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RESUMO

ROBERTO, Poliana Miranda, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2018. Nutrientes e compostos bioativos de alecrim, manjericao e hortela
frescos, desidratados e de suas infusdoes quente e gelada. Orientadora:
Helena Maria Pinheiro Sant'’Ana. Coorientadora: Ceres Mattos Della Lucia.

Investigou-se a ocorréncia e concentracdao de nutrientes e compostos bioativos
de ervas (alecrim - Salvia rosmarinus, manjericao - Ocimum basilicum e hortela
- Mentha spicata) frescas, desidratadas e suas infusdes a quente e gelada. A
analise da composicao centesimal e fibras foi feita de acordo com a AOAC
(2012). Vitamina C, vitamina E, carotenoides e flavonoides foram analisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Minerais e metais pesados foram
determinados por espectrofotometria de absorcdo atbmica em plasma
indutivamente acoplado. Compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante
foram analisados por espectrofotometria. Para analise estatistica, utilizou-se o
software SPSS, versédo 23.0, adotando-se um nivel de significancia de 5%. O
alecrim fresco apresentou elevada umidade (63,18%), baixa concentracao de
proteina (1,27 mg.100g") e boa concentragéo de fibras totais (19,15 g.100g™"),
sendo destaque a insoltvel (15,86 g.100g™"). As concentragdes de carotenoides
totais, vitamina C, vitamina E total e flavonoides totais no alecrim fresco (em
mg.100g") foram 28,48; 8,09; 12,55 e 422,89, respectivamente. Nao foram
observadas diferencas (p>0,05) quanto as concentracdes de vitamina C,
carotenoides, vitamina E, flavonoides, compostos fendlicos e capacidade
antioxidante entre a erva fresca e desidratada e entre as infusdes. No alecrim
desidratado destacaram-se as concentragdes de cromo (430,00 pg.100g"), ferro
(30,76 mg.100g"), magnésio (270,00 mg.100g"), potassio (2943,33 mg.100g™")
e cobre (960,00 pg.100g™"). Observou-se reduzida concentragdo de chumbo, alta
concentragdo de aluminio, ndo sendo encontrados niquel e cadmio. O alecrim
desidratado se mostrou fonte de potassio, cobre e vitamina E, boa fonte de ferro
e magnésio e excelente fonte de cromo, além de boa capacidade antioxidante
(77,18%), e as concentragdes de vitamina C e A nas infusées foram reduzidas.
O manjericdo fresco apresentou elevada umidade (94,12%) e baixa
concentracdo de lipidios (0,20 g.100"), carboidratos (5,25 g.100g™" e fibras (2,33
g.100g"). Verificou-se excelente retengdo de B-caroteno na erva desidratada
(101,24%). As concentracdes de carotenoides, vitamina C, vitamina E total e
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flavonoides totais no manjericao fresco (em mg.100g™") foram 77,13; 4,01; 16,45
e 211,5, respectivamente. A luteolina e a naringenina foram os flavonoides
encontrados em maior concentracao no manjericao fresco e desidratado. Nao
houve diferenca nas concentragbes de vitamina E, C, fendlicos totais e
capacidade antioxidante entre o manjericao fresco e o desidratado e entre as
infusdes (p>0,05). O potassio e o calcio foram os minerais encontrados em maior
quantidade no manjericio desidratado (4170,00 e 1786,67 mg.100g",
respectivamente). O manjericao desidratado se mostrou fonte de cobre,
manganés e célcio e boa fonte de ferro, potassio, cromo e vitamina A. As
concentracdes de vitaminas C e A nas infusées foram muito reduzidas. A hortela
fresca apresentou elevada concentracdo de umidade (90,17%), baixa de
proteina (0,88 g.100g™"), lipidios (0,33 g.100g") e fibras (4,59 g.100g™"). Nao
foram observadas diferencgas (p>0,05) quanto as concentra¢des de vitamina C e
E, flavonoides, fendlicos totais e capacidade antioxidante entre a erva fresca e
desidratada e entre as infusdées gelada e quente. As concentracbes de
carotenoides totais, vitamina C, vitamina E total e flavonoides totais na hortela
fresca (em mg.100g") foram 40,74; 1,11; 1,77 e 150,09, respectivamente. A
hortela desidratada apresentou menor concentracao de luteina (p<0,05) e baixo
percentual de retencédo real (11,8%). As infusdes da hortelda apresentaram
quantidades reduzidas de vitaminas A e C. A erva desidratada destacou-se como
fonte de magnésio, boa fonte de potassio e vitamina A e excelente fonte de ferro,
cromo e manganés. Assim, as ervas aromaticas frescas e desidratadas podem
contribuir para a ingestao de nutrientes e compostos bioativos importantes para
a saude humana, ndo sendo as infusbes uma forma de consumo relevante para

se atingir as recomendacgdes de vitaminas A e C.
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ABSTRACT

ROBERTO, Poliana Miranda, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2018. Nutrients and bioactive compounds of fresh, dehydrated rosemary,
basil and mint and their hot and cold infusions. Advisor: Helena Maria
Pinheiro Sant'Ana. Co-advisor: Ceres Mattos Della Lucia.

The occurrence and concentration of nutrients and bioactive compounds of fresh
herbs (rosemary - Salvia rosmarinus, basil - Ocimum basilicum and mint - Mentha
spicata), and their hot and cold infusions were investigated. The centesimal
composition and fibers analysis were made according to AOAC (2012). Vitamin
C, vitamin E, carotenoids and flavonoids were analyzed by high performance
liquid chromatography. Minerals and heavy metals were determined by
inductively coupled plasma atomic absorption spectrophotometry. Total phenolic
compounds and antioxidant capacity were analyzed by spectrophotometry. For
statistical analysis, SPSS software version 23.0 was used, adopting a
significance level of 5%. Rosemary fresh showed high humidity (63.18%), low
protein concentration (1.27 mg.100g™") and good total fiber concentration (19.15
9.100g™"), especially insoluble fiber (15.86 g.100g™"). The concentrations of total
carotenoids, vitamin C, total vitamin E and total flavonoids in fresh rosemary (in
mg.100g°") were 28.48, 8.09, 12.55 and 422.89, respectively. There were no
differences (p> 0.05) in the concentrations of vitamin C, carotenoids, vitamin E,
flavonoids, phenolic compounds and antioxidant capacity between fresh and
dehydrated herb and between infusions. In the dehydrated rosemary, the
concentrations of chromium (430.00 pg.100g7"), iron (30.76 mg.100g™),
magnesium (270.00 mg.100g™"), potassium (2943.33 mg.100g™') and copper
(960.00 ug.100g™") highlighted. There was a low concentration of lead, high
concentration of aluminum, and no nickel and cadmium were found. Dehydrated
rosemary was a source of potassium, copper and vitamin E, a good source of
iron and magnesium and an excellent source of chromium, as well as had good
antioxidant capacity (77.18%), and vitamin C and A concentrations in the
infusions were reduced. The basil fresh had high humidity (94.12%) and low
concentration of lipids (0.20 g.100"), carbohydrates (5.25 g.100g") and fibers
(2.33 g.100g™"). There was an excellent retention of B-carotene in the dehydrated
herb (101.24%). The concentrations of total carotenoids, vitamin C, total vitamin
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E and total flavonoids in fresh basil (in mg.100g™") were 77.13; 4.01; 16.45 and
211.50, respectively. Luteolin and naringenin were the flavonoids found in higher
concentration in fresh and dehydrated basil. There was no difference in vitamin
E, C, total phenolic and antioxidant capacity between fresh and dehydrated basil
and between infusions (p> 0.05). Potassium and calcium were the most found
minerals in dehydrated basil (4170.00 and 1786.67 mg.100g™, respectively).
Dehydrated basil was found to be a source of copper, manganese and calcium
and a good source of iron, potassium, chromium and vitamin A. The
concentrations of vitamins C and A in the infusions were very low. Mint fresh
presented high concentration of moisture (90.17%), low protein (0.88 g.100g™"),
lipids (0.33 g.100g™") and fibers (4.59 g.100g™"). No differences (p> 0.05) were
observed for vitamin C and E concentrations, flavonoids, total phenolics and
antioxidant capacity between fresh and dehydrated herb and between hot and
cold infusions. The concentrations of total carotenoids, vitamin C, total vitamin E
and total flavonoids in fresh mint (in mg.100g") were 40.74; 1.11; 1.77 and
150.09, respectively. The dehydrated mint presented lower concentration of
lutein (p <0.05) and low percentage of real retention (11.8%). The mint infusions
showed reduced amounts of vitamins A and C. The dehydrated herb stood out
as a source of magnesium, a good source of potassium and vitamin A and
excellent source of iron, chromium and manganese. Thus, fresh and dehydrated
herbs can contribute to the ingestion of nutrients and bioactive compounds
important for human health, and infusions are not a relevant form of consumption

to reach the recommendations of vitamins A and C.
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1. INTRODUCAO GERAL

Nos ultimos anos, tém-se investigado os efeitos de nutrientes e
compostos bioativos de plantas e alimentos em diversas enfermidades. Tais
pesquisas tém tentado explicar os beneficios desses compostos com agao anti-
inflamatéria, antioxidante, antialergénica e antiobesidade (HU et al., 2009;
RODRIGUES, 2015).

Neste contexto, destacam-se as ervas aromaticas utilizadas como chés e
condimentos, as quais tém atraido muita atengdo devido a sua capacidade
antioxidante e sua abundancia na dieta de milhares de pessoas em todo o
mundo. Estudos demonstram que diversas ervas aromaticas sao ricas em
catequinas, flavonoides, vitaminas (C e complexo B) e compostos fendlicos,
apresentando propriedades antioxidante, anti-inflamatdria, antimicrobiana e
antitumoral, as quais sdo importantes para a saude e prevencao de doencas,
como as coronariopatias (AKKOL et al., 2008; AFONSO, SANT'ANA & MANCINI-
FILHO, 2010; GUILARDUCCI, 2016).

Destaca-se que a presenca de fitoquimicos é amplamente influenciada
por diversos fatores, entre eles, variedade, condigbes climaticas e edaficas,
fatores genéticos e estadio de maturacao. Além disso, os compostos bioativos
estao susceptiveis as reacdes de oxidacdes ocorridas durante o processamento
e estocagem de alimentos, uma vez que alguns destes compostos sdo instaveis
a luz, temperatura, ar, entre outros processamentos (GONCALVES, SANTOS e
MORAIS, 2015).

As ervas aromaticas, podem ser consideradas substancias com alegacao
de propriedade funcional, visto que desempenham agdes benéficas, modulando
fungdes bioquimicas e fisioldgicas, que podem resultar em maior protecao a
saude, retardando processos patolégicos e de envelhecimento (GUILARDUCCI,
2016).

De acordo com a legislacao brasileira, chas sdo produtos constituidos de
partes de vegetais, inteiras, fragmentadas ou moidas, obtidos por processos
tecnoldgicos adequados a cada espécie, sendo utilizados para a preparacao de
bebidas alimenticias por infusdo (processo que consiste em verter liquido sobre
as ervas aromaticas) ou decoccao (ferver as ervas aromaticas juntamente com
o liquido) em agua potavel, ndo podendo ter finalidades farmacoterapéuticas
(BRASIL, 2005). Entretanto, Lorenzi e Matos (2002) observaram que, das 47
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espécies de plantas determinadas pela RDC n° 77, de 2005, 23 séo
consideradas “plantas medicinais” por serem utilizadas na medicina popular
(caseira ou tradicional).

Segundo Teixeira et al. (2014) aproximadamente 80% da populagao dos
paises em desenvolvimento utilizam algum tipo de medicina tradicional e, dentre
essas, se encontra o consumo de chas medicinais.

Em plantas utilizadas como chas, as atividades bioldgicas estao
associadas, em parte, com a acao antioxidante dos compostos quimicos. A
eficacia dessa capacidade depende da espécie da erva, da quantidade e tipo de
compostos fendlicos presentes (DAMIANI et al., 2014; ZIELINSKI et al., 2014).

Dessa forma, especiarias e chas tém sido reconhecidos pelos beneficios
a saude humana pela presenca de compostos bioativos e suas propriedades
nutricionais e antioxidantes, interrompendo a cadeia oxidativa, devido a
presenca de flavonoides, vitaminas, minerais e polifenois naturais, constituintes
essenciais desses produtos. Essas substancias podem promover melhora da
recuperacado apos o exercicio fisico, manutencédo da resposta imune, além de
controle do estresse oxidativo (ROGINSKY e LISSI, 2005; BAKKALI et al, 2008).

No entanto, ainda sdo escassos estudos que avaliam a composicao
nutricional e as propriedades funcionais de chas e ervas, diante disso, da
popularidade do alecrim, manjericdo e horteld no uso culinario e na medicina
popular, demonstrou-se interesse em conhecer a composi¢cao nutricional dos
mesmos e sua contribuicdo para a ingestao de micronutrientes e compostos
bioativos essenciais a saude, uma vez que essas ervas sao frequentemente
utilizadas pela populacao brasileira na forma de chas e condimentos.

O processamento pode alterar o contedudo de compostos e a capacidade
antioxidante. A armazenagem e processamento podem levar a perda de
antioxidantes naturalmente presentes, melhorar a capacidade antioxidante de
compostos bioativos, formar novos compostos com atividade antioxidante ou
pré-oxidante ou ndo alterar os compostos bioativos da erva (NICOLI, et al.,
1999).

Alguns estudos mostram que o processamento de ervas e chas,
principalmente os que empregam altas temperaturas em curto periodo de tempo,
podem aumentar a disponibilidade de compostos fendlicos, carotenoides e a
atividade antioxidante. Porém para os flavonoides e as vitaminas, ndo ha perdas
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significativas, ou observa-se uma reducao apos o processamento (MAZZEO et
al., 2011; MARTINEZ-HERNANDEZ et al., 2013; MIGLIO et al., 2008).

Diante do exposto, torna-se relevante o estudo de ervas aromaticas,
contribuindo para o avango nas pesquisas sobre nutrientes e compostos
bioativos em chas e ervas aromaticas frescas e desidratadas, fornecendo
informacdes que possam subsidiar o efeito benéfico do consumo destas ervas

na saude humana.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Producao e consumo de chas pela populacao

Os primeiros relatos do consumo de cha datam do século XXVII a.C.,
sendo uma das bebidas mais antigas, produzidas por via biotecnoldgica,
praticada pelo ser humano e uma das mais consumidas do mundo, referidas
como uma das melhores fontes de compostos fendlicos (LIMA et al., 2004).

Originario da China, o chd é cultivado e consumido pelas suas
caracteristicas de aroma, sabor e propriedades medicinais em mais de 160
paises, especialmente os asiaticos (SAITO e MIYATA, 2000; KUMUDAVALLY et
al., 2008; NISHIYAMA et al., 2010).

O consumo se difundiu na Asia e das colonias para as metrépoles. Em
meados do século XVII, os ingleses divulgaram e popularizaram a bebida para o
resto do mundo. O cha majoritariamente produzido no mundo € o cha preto, com
78% da producgéo, sendo consumido em todo o mundo, seguido do cha verde
com 20% da producéo mundial e consumido principalmente nos paises asiaticos.
O cha Oolong representa 2% da producdo mundial e € consumido com
frequéncia no sul da China (HAYAT et al., 2015).

O consumo de outras infusbes tem crescido devido ao aumento da
preocupacao com a saude, uma vez que podem apresentar propriedades
sedativas, relaxantes ou estimulantes (LASEKAN e LASEKAN, 2012). Podem
também contribuir para a reducdo do risco de doencas crénicas, devido a
composicao em antioxidantes e polifenois (DEL RIO et al., 2010).

