,001
Pinobanskim? 0,24 +0,014 0,24 +0,014 0,31 +0,01° 0,34 £0,012 0,26 £0,02°¢ 0,24 +0,014 0,23 +0,01d <0,001
Luteolinal 3,10 +0,04¢ 2,04 +0,03f 4,40 +0,04b 5,87 +0,052 3,59 +0,05°¢ 3,60 +0,06°¢ 3,50 +0,054 <0,001
Catequinal 1,57 +0,01¢ 2,04 +0,04° 2,08 +0,02° 2,18 £0,022 1,93 +0,03°¢ 1,97 +0,03¢ 1,94 +0,03°¢ <0,001
Quercetinal 7,09 £0,04f 9,23 +0,14¢ 12,00 +0,12° 14,31 +0,122 9,88 +0,07°¢ 9,74 +0,06¢ 9,57 +0,094 <0,001
Isoquercitrinat 26,11 +0,26¢ 31,43 +0,174 48,37 +0,46b 49,40 +0,672 39,02 +0,44¢ 39,38 +0,41¢ 39,15 +0,48° <0,001
Isoramenetinal 0,93 +0,01f 0,94 +0,01¢ 1,00 +0,01° 1,03 +0,012 0,99 +0,01b¢ 0,99 +0,01°¢d 0,98 +0,014 <0,001
Naringina! 0,18 + 0,01 0,26 £0,01°¢ 0,31 +0,01° 0,34 +0,012 0,24 +0,01¢ 0,25 +0,014 0,26 +0,01¢d <0,001
Rutinal 94,90 +0,39¢ 109,38 +1,35¢ 137,00 +0,30> 141,09 +0,772 117,14 +0,61¢ 117,15 +0,96° 117,04 +0,41°¢ <0,001
Siringaldeido? 575,13 +4,999 657,52 +11,96" 774,20 +8,29> 1008,98 +10,112 673,76 £8,53¢ 703,89 +1,92¢9 741,36 +8,80° <0,001
Total identificado* 203,59 232,60 275,74 287,96 237,58 237,96 238,12

1mg 100 g*; 2ugl00 gt; *Somatoria dos teores de todos os compostos quantificados em mg 100 g de amostra. Letras diferentes na mesma linha representam
diferenca significativa ao nivel de 5% pelo teste de Fisher LSD.
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5.2 IDENTIFICACAO QUIMIOTAXONOMICA EM EXTRATO AQUOSO DE ROOIBOS

Foi possivel identificar os compostos quimiotaxondbmicos de rooibos
fermentado (aspalatina, notofagina, orientina e vitexina) em extrato aquoso por

espectrometria de massas (Figura 10) confirmando a autenticidade da matéria prima.

Figura 10 - Espectro de massas dos ions precursores (A) e fragmentos de ions
(MS/MS) (B) de extrato aquoso de rooibos fermentado
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Na Figura 10A, observa-se o ion precursor, correspondente a cada um dos
analitos. Os compostos foram identificados por comparagdo com as razdes m z1

reportadas por Iswaldi et al. (2011). Nao foi possivel diferenciar a orientina da



53

isorientina separadamente, por isso 0s isoOmeros foram avaliados juntos. Dois
fragmentos foram identificados para cada composto, possibilitando uma maior
seletividade e identidade para a futura quantificacdo com materiais de referéncia. Na
Figura 10B, € apresentado o espectro de massas dos fragmentos monitorados, sendo
possivel a identificacdo de alguns dos fragmentos mais abundantes de cada analito
(aspalatina: 333,1 m z1; isovitexina: 341,0 m z%; orientina/isorientina: 327,2 m z1 e
411,0 m z'%; notofagina: 315,2 m z1).

5.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os valores médios e desvios padrées combinados das avaliagcdes de
antioxidante estdo dispostos na Tabela 7 os quais assim como 0S compostos
quimicos, apresentaram diferencas significativas para todas as variaveis de resposta
avaliadas por meio da analise de variancias unifatorial (p<0,05). Os resultados da
atividade antioxidante por meio do radical ABTS® apresentou diferenca estatistica
(p=0,006) variando de 207+15 a 303+40 mg AAE 100 g de amostra seca. Os dados
experimentais foram ajustados adequadamente, apresentando Piack of it=0,811 e 0S
valores do R?=0,910 e R2a4j=0,877 foram obtidos, mostrando que o modelo de
regressao linear multipla proposto foi capaz e apropriado para explicar
satisfatoriamente a variancia. Entretanto, a analise de regressdo multipla mostrou que

o modelo néo foi significativo p=0,897 tornado a sua aplicagdo inviavel.

Tabela 7 - Propriedades antioxidantes e redutoras de extratos aguosos de Aspalathus
linearis

Temperatura Tempo Amostras ABTS’ DPPH* FRAP CRT
-1 (65) -1(5) A 207+15°¢ 63+5% 2947+208°> 1406+87°
-1(65) 1(10) B 256124 b 62+2° 2947+174° 1903+80°
1(85) -1(5) C 27142430 73+120 3417+2602 2060+100%
1 (85) 1(10) D 303+402 73+12 345712442 2234+1882
E
F
G

0(75) 0(7,5) 254+14b  73+1b°  3261+1052 2002+211%
0(75) 0(7,5) 2724143  G7+20d 3177452  2027+158%
0(75) 0(7,5) 246+10°  67+1°  3389+95% 2085+117%

p-valor (normalidade) 0,518 0,648 0,390 0,063
p-valor (homoscedasticidade) 0,859 0,853 0,774 0,965
p-valor (one-way ANOVA) 0,006 < 0,001 0,010 <0,001

ABTS' expresso em mg de AAE 100 g1; DPPH’ expresso em % inibicdo do radical; FRAP expresso em
mg AAE 100 g -1; CRT expresso em mg QE 100 g -1; Letras distintas na mesma coluna indica diferenca
estatistica significativa ao nivel de 5% pelo teste de Fisher LSD.
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A atividade antioxidante pelo método de captura do radical DPPH* apresentou
diferenca estatistica (p< 0,001) variando de 62 a 73% de inibi¢cdo do radical. A analise
de regressao linear multipla mostrou que o modelo foi significativo p=0,027 e ajustado
adeguadamente aos dados experimentais, apresentando Piack of it=0,925 € R?a¢j=0,925
mostrando que o modelo de regressao linear multipla proposto foi capaz e apropriado
para explicar 92% da variancia. Os efeitos estudados no modelo linear s&o
apresentados na Tabela 8 e evidenciam que 0 aumento da atividade antioxidante esta
associado somente a temperatura.

A atividade antioxidante pelo método de FRAP apresentou diferenca estatistica
(p=0,010) variando de 2947+208 a 3457+244 mg AAE 100 g*. A andlise de regressao
linear mdultipla mostrou que o modelo foi significativo (p=0,010) e ajustado
adequadamente aos dados experimentais, apresentando Piack of it=0,777. Os valores
do R? e R2?a4 do modelo foram de 0,879 e 0,855, respectivamente mostrando que o
modelo de regressao linear proposto explica 85% da variancia e apresenta 87% de
capacidade preditiva. Entre os efeitos estudados no modelo linear apresentados na
Tabela 8, constata-se que o aumento da atividade antioxidante no extrato de rooibos
esta diretamente associado a temperatura.

A capacidade redutora total (CRT) mede a atividade de reducdo dos compostos
lipofilicos e hidrofilicos presentes no extrato frente aos ions de molibdénio e
tungsténio. A CRT apresentou diferenca estatistica (p<0,001) variando de 1406+87 a
2234+188 mg QE 100 g*. A andlise de regresséo linear multipla mostrou que o modelo
foi significativo (p=0,049) e ajustado adequadamente aos dados experimentais,
apresentando Plack of t=0,855 e RZ?a¢j=0,828, mostrando que o modelo de regresséo
multipla proposto foi capaz e apropriado para explicar 82% da variancia. O valor de R?
do modelo foi de 0,914 sendo satisfatério e apontando o modelo como de boa
qualidade. Com base nos efeitos no modelo linear apresentados na Tabela 8,
constata-se que o aumento da capacidade redutora total foi influenciado pelo tempo e

temperatura, sendo que a interacdo tempo/temperatura influenciou de forma negativa.



55

Tabela 8 - Coeficientes de regressao obtidos pela metodologia de superficie de resposta para modelar os efeitos do tempo e
temperatura na extracdo de compostos quimicos e atividade antioxidante de extratos aquosos de rooibos vermelho organico

Coeficiente de Erro -95% 95%

Componentes do modelo regressao padréo t=valor | p-valor Confianca |Confianga

Capacidade de captura do radical - ABTS®

Constante -7,70 52,51 -0,15 0,90 -233,65 218,24
Temperatura 2,74 0,65 4,23 0,05 -0,04 5,52
Tempo 8,09 2,59 3,12 0,09 -3,05 19,24
R2 0,92