Além de seu aroma atraente e sabor especifico, a popularidade dos chas
também é resultado de suas propriedades potencialmente promotoras da saude
(HORZIC et al. 2009; BAE et al., 2015). As formas de consumo variam entre o0s
paises, em alguns casos puro, com agucar, com leite e com limao (MORAES-
DE-SOUZA, 2007).

O estudo da composic¢ao nutricional de chas medicinais vem merecendo
destaque nas Ultimas décadas a fim de se conhecer seus efeitos benéficos a
saude humana (HUSSAIN et al., 2009).



2.2. Alegislacao sobre chas no Brasil

No Brasil, a Secretaria de Vigilancia do Ministério da Saude, em sua
Portaria SVS/MS n° 519, de 26 de junho de 1998, aprovou o Regulamento
Técnico para Fixagao de Identidade e Qualidade de Chéas — Plantas Destinadas
a Preparacao de Infusdes ou Decocgbes. Essa legislagcdo define chas como
“produtos constituidos de partes de vegetais, inteiras, fragmentadas ou moidas,
obtidos por processos tecnologicos adequados a cada espécie, utilizados
exclusivamente na preparacéo de bebidas alimenticias por infusédo (preparagéao
em agua, em temperatura a 90°C, vertendo as ervas aromaticas, que devem
permanecer em repouso por tempo determinado) ou decoccéo (preparacao em
que as ervas aromaticas sdo mergulhadas na agua fria e mantidas até atingir a
temperatura de 90°C), ndo podendo ter finalidades farmacoterapéuticas
(finalidade de atuar como medicamento), prevenindo ou tratando doengas e/ou
sintomas”.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por meio da
Resolucéo de Diretoria Colegiada — RDC n® 277, de 22 de setembro de 2005,
aprovou o “Regulamento Técnico para café, cevada, cha, erva-mate e produtos
soliveis”, definindo cha como: “produto constituido de uma ou mais partes de
espécies vegetais inteiras, fragmentadas ou moidas, com ou sem fermentacao,
tostadas ou néo, constantes de Regulamento Técnico de Espécies Vegetais para
o Preparo de chas”. Dessa forma, abordaram-se as tecnologias utilizadas para
obtencéo, restringindo os chas as espécies vegetais.

No Brasil, o cha é popularmente considerado, de acordo com a RDC
277/05, tanto como produto do processamento de vegetais, quanto pela bebida
obtida por decoccdo ou infusdo, de alguma planta ou partes dela (BRASIL,
2005).

A RDC n? 267, de 22 de setembro de 2005, trata, por sua vez, trata do
“Regulamento Técnico de Espécies Vegetais para o Preparo de Chas (EVPC)’
e aponta 47 espécies. Essa Resolucao reforca a exclusdo das espécies com
finalidade medicamentosa e/ou terapéutica, porém Lorenzi e Matos (2002)
observaram que, das 47 espécies, 23 sdo consideradas “plantas medicinais” por

serem utilizadas na medicina popular (caseira ou tradicional).



2.3. Acao de ervas aromaticas

Ervas aromaticas sao importantes antioxidantes naturais (HRAS et al.,
2000). A acao antioxidante tem sido atribuida a presenca de compostos fendlicos
polares e dleos essenciais (DEMO et al., 1998; GUERRA, LAJOLO, 2005;
SILVA, 2011). O processo de infusdo a quente utilizado na preparagao de chas
contribui para a extragdo dos compostos fendlicos, considerados benéficos a
saude (HIGDON e FREI, 2003; MANDEL e YOUDIM, 2004; BUNKOVA et al.,
2005; MORAIS et al., 2009).

Os componentes quimicos das folhas de cha incluem compostos fenélicos
(catequinas, flavonoides e taninos), alcaloides (cafeina, teobromina, teofilina,
etc.), bleos volateis, polissacarideos, aminoacidos, lipidios, vitaminas (C,
complexo B), carotenoides, elementos inorganicos, dentre outros (SHARANGI,
2009; RODRIGUES, 2015).

Diversas ervas aromaticas/especiarias sao capazes de melhorar a
estabilidade oxidativa de produtos, além de possuirem a vantagem de agregar
sabor as preparagbes culinarias, intensificando caracteristicas sensoriais e
aumentando sua aceitabilidade. Os componentes responsaveis pela estabilidade
oxidativa (antioxidantes) tém sido identificados em varias especiarias, tais como
alecrim, salvia, tomilho, cravo-da-india, dentre outras (GENENA, 2005).

Devido a agdo antioxidante e também antimicrobiana, h4 anos especiarias
e ervas sdo usadas para aumentar o tempo de prateleira de alimentos, além de
se destacarem por suas propriedades antissépticas, microbianas, medicinais e
farmacolégicas, como envelhecimento precoce, cancer, doencas cronicas nao
transmissiveis (ZHENG et al., 2001; GOMEZ, 2003; PEREIRA e PINHEIRO,
2013).

Diante dos relatos da literatura e mesmo com a realizacao de diversos
estudos a respeito dos constituintes fendlicos em numerosas plantas, os dados
de composi¢ao quimica daquelas utilizadas como chas ainda sao insuficientes,

mostrando a importancia de estudos nessa area.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Investigar a ocorréncia e concentracdo de nutrientes e compostos
bioativos em ervas aromaticas, utilizadas como chas e condimentos, na forma
fresca e desidratada e preparadas em infusdo em agua quente e em agua

gelada.

3.2. Objetivos Especificos

+ Determinar a composi¢cdo centesimal (umidade, proteina, lipidios,
carboidratos e fibras) nas seguintes ervas aromaticas na forma desidratada:
alecrim (Salvia rosmarinus), manjericao (Ocimum basilicum) e hortela (Mentha
spicata);

* Analisar a ocorréncia e concentracdo de carotenoides (luteina e [3-
caroteno), vitamina C (na forma de acido ascoérbico) e vitamina E (a-, B-, y- € -
tocoferdis e tocotriendis) nas trés ervas aromaticas na forma fresca, desidratada,
assim como nas infusées em agua quente e em agua gelada preparadas a partir
das referidas ervas;

» Determinar a concentragdo de minerais (magnésio, potassio, zinco,
sédio, calcio, manganés, cobre, ferro, cromo, enxofre e fésforo) e de metais
pesados (chumbo, cadmio, niquel e aluminio) nas ervas aromaticas na forma
desidratada;

* Analisar a presenca e concentragcdao de flavonoides (flavonas e
flavanonas) nas ervas aromaticas na forma fresca, desidratada e nas infusdes;

» Determinar a concentracdo de compostos fendlicos totais e agao
antioxidante nas ervas aromaticas na forma fresca, desidratada e nas infusodes;

» Comparar a concentracdo dos componentes analisados nas ervas
aromaticas fresca e desidratadas e nas bebidas obtidas por meio das infusdes
em agua quente e em agua gelada;

« Avaliar o potencial de contribuigdo das ervas aromaticas e infusées para
o atendimento as recomendacdes de vitaminas A, C, E e minerais para adultos
de 18 a 59 anos de idade.
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4. MATERIAS E METODOS

4.1. Matéria prima
Foram realizadas andlises das seguintes ervas aromaticas utilizadas
como chas e condimentos: alecrim (Salvia rosmarinus), manjericao (Ocimum
basilicum) e hortela (Mentha spicata).

4.2. Delineamento Experimental

Trata-se de um estudo transversal, em que as concentracbes de
nutrientes e de compostos bioativos das trés ervas aromaticas na forma fresca
e desidratada e submetidas a infusdo em agua quente e em agua gelada foram
avaliadas utilizando o delineamento inteiramente casualizado (DIC). Para cada
erva, foram utilizados 4 tratamentos (fresca, erva desidratada, infusdo a quente
e infusdo em agua gelada) e 3 repeticdes (representadas pelos pontos de coleta:
uma feira livre e duas propriedades rurais), totalizando 36 unidades amostrais
(Figura 1).

Tratamentos

Propriedade l
Propriedade

N Rural 1

Feira livre Rural 2

> Trés

repeticoes

}

36 unidades
experimentais

J

Figura 1: Representagao do delineamento experimental.

4.3. Coleta das amostras
Foram coletados, de maneira aleatoria, em varios pontos dos ramos e
canteiros, entre 200 g e 400 g de cada erva em uma feira e na propriedade de

dois agricultores do municipio de Vigosa, Minas Gerais, entre os meses de
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Janeiro a Maio de 2017. Cada erva foi coletada 3 vezes, constituindo 3
repeticoes.

Apés a coleta, as ervas aromaticas foram identificadas, embaladas em
sacos plasticos transparentes, envolvidas em papel aluminio, colocadas em
caixa de isopor e transportadas para o Laboratério de Analise de Vitaminas (LAV)
do Departamento de Nutricdo e Saude da Universidade Federal de Vicosa (DNS-
UFV).

4.4. Preparacao das amostras

Ao chegarem ao LAV, as amostras passaram por um processo de selecao
das folhas, retirando caules e folhas danificadas, com o auxilio de faca
domeéstica. Em seguida, foram lavadas em agua corrente e secas com auxilio de
papel toalha, retirando o excesso de umidade, protegidas da luz e armazenadas
em geladeira (Brastemp 4°C + 1°C), até o momento das andlises de umidade,
carotenoides, vitaminas e flavonoides, que ocorreram entre 1 e 2 dias. As folhas
foram homogeneizadas com auxilio de processador domeéstico (Philips Walita,
RI17625 Compacto 2 em 1 - 500W).

Para analisar na forma desidratada, as ervas, imediatamente apés
chegarem ao LAV e serem higienizadas, conforme procedimento acima,
passaram por processo de secagem em estufa (Quimis, Q320 M model, Brazil)
a 80°C por 3 horas e armazenadas em freezer (Brastemp -18°C £ 1°C) até o
momento das analises. As analises de macronutrientes, fibras e minerais, foram
realizadas nas ervas na forma desidratada, nos laboratorios de Analise de
Alimentos e Laboratério de Nutricdo Experimental do Departamento de Nutricao
e Laboratério de Andélise de Solo, Tecido Vegetal e Fertilizantes, do
Departamento de Solos (UFV-MG), respectivamente.

4.5. Preparacao dos chas
As técnicas de preparacao dos chas foram realizadas pela infusdo em agua
quente e gelada de acordo com a metodologia de Zielinski et al. (2014).
Para infusdo em agua quente, 2,0 gramas de amostra desidratada foram
extraidas com 100 mL de agua destilada a 80°C. A agua foi aquecida em béquer

de vidro, e 100 mL foram vertidos em um erlenmeyer e, posteriormente, as ervas
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aromaticas foram colocadas, deixando sob agitacdo magnética durante 7,5
minutos.

A infusdo em agua gelada foi realizada com 2,0 gramas de amostra
desidratada em 100 mL de agua destilada, em temperatura de 7 a 10°C. A agua
foi colocada em um erlenmeyer e, posteriormente, as ervas foram colocadas em
imersao por cerca de 15 minutos, sob agitacdo magnética.

Todos os extratos foram filtrados em papel filtro quantitativo 125
milimetros (Unifil) e transferidos para Tubos Falcon e imediatamente congelados
a -20°C até andlise posterior. A partir deste material, foi retirada uma aliquota
para analise.

Para analise, as amostras ficaram protegidas da luz solar e artificial e do
oxigénio, por meio de vidrarias ambar, papel aluminio, cortinas do tipo “blackout”

e ambiente de gas nitrogénio.

4.6. Determinacao da composicao centesimal

Umidade, cinzas, proteinas e lipidios foram determinados em triplicata, de
acordo com a Association of Official Analytical Chemists e fibra alimentar (total,
soluvel e insoluvel) foi analisada em duplicata, segundo a AOAC (2012).

A umidade foi determinada a 105°C por meio de estufa com circulacao
forcada de ar (Nova Etica®, Modelo 400 / 6ND, Sdo Paulo, Brasil) e as cinzas
em forno mufla a 550°C (Quimis®, Q320 M model, Brasil), até peso constante.
Para extragdo de lipidios, foi utilizado o método de extracdo a quente com
extrator do tipo Soxhlet e éter de petréleo. Ja as proteinas foram determinadas
pelo método micro-Kjeldahl, apbs a quantificacdo do nitrogénio total, seguida de
conversdo para concentracdo de proteinas a partir da multiplicagéo pelo fator
6,25 (AOAC, 2005).

As fibras alimentares totais, sollveis e insolUveis foram determinadas pelo
método enzimatico gravimétrico. Os carboidratos foram determinados pela
diferenca entre o total da amostra (100%) e a concentracdo de proteina, lipidio,
umidade, cinzas e fibra alimentar total (Férmula: 100 - % umidade - % lipidios -
% fragéo proteica - % cinzas - % fragéo fibra alimentar total). O valor calérico
total foi estimado utilizando-se os valores de conversao para carboidratos (4,0
kcal/g), lipidios (9,0 kcal/g) e proteinas (4,0 kcal/g) (BUCHHOLZ e SCHOELLER,
2004).
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4.7. Extracao e analise de carotenoides

Os carotenoides (luteina e B-caroteno) foram extraidos segundo o método
de Rodriguez-Amaya (2001), com adaptacdes.

Para extracao dos carotenoides das ervas, foram pesados 2,5 gramas de
amostras desidratadas e 5 gramas das amostras frescas, os quais foram
homogeneizados em 15 mL de acetona resfriada, com o auxilio de um
microtriturador (IKA® T18 basic Ultra Turrax®) por 5 minutos. A suspensio obtida
foi filtrada a vacuo em funil de Blchner com papel de filtro, mantendo-se o
residuo no tubo de extracdo. Em seguida, o procedimento de extracao foi
repetido por mais duas vezes adicionando-se 15 mL de acetona resfriada ao
residuo, com posterior homogeneizacao e filtracdo a vacuo.

Em seguida, foi realizada a particdo dos carotenoides da acetona para o
éter de petréleo. O filtrado foi transferido, em trés fragdes, para um funil de
separacao contendo 50 mL de éter de petréleo resfriado. Apds a transferéncia
de cada fragdo, adicionaram-se aproximadamente 100 mL de agua destilada,
repetindo o processo por trés vezes, para a separacao de fases (carotenoides-
éter de petréleo e acetona-agua), sendo a fase inferior (acetona-agua)
descartada. Acrescentou-se sulfato de sédio anidro ao extrato etéreo para
remocao de qualquer residuo de agua. Posteriormente, o extrato foi concentrado
em evaporador rotativo (Tecnal, TE-211) a 35 £ 2°C, transferido para um baldo
volumétrico de 25 mL, sendo o volume completado com éter de petréleo e
armazenados em frasco ambar no freezer. Pipetaram-se 5 mL da amostra em
béquer ambar e este volume foi evaporado em nitrogénio, retomando-se em 2
mL de acetona grau HPLC e, em seguida, filtrado em unidades filtrantes (0,45
pm, Millipore, Brasil), sendo injetados 30 pL na coluna cromatografica.

Para extracdo dos carotenoides dos chas, dois gramas de amostras
desidratadas foram pesados e destinados ao preparo dos chas, conforme item
4.5. A infusdo foi filtrada em papel de filtro, sendo 20 mL homogeneizados em
20 mL de acetona resfriada, com o auxilio de um microtriturador (IKA® T18 basic
Ultra Turrax®) por 5 minutos. O volume final foi filtrado a vacuo em funil de
Blichner com papel de filtro, ndo tendo residuo no tubo de extracao (adaptado
de Rodriguez-Amaya, 2001).