R? ajustado 0,88

p valor (falta de ajuste) 0,81

p valor (normalidade dos residuos) 0,74

Capacidade de captura do radical — DPPH*

Constante 27,06 451 5,99 0,03 7,64 46,48
Temperatura 0,54 0,06 0,01 0,01 0,28 0,80
R? 0,97
R? ajustado 0,96
p valor (falta de ajuste) 0,92

p valor (normalidade dos residuos) 0,93




Capacidade antioxidante de reducgé&o do ferro

Constante 1391,20 384,26 3,62 0,07 -262,15 3044,55
Temperatura 24,47 5,10 4,80 0,04 2,54 46,40
R? 0,88

R? ajustado 0,85

p valor (falta de ajuste) 0,78

p valor (normalidade dos residuos) 0,02

Capacidade redutora total

Constante -2210,04 508,50 -4,35 0,05 -4397,94 -22,13
Temperatura 48,89 6,72 7,27 0,02 19,96 77,81
Tempo 309,48 64,34 4,81 0,04 32,63 586,33
Temperatura vs Tempo -3,23 0,85 -3,80 0,06 -6,89 0,43
R? 0,91

R? ajustado 0,83

p valor (falta de ajuste) 0,05

p valor (normalidade dos residuos) 0,03

56
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Flavonoides

Constante 473,34 51,30 9,23 0,01 252,61 694,07
Temperatura 4,45 0,68 6,54 0,02 1,52 7,38
R? 0,86

R? ajustado 0,83

p valor (falta de ajuste) 0,34

p valor (normalidade dos residuos) 0,58

orto-difendlicos

Constante 579,19 138,52 4,18 0,05 -16,82 1175,20
Temperatura 11,25 1,72 6,58 0,02 3,80 18,59
Tempo 17,53 6,83 2,57 0,12 -11,85 46,92
R? 0,99

R? ajustado 0,88

p valor (falta de ajuste) 0,46

p valor (normalidade dos residuos) 0,14
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Os gréaficos de contorno apresentadas na Figura 11 mostram os efeitos do
tempo e da temperatura na extragdo dos compostos fendlicos e influéncia na atividade
o fator influenciou

antioxidante. A temperatura de forma isolada foi

que
significativamente na extracdo dos flavonoides totais, atividade antioxidante de
redugéo do ferro e atividade antioxidante frente ao radical DPPH". Contudo, a
interacdo linear entre tempo/temperatura mostrou uma significativa e sinérgica
influéncia no rendimento dos flavondéis, orto-difendlicos e na atividade antioxidante por
meio da captura do radical ABTS'. Para Gonzalez-Montelongo et al. (2010) o
rendimento de extracdo dos compostos antioxidantes é influenciado principalmente

pelas condi¢cBes nas quais o processo de extracdo solido-liquido é realizado.

Figura 11 - Efeito do tempo e temperatura de extracdo no teor de flavonoides totais
(A), orto-difendlicos (B) e atividade antioxidante pelos métodos FRAP (C), CRT (D)
DPPH"* (E) e ABTS" (F) em rooibos vermelho orgénico
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A atividade antioxidante do extrato aquoso de rooibos tem sido relacionada,
principalmente, a presenca de flavonoides (ERICKSON, 2003; JOUBERT et al., 2004;
JOUBERT e BEER, 2011). Os flavonoides sdo compostos que consistem em quinze
atomos de carbono, dispostos em configuracdo de Ce-C3-Cs, 0S quais podem ser
classificados em: antocianinas, flavonas, isoflavonas, flavanonas e flavonois. Sao
compostos que apresentam elevada atividade antioxidante devido ao seu elevado
potencial redox, o que lhes permite agir como agentes redutores, doadores de
hidrogénio e supressores de oxigénio. Os flavonoides apresentam também um
potencial como quelante de metais (MERKEN e BEECHER, 2000; TSAO e YANG,
2003). No presente trabalho, a atividade antioxidante e capacidade redutora dos
extratos de rooibos mostraram-se correlacionadas com o teor de compostos fenélicos
totais (roppHe=0,808 e p=0,028; rasrs*=0,849 e p=0,016, rrrar=0,879 e p=0,001,
rcrr=0,901 e p=0,004), flavonoides (roppHe=0,931 e p=0,002; raets'=0,761 e p=0,047,
rrrap=0,943 e p=0,001, rcrr=0,847 e p=0,016), flavondis (rrrar=0,925 e p=0,002,
rcrr=0,762 e p=0,046) e orto-difendlicos (roppH*=0,900 e p=0,006; rasrs’=0,817 e
p=0,025, rrrar=0,896 e p=0,006, rcrt=0,805 e p=0,028).

Dentre o0s compostos quantificados por LC-ESI-MS/MS constatou-se
correlagcdo positiva entre atividade antioxidante de captura dos radicais DPPH' e
ABTS’, como para capacidade redutora do ferro e capacidade redutora total (Figura
12) indicando uma relagéo diretamente proporcional entre 0 aumento do teor destes
compostos contidos na amostra e a ampliacdo da atividade antioxidante e capacidade

redutora dos extratos aquosos de rooibos fermentado.
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Figura 12 — Correlacao entre compostos quantificados por LC-ESI-MS/MS e atividade
antioxidante frente aos radicais DPPH* (A), ABTS" (B), capacidade redutora do ferro

(C) e capacidade redutora total (D) em extratos
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Figura 12 — Correlacao entre compostos quantificados por LC-ESI-MS/MS e atividade

antioxidante frente aos radicais DPPH* (A), ABTS" (B), capacidade redutora do ferro

(C) e capacidade redutora total (D) em extratos aquosos de rooibos fermentado
(Continuagéao)
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O conteudo de luteolina foi bem correlacionado com DPPH* (r=0,906) e FRAP
(r=0,796), enquanto (+)-catequina apresentou forte correlagdo com ABTS’ (r=0,935),
o acido salicilico e naringenina foram bem correlacionados com ABTS® (r=0,865 e
r=0,781) e DPPH' (r=0,814 e r=0,847) respectivamente. Os teores de quercetina,
Isoramnetina, isoquercitrina, naringina, rutina e siringaldeido foram correlacionados
com ABTS® (r=0,923, r=0,883, r=0,859, r=0,926, r=0,893, e r=0,881 respectivamente),
DPPH" (r=0,884, r=0,941, r=0,956, r=0,767, r=0,931, e r=0,794 respectivamente),
FRAP (r=0,775, r=0,879, r=0,906, r=0,736, r=0,852, r=0,767 respectivamente) e
capacidade redutora total (r=0,818, r=0,869, r=0,862, r=0,883, r=0,853, r=0,797
respectivamente) todas apresentando p<0,05. Assim, é possivel afirmar que tais
compostos estdo diretamente ligados as funcionalidades in vitro apresentadas pelo
extrato aquoso de rooibos.

A forte atividade antioxidante frente a um radical livre exercida pela quercetina
é devido a combinacao de cinco grupos hidroxilas sendo que dois desses grupos estao
na posicao orto. Além da presenca de dupla ligacdo no anel heterociclico (VAN
ACKER et al., 1996). A estabilizacao do radical ocorre pela deslocalizacdo de elétrons
na estrutura aromatica. Formas glicosiladas de quercetina com diferentes aglcares
como isoquercitrina  (quercetina-3-O-glucosideo) e rutina (quercetina-3-O-
rutinosideo), apresentam caracteristicas semelhantes por serem grupos doadores de
elétrons. A glicosilacdo da quercetina apresenta influencia na sua absor¢éo in vivo
tanto de forma benéfica quando ligado a glicose, quanto de forma néo favoravel como
€ 0 caso da glicolizagao por rutinosideo (CAO et al., 1997; HEIM et al., 2002).

A catequina, composto pertencente ao grupo dos flavan-3-ols, tem por
caracteristica a capacidade redutora de metais e atividade de eliminagéo de radicais
livres, que se encontra diretamente ligado ao numero (5) e posicdo dos grupos
hidroxilas presentes em sua estrutura quimica (ARON e KENNEDY, 2008).

Luteolina € um antioxidante natural com alta atividade de eliminacao de radicais
livres (SEELINGER, et al., 2008). De acordo com Cao et al. (1997) a capacidade
antioxidante da luteolina esta diretamente ligada a presenca de 4 grupos hidroxila
contidos em sua estrutura com o diferencial da presenca de duas hidroxilas na posicéo
orto o que faz com que esse composto apresente maior atividade antioxidante em
relacdo a outros compostos que também contém 4 hidroxilas em sua estrutura, como

€ 0 caso do kaempferol, porém sem presenca de hidroxila na posi¢éo orto.



63

De modo geral a acdo antioxidante dos acidos fendlicos é dependente da
guantidade de grupos hidroxila e/ou metoxi presentes em sua estrutura, ou seja, a
atividade antioxidante dos acidos fendlicos aumenta com o grau de hidroxilacdo e/ou
metoxilacdo. A posicdo que se encontra os grupos hidroxila e/ou metoxi na estrutura
faz com que o potencial antioxidante varie de mais para menos efetivo na seguinte
ordem orto, meta e para. Outro parametro que influencia na atividade antioxidante de
acidos fendlicos é sua origem, sendo que os compostos derivados do acido cinamico
tendem a ser mais eficientes do que os originados do acido benzoico (RICE-EVANS
et al., 1996; NATELLA et al., 1999; GRANATO et al., 2011).