Em seguida, foi realizada a particdo dos carotenoides da acetona para o
éter de petréleo. O filtrado foi transferido, em trés fragdes, para um funil de
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separagao contendo 50 mL de éter de petréleo resfriado. Apds a transferéncia
de cada fracao, adicionaram-se, aproximadamente, 100 mL de agua destilada
para a separacao de fases (carotenoides-éter de petréleo e acetona-agua),
sendo a fase inferior (acetona-agua) descartada. Acrescentou-se sulfato de
sbédio anidro ao extrato etéreo para remocao de qualquer residuo de agua.
Posteriormente, o extrato foi concentrado em evaporador rotativo (Tecnal, TE-
211) a 35 * 2°C, transferidos para um baldo volumétrico de 25 mL, sendo o
volume completado com éter de petrdleo armazenados em frascos ambar no
freezer (-18°C). Pipetaram-se 2 mL da amostra em béquer ambar, sendo o
volume evaporado em nitrogénio, retomando-se em 2 mL de acetona grau HPLC
e, em sequida, filtrado em unidades filtrantes (0,45 um, Millipore, Brasil), sendo
injetados 300 pL na coluna cromatografica para analise.

As analises de carotenoides ocorreram conforme proposto por Pinheiro-
Sant'Ana et al. (1998). Utilizou-se sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos (CLAE- DAD), (Shimadzu,
SPD-M10A, Japao) coluna cromatografica Phenomenex Gemini (250 x 4 mm i.d.,
5 ym), munida de coluna de guarda Phenomenex ODS (C18) (4mm x 3mm), fase
mével composta por metanol: acetato de etila: acetonitrila (80:10:10); eluicdo
isocratica; fluxo da fase mével de 2,0 mL/min. O tempo de corrida foi de 12 min
e os cromatogramas foram obtidos em comprimento de onda de 450 nm.

A identificacdo dos carotenoides foi realizada pela comparagdo dos
tempos de retencédo de padroes auténticos (Aldrich®, Alemanha) e dos picos de
interesse nas amostras e pelos espectros de absorcédo dos padrdes e dos picos
de interesse das amostras, obtidos pelo DAD, analisados sob as mesmas
condi¢cdes. A quantificagdo foi realizada por padronizagdo externa, utilizando
curvas analiticas construidas a partir da injecdo, de seis diferentes
concentragdes de solugdes padrao (equacgao: B-caroteno y = 7.226.117,93x +
6.568,38, R2 = 1,00 e luteina y = 3.549.000,7x + 294.805,76, R2 = 1,00). Os
carotenoides foram expressos em mg.100g™" de amostra, como componentes
isolados e como soma de carotenoides.

O valor de vitamina A foi calculado segundo as recomendacdes do U. S.
Institute of Medicine (2011) em que 1 Equivalente de Atividade de Retinol (RAE)
corresponde a 1 ug de retinol; 12 ug de B-caroteno; 24 ug de outros carotenoides
pré-vitaminicos.
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4.8. Extracao e analise de vitamina C

As condicOes utilizadas para extracao e analise de vitamina C, na forma
de acido ascorbico (AA), foram as otimizadas por Campos et al. (2009).

Para extragédo de vitamina C nas ervas foram pesados 2,5 gramas de erva
desidratada e 5 g de erva fresca, aos quais foram adicionados 15 mL de solugéo
extratora (acido metafosforico 3%, acido acético 8%, acido sulfurico 0,3 N e
EDTA 1 mM). A mistura foi homogeneizada em microtriturator (IKA® T18 basic
Ultra Turrax®) durante 5 minutos. Apds a homogeneizacéo, as amostras foram
centrifugadas (Nuve® NF 1200R Bench-Top Centrifuge) a 2349 g por 15 minutos.
O sobrenadante foi coletado e filtrado a vacuo em funil de Blchner com papel de
filtro. Em seguida este filtrado foi transferido para um balado volumétrico, sendo o
volume completado para 25 mL com agua ultrapura.

Para extragdo de vitamina C das infusdes (preparadas de acordo com o
item 4.5), ap0s ser filtrada em papel de filtro, 20 mL da infusdo foram adicionados
de 15 mL da solucéo extratora, procedendo-se as mesmas etapas da extracao
propostas por Campos et. al. (2009).

Para andlise do AA, as condigbes cromatograficas utilizadas foram:
sistema CLAE-DAD (Shimadzu, SPD-M10A, Japao); coluna cromatografica RP-
18 Synergy Hidro 100, 250 x 4,6 mm, 5 um, munida de coluna de guarda (C 18,4
mm x 3 mm Phenomenex); fase mével composta por 1 mM NaH2PO4, 1 mM
EDTA, pH ajustado a 3,00 com &acido fosférico e fluxo de 1,0 mL/minuto. O tempo
de corrida foi de 7 minutos e o volume de injegdo de 100 a 300 pL. Os
cromatogramas foram obtidos em comprimento de onda de 245 nm.

A identificacdo do AA foi realizada pela comparagéo entre os tempos de
retencéo de padréo auténtico (Proquimios), do pico de interesse nas amostras e
pelos espectros de absorcdo dos padrbes e picos de interesse das amostras,
obtidos pelo DAD, analisados sob as mesmas condi¢cdes. A quantificacao foi
realizada por padronizagdo externa, utilizando curva analitica construida pela
injecdo, em duplicata, de uma solugcéo padrao de concentracao conhecida, com
cinco inje¢des, com variagdo no volume (equacgéo: y = 2.055.977,81x - 69.549,76
R2 = 1,00). A concentracdo de vitamina C foi expressa em mg.100g".
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4.9. Extracao e analise de vitamina E

A extragao e analise dos componentes da vitamina E (a, B, y e 6-tocoferois
e tocotriendis) foram realizadas apenas nas ervas frescas e desidratadas. Nao
foi realizada analise de vitamina E nos chas, uma vez que o protocolo utilizado
no Laboratorio de Andlise de Vitaminas — DNS- UFV n&o é validado para analises
em meio aquoso. Além da vitamina em questao ser lipossoluvel e os reagentes
utilizados no métodos ndo serem capazes de extrair a vitamina em agua.

O método baseou-se em Pinheiro-Sant’/Ana et al. (2011), com algumas
modificagcdes. Dez gramas de cada amostra fresca e cinco gramas das amostras
desidratadas foram adicionados de 4 mL de agua ultrapura aquecida (80 + 1°C),
10 mL de isopropanol, 1 mL de hexano contendo 0,05% de BHT, 5 g de sulfato
de sbdio anidro e 25 mL da mistura solvente de extragdo (hexano: acetato de
etila, 85:15, v/v). Posteriormente, a suspenséo foi homogeneizada utilizando-se
microtriturador (IKA T 18® Ultra Turbax), durante 1 minuto. Em seguida, a
suspensao foi filtrada a vacuo em funil de Blichner utilizando-se papel de filtro,
mantendo-se o residuo no tubo de extracao. A etapa de extracao foi repetida,
adicionando-se ao residuo 5 mL de isopropanol e 30 mL da mistura solvente de
extracao, com posterior homogeneizacao por 1 minuto. Apds, rinsou-se a haste
do triturador com 10 mL da solugé@o extratora e realizou-se a filtragdo a vacuo.
Em seguida, o extrato foi concentrado em evaporador rotativo (Quimis, modelo
344.1), a 70 = 1°C (2 minutos), transferido para baldo volumétrico e o volume
completado para 25 mL com mistura solvente de extracao.

Apés a extracao, aliquotas de 5 mL do extrato foram secas em nitrogénio
gasoso, redissolvidas em 2 mL de hexano grau HPLC e filtradas utilizando-se
unidades filtrantes de porosidade 0,45 uym (Millipore, Brasil).

As analises de vitamina E nas ervas foram realizadas injetando-se 1, 10
ou 30 pL dos extratos. As condigbes cromatograficas utilizadas incluiram:
sistema CLAE (Shimadzu, SCL 10AD VP); detector de fluorescéncia (290 nm de
excitacdo e 330 nm de emissdo); coluna cromatografica Phenomenex Luna
Si100 (250 x 4,6 mm, 5 ym) acoplada de coluna de guarda Phenomenex Si100
(4 x 3 mm); fase mével — hexano: isopropanol: acido acético glacial (98,9: 0,6:
0,5, v/v/v); fluxo da fase mével de 1,0 mL/min e tempo de corrida de

aproximadamente 21 minutos.
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A identificagdo dos componentes da vitamina E foi realizada comparando-
se o tempo de retencao dos padrbes auténticos (Calbiochem, EMD Biosciences
Inc. EUA) e dos componentes de interesse nas amostras, analisados sob as
mesmas condig¢des. A quantificacao foi realizada por padronizagao externa por
meio da comparagdo das areas dos picos com aquelas obtidas nas curvas
analiticas construidas a partir da injecdo, em duplicata, de seis diferentes
concentracdes de solugcbes dos padrbes comerciais auténticos (Calbiochem,
Canada).

As concentracdes de vitamina E foram expressas em mg.100g™", como
componentes isolados e como vitamina E total (soma dos componentes da

vitamina E encontrados nas amostras).

4.10. Determinacao de minerais e metais pesados

O preparo das amostras consistiu da secagem em estufa de circulagao
forcada de ar durante 72 horas a uma temperatura entre 68 e 72°C. Em seguida,
as amostras foram pesadas em balangca semi-analitica (Gehaka, BG 2000), e
moidas em moinhos de facas de ago inox (Start FT — 50), para homogeneizacéo
da amostra. Apés moagem, as amostras foram acondicionadas em frascos de
vidro para analises posteriores. Foi realizada analise apenas nas ervas
desidratadas uma vez que o protocolo utiliza as plantas dessa forma e por
querermos assemelhar as ervas comercializadas em chas, estando essas na
forma desidratada.

Na analise de minerais, utilizou-se bloco digestor (Tecnal, TE-007D) com
termostato Tecnal (040/25); capela de exaustdo de gases (SP Labor, FS30) para
digestdo acida a quente; e agitador de tubos (Phoenix, AP 56), com velocidade
de 3800 rpm, tipo Vortex para homogeneizacao dos extratos.

4.10.1. Digestao Nitrico-Perclorica

Esta digestao foi feita para determinagdo da concentragéo de P, K, Ca,
Mg, S, Zn, Cu, Mn, Fe, Ni, Cd, Al, Cr e Pb adotando-se o seguinte procedimento:

De acordo com Sarruge & Haag (1974), pesou-se 0,5 g do material moido,
transferiu-se para tubos de digestdo, onde foram adicionados 10 mL da mistura
de acido nitrico + acido perclérico na proporcdo 4:1 dentro de capela de
exaustdo. O material foi colocado em chapa quente pré-aquecida a 80°C e
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aumentou-se a temperatura gradativamente até atingir 200°C. Assim que o
extrato ficou cristalino, retirou-se da chapa para esfriar e completou-se o volume
para 25 mL com agua deionizada.

Retirou-se uma aliquota de 5 mL do extrato nitrico-perclérico e transferiu-
se para tubo de ensaio, onde foram adicionados 15 mL de agua deionizada,
agitando-se para determinar a emissédo de luz no espectrémetro de absorcao
atdmica. Utilizou-se curva padrao de calibragao para Fe com até 20 mg.L™", para

Mn com até 5 mg.L', Cuaté 5mg.L" e Zn até 2 mg.L".

4.10.2. Determinacéo de Fdsforo

Pipetou-se uma aliquota de 1 mL do extrato e acrescentaram-se 9 mL de
reagente de trabalho (Solugao 725). Aguardou-se 20 minutos e fez-se leitura em
espectrofotdmetro a 725 nm. Usou-se curva padrdo de calibragédo, tendo como
concentragdo maxima 1 mg/L de P.

Para preparo da Solucao 725, pesou-se 1 g de subcarbonato de bismuto,
acrescentaram-se 138,8 mL de H2SOa4 concentrado e completou-se o volume
para 1000 mL.

O preparo do reagente de trabalho foi feito em um baldo volumétrico de
1000 mL, onde foram colocados 111 mL da solucéo 725 e adicionados 0,88 g de

acido ascorbico, sendo o volume completado.

4.10.3. Determinagéo de Potassio

De acordo com Braga & Defelipo, (1974), retirou-se uma aliquota de 1 mL
do extrato e transferiu-se para tubo de ensaio, adicionando-se 24 mL de agua
deionizada, agitou-se e determinou-se a emisséo de luz no fotdmetro de chama.

Foi utilizada uma curva padrao de calibragdo com solugcao de até 10 mg/L de K.

4.10.4. Determinagéo de Calcio e de Magnésio

Foi retirada uma aliquota de 1 mL do extrato e transferida para tubo de
ensaio, adicionou-se 1,5 mL de solugéao de SrClz2 a 16.000 mg/L, completou-se 0
volume para 15 mL com agua deionizada, agitou-se e determinou-se a emissao
de luz no espectrdmetro de absor¢do atdbmica, utilizando-se uma curva padrao

de calibracdo para Ca até 20 mg/L e Mg até 4 mg/L.
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4.10.5. Determinacgéo de Enxofre

Usou-se a metodologia de Alvarez et al. (2001), em que uma aliquota de
5 mL do extrato foi pipetada e acrescentou-se 2,5 mL de solucdo tampéao de
trabalho mais 2,5 mL de reagente de trabalho. Aguardou-se 20 minutos para
leitura em espectrofotdmetro a 725 nm, utilizando-se uma curva padrdo de
calibragéo até 1 mg/L.

Para o preparo da solugdo tampao de trabalho, pesaram-se 80 g de
cloreto de magnésio hexahidratado, mais 7,7 g de acetato de aménio e 1,68 g
de nitrato de potassio, adicionando-se 700 mL de agua deionizada e 56 mL de
alcool etilico a 95% e completando-se o volume para 1000 mL. Em outro balao
de 1000 mL, adicionaram-se 200 mL desta solugao e completou-se novamente
o volume para 1000 mL para obter assim a solugao tampao de trabalho.

O preparo do reagente de trabalho foi realizado em um bal&o volumétrico
de 1000 mL, onde foram adicionados 26,6 g de cloreto de bario, 140 mL de agua
deionizada, 0,266 g de goma arabica e completou-se o volume para 1000 mL,

agitando bem e usando filtro de papel lento para realizar a filtragao.

4.11. Extracao e analise de flavonoides

Foram investigados nas ervas aromaticas as flavonas (luteolina e
apigenina) e flavanonas (naringenina e eriodictiol).

Para a extracdo, pesaram-se 2,5 g da erva desidratada e fresca, sendo
adicionados de 10 mL de metanol/HCI a 1% (v:v); ap0s, procedeu-se a agitacao
em banho metabdlico (Marconi, MA231, Brasil) por 2 horas, a 180 rpm. Em
seguida, a suspenséo foi centrifugada (centrifuga Nuve® NF 1200R Bench-Top
Centrifuge) a 2349 g, por 5 minutos, sendo o sobrenadante coletado e seu
volume completado para 20 mL com metanol acidificado. Posteriormente, o
extrato foi acondicionado em frasco &mbar e armazenado em freezer (-18 + 1°C)
até analise (DYKES et al., 2009), que ocorreu no mesmo dia.

A concentragéo dos flavonoides foi analisada simultaneamente nas ervas
aromaticas por CLAE. O método proposto por Yang et al. (2012) e modificado
por Cardoso et al. (2014) foi utilizado para identificar e quantificar os flavonoides
no alecrim, manjericao e hortela. As analises foram realizadas em um sistema
CLAE-DAD (Shimadzu, SCL 10AT VP, Japao), equipado com bomba quaternaria
para gradiente de alta pressédo (Shimadzu, LC-10AT VP, Japéao), auto-injetor
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com loop de 500 pL (Shimadzu, SIL-10AF, Japao), e sistema de degasamento
da fase movel com gas hélio (Shimadzu, DGU-2 A, Japao).

As condicbes cromatograficas utilizadas incluiram coluna C-18 Kinetex
(150 mm x 4,6 mm, 5 um) equipada com coluna de guarda C-18 (4 mm x 3 mm)
(Phenomenex, Torrance, CA), temperatura da coluna a 35°C, volume de injecéo
de 15 a 30 pL, varredura do espectro de 200 a 700 nm, com deteccao a 360 nm
para flavonas e 280 nm para flavanonas. A fase mével foi composta de 2% de
acido férmico em agua ultrapura (linha A) e 2% de &cido formico em acetonitrila
(linha B). O gradiente de eluicdo para B foi o seguinte: 0-3 minutos, 10%
isocratico; 3-4 minutos, 10-12%; 4-5 minutos, 12% isocratico; 5-8 minutos, 12-
18%:; 8-10 minutos, 18% isocratico; 10-12 minutos, 18-19%; 12-14 minutos, 19%
isocratico; 14-18 minutos, 19-21%; 18-22 minutos, 21-26%; 22-28 minutos, 26-
28%; 28-32 minutos, 28-40%; 32-34 minutos, 40-60%; 34-36 minutos, 60%
isocratico; 36-38 minutos, 60-10%; 38-45 minutos, 10% isocratico. A fase movel
foi desgaseificada com gas hélio (50 kPa) durante as corridas, utilizando o
seguinte gradiente de fluxo: 0-36 minutos, 1,0 mL/minuto; 36-38 minutos, 1,0-2,0
mL/minuto; 38-44 minutos, 1,0 mL/minuto; 44-45 minutos, 1,0-2,0 mL/minuto.

A identificacdo dos flavonoides foi realizada pela comparag¢ao entre os
tempos de retencdo de padrdoes auténticos e dos picos de interesse nas
amostras e entre os espectros de absor¢ao dos padrdes e picos de interesse nas
amostras, obtidos pelo DAD, analisados sob as mesmas condigdes. A
quantificacdo de cada composto foi realizada por padronizagcdo externa,
utilizando curvas analiticas construidas pela injecdo, em duplicata, de cinco
diferentes concentragcbes de solugdes padrao. Os compostos foram expressos
em mg.100g" de amostra, como componentes isolados e como soma de

flavonoides.

4.12. Determinacao de compostos fendlicos totais
Para extragao dos compostos fenélicos nas ervas utilizou-se 1 g das ervas
aromaticas fresca e desidratada, as quais foram adicionadas de 20 mL de
solugdo metandlica a 60%. Em seguida, a suspenséao foi agitada a 180 rpm (2
horas) e centrifugada a 2790 g (15 minutos). O sobrenadante foi completado

22



para 20 mL com a solugdo metandlica, transferido para um frasco ambar e
armazenado em freezer (-18 £ 1°C) até o momento da analise.

Para extracao dos compostos fendlicos nos chas, apds a preparacao dos
mesmos conforme item 4.5, uma amostra de 10 mL foi adicionada de 15 mL de
solugcdo metandlica a 60%. Em seguida, a suspenséao foi agitada a 180 rpm (2
horas) e centrifugada a 2790 g (15 minutos). Quando necessario, a solugao foi
avolumada para 20 mL com a solugcao metandlica, transferida para um frasco
ambar e armazenada em freezer (-18 + 1°C) para prosseguir a realizagdo da
analise.

A concentracdo de compostos fendlicos totais foi determinada utilizando
o reagente de Folin-Ciocalteau (SINGLETON et al., 1999). Para andlise, 500 pL
do extrato foram adicionados de 500 pL de solugdo de Folin-Ciocalteau (Sigma-
Aldrich, Alemanha) a 20% e 500 uL de solucao de carbonato de sédio a 7,5%.
Em seguida, a solucao foi agitada em vortex (10 segundos) e incubada por 30
minutos em temperatura ambiente e protegida da luz. Realizou-se a leitura da
absorvancia em espectrofotémetro (Evolution 60S, ThermoScientific, EUA) a 765
nm. A quantificacao foi realizada utilizando curva analitica construida a partir da
leitura da absorvancia a 765 nm, de cinco solucbes com diferentes
concentracdes de acido galico, em duplicata. Os resultados foram expressos em
miligramas de equivalentes de &cido galico por 100 gramas de amostra
(mg.EqAG.100g™! de amostra).

4.13. Determinacao da capacidade antioxidante

A atividade de retirada de radical (ARR) das amostras foi realizada a partir
do extrato preparado para a analise de fendlicos totais utilizando o método do
radical DPPH (2,2-difenil-2-picril-hidrazil). Para tanto, uma aliquota de 2,5 mL do
extrato foi adicionada de 1,5 mL de solu¢gdo metandlica de DPPH (Sigma-Aldrich,
Alemanha) 0,1 mM. Foi realizada a agitacdo em vértex; em seguida, o extrato foi
deixado em repouso para reagir por 30 minutos ao abrigo da luz (BLOOR, 2001).
A absorvéncia foi lida em espectrofotémetro (ThermoScientific, ELISA Multiskan
GO) a 517 nm.

A capacidade para eliminar o radical DPPH* foi calculada utilizando a
seguinte equacao:

ARR(%) = 100 % — [(Abs.amostra — Abs.branco + Abs.controle) x 100]
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Em que:

ARR: Atividade de retirada de radical

Abs.controle: absorbancia do controle (solucado de DPPH* sem a
amostra);

Abs.amostra: absorbancia da amostra-teste (solucdo de DPPH* mais a
amostra teste);

Abs.branco: absorbancia da solucao de extragdo apenas, sem amostra ou
solucéo de DPPH*.

4.14. Calculo da retencao real das vitaminas e compostos bioativos

A retencgao real das vitaminas e compostos bioativos foi avaliada nas ervas
submetidas aos diferentes tipos de processamentos, por meio do calculo da
porcentagem de retencao real (% RR) utilizando a equagéo de Murphy (1975):

% RR = (CC* na erva processada x peso (g) da erva processada) x 100

(CC na erva antes de processar x peso (g) da erva antes de processar)

*CC = Concentragdao do composto

4.15. Avaliacao do potencial de contribuicao das ervas e suas
infusGes para o atendimento das recomendacoes de vitaminas

e minerais
O potencial de contribuigcdo nutricional das ervas e infusées de chas foi
estimado com base nas Recommended Dietary Allowance (RDA), para homens
adultos com idade entre 18 a 59 anos (IOM, 2001). As por¢cdes de ervas foram
calculadas de acordo com as quantidades usualmente
consumidas/comercializadas, uma vez que nao existe uma recomendacgao de
porcao especifica para esse tipo de planta. A porcao de erva utilizada na forma
de condimento se baseou nas quantidades de ervas desidratadas
comercializadas em embalagens (5g) e nas utilizadas para o preparo de chas na

forma de sachés (2g).
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4.16. Delineamento Experimental e analise estatistica dos dados

Foi utizado o delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticoes,
para andlise da composicdo quimica e compostos bioativos. Os dados foram
avaliados quanto a normalidade utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Para
comparagdo da composigdo quimica e concentragdo de compostos bioativos
entre os tratamentos foi utilizado teste t de Student ou Mann Whitney. Utilizou-
se o software SPSS versao 23.0, adotando-se um nivel de significancia (a) de
5%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. ARTIGO 1: NUTRIENTES E COMPOSTOS BIOATIVOS DE ALECRIM
(Salvia rosmarinus) FRESCO, DESIDRATADO E SEUS CHAS
PREPARADOS POR INFUSAO A QUENTE E GELADA

RESUMO

Investigou-se a ocorréncia e concentracao de nutrientes e compostos
bioativos em alecrim (Salvia rosmarinus) fresco e desidratado e em infusdao em
agua quente e gelada. A andlise da composigao centesimal e fibras foram feitas
de acordo com a AOAC (2012). Vitamina C, vitamina E, carotenoides e
flavonoides foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
Minerais e metais pesados foram determinados por ICP-AES. Compostos
fendlicos totais e capacidade antioxidante foram analisados por
espectrofotometria. A erva fresca apresentou elevada umidade (63,18%), baixa
concentracgdo de proteina (1,27 mg.100g™") e boa concentracéo de fibras totais
(19,15 9.100g"), sendo destaque a insollvel (15,86 g.100g™"). As concentracdes
de carotenoides totais, vitamina C, vitamina E total e flavonoides totais no alecrim
fresco (em mg.100g") foram 28,48; 8,09; 12,55 e 422,89, respectivamente. Nao
foram observadas diferencas significativas (p>0,05) quanto as concentracdes de
vitamina C, carotenoides, vitamina E, flavonoides, compostos fendlicos e
capacidade antioxidante entre a erva fresca e desidratada e entre as infusdes.
No alecrim desidratado destacaram-se as concentragdes de cromo (430,00
ng.100g"), ferro (30,76 mg.100g'), magnésio (270,00 mg.100g™"), potassio
(236,67 mg.100g") e cobre (960,00 pg.100g'). Observou-se reduzida
concentragdo de chumbo, alta concentragio de aluminio (438,29 67 mg.100g™"),
nao sendo encontrados niquel e cadmio. O alecrim desidratado se mostrou fonte
de potassio, cobre e vitamina E, boa fonte de ferro e magnésio e excelente fonte
de cromo, além de boa capacidade antioxidante (77,18%). As concentra¢des de
vitamina C e A nas infusbes foram reduzidas. Assim, o alecrim fresco e
desidratado se mostraram fontes de fibras, micronutrientes e compostos
bioativos importantes a saude e as concentragdes de vitaminas nas infusées nao
foram um diferencial para se atingir as recomendacdes nutricionais.
Palavras Chaves: vitaminas, carotenoides, minerais, flavonoides, capacidade
antioxidante, CLAE.
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ARTICLE 1: BIOACTIVE NUTRIENTS AND COMPOUNDS OF ALECRIM
(Salvia rosmarinus) FRESH, DEHYDRATED AND THEIR TEA PREPARED BY
HOT AND FROZEN INFUSION

ABSTRACT

The occurrence and concentration of nutrients and bioactive compounds
in fresh and dehydrated rosemary (Salvia rosmarinus) and its infusion in hot and
icy water was investigated. The analysis of the centesimal composition and fibers
were made according to AOAC (2012). Vitamin C, vitamin E, carotenoids and
flavonoids were analyzed by high performance liquid chromatography. Minerals
and heavy metals were determined by ICP-AES. Total phenolic compounds and
antioxidant capacity were analyzed by spectrophotometry. The fresh herb
presented high humidity (63.18%), low protein concentration (1.27 mg.100g-1)
and good concentration of total fibers (19.15 g.100g-1), being highlighted the
insoluble fiber (15.86 g, 100 g -1). The concentrations of total carotenoids, vitamin
C, total vitamin E and total flavonoids in fresh rosemary (in mg.100g-1) were
28.48; 8.09; 12.55 and 422.89, respectively. There were no significant differences
(p> 0.05) in the concentrations of vitamin C, carotenoids, vitamin E, flavonoids,
phenolic compounds and antioxidant capacity between fresh and dehydrated
herb and between infusions. In the dehydrated rosemary, the concentrations of
chromium (430.00 ug.100g-1), iron (30.76 mg.100g-1), magnesium (270.00
mg.100g-1), potassium (236.67 mg.100g-1) and copper (960.00 pg.100g-1)
highlighted. A low concentration of lead, high aluminum concentration (438.29 67
mg.100g-1) was observed, with no nickel and cadmium being found. Dehydrated
rosemary was a source of potassium, copper and vitamin E, a good source of
iron and magnesium and an excellent source of chromium, as well as good
antioxidant capacity (77.18%). The concentrations of vitamin C and A in the
infusions were reduced. Thus, fresh and dehydrated rosemary proved to be
important sources of fiber, micronutrients and bioactive compounds to health and
the concentrations of vitamins in the infusions were not a differential to reach the
nutritional recommendations.
Keywords: vitamins, carotenoids, minerals, flavonoids, antioxidant capacity,
HPLC.
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1. INTRODUGCAO

Nos ultimos anos, tém-se investigado os efeitos de nutrientes e
compostos bioativos de ervas e alimentos em diversas enfermidades. Tais
pesquisas tém tentado explicar os beneficios desses compostos com agao anti-
inflamatéria, antioxidante, antialergénica e antiobesidade (HU et al., 2009;
RODRIGUES, 2015).

Dentre essas plantas, cita-se a Salvia rosmarinus, conhecida como
Rosmarinus officinalis, tendo sua nomenclatura modificada recentemente
(DREW, et al., 2017). De nome popular alecrim, € uma das espécies de ervas
aromaticas da familia Lamiaceae, que foi primeiramente cultivada no
Mediterraneo e entado transplantada para a China e, atualmente, é cultivada em
ambito mundial (FLAMINI et al., 2002). Trata-se de uma planta aromatica com
aplicagdes medicinais, farmacéuticas e cosméticas (CARVALHO-JUNIOR et al.,
2004). Existem diferentes espécies de alecrim em todo o mundo: R. officinalis,
R. eriocalyx, R. laxiflorus, e R. lavandulaceus (ANGIONI et al., 2004).

A acao antioxidante do alecrim e seus compostos bioativos vém sendo
identificados (NASSU et al., 2003). As propriedades de suas folhas séo
atribuidas, principalmente, a grande concentracdo de fendlicos diterpénicos,
sendo relatados alguns com acédo antioxidante, como &cido carndsico,
rosmaridifenol, rosmariquinona e rosmarinico (HRAS, et. al., 2000; SAENZ-
LOPEZ et al., 2002; THORSEN et al., 2003). Esta acao antioxidante também
esta relacionada a presenca de flavonoides que absorvem radiacdo
eletromagnética na faixa do ultravioleta (UV) visivel e, dessa maneira,
apresentam um papel de defesa das plantas frente a radiacao UV da luz solar,
sendo os flavonodis e antocianinas os mais importantes (IBANEZ et al., 2000;
MATTEA et al., 2004; MOON e WANG, 2006).

Porém, tais compostos sdo sensiveis ao aquecimento, resultando na
reducdo da agdo antioxidante na maioria dos condimentos, devido a reagéo de
interacdo com outras substancias (GENENA, 2005).

Os estudos sobre o alecrim tém sido direcionados a sua capacidade
antioxidante e beneficios dos compostos fenélicos a saude (TAKAYAMA, et al.,
2016; OLAN et al., 2016; WANG, et al., 2018). Os estudos sobre os nutrientes e
outros compostos bioativos nessa erva sdo escassos (GENENA, 2005).
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Atualmente, a maioria dos esforgos na pesquisa com o alecrim tem sido focados
em extratos de alecrim com azeite, alcool e agua. Foram encontrados até o
momento, um estudo sobre a composicao da infusdo de folhas de Salvia
officinalis, investigando os efeitos neurobiol6gicos de cha em camundongos por
Ferlemi et al. (2015) e outro por Achour et al. (2017), caracterizando flavonoides
e compostos fenélicos no cha de alecrim, na Tunisia, no norte da Africa.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo investigar a
ocorréncia e concentracdo de nutrientes e compostos bioativos no alecrim
fresco, desidratado e preparado sob infusdo a quente e em agua gelada. Assim,
pretende-se contribuir para o avangco nas pesquisas sobre nutrientes e
compostos bioativos em ervas e chas, fornecendo informacdes que possam

subsidiar o efeito benéfico do consumo destas na salde humana.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Coleta e preparacao das amostras

Foram coletados aleatoriamente, em varios pontos dos ramos e canteiros,
de 200 g a 400 g de alecrim (Figura 1) em uma feira livre e na zona rural, com
dois agricultores do municipio de Vigosa, Minas Gerais, entre os meses de
janeiro a maio de 2017. As amostras foram identificadas, embaladas em sacos
plasticos, envolvidas em papel aluminio, colocadas em caixa de isopor e
transportadas para o Laboratério de Analises de Vitaminas (LAV) do
Departamento de Nutricdo e Saude da Universidade Federal de Vigosa (DNS-
UFV).