De acordo com Rice-Evans et al. (1996), o acido galico (3,4,5-triidroxibenzdico)
apresenta uma forte atividade antioxidante, devido ao poder nucleofilico exercido por
seus trés grupos hidroxilas disponiveis. Menor atividade € observada do acido 3,4-
diidroxidobenzoico que apresentam duas hidroxilas ligadas no anel aromético na
posicdo orto. Em relacdo a atividade antioxidante apresentada pelo acido cafeico,
(acido 3,4-dihidroxicinamico) o qual também apresenta dois grupos hidroxilas ligados
ao anel benzénico na posi¢cdo orto, mostra-se superior em relagdo ao acido 3,4-
diidroxidobenzoico. O acido cafeico por ser um acido cinamico (Figura 13A) apresenta
nove atomos de carbono (Ce-C3) no qual a presenca de uma dupla entre os carbonos
7 e 9 torna possivel a deslocalizacédo de elétrons adicionais em relacdo aos acidos
benzoicos (Figura 13B) que por sua vez possui sete atomos de carbono (Cs-C1) e séo
os acidos fendlicos mais simples encontrados na natureza, tendo seu potencial
antioxidante restritamente ligados ao niumero e posi¢cado dos grupos funcionais no anel
aromatico (MARINOVA e YANISHILIEVA, 1992; RICE-EVANS et al., 1996).

Figura 13 - Estrutura geral dos acidos cinamico (A) e benzoico (B)

Acido cinamico Acido benzoico

O

Fonte: Autor
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Os é&cidos que contém apenas um grupo hidroxila ligado ao anel como o acido
p-cumarico (4-hidroxicinamico) apresenta fraca atividade antioxidante (ANDERSEN,
2005). Quando ocorre a introdugao de um grupo metoxila na posigéao orto em relacéo
a OH presente no anel aromatico, aumenta a estabilidade do composto e assim o seu
potencial antioxidante. Por essa razdo o &cido ferulico € mais eficaz que o &acido p-
cumarico no que diz respeito a atividade antioxidante. A presenca do grupo metoxi na
posicdo orto em relacdo a hidroxila no acido ferdlico permite o aumento da
estabilizacdo de espécie reativa por meio da deslocalizacao de elétrons ariloxilo apds
a doacédo de hidrogénio do grupo hidroxila (CUVELIER et al., 1992; RICE-EVANS et
al., 1996). O &cido sinapico apresenta atividade antioxidante superior ao acido ferulico
devido a presenca de dois grupos metoxi existentes na estrutura aromatica na posicao
orto em relacdo a OH. Cuvelier et al. (1992) afirmam que a eficiéncia antioxidante é
aumentada com a introducao de dois grupos metoxi ambos na posicéo orto em relacéo
a hidroxila presente no anel por tornar possivel a deslocalizacdo de maior nimero de
elétrons pela molécula.

Considerando todos os fatores que podem influenciar no potencial antioxidante
dos &cidos fendlicos, como nimero e posicéo de grupos funcionais e origem (cinamico
ou bezoico), a atividade antioxidante apresentada pelos compostos estudados no
presente estudo (Figura 14), possuem a seguinte ordem: acido galico > caféico > 3,4-

dihidroxibenzdico > sinpico > siringico > ferulico > p-cumarico > salicilico.
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Figura 14 - Acidos fenolicos quantificados por LC-ESI-MS/MS em extrato aquoso de
rooibos vermelho orgéanico
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5.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os setes extratos obtido em tempo e temperatura diferente como estabelecido
pelo delineamento experimental, foram liofilizados e avaliados em relacdo a sua
capacidade antimicrobiana, os quais nas concentracdes de 7,81 a 1000 ug mL* ndo
foram eficazes em inibir o crescimento dos micro-organismos testados. Estudos
mostram que A. linearis ndo apresentou atividade antimicrobiana notavel (VAN
VUUREN, 2008; NCUBE et al., 2012). De acordo com van Wyk et al. (2009) o extrato
de A. linearis € mais comumente conhecido por sua atividade antioxidante e
antimutagénica. No estudo de Scheepers (2001) o extrato aquoso de rooibos

fermentado na concentracdo de 5.000 pg mL* apresentou inibicdo de 69% no
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crescimento de E. coli, porém, esta concentracdo € bem superior a aplicada no
presente trabalho.