Foram selecionadas as folhas, lavadas em agua corrente e secas com
auxilio de papel toalha. Em seguida foram protegidas da luz e armazenadas em
geladeira (Brastemp 4°C + 1°C), até o momento das andlises de umidade,
carotenoides, vitaminas e flavonoides, que ocorreram entre 1 e 2 dias. Para
analise de macronutrientes, fibras e minerais, as ervas foram desidratadas,
protegidas da luz e armazenadas em freezer (Brastemp -18°C + 1°C) até o
momento da analise nos laboratérios de Andlise de Alimentos e Nutricdo
Experimental (DNS) e Laboratério de Andlise de Solo, Tecido Vegetal e
Fertilizantes (Departamento de Solos - UFV-MG), respectivamente.
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A erva a ser utilizada desidratada, imediatamente apds chegar ao LAV e
ser higienizada, conforme procedimento acima, passou por processo de
secagem em estufa (Quimis, Q320 M model, Brazil) a 80°C por 3 horas e foi

armazenada em freezer até o momento das analises.

Figura 1: Representacao fotogréafica do alecrim (Salvia rosmarinus).

Fonte: Google imagens

2.2. Preparacao dos chas

A extracdo a quente foi realizada de acordo com a metodologia de
Zielinski et al. (2014). Dois gramas de amostra desidratada, foi colocada em 100
mL de agua destilada a 80°C, deixando sob agitacdo magnética durante 7,5
minutos.

A extracdo em agua gelada foi realizada com 2,0 g de amostra
desidratada em 100 mL de agua destilada, em temperatura de 7 a 10°C, em
imersao por cerca de 15 minutos, sob agitacdo magnética (ZIELINSKI et al.,
2014).

Todos os extratos foram filtrados em papel filtro quantitativo 125
milimetros (Unifil) e deixados no freezer a -18°C + 1°C até anadlise. A partir deste

material, foi retirada uma aliquota para analise.

2.3. Determinacao da Composicao Centesimal

Umidade, cinzas, proteinas e lipidios foram determinados, em triplicata,
de acordo com a Association of Official Analytical Chemists - AOAC (2012). Fibra
alimentar (total, soltvel e insoluvel) foi analisada em duplicata segundo a AOAC
(2012).

A umidade foi determinada usando estufa com ciruclagcédo forcada de ar
(Nova Etica, modelo 400 / 6ND, S&o Paulo, Brasil) a 105°C e as cinzas foram
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quantificadas usando um forno de muffla (Quimis, modelo Q320 M, Brasil) a
550°C. Os carboidratos foram calculados por diferenga, por meio da seguinte
equacao: [100 - (% de umidade +% de lipidios +% de proteinas +% fibra dietética
total +% de cinzas)]. O valor energético total do alecrim foi estimado
considerando os fatores de conversao de 4 kcal/g para proteinas ou carboidratos
e 9 kcal/g para lipidios.

2.4. Extracao e analise de carotenoides

Os carotenoides (luteina e B-caroteno) foram extraidos segundo o método
de Rodriguez-Amaya (2001), com adaptacgdes.

Para extragcdo dos carotenoides do alecrim, foram pesados 2,5 g de
amostra desidratada e 5 g da amostra fresca, os quais foram homogeneizados
em 15 mL de acetona resfriada, com o auxilio de um microtriturador (IKA® T18
basic Ultra Turrax®) por 5 minutos. A suspenséao obtida foi filtrada a vacuo em
funil de Blchner com papel de filtro, mantendo-se o residuo no tubo de extragao.
Em seguida, o procedimento de extragdo foi repetido por mais duas vezes
adicionando-se 15 mL de acetona resfriada ao residuo, com posterior
homogeneizacao e filtragdo a vacuo.

Em seqguida, foi realizada a particdo dos carotenoides da acetona para o
éter de petréleo. O filtrado foi transferido, em trés fragdes, para um funil de
separacdo contendo 50 mL de éter de petrdleo resfriado. Apds a transferéncia
de cada fragcao, adicionaram-se aproximadamente 100 mL de agua destilada,
sendo repetido o processo por trés vezes, para a separacdo de fases
(carotenoides-éter de petrdleo e acetona-agua), sendo a fase inferior (acetona-
agua) descartada. Acrescentou-se sulfato de sddio anidro ao extrato etéreo para
remocao de qualquer residuo de agua. Posteriormente, o extrato foi concentrado
em evaporador rotativo (Tecnal TE-211) a 35 £ 2°C, transferido para um baléao
volumétrico de 25 mL, sendo o volume completado com éter de petrdleo e
armazenados em frasco ambar no freezer. Pipetaram-se 5 mL da amostra em
béquer ambar e este volume foi evaporado em nitrogénio, retomando-se em 2
mL de acetona grau HPLC e, em seguida, filtrado em unidades filtrantes (0,45
pm, Millipore, Brasil), sendo injetados 30 uL na coluna cromatografica.

Para extracdo dos carotenoides dos chas, dois gramas de amostras
desidratadas foram pesados e destinados ao preparo dos chas, conforme item
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2.3. A infusao foi filtrada em papel de filtro, sendo 20 mL homogeneizados em
20 mL de acetona resfriada (re-extracédo), com o auxilio de um microtriturador
(IKA® T18 basic Ultra Turrax®) por 5 minutos. O volume final foi filtrado e
procedeu-se as mesmas etapas da erva conforme adaptado de Rodriguez-
Amaya, 2001.

As analises de carotenoides ocorreram conforme o proposto por Pinheiro-
Sant'Ana et al. (1998). Utilizou-se sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia com deteccéo por arranjo de diodos (CLAE-DAD), (Shimadzu, SPD-
M10A, Japao); coluna cromatografica Phenomenex Gemini (250 x 4 mm i.d., 5
pgm), munida de coluna de guarda Phenomenex ODS (C18) (4mm x 3mm), fase
mével composta por metanol: acetato de etila: acetonitrila (80:10:10); eluicdo
isocratica; fluxo da fase movel de 2,0 mL/min. O tempo de corrida foi de 12 min
e os cromatogramas foram obtidos em comprimento de onda de 450 nm.

A identificacdo dos carotenoides foi realizada pela comparacdo dos
tempos de retencédo de padroes auténticos (Aldrich®, Alemanha) e dos picos de
interesse nas amostras e pelos espectros de absor¢do dos padrées e dos picos
de interesse das amostras, obtidos pelo DAD, analisados sob as mesmas
condi¢des. A quantificacdo foi realizada por padronizacdo externa, utilizando
curvas analiticas construidas a partir da injecdo, de seis diferentes
concentragdes de solugdes padrao (equagdo: B-caroteno y = 7.226.117,93x +
6.568,38, R2 = 1,00 e luteina y = 3.549.000,7x + 294.805,76, R2 = 1,00). Os
carotenoides foram expressos em mg.100g-1 de amostra, como componentes
isolados e como soma de carotenoides.

A concentracéo de vitamina A foi calculada segundo as recomendacgdes
do U. S. Institute of Medicine (2011) em que 1 Equivalente de Atividade de
Retinol (RAE) corresponde a 1 ug de retinol; 12 yug de B-caroteno; 24 pg de

outros carotenoides pré-vitaminicos.

2.5. Extracao e analise de vitamina C

As condicGes utilizadas para extracao e analise de vitamina C, na forma
de &cido ascorbico (AA), foram as otimizadas por Campos et al. (2009).

Para extracdo de vitamina C na erva foram pesados 2,5 g de erva
desidratada e 5 g de erva fresca, aos quais foram adicionados 15 mL de solucéo
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extratora (acido metafosférico 3%, acido acético 8%, acido sulfarico 0,3 N e
EDTA 1 mM). A mistura foi homogeneizada em microtriturator (IKA® T18 basic
Ultra Turrax®) durante 5 minutos. Ap6és a homogeneizacdo, as amostras foram
centrifugadas (Nuve® NF 1200R Bench-Top Centrifuge) a 2349 g por 15 minutos.
O sobrenadante foi coletado e filtrado a vacuo em funil de Biichner com papel de
filtro. Em seguida este filtrado foi transferido para um balao volumétrico, sendo o
volume completado para 25 mL com agua ultrapura.

Para extragao de vitamina C dos chas, a infuséo foi preparada de acordo
com o item 2.3. Em seguida, foi filtrada em papel de filtro, sendo 20 mL desta
adicionados de 15 mL da solucao extratora, procedendo-se as mesmas etapas
da extracao proposta por Campos et. al. (2009).

Para andlise do AA, as condigbes cromatograficas utilizadas foram:
sistema CLAE-DAD (Shimadzu, SPD-M10A, Jap&o); coluna cromatografica RP-
18 Synergy Hidro 100, 250 x 4,6 mm, 5 um, munida de coluna de guarda (C 18,
4 mm x 3 mm); fase movel composta por 1 mM NaH2PO4, 1 mM EDTA, pH
ajustado a 3,00 com &acido fosférico e fluxo de 1,0 mL/minuto. O tempo de corrida
foi de aproximadamente 7 minutos e o volume de injecdo de 100 a 300 pL. Os
cromatogramas foram obtidos em comprimento de onda de 245 nm.

A identificacdo do AA foi realizada pela comparagao entre os tempos de
retencdo de padrdo auténtico (Proquimios, Brasil) e do pico de interesse nas
amostras e pelos espectros de absorcdo dos padrdes e picos de interesse das
amostras, obtidos pelo DAD, analisados sob as mesmas condi¢coes. A
quantificacao foi realizada por padronizacdo externa, utilizando curva analitica
construida pela injecdo, em duplicata, de uma solugcé&o padrao de concentracéo
conhecida, com cinco inje¢des, com variacdo no volume (equagédo: y =
2.055.977,81x - 69.549,76
R2 = 1,00). A concentracdo de vitamina C foi expressa em mg.100g".

2.6. Extracao e analise de vitamina E

A extragao e analise dos componentes da vitamina E (a, B, y e 6-tocoferois
e tocotrienois) foram realizadas apenas na erva fresca e desidratada. Nao foi
realizada andlise de vitamina E nos chés, uma vez que o protocolo utilizado no

Laboratério de Andlises de Vitaminas — DNS- UFV n&o é validado para analises
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em meio aquoso. Além da vitamina em questao ser lipossoluvel e os reagentes
utilizados nos métodos ndo serem capazes de extrair a vitamina em agua.

O método baseou-se em Pinheiro-Sant’/Ana et al. (2011), com algumas
modificacdes. Dez gramas de amostra fresca e 5 g da amostra desidratada foram
adicionados de 4 mL de &gua ultrapura aquecida (80 + 1°C), 10 mL de
isopropanol, 1 mL de hexano contendo 0,05% de BHT, 5 g de sulfato de sodio
anidro e 25 mL da mistura solvente de extracao (hexano: acetato de etila, 85:15,
v/v). Posteriormente, a suspensdo foi homogeneizada utilizando-se
microtriturador (IKA T 18® Ultra Turbax), durante 1 minuto. Em seguida, a
suspensao foi filtrada a vacuo em funil de Blchner utilizando-se papel de filtro,
mantendo-se o residuo no tubo de extracdo. A etapa de extracao foi repetida,
adicionando-se ao residuo 5 mL de isopropanol e 30 mL da mistura solvente de
extracao, com posterior homogeneizac¢ao por 1 minuto. Apds, rinsou-se a haste
do triturador com 10 mL da solugé@o extratora e realizou-se a filtragdo a vacuo.
Em seguida, o extrato foi concentrado em evaporador rotativo (Quimis, modelo
344.1), a 70 = 1°C (2 minutos), transferido para baldo volumétrico e o volume
completado para 25 mL com mistura solvente de extracao.

Apés a extracdo, aliquotas de 5 mL do extrato foram secas em nitrogénio
gasoso, redissolvidas em 2 mL de hexano grau HPLC e filtradas utilizando-se
unidades filtrantes de porosidade 0,45 um (Millipore, Brasil).

As andlises de vitamina E na erva foram realizadas injetando-se 1 e 10 yL
dos extratos. As condicdes cromatograficas utilizadas incluiram: sistema CLAE
(Shimadzu, SCL 10AD VP) com detector de fluorescéncia (290 nm de excitacao
e 330 nm de emisséo); coluna cromatografica Phenomenex Luna Si100 (250 x
4,6 mm, 5 ym) acoplada de coluna de guarda Phenomenex Si100 (4 x 3 mm);
fase mével — hexano: isopropanol: acido acético glacial (98,9: 0,6: 0,5, v/v/v);
fluxo da fase movel de 1,0 mL/min e tempo de corrida de 21 minutos.

A identificacdo dos componentes da vitamina E foi realizada
comparando-se o tempo de retencédo dos padrdes auténticos (Calbiochem, EMD
Biosciences Inc. EUA), e dos componentes de interesse nas amostras,
analisados sob as mesmas condigbes A quantificacdo foi realizada por
padronizacao externa por meio da comparacao das areas dos picos com aquelas
obtidas nas curvas analiticas construidas a partir da injecao, em duplicata, de
seis diferentes concentracdes de solucdes dos padrdes comerciais auténticos
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(Calbiochem, Canada). As concentragdes de vitamina E foram expressas em
mg.100g-', como componentes isolados e como vitamina E total (soma dos
componentes da vitamina E encontrados nas amostras) (IOM, 2000).

2.7. Determinacao de minerais e metais pesados

Foi realizada andlise apenas na erva desidratada uma vez que o protocolo
utiliza a planta dessa forma e por querermos assemelhar a erva comercializada
em sachés para cha, estando essa na forma desidratada.

Para analise e determinacao de Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn, Ni, Cd, Al e Pb
utilizou-se a digestao nitroperclérica (Sarruge & Haag, 1974), e as analises foram
feitas por espectrofotometria de absorcdo atbmica em plasma indutivamente
acoplado (ICP-EAS) (Perkin Elmer, Optima 3300 DV). A determinagéo de P foi
feita por colorimetria pelo método do acido ascorbico (Braga & Defelipo, 1974);
a determinacéao de K foi realizada por fotometria de chama; a determinacao de

S foi realizada por turbidimetria de acordo com método de Alvarez et al. (2001).

2.8. Extracao e analise de flavonoides

Foram investigadas no alecrim as flavonas (luteolina e apigenina) e
flavanonas (naringenina e eriodictiol).

Para a extracdo, pesaram-se 2,5 g da erva desidratada e fresca, sendo
adicionados de 10 mL de metanol/HCI a 1% (v:v); ap0s, procedeu-se a agitagao
em banho metabdlico (Marconi, MA231, Brasil) por 2 horas, a 180 rpm. Em
seguida, a suspensao foi centrifugada (centrifuga Nuve® NF 1200R Bench -Top
Centrifuge) a 2349 g, por 5 minutos, sendo o sobrenadante coletado e seu
volume completado para 20 mL com metanol acidificado. Posteriormente, o
extrato foi acondicionado em frasco ambar e armazenado em freezer (-18 + 1°C)
até analise (DYKES et al., 2009), que ocorreu no mesmo dia.

A concentracao dos flavonoides foi analisada simultaneamente na erva
aromatica por CLAE. O método proposto por Yang et al. (2012) e modificado por
Cardoso et al. (2014) foi utilizado para identificar e quantificar os flavonoides no
alecrim. As analises foram realizadas em um sistema CLAE equipado com DAD
(Shimadzu, SPD-M10A, Japao), bomba quaternaria para gradiente de alta
pressao (Shimadzu, LC-10AT VP, Japao), auto-injetor com loop de 500 pL
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(Shimadzu, SIL-10AF, Japéo), e sistema de degasamento da fase movel com
gas hélio (Shimadzu, DGU-2 A, Japéao).

As condicbes cromatograficas utilizadas incluiram coluna C-18 Kinetex
(150 mm x 4,6 mm, 5 um) equipada com coluna de guarda C-18 (4 mm x 3 mm)
(Phenomenex, Torrance, CA), temperatura da coluna a 35 °C, volume de injecao
de 15 a 30 pL, varredura do espectro de 200 a 700 nm, com deteccao a 360 nm
para flavonas e 280 nm para flavanonas. A fase mével foi composta de 2% de
acido férmico em agua ultrapura (linha A) e 2% de &cido formico em acetonitrila
(linha B). O gradiente de eluicdo para B foi o seguinte: 0-3 minutos, 10%
isocratico; 3-4 minutos, 10-12%; 4-5 minutos, 12% isocratico; 5-8 minutos, 12-
18%:; 8-10 minutos, 18% isocratico; 10-12 minutos, 18-19%; 12-14 minutos, 19%
isocratico; 14-18 minutos, 19-21%; 18-22 minutos, 21-26%; 22-28 minutos, 26-
28%; 28-32 minutos, 28-40%; 32-34 minutos, 40-60%; 34-36 minutos, 60%
isocratico; 36-38 minutos, 60-10%; 38-45 minutos, 10% isocratico. A fase movel
foi desgaseificada com gas hélio (50 kPa) durante as corridas, utilizando o
seguinte gradiente de fluxo: 0-36 minutos, 1,0 mL/minuto; 36-38 minutos, 1,0-2,0
mL/minuto; 38-44 minutos, 1,0 mL/minuto; 44-45 minutos, 1,0-2,0 mL/minuto.

A identificacdo dos flavonoides foi realizada pela comparag¢ao entre os
tempos de retencdo de padrdoes auténticos e dos picos de interesse nas
amostras e entre os espectros de absor¢éao dos padrdes e picos de interesse nas
amostras, obtidos pelo DAD, analisados sob as mesmas condigbes A
quantificacdo de cada composto foi realizada por padronizagcdo externa,
utilizando curvas analiticas construidas pela injecao, em duplicata, de cinco
diferentes concentragdes de solu¢des padrao, os compostos foram expressos
em mg.100g" de amostra, como componentes isolados e como soma de
flavonoides. Os compostos serdo expressos em mg.100g™' de amostra.

2.9. Determinacao de compostos fendlicos totais

Para extragcdo dos compostos fendlicos utilizou-se 1 grama da erva fresca
e desidratada, as quais foram adicionadas de 20 mL de solugdo metandlica a
60%. Em seguida, a suspenséo foi agitada a 180 rpm (2 horas) e centrifugada a
2790 g (15 minutos). O sobrenadante foi completado para 20 mL com a solugéao
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metandlica, transferido para um frasco ambar e armazenado em freezer (-18 *
1°C) até o momento da analise.

Para extracao dos compostos fenélicos nos chas, apds a preparacao dos
mesmos conforme item 2.3, uma amostra de 10 mL foi adicionada de 15 mL de
solugcdo metandlica a 60%. Em seguida, a suspenséao foi agitada a 180 rpm (2
horas) e centrifugada a 2790 g (15 minutos). Quando necessario, a solugao foi
avolumada para 20 mL com a solugcao metandlica, transferida para um frasco
ambar e armazenada em freezer (-18 + 1°C) para prosseguir a realizagdo da
analise.

O total de compostos fendlicos foi determinado utilizando o reagente de
Folin-Ciocalteau (SINGLETON et al., 1999). Para analise, 500 pL do extrato
foram adicionados de 500 uL de solugcéo de Folin-Ciocalteau (Sigma-Aldrich,
Alemanha) a 20% e 500 pL de solugdo de carbonato de so6dio a 7,5%. Em
seguida, a solucao foi agitada em vértex (10 segundos) e incubada por 30
minutos em temperatura ambiente e protegida da luz. Realizou-se a leitura da
absorbancia em espectrofotdmetro (Evolution 60S, ThermoScientific, EUA) a 765
nm. A quantificacao foi realizada utilizando curva analitica construida a partir da
leitura da absorbancia a 765 nm, de cinco solucbes com diferentes
concentracdes de acido galico, em duplicata. Os resultados foram expressos em
miligramas de equivalentes de acido galico por grama de amostra
(mg.EqAG.100g™' de amostra).

2.10. Determinacao da capacidade antioxidante

A atividade de retirada de radical (ARR) das amostras foi realizada a partir
do extrato preparado para a analise de fendlicos totais utilizando o método do
radical DPPH (2,2-difenil-2-picril-hidrazil) (BLOOR, 2001). Para tanto, uma
aliquota de 2,5 mL do extrato foi adicionada de 1,5 mL de solucdo metandlica de
DPPH (Sigma-Aldrich, Alemanha) 0,1 mM (1,0 mL). Foi realizada a agitagdo em
vértex; em seguida, o extrato foi deixado em repouso para reagir por 30 minutos
ao abrigo da luz. A absorvancia foi lida em espectrofotobmetro (ThermoScientific,
ELISA Multiskan GO) a 517 nm.

A capacidade para eliminar o radical DPPH* foi calculada utilizando a

seguinte equacao:
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ARR(%) = 100 % — [(Abs.amostra — Abs.branco + Abs.controle) x 100]

Em que:

ARR: Atividade de retirada de radical

Abs.controle: absorbancia do controle (solucado de DPPH* sem a
amostra);

Abs.amostra: absorbancia da amostra-teste (solucdo de DPPH* mais a
amostra teste);

Abs.branco: absorbancia da solucao de extragdo apenas, sem amostra ou
solucéo de DPPH*.

2.11. Delineamento experimental e analise estatistica dos dados

As concentracdes de nutrientes e de compostos bioativos do alecrim na
forma fresca e desidratada e submetido a infusdo em agua quente e em agua
gelada foram avaliadas utilizando o delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com 3 repeticoes.

Os dados foram avaliados quanto a normalidade utilizando o teste de
Shapiro-Wilk. Em seguida, os dados analisados por teste t de Student ou Mann
Whitney. Utilizou-se o software SPSS versao 23.0, adotando-se um nivel de

significancia (a) de 5%.

2.12. Avaliacao do potencial de contribuicao do alecrim e suas
infusdes para o atendimento das recomendacées de vitaminas

e minerais
O potencial de contribuicao nutricional das ervas e chas foi estimado com
base nas Recommended Dietary Allowance (RDA), para adultos com idade entre
18 a 59 anos (IOM, 2001). As por¢des de ervas foram calculadas de acordo com
qguantidades usualmente consumidas/comercializadas. A contribui¢cdo nutricional
se baseou em embalagens de ervas desidratadas comercializadas em mercado
(59) e o indicado para preparo de chas na forma de sachés (2g), uma vez que

nao existe na literatura recomendacao de por¢cdes para ervas.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Composicao centesimal do alecrim

O alecrim fresco apresentou 63,18% de umidade, indo de encontro ao
estudo de Almeida et al. (2003), que observaram altos valores de umidade em
diversas ervas, na faixa de 62-78%, dentre eles uma espécie de alecrim-
pimenta. Leal et al. (2003) também encontraram altos valores de umidade
(69,6%) em capim cidreira.

Em nosso estudo, a concentragdo média de cinzas foi de 9,65 g.100g™",
préximo ao mostrado por Bertol et al. (2015), em que a concentragdo de cinzas
em barbatimdo, carqueja e quebra-pedra variou de 1,64g a 8,44 g.100g™.
Almeida et. al. (2010) relataram concentracao mais elevada de cinzas (5,93 a
8,46 9.100g°") em alecrim coletado em Ub4 e Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil.

No presente estudo encontrou-se em média 1,27 g.100g™' de proteina no
alecrim desidratado, concentracdo menor que a relatada por Pedro et. al. (2016)
em outras ervas (barbatiméo: 5,44 g.100g™'; carqueja 8,62 g.100g"; quebra-
pedra: 9,35 g.100g™' e mangava brava: 2,36 g.100g™".

O alecrim desidratado apresentou média de 4,99 g.100g™' de lipidios,
guantidade maior que a observada em carqueja (2,49 g.100g™") por Simao (2013)
e por Pedro et. al. (2016) em barbatimao (1,01 g.100g™"), carqueja (1,69 g.100g"
1), quebra-pedra (2,05 g.100°") e mangava brava (0,48 g.100g™").

A concentracdo de carboidratos foi maior que a dos demais
macronutrientes (28,31+g.100g"), entretanto em outras plantas medicinais,
Pedro et. al. (2016) observaram 72 g.100g™" de carboidratos no quebra pedra e
81,9 g.100g" na mangava.

O alecrim do nosso estudo apresentou um valor energético de 8,16 Kcal
na porgao de 5 g de erva. A tabela de composicdo de alimentos (TACO, 2011)
nao traz a composicao centesimal do alecrim, mas mostra que o manjericdo e a
salsa possuem 1 kcal/5g e 4kcal/5g, respectivamente. Dessa forma, a erva é
caldrica ao se considerar a densidade calérica (DC = 1,6) da mesma, porém a
quantidade ingerida é pequena e sua ingestdao nao se mostra significativa para
0 consumo energético diario.

Em nosso estudo o alecrim desidratado apresentou alta concentracao de
fioras totais (19,15 g.100g"), 3,30 g.100g" de soliivel e tendo destaque a fibra
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insolivel (15,86 g.100g"). Considerando uma porcdo de 5g/dia, quantidade
usualmente comercializada em pacotes e utilizada como tempero em
preparac¢oes alimentares, o alecrim desidratado pode contribuir com 3,16% da
recomendacao de fibras.

Os diferentes valores da composi¢ao centesimal encontrados nos estudos
podem estar relacionados a origem, variedades das ervas analisadas e as
diferentes estruturas vegetais das plantas (BERTOL et al., 2015). A escassez de

estudos com alecrim impossibilitou uma melhor comparagao.

3.2. Carotenoides, vitamina C e vitamina E no alecrim

A analise qualitativa indicou a presenca dos seguintes componentes no
alecrim fresco: (B-caroteno (tempo de retencdo - RT = 10min); luteina (RT =
aproximadamente 4 min); &cido ascorbico (RT = 4,5 min); a-tocoferol (RT = 6
min), a-tocotrienol (RT = 8 min), B-tocoferol (RT = 11,5 min) e y-tocoferol (RT =
12 min). Na erva desidratada observou-se a presenga de [(-caroteno (RT =
aproximadamente 10 min); luteina (RT = 2 min); acido ascorbico (RT = 4 min);
a-tocoferol (RT = 6,5 min), a-tocotrienol (RT = 7 min). A separacado dos
componentes foi adequada, o que garantiu uma quantificacao confiavel (Figura
2).
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Figura 2: Analise por CLAE de carotenoides em alecrim fresco (A) e
desidratado (B); acido ascérbico em alecrim fresco (C) e desidratado (D);
vitamina E em alecrim fresco (E) e desidratado (F).

O B-caroteno foi encontrado em menor concentragdo que a luteina no
alecrim fresco e desidratado, porém nao foi observada diferenca estatistica entre
esses tratamentos (Tabela 1).

No entanto, no alecrim desidratado a retencdo de [(-caroteno foi de
apenas 55% e a de luteina de 45,38%. A degradacao de carotenoides pode
aumentar ou reduzir em virtude do tempo, temperatura, tamanho e a
desintegracdo das particulas do alimento (RODRIGUEZ-AMAYA, 1997;
PINHEIRO — SANT’ANA,1998). Assim, investigar a retengdo de carotenoides

apos o processamento € essencial.
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Tabela 1: Concentracdo de carotenoides, vitamina C e vitamina E no alecrim

fresco e desidratado

Retencao
Compostos Erva fresca Erva desidratada
Real* (%)
Carotenoides (mg.100g")
B-Caroteno 4,5445 252 6,51+2,522 55,2
Luteina 23,94+26,892 28,22+8,192 45,38
Soma de Carotenoides 16,03+£32,10 28,96+15,89
Valor de vitamina A (RAE.100g") 378,33 542,50
Vitamina C (mg.100g") 8,09+7,472 5,86+3,902 27,88
Vitamina E (mg.100g")
a-Tocoferol 11,2419,742 9,35+2,882 32,02
a-Tocotrienol 1,31+0,702 0,98+0,362 27,65
B-Tocoferol 0,01£0,0152 nd
B-Tocotrienol nd nd
y-Tocoferol 0,004+0,0052 nd
y-Tocotrienol nd nd
Vitamina E Total (mg.100g") 9,37+6,63 8,00+6,53

Dados expressos em base fresca como média de 3 repeti¢coes + desvio padrdo. Médias seguidas
pela mesma letra nas linhas, para cada componente, ndo diferem estatisticamente a 5% de
probabilidade pelo Teste t. nd: ndo detectado.

*Retencao Real (%RR): Calculado de acordo com a férmula de Murphy, Criner e Gray (1975)

% RR = (Concentracéo do composto na erva processada x peso (g) da erva processada) x 100
(Concentragao do composto na erva antes do processamento x peso (g) da erva antes do processamento)

Pereira e Angelis — Pereira (2013) encontraram em salvia e salsa frescas
2,78 e 4,56 mg.100g" de B-caroteno e 6,35 e 8,3 mg.100g™" de luteina. A
concentragao de B-caroteno foi similar em nosso estudo, ja a concentracao de
luteina foi menor que a do alecrim. Entretanto nao foram encontrados estudos
com o alecrim, dificultando a comparac¢ao dos resultados.

As concentracgdes de vitamina C e vitamina E nao diferiram entre o alecrim
fresco e desidratado (p>0,05), porém observou-se que ao ser desidratado a
retencao foi baixa (27,88 e 31,69%), indicando perda expressivas das vitaminas
(Tabela 1). Sabe-se que a vitamina C é extremamente instavel e pode ser
reduzida na presenga de ar, calor, agua ou luz. De modo geral, a estabilidade da
vitamina C aumenta com a reducdo da temperatura e a maior perda se da
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durante o aquecimento dos alimentos (FREITAS et al., 2016). Da mesma forma,
as perdas expressivas dos componentes de vitamina E podem ser explicadas
devido as alterac6es decorrentes do aquecimento (CORREIA, FARAONI e
PINHEIRO-SANT’ANA, 2008).

N&o foram encontrados estudos que quantificaram essas vitaminas no
alecrim, o que impossibilitou a comparagdo com nossos resultados. Juntamente
com vitamina C e B-caroteno, a vitamina E compde um grupo de nutrientes com
capacidade antioxidante, agindo contra o ataque de radicais livres, auxiliando na
prevencao de doengas coronarianas, menor oxidagdo da LDL, aumentando
funcéo imunoldgica, faz parte da composicdo da membrana das mitocéndrias e
sintese de horménios (GUINAZI, 2004).