Rabanal et al. (2002) e Karaman et al. (2003) avaliaram a atividade
antimicrobiana de extratos vegetais e empregaram concentracdes de 31,25 a 500 ug
mL1 e Chandrasekaran e Venkatesalu (2004) utilizaram concentracdes de extratos de
Syzygium jambolanum nas concentracdes entre 500 a 1000 yg mLt. Como ja bem
salientada por Simpson et al. (2013), quando a atividade antimicrobiana de um extrato
natural excede 2000 pug mL™, o uso terapéutico de tais extratos é impedido, o que
implica que as substéncias contidas no extrato, que ndo apresenta atividade
antimicrobiana, devem ser removidas para aumentar a atividade do mesmo, desta
forma obtendo um extrato purificado. Uma alternativa plausivel para aumentar a
eficacia sobre a atividade antibacteriana de extrato de rooibos aquoso (principalmente
em relacdo a bactérias Gram-positivas) € a combinagédo com penicilina G ou nistatina
(HUBSCH et al., 2014).

5.4 ATIVIDADE INIBITORIA DAS ENZIMAS a-AMILASE E a-GLUCOSIDASE

As enzimas a-amilase e a-glucosidase sdo fatores-chave do metabolismo de
carboidratos em seres humanos, de modo que a busca por produtos naturais que
apresentam potencial antidiabético é de interesse primordial. Em geral, todas as
amostras analisadas mostraram valores similares de extrato para inibir 50% da
atividade enzimatica (ICso), independente do tempo e temperatura de extracéo,
variando de 5 a 6 e de 0,5 a 0,6 mg de extrato de rooibos liofilizado mL! para a-

amilase e a-glucosidase, respectivamente (Tabela 9).

Tabela 9 - Capacidade inibitoria dos extratos de rooibos nas enzimas a-amilase e a-
glucosidase

ICso* a-amilase  1Cso* a-glucosidase
Temperatura Tempo Amostras

(mg AL mL™?) (mg AL mL™?)
-1 (65) -1(5) A 6,11 0,58
-1(65) 1(10) B 5,73 0,61
1 (85) -1(5) C 5,01 0,48
1 (85) 1(10) D 5,28 0,56
0 (75) 0 (7,5) E 5,33 0,56
0 (75) 0 (7,5) F 5,06 0,52
0 (75) 0 (7,5) G 5,10 0,50

AL=Amostra liofilizada de rooibos; *=Capacidade inibitéria de 50%.
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A a-glucosidase é produzida pelos enterdcitos no epitélio do intestino delgado
e é responsavel por catalisar a clivagem de glicose a partir de dissacarideos. Portanto,
os inibidores desta enzima s&o desejaveis para controlar diabetes tipo Il (GUDER et
al., 2015). Estes resultados sdo relevantes ja que os extratos de rooibos vermelho
organico mostraram-se capazes de inibir a agao da a-amilase e a-glucosidase in vitro,
0 que implica que extratos aquosos de rooibos (chd) sédo capazes de retardar a
digestdo de hidratos de carbono (absorcdo de glicose) suprimindo assim a
hiperglicemia poés-prandial. Os valores de ICso adquiridos no presente estudo
mostram-se superiores do que os determinados em casca, polpa e sementes de
jabuticaba (ALEZANDRO et al., 2013).

A metodologia de superficie de resposta (MSR) foi aplicada e graficos séo
mostrados nas Figuras 15A e 15B. O modelo proposto pela MSR para a inibicao da a-
glucosidase foi adequada para descrever os dados experimentais, ja que 70,2% da
variabilidade dos dados foi explicada, ndo foi observada nenhuma falta de ajuste
(p=0,286), e nenhuma tendéncia evidente na andlise de residuos (p=0,166). A
temperatura (p=0,096) e de forma menos significativa, a interacdo entre o tempo e
temperatura (p=0,199) foram os responsaveis pelos efeitos observados. Por outro
lado, a inibicdo a-amilase ndo foi corretamente descrita pelo modelo MSR
apresentando R2adj=0,439 e pnormalidade=0,012. Por isso, este modelo ndo pode ser
utilizado para fins de predicéo.

Figura 15 — Efeito do tempo e temperatura na capacidade inibitéria das enzimas a-
glucosidase (A) e a-amilase (B)
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No geral, a temperatura (p=0,063) atuou diminuindo o valor de 1Cso, enquanto
que o tempo de extracdo (p=0,152) e a interagcdo entre o tempo e temperatura
(p=0,155) aumentou o valor de ICso. Alu'datt et al. (2015) extraiu 0S compostos
fenolicos de Thymus vulgaris L. e verificou que a temperatura desempenhava o papel
mais importante e significativo (p<0,05) na inibicdo da a-glucosidase, em comparacao
com o tempo de extracdo. Os mesmos autores, observaram a maior taxa de inibicéo
a 40°C (73,76%) e menor em 60 °C (20,94%). Além disso, o tempo de extracédo (3, 6,
e 8 h) ndo alterou a inibicdo da a-amilase.