Em relagdao a vitamina E foi identificado e quantificado a-tocoferol, a-
tocotrienol, B-tocoferol e y-tocoferol na erva fresca e desidratada, sendo o
componente predominante o a-tocoferol. Guinazi (2004) destaca a importancia
do a-tocoferol, por ser o componente de maior atividade biolégica, apontando
que entre os vegetais, os folhosos sdo boas fontes de vitamina E, tendo
predominancia do a-tocoferol, sendo sua concentragcdo mais alta em vegetais
verdes-escuros, indo de encontro ao nosso achado.

Alguns estudos apontam o espinafre como uma boa fonte de vitamina E,
com valores de a-tocoferol variando de 1,22 a 51,8 mg.100g™' (PIIRONEN et. al.,
1986; AZZI e STOCKER, 2000). O alecrim fresco e desidratado apresentaram
concentragao de a-tocoferol maior que a do espinafre, sendo que na porcéao
usualmente comercializada como condimento para saladas, carnes e temperos
(5g = 2 colheres de sopa — Figura 4) tem-se 0,46 mg de o—tocoferol na erva
desidratada e 0,56 mg na fresca e na porgéao de aproximadamente 20 g (15 kcal)
de espinafre cozido (2 colheres e meia de sopa) tem-se 0,13 mg de a—tocoferol.
Sendo assim, o alecrim pode contribuir com a ingestao adequada de vitamina E,
podendo ser usado na forma fresca ou seu p6 moido seco para cozinhar,
aromatizar e conservar alimentos (SASIKUMAR, 2012).

E importante ressaltar que as informagdes sobre a concentracdo de
vitamina E em ervas e fitoterapicos sao muito escassas. Dessa forma, esse é um
grande diferencial do presente estudo, ao trazer a concentragéo de vitamina E

em uma erva comum para populacdo brasileira.
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Figura 4: Representacdo fotografica de por¢do de alecrim usualmente
comercializada (5 gramas).

Fonte: Acervo pessoal

N&o foi observada diferenca significativa nas concentragbes de vitamina
C, B-caroteno e luteina entre a infusdo gelada e a quente (p>0,05) (Tabela 2).
Observou-se concentragdo bastante reduzida desses componentes nos chas
quando se compara com a erva fresca e desidratada, sugerindo que 0 consumo
na forma de cha nao contribui de maneira importante para a ingestao de vitamina
C e carotenoides e que ocorre uma redugao consideravel ao preparar o cha ou
uma baixa transferéncia dos compostos para a 4gua utilizada nas infusdes.

Tabela 2: Concentracao de vitamina C e carotenoides nas infusées quente e
gelada de alecrim.

Compostos Infusado gelada Infusao quente
Vitamina C (mg.100mL-") 0,405+0,2512 0,402+0,1362
Carotenoides (mg.100mL-")*
B-Caroteno 0,002(0,001-0,002)2 0,001(0,001-0,007)2
Luteina 0,033(0,028-0,039)2 0,028(0,021-0,028)2
Valor de Vitamina A (RAE.100mL") 0,16 0,25

Dados expressos em base fresca como média de 3 repeticoes + desvio padrao.

Médias seguidas pela mesma letra nas linhas, para cada componente, ndo diferem
estatisticamente a 5% de probabilidade pelo teste t.

*Mediana, minimo e maximo — Teste ndo paramétrico Mann Whitney
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3.3. Minerais e metais pesados no alecrim

Estudos sobre a composicdo mineral em alecrim sao escassos e
direcionados a analise no 6leo essencial (TAKAYAMA et al., 2016).

O potassio foi 0 mineral encontrado em maior concentracao no alecrim
desidratado (2943,44 mg.100g™"). Esse € um achado importante, evidenciando o
alecrim como uma importante fonte de potassio. Franco et al. (2011)
encontraram que a planta mais rica em potassio foi o chapéu-de-couro (3758,50
mg.100g") e a de menor concentragdo, a camomila (752,33 mg.100g"). O
potassio € o principal mineral do fluido intracelular, sendo um elemento
necessario para o crescimento e manutencéo corporal (BEYER, 2012).

O alecrim desidratado apresentou 30,76 mg.100g™' de ferro, quantidade
maior que a relatada por Franco et. al. (2011) em pata-de-vaca (15,10 mg.100g
1) e similar em chapéu-de-couro (36,78 mg.100g™"). Segundo He et al. (2005), a
concentracao de Fe pode aumentar devido ao uso de fungicidas, pesticidas e
herbicidas.

A maior concentragdo de calcio encontrada no alecrim desidratado pode,
provavelmente, ser devido a aplicacao de fertilizantes quimicos no solo, que
contém em sua formulacao este nutriente ou devido ao processo de calagem
(CORREA et al, 2002). No estudo de Heinrichs e Malavolta (2001) foi
encontrado 630 mg.100g™' de calcio na erva-mate desidratada, concentragio
menor que no alecrim do presente estudo (983,33 mg.100g™).

As concentracoes de foésforo, magnésio, cobre e cromo se mostram
relevantes. O alecrim do presente estudo superou a concentracdo de magnésio,
cobre e cromo, quando comparado com o encontrado para esses minerais em
erva-mate (HEINRICHS e MALAVOLTA, 2001).

A quantidade de manganés presente no alecrim foi muito menor que a
relatada por Heinrichs e Malavolta (2001) em erva-mate (88,00 mg.100g™") que
afirmaram que essa planta € uma importante fonte de manganés e que a maioria
dos alimentos e plantas apresentam concentracdo muito reduzida desse mineral.

As concentragbes de minerais em ervas sofrem interferéncia de varios
fatores, tais como espécie e variedade do vegetal, condi¢des de cultivo, como
fertilidade do solo e pH, suprimento de agua, variagdes climéaticas e sazonais,
uso de fertilizantes e agrotdxicos e disponibilidade dos elementos no solo
(EKHOLM et al., 2007).
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Tabela 3: Concentragdo de minerais e metais pesados em alecrim desidratado.

Minerais Concentracao (mg.100g-1)*
Fosforo (P) 236,67+5,77
Potéassio (K) 2943,33165,06
Calcio (Ca) 983,33+11,55

Magnésio (Mg) 270,00+10
Enxofre (S) 276,67+5,77
Cobre (Cu) 0,96+0,03

Ferro (Fe) 30,76+0,96

Zinco (Zn) 2,09+0,01
Manganés (Mn) 1,3540,03
Saédio (Na) 77,67+1,53
Cromo (Cr) 0,43%0,01
Metais pesados
Céadmio (Cd) nd
Niquel (Ni) nd
Chumbo (Pb) 0,090,003
Aluminio (Al) 438,29+158,81

*Dados expressdes em matéria seca como média de 3 repeticdes + desvio padrao.
nd: ndo detectado.

No presente estudo foi encontrado chumbo no alecrim do presente
estudo, sendo que esse composto existe naturalmente em plantas, resultando
de processos de captacao e incorporacao (SCHIFER, JUNIOR e MONTANO,
2005). No Brasil, a Portaria n® 685 de 27/08/1998, da Secretaria Nacional de
Vigilancia Sanitéria, estabelece limites maximos de tolerancia para o chumbo em
alimentos, nas condicdes que sdo consumidos. Esses limites variam de 0,05 a
2,00 mg.Kg' de alimento. A RDC n® 42 de 29/08/2013, que dispde sobre o
regulamento técnico Mercosul sobre limites maximos de contaminantes
inorganicos em alimentos, determina que em chas, erva mate e outras ervas
para infusdo, o limite para chumbo é 0,60 mg.kg™, estando o alecrim analisado
em nosso estudo dentro do limite em relagdo a Portaria n® 685 e um pouco acima
da recomendacéo pela RDC n? 42 (0,90 mg.kg™' de erva).

A ingestao diaria toleravel proviséria (PTDI) para o chumbo é de 3,60
ug.Kg' de peso corpéreo, enquanto que a ingestdo semanal toleravel proviséria
(PTWI) é de 25,00 pug.Kg' de peso corpéreo, ambas recomendadas pela
Organizacao Mundial da Saude (FAO/WHO, 1987 apud SALGADO, 2003). O

contaminante ambiental mais comum é o chumbo, sendo absorvido pelo
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organismo por via inalatéria ou oral e destacando-se em regides onde o metal e
seus compostos sdao amplamente utilizados (BRUNKEN et al., 2002; OLGA,
2003).

N&o foram encontrados niquel (Ni) e cadmio (Cd) no alecrim, indicando
gue nao ha contaminagao desta erva com estes elementos, o que é um achado
importante, pois sdo considerados téxicos. Michie & Dixon (1977) revelam que
as folhas de plantas usadas para preparo de infusées apresentam a capacidade
de complexar metais, que beneficia a retencdo de metais tdéxicos como o Pb e
Cd, evitando sua ingestdo. Segundo a RDC n? 42 de 29/08/2013, que
regulamenta sobre limites maximos de contaminantes inorganicos em alimentos,
chéas, erva mate e outras ervas para infusdo, o limite é de 0,4 mg.kg™! para
cadmio, porém essa legislagdo ndo faz referéncia aos limites para niquel e
aluminio.

Observou-se alta concentragcdo de aluminio (Al) em 100 g de alecrim
desidratado, constatando-se que a ingestao dessa erva na forma de condimento,
ultrapassa muito a recomendacgdo segura (21,91 mg.5g"). Essa informagéo
serve de alerta, uma vez que, baseando-se na toxidade do Al e de seus efeitos
no crescimento, reproducdo, tecido ésseo e fisiologia cerebral, Natesan e
Ranganathan et al. (1990) citam que o consumo de até 20,00 mg de Al por dia é
inofensivo e, de acordo com Soliman e Zikovsky (1999), a ingestao dietética de
Al ndo deveria exceder 6,00 mg/dia.

Oliveira et al., (2005) também relatam alta concentracéo de aluminio na
erva-mate (90,00 mg.100g™"), porém esse valor € bem menor que o encontrado
no alecrim (438,29 mg.100g"). Estudos sobre o Al relatam que altas
concentragdes ocorrem em regides nucleares do tecido cerebral no hipocampo
de pacientes com doenca de Alzheimer. No entanto, ndo se sabe se o Al esta
relacionado etiologicamente com a doenga ou se tem alguma afinidade com
essas regides com anomalias (MACDONALD et al., 1987).

O aluminio € um dos elementos mais abundantes da crosta terrestre, esta
presente em particulas de po, vegetais e utensilios domésticos (OLIVEIRA et al.,
2005). A ingestao de aluminio é elevada, sendo que a dieta habitual fornece de
5,00 a 10,00 mg de aluminio por dia, que sdo quase que totalmente eliminados
via gastrointestinal e pequena fracdo reabsorvida € eliminada pelos rins
(FRAZAO e COBURN, 1996 apud OLIVEIRA et al., 2005).
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Pontos importantes que interferem no acumulo de elementos tragos nos
solos, podendo contaminar os alimentos com elementos tdxicos, além de
aumentar sua biodisponibilidade devido as alteracdes quimicas sdo o uso de
fertilizantes e agrotoxicos, atividades urbano-industriais, tipo de irrigacao e
adubacao (HE et al., 2005). Os metais pesados e dioxinas, importantes quimicos
encontrados no meio ambiente, especialmente nas areas mais industrializadas
podem contaminar alimentos, bem como agua contaminada utilizada para
irrigacao (HE et al., 2005; BAKER et al., 2002; PUSSEMIER et al., 2006).

3.4. Flavonoides, fendlicos totais e capacidade antioxidante do

alecrim

No presente estudo verificou-se que ndo houve diferenca significativa
(p>0,05) nas concentragdes de flavonoides (flavonas e flavanonas) entre a erva
fresca e a desidratada (Tabela 4). Neste estudo identificou-se concentracdes de
flavonoides semelhantes ao relatado por Abreu (2013) em funcho, boldo,
melissa, camomila, hibiscos e menor que a encontrada em horteld, erva mate e
carqueja.

As folhas do alecrim contém varios compostos antioxidantes, dentre eles
os flavonoides (GONZALEZ-VALLINAS et al., 2014). Tais compostos possuem
efeitos benéficos a saude, tendo destaque sua capacidade de reduzir a
proliferacéo, diferenciacdo e apoptose de células cancerigenas (ARAUJO et al.,
2010). De acordo com Oliveira (2015), a temperatura e tempo de
armazenamento sao importantes fatores relacionados a preservacdo dos
flavonoides e propriedades funcionais durante a vida de prateleira do alimento,
podendo esses fatores levar a perdas de flavonas e flavanonas devido a baixa
estabilidade desses componentes e, consequentemente, baixa retencdo ao
passar pelo processo de aguecimento.

As concentracdes de flavonoides podem ser afetadas por diferentes tipos
de processamento e fabricagédo de chas (ZHU et al. 2002; KODOMA et al., 2010).
Fatores ambientais, como sazonalidade, temperatura, altitude, estresse,
radiacdo e umidade podem influenciar o metabolismo vegetal e indiretamente
alterar a producao de compostos quimicos pelas plantas, como flavonoides e
polifendis (SIQUEIRA et al., 2007; SANTOS et al., 2009).
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Em relac&o a concentragéo de compostos fendlicos, observou-se que nao
houve diferenca significativa (p>0.05) entre as ervas fresca e desidratada. Em
nosso estudo, observou-se concentragdes muito maiores de compostos
fenodlicos em alecrim fresco e desidratado (81,38 e 95,19 mg.GAE.100g",
respectivamente) do que o apresentado por Goncalves, Santos e Morais (2015),
que encontraram 2,90 mg.100g™" equivalente de acido galico em extrato aquoso

de alecrim desidratado.

Tabela 4: Concentracdo de flavonoides, fendlicos totais e capacidade

antioxidante do alecrim fresco e desidratado

Compostos Erva fresca Erva desidratada Retencao
Real* (%)

Flavonas (mg.100g")

Luteolina 340,39+162,362  166,00+138,502 18,77

Apigenina 44,00+18,402 88,40+68,602 77,34
Flavanonas (mg.100g")

Eriodictiol 8,40+9,002 11,90+7,102 54,54

Naringenina 30,10+12,702 20,00+16,502 25,58
Flavonoides Totais (mg.100g") 5,22+1,33 3,00+2,26 -
Fendlicos totais (mg.GAE.100g") 95,1948,752 81,38+28,502 32,91
%AAR 75,09+24,152 77,18+21,762 -

Dados expressos em base fresca e seca como média de 3 repeticdes * desvio padrao. Médias
seguidas pela mesma letra nas linhas néao diferem estatisticamente a 5% de probabilidade pelo
Teste t.

mg GAE: mg de acido galico; %AAR: atividade retirada de radical

*Retencao Real (%RR): Calculado de acordo com a férmula de Murphy, Criner e Gray (1975) -
% RR = (Concentragdo do composto na erva processada x peso (g) da erva processada)  x 100
(Concentragédo do composto na erva antes do processamento x peso (g) da erva antes do processamento)

Quanto a capacidade antioxidante, também néo foi observada diferenca
significativa entre a erva fresca e desidratada (p>0.05). A capacidade
antioxidante apresentada pela erva nos dois tratamentos foi similar ao relatado
por Abreu (2013), que concluiu que a erva cidreira, endro, erva doce, mate
possuem bom potencial, semelhante ao alecrim de nosso estudo.

No estudo de Alezandro et al. (2011), verificou-se uma grande
variabilidade dos resultados para a capacidade antioxidante, oscilando entre
55,20% (cebolinha), 73,80% (manjericao), 91,20% (camomila) e 97,20% (salsa),
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sendo a do manjericdo proxima ao resultado encontrado em nosso estudo para
alecrim.