A andlise de correlagdo mostrou que os compostos fendélicos responsaveis
pela inibicdo da enzima a-amilase (ICso0) foram (p<0,05) Isoramnetina (r=-0,783),
isoquercitrina (r=-0,823), luteolina (r=-0,783), acido salicilico (r=-0,679), siringaldeido
(r=-750), enquanto para inibicdo da a-glucosidase (p<0,05) foram siringaldeido (r=-
0,685), isoquercitrina (r=-0,610) e luteolina (r=-0,595). Os valores adquiridos para a-
amilase (ICso) foram diretamente correlacionados com os compostos fendlicos totais
(r=-0,871, p=0,010), teor de flavonoides total (r=-0,783, p=0,037), flavonois totais (r=-
0,784, p=0,037), FRAP (r=-0,819, p=0,024), e capacidade redutora total (r=-0,857,
p=0,014), enquanto a-glucosidase (ICso0) mostrou-se associada com a-amilase
(r=0,808, p=0,028), flavondis total (r=-0,686, p=0,089) e FRAP (r=-0,722, p=0,067).
Este € o primeiro relato na literatura que mostra os principais compostos fendlicos de
Aspalathus linearis vermelho organico responséaveis pela inibicdo da a-glucosidase e
a-amilase. Estes resultados corroboram aos observados anteriormente, que 0s
compostos fendlicos sao capazes de inibir estas enzimas e podem contribuir no
controle da hiperglicemia (GUDER et al., 2015; JIN et al., 2015).

5.5 PERFIL HEMOLITICO DO EXTRATO AQUOSO DE ROOIBOS VERMELHO

Como apresentado na Figura 16, o extrato de rooibos (T=85 °C, t=10 min)
apresentou comportamento néo litico frente aos eritrécitos de sangue humano com
tipagem O*. Esses resultados demostram que o extrato de rooibos tem interacao
benéfica com os eritrécitos, sugerindo efeito protetor, ou seja, diminuindo a ocorréncia
de hemdlise minima nas células eritrocitarias. A hemdlise é caracterizada por ruptura
do eritrécito com liberacdo de hemoglobina. Um extrato natural que apresente efeito
inibitério da hemdlise é desejado tendo em vista que a presenca de hemoglobina livre

no plasma pode acarretar em problemas a saiude como danos em diferentes érgaos,
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tais como figado, rins e coragdo uma vez que ndo ha o transporte de O2 adequado
(SAVITSKY et al., 1978; CARVALHO et al., 2007)

Figura 16 — Perfil ndo hemolitico do extrato aquoso de rooibos vermelho com tipagem
O+
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Nota: Letras diferentes entre as concentracdes representam diferenca estatistica significativa ao nivel
de 5% pelo teste Fisher LSD.

A partir da Figura 16 observa-se que ocorreu uma diminuigdo da atividade
hemolitica com o aumento da concentracdo do extrato aquoso de rooibos. Zhu et al.
(2002) avaliaram o efeito do consumo de bebida de cacau (Theobroma cacao L.) em
humanos. Eles constataram associagdao do consumo de bebida de cacau com a
reducdo da taxa de hemolise de eritrocitos induzida pela adicdo de uma solucao de
200 mmol Lt do radical ABTS® na proporcéo 1:1 (v/v) em eritrécitos a 10% em solucéo
tampéao fosfato (pH 7,4). As amostras foram obtidas a partir de individuos adultos
saudaveis, elevando o tempo de hemdélise maxima por pelo menos 2 horas em relagcéo
a eritrocitos de adultos. Os mesmos autores, afirmam que flavonoides isolados de
extrato de cacau, (-)-epicatequina e (+)-catequina, apresentaram efeito protetor contra
a hemolise induzida por radicais livres (ABTS"), tendo o efeito potencializado com o
aumento da concentragdo dos flavonoides. Tal tendéncia corrobora com o efeito de
dose-dependéncia constatado no presente estudo. De forma similar, Wang et al.

(2016) avaliaram o efeito protetor do resveratrol glicosilado, quercetina, vinho tinto e
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suco de uva roxa frente a hemdlise e atividade antioxidante em eritrocitos humanos e
verificaram que todas amostras testadas apresentaram efeito protetor nas células
submetidas ao estresse induzido por hipoxantina-xantina oxidase.

A capacidade protetora apresentada pelo extrato de rooibos possivelmente se
deve a sua composicdo fendlica. A capacidade protetora em eritrécitos ja foi
constatada em extratos ricos em compostos fendlicos de diversas fontes, incluindo
cha verde de Camellia sinensis (ZHANG et al., 1997), cacau Theobroma cacao L.
(ZHU et al., 2002), e extrato de casca de pinheiro (SHARMA et al., 2003) e em
compostos fendlicos isolados como kaempferol, quercetina e rutina (BORRA et al.,
2013).

5.6 CORRELACAO PELA ANALISE POR COMPONENTES PRINCIPAIS

Devido ao grande numero de variaveis de resposta as quais foram analisadas
em todos os sete extratos aquosos de rooibos vermelho organicos, uma projecao
multivariada das amostras foi representada graficamente (PCl1 por PC2) e os
resultados sdo mostrados na Figura 17A onde pode-se notar uma nitida separacao
dos extratos apontando a temperatura de extracdo como o fator mais discriminador
destas amostras. Usando a analise de fator de cargas (Figura 17B) em conjunto com
a Figura 17A, é possivel observar que os chas rooibos extraidos a 85 °C apresentaram
a maior atividade antioxidante medida por todos os ensaios, maiores teores de
compostos fendlicos (espectrofotometria e pelos dados adquiridos por LC-ESI-
MS/MS) e menores valores de Clso para as enzimas digestivas testadas. Por outro
lado, rooibos extraidos a 65 °C apresentou o comportamento oposto, enquanto
rooibos extraidos a 75 °C apresentou valores intermédios para as respostas. Este
resultado indica claramente que a temperatura de extracdo € o principal fator
responsavel por proporcionar uma maior extracdo de compostos funcionais a partir de

rooibos vermelho organico.
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Figura 17 - Analise por componentes principais para as amostras de extratos aquosos
(A) e para as variaveis de resposta (B)
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6 CONCLUSOES

No presente estudo, verificou-se que o tempo e a temperatura de extracao
apresentam forte efeito na extracdo do conteudo de compostos presentes no rooibos

fermentado.

A condicdo de extracdo que proporcionou a maior extracdo de compostos

fendlicos no extrato aquoso de rooibos foi alcancada a 85 °C durante 10 min.

Em geral, os tempos de extracdo testados (5-10 min) ndo representam
quaisquer efeitos estatisticamente significativos em alguns ensaios de atividade
antioxidante (DPPH* e FRAP).

Entre as classes de compostos determinadas o tempo de extracdo nao
apresentou efeito significativo no aumento dos teores dos compostos fendlicos totais,

flavonoides totais e taninos condensados.

N&o foram constatados efeitos significativos do tempo na atividade

antimicrobiana e na capacidade de inibicdo das enzimas a-amilase e a-glucosidase.

A metodologia de superficie de resposta mostrou-se adequada para avaliar 0s

efeitos do tempo e temperatura de extracdo em extrato aquoso de rooibos fermentado.

Os modelos matematicos propostos tanto para maior extracéo dos flavonoides
totais e orto-difendis totais, quanto para o0 aumento da atividade antioxidante frente ao
radical DPPH' e ABTS®, capacidade redutora total e capacidade redutora do ferro

apresentaram-se de forma satisfatéria apresentando R2>0,85 e R?a¢;>0,80.

O extrato de rooibos apresentou interacao benéfica com eritrocitos humanos,
sugerindo efeito protetor, ou seja, diminuindo a ocorréncia de hemdlise nas células

eritrocitarias.

Observou-se uma reducdo hemolitica com o aumento da concentracdo de
extrato de rooibos fermentado indicando efeito de dose dependente na protecao das

células eritrocitarias
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A temperatura mais elevada de extracdo proporcionou um chi com maiores
teores de compostos bioativos e maior funcionalidade dos extratos aquosos de

rooibos vermelhos organicos.

Os resultados apresentados nesse trabalho podem ser utilizados pelos
consumidores e pelas industrias alimentares que pretendem desenvolver bebidas a

base de rooibos vermelho.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar a influéncia de outros compostos presentes em rooibos vermelho frente

a atividade antioxidante, poder redutora e capacidade inibitéria de enzimas digestivas.

Utilizar um sistema biolégico (gema de ovo) para avaliagdo da atividade

inibitoria da oxidacao lipidica em extrato aquoso de rooibos.

Testar a atividade anticancerigena in vitro e atividade antioxidante em

eritrécitos humanos in vitro.

Utilizar diferentes solventes ou proporcdes entre eles que possibilite maior

extracdo dos composto fendlicos.

Avaliar a estabilidade térmica dos compostos presentes em extrato aquoso de
rooibos vermelho.
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APENDICE A - Cromatogramas tipicos de extratos aquosos de rooibos vermelho
organico
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