A diversidade de resultados pode ser explicada por diferencas na
composigao quimica entre as ervas, especialmente com relagdo a presenga de
compostos antioxidantes (vitaminas, carotenoides, flavonoides, compostos
fendlicos e outros), bem como ao emprego de diferentes processos de extracao,
0 que resultaria em extratos com diferentes concentracbes destes compostos e,
consequentemente, com diferentes valores de capacidade antioxidante
(ALEZANDRO, 2011).

Del-Ré e Jorge (2011) afirmam que a boa capacidade antioxidante
apresentada pelas especiarias esta relacionada, principalmente, com a presenca
de compostos fendlicos totais, uma vez que em virtude de sua diversidade
quimica, podem atuar beneficamente a saude, combatendo os radicais livres,
quelando metais de transicdo, modificando o potencial redox do meio e
reparando a lesdo das moléculas atacadas por radicais livres.

Em relacdo as infusdées de chas, nédo foi possivel realizar a quantificacéo
dos flavonoides, uma vez que apenas tragos dos mesmos foram encontrados
impossibilitando a identificacdo dos picos e quantificacdo. Dessa forma, dois
fatores podem ter ocorrido: 1) transferéncia extremamente reduzida dos
flavonoides do alecrim para as infusdes; 2) reducéo dras0.tica da concentracao
de flavonoides nas infusdes.

Sabe-se que diversos fatores influenciam a qualidade das infusées de cha
e as concentracoes de seus compostos bioativos, dentre eles as praticas
agronémicas e tempo de infusdo (LIMA et al., 2004). Esta é uma hipotese que
pode explicar o comportamento apresentado nas infusdes de chas, podendo ter
ocorrido uma transferéncia baixa de flavonoides da erva para as infusdes.

Em relagcdo a concentracdo de compostos fendlicos e capacidade
antioxidante nas infusées de chés, observou-se que n&o houve diferenca
estatistica significativa (p>0.05) (Tabela 5).

As concentragdes de fendlicos totais nas infusdes de alecrim obtidas
neste trabalho foram bem inferiores as descritas na literatura para cha vermelho
e hibiscos, respectivamente (25,54 mg.GAE.g extrato!; 12,34 mg.GAE.g extrato
) (ABREU, 2013). Diversos fatores podem interferir na concentragdo de

fendlicos em plantas, como o solo, clima, condi¢des fisioldgicas da planta para a
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extracdo e o tempo de infusdo (PEREIRA et al, 2009). A capacidade
antioxidante das infusdes de alecrim foi menor que a encontrada em chas de

maca, erva doce, marcela e carqueja (ABREU, 2013).

Tabela 5: Concentracdo de flavonoides, fendlicos totais e capacidade

antioxidante nas infusdes de alecrim quente e gelada.

Compostos Infusao gelada Infusao quente

Flavonas (mg.100mL"")

Luteolina nd nd

Apigenina nd nd
Flavanonas (mg.100mL")

Eriodictiol nd nd

Naringenina nd nd
Fendlicos totais (mg.GAE.100mL-") 0,160,172 0,260,232
%AAR' 9,83+4,262 38,14£19,002

Dados expressos em base fresca e seca como média de 3 repeti¢cdes + desvio padrao.

'Médias seguidas pela mesma letra nas linhas, para cada composto, nido diferem
estatisticamente a 5% de probabilidade pelo teste t.

nd: ndo detectado; %AAR: atividade de retirada de radical

A literatura aponta altos valores de capacidade antioxidante em diferentes
variedades de ervas e especiarias utilizadas no preparo de chas. Contudo, &
importante destacar que diferentes resultados entre estudos podem estar
relacionados com o gendétipo das espécies estudadas, época de colheita, fatores
ambientais (solo, temperatura e umidade), interferindo na concentracdo de
compostos bioativos e, consequentemente, na capacidade antioxidante (CHUN
et al.,, 2005; ALEZANDRO et al., 2011). Portanto o conhecimento das
propriedades antioxidantes de ervas de nosso consumo diario pode direcionar a
populacao na escolha de ervas com maior poder medicinal.

O estudo de antioxidantes é muito importante, visto que sua presenca nos
alimentos mostra-se aliada a reducao dos niveis de LDL plasmaticos e ao
aumento na producéao de prostaglandinas que inibem a agregacao plaquetaria,
a oxidacao da LDL, além de atuar na prevencao de cancer e desordens cerebrais
degenerativas relacionadas ao envelhecimento (WELLWOOD e COLE, 2004;
AFONSO, SANT’ANA e MANCINI-FILHO, 2010).
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3.5. Potencial de contribuicao do alecrim e suas infusdes para o
atendimento das recomendacoes de vitaminas e minerais

De acordo com Phillipi (2004), os alimentos podem ser classificados como
“fontes" de algum nutriente quando suprem de 5 a 10% das Dietary Reference
Intake (DRI), como "boas fontes" quando suprem de 10 a 20% da DRI e como
"excelentes fontes", quando atendem mais de 20% da DRI. Considerando esses
critérios e comparando-se com os valores de necessidades diarias de minerais
e vitaminas, uma porcao de 5 g/dia (Tabela 6) de alecrim desidratado pode ser

considerado fonte desses minerais.

Tabela 6: Potencial de contribuicdo do alecrim e suas infusées para o suprimento

das recomendacdes diarias de vitaminas e minerais para homens adultos.

Compostos Potencial de contribuicao (%)
Alecrim fresco Alecrim Infusdo quente Infusao gelada
(porcédo de 5g)  desidratado (porcao de 2g) (porcao de 29)
(porcao de 59q)
Vitamina A* 3,15 4,52 0,04 0,03
Vitamina C* 0,90 0,65 0,89 0,9
Vitamina E* 6,30 5,20 - -
Fosforo (P)** - 1,70 - -
Potassio (K)** - 7,35 - -
Célcio (Ca)* - 4,92 - -
Magnésio (Mg)* - 10,28 - -
Cobre (Cu)** - 5,30 - -
Ferro (Fe)* - 10,98 - -
Zinco (Zn)* - 1,43 - -
Manganés(Mn)** - 2,93 - -
Sédio (Na)** - 0,20 - -
Cromo (Cr)** - 61,42 - -

Porcao baseada na quantidade usualmente comercializada na forma de condimento (5g) e em
sachés para preparagao de chas (29)

*Calculado com base FAO/OMS. Human Vitamin and Mineral Requeriments. In: Report 7 Joint
FAO/OMS Expert Consulation, Bangkok, Thailand, 2001. Xxii + 286p.

**Calculado com base Institute of Medicine. Food and Nutrition Board. Dietary Reference
Intakes. National Academic Press, Washigton D. C., 1999-2001.

- : Nao foram realizadas analises de minerais e vitamina E nesses tratamentos
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Observou-se neste estudo que o alecrim fresco e desidratado podem ser
considerados como fonte de vitamina E. Sabe-se que essa vitamina esta
presente em tecidos vegetais, sendo as principais fontes os vegetais folhosos
verde escuros, oleaginosas e 6leos vegetais (KRINSKY, 2003), corroborando
com nosso achado no alecrim. As informacdes sobre a concentracdo desta
vitamina em vegetais e ervas é escassa € a literatura aponta que a concentracao
nos alimentos sofre interferéncia de muitos fatores, como condi¢des de cultivo,
solo, clima e processamento (GUINAZI, 2004).

O alecrim desidratado se mostrou boa fonte de ferro e magnésio na
porcao de 5 g. Em relacdo ao cromo, considerando essa porcao diaria (5¢g), é
possivel atingir 61,42% da recomendacao de ingestdo diaria desse mineral,
sendo o alecrim desidratado uma excelente fonte. Este mineral potencializa os
efeitos da insulina, melhorando a tolerancia a glicose, reduzindo a concentragédo
plasmatica de colesterol e promovendo maior estimulo de captacao de
aminoacidos (GOMES, ROGERO, TIRAPEGUI, 2005). Ressalta-se a
importancia da ingestdo dentro dos limites de seguranga desse mineral, visto
que sao desconhecidos os possiveis efeitos colaterais da ingestao de cromo até
800,00 pg/dia, bem como sua toxicidade (OMS, 1998). Uma possivel
contraindicacdo da ingestdo de altas doses para o organismo refere-se ao
prejuizo no estado nutricional relativo ao ferro, devido ao fato do cromo competir
com o ferro pela ligagdo com a transferrina (TRUMBO, et al., 2001).

Quanto ao calcio, fésforo, manganés, vitamina C e vitamina A, uma porcao
da erva desidratada, pode contribuir com 4,92%, 1,70%, 2,93%, 0,65% e 4,52%
respectivamente, das necessidades nutricionais didrias desses nutrientes, nao
sendo o alecrim considerado fonte desses nutrientes.

Sabe-se que os minerais participam de muitas funcdes e processos
metabdlicos no organismo humano. A literatura mostra que a ingestao adequada
de elementos como sodio, potassio, magnésio, calcio, manganés, cobre e zinco
reduz fatores de risco para doencas cardiovasculares, como hipertensdo e
doenca arterial coronariana (SANCHEZ-CASTILLO et al., 1998).

Destaca-se o potassio, que atua regulando o funcionamento do sistema
muscular e os batimentos cardiacos. O ferro como componente das moléculas
de hemoglobina, mioglobina, citocromo e de alguns sistemas enzimaticos,

desempenha um papel essencial no transporte de oxigénio e respiracao celular
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(OLGA, 2003). Por sua vez, 0 manganés atua como cofator enzimatico, ativando
uma série de enzimas que catalisam reacbes metabdlicas, sendo elemento
importante para reproducao e crescimento (ALMEIDA, et al., 2002).

O potencial de contribui¢cdo para vitamina A e vitamina C nas infusées do
alecrim quente e gelada foi muito reduzido, sugerindo que a ingestdo dessas
infusbes nao contribui de maneira importante para o suprimento das
recomendagdes diarias dessas vitaminas. A reduzida quantidade de vitamina A
nas infusdes pode ser justificada pela baixa transferéncia do composto, uma vez
que se trata de uma vitamina lipossoluvel e que a extragdo em meio aquoso pode
ser ineficiente para liberacdo da mesma. No entanto, observou-se que as
infusdes de alecrim podem contribuir com efeitos benéficos a saude devido a sua
capacidade antioxidante apresentada.

Porém a literatura relata efeitos benéficos do cha na reducao do colesterol
plasmatico, pressao sanguinea, reducdo de proliferacdo de células
cancerigenas, melhora no processo digestivo, entre outros (STAVRIC, 1994;
KONO, et al., 1997).

4. CONCLUSAO

O alecrim apresentou alto valor de umidade e boa concentracéo de fibras,
sendo destaque a fibra insoluvel. Nao foram observadas diferencas significativas
quanto as concentragdes de vitamina C, carotenoides, vitamina E, flavonoides,
compostos fendlicos e capacidade antioxidante entre a erva na forma fresca e
desidratada e entre as infusées dos chas. A concentragdo de cromo, ferro,
magneésio, potassio e cobre foi expressiva no alecrim fresco e desidratado. A alta
concentragdo do metal pesado aluminio encontrado na erva desidratada €
motivo de preocupacao. O alecrim desidratado se mostrou fonte de potassio e
cobre, boa fonte de ferro e magnésio e excelente fonte de cromo, sendo também
fonte de vitamina E na forma fresca e desidratada. As concentracbes de
vitaminas C e A nas infusdes foram insignificantes. Assim, o alecrim fresco e
desidratado se mostraram fontes de fibras e micronutrientes importantes a saude
humana e as concentracdes de vitaminas nas infusées nao foram um diferencial

para se atingir as recomendacgdes nutricionais.
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5.2. ARTIGO 2: MACRONUTRIENTES, VITAMINAS, MINERAIS E
COMPOSTOS BIOATIVOS EM MANJERICAO (Ocimum basilicum) FRESCO,
DESIDRATADO E SUAS INFUSOES QUENTE E GELADA

RESUMO

No presente estudo investigou-se o perfil € a concentracao de nutrientes
e compostos bioativos do manjericao (Ocimum basilicum L.) fresco e desidratado
e seus chas preparados por infusdo em agua quente e gelada. A andlise da
composi¢ao centesimal e fibras, de acordo com a AOAC (2012). Vitamina C,
vitamina E, carotenoides e flavonoides foram analisados por cromatografia
liguida de alta eficiéncia. Minerais e metais pesados foram determinados por
ICP-AES. Compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante foram
analisados por espectrofotometria. O manjericdo apresentou elevada umidade
(94,12%) e baixa concentragcdo de lipidios (0,20 g.100"), carboidratos (5,25
g.100g™" e fibras (2,33 g.100g™"). Verificou-se excelente retengéo de B-caroteno
na erva desidratada. As concentracbes de carotenoides totais, vitamina C,
vitamina E total e flavonoides totais no manjericdo fresco (em mg.100g™") foram
77,13;4,01; 16,45 e 211,50, respectivamente. A luteolina e a naringenina foram
os flavonoides encontrados em maior concentracdo no manjericao fresco e
desidratado. Nao se observou diferenca nas concentra¢des de vitamina E, C,
fendlicos totais e capacidade antioxidante entre o manjericado fresco e o
desidratado e entre as infusdes (p>0.05). O potassio e o calcio foram os minerais
encontrados em maior quantidade no manjericdo desidratado (4170,00 e
1786,67 mg.100g™", respectivamente). O manjericdo desidratado se mostrou
fonte de cobre, manganés e calcio e boa fonte de ferro, potassio, cromo e
vitamina A. As concentragbes de vitaminas C e A nas infusdes foram muito
reduzidas. Desta forma, o consumo do manjericdo, especialmente na forma
desidratada, pode contribuir de forma importante para a ingestao diaria de
minerais, vitaminas C e E, ndo sendo as infusdes uma forma de consumo
relevante para se atingir as recomendacgdes nutricionais.
Palavras Chaves: Erva aromatica, infusdes, carotenoides, micronutrientes,
flavonoides, CLAE.
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ARTICLE 2: MACRONUTRIENTS, VITAMINS, MINERALS AND BIOACTIVE
COMPOUNDS IN FRESH, DEHYDRATED BASIN (Ocimum basilicum) AND
ITS HOT AND FROZEN INFUSIONS

ABSTRACT
In the present study the profile and concentration of nutrients and bioactive

compounds of fresh and dehydrated basil (Ocimum basilicum L.) and their teas
prepared by infusion in hot and cold water were investigated. The analysis of the
centesimal composition and that of fibers was done according to AOAC (2012).
Vitamin C, vitamin E, carotenoids and flavonoids were analyzed by HPLC.
Minerals and heavy metals were determined by ICP-AES. Total phenolic
compounds and antioxidant capacity were analyzed by spectrophotometry. The
basil had high humidity (94.12%) and low concentration of lipids (0.20 g.100"),
carbohydrates (5.25 g.100g™") and fibers (2.33 g.100g™"). The dehydrated herb
shouved an excellent of B-carotene retention. The concentrations of total
carotenoids, vitamin C, total vitamin E and total flavonoids in fresh basil (in
mg.100g") were 77.13; 4.01; 16.45 and 211.50, respectively. Luteolin and
naringenin were the flavonoids found in higher concentration in fresh and
dehydrated basil. There was no difference in vitamin E, C, total phenolic and
antioxidant capacity between fresh and dehydrated basil and between infusions
(p> 0.05). Potassium and calcium were the most found minerals in dehydrated
basil (4170.00 and 1786.67 mg.100g™", respectively). Dehydrated basil was found
to be a source of copper, manganese and calcium and a good source of iron,
potassium, chromium and vitamin A. The concentrations of vitamins C and A in
the infusions were very low. Thus, the consumption of basil, especially in the
dehydrated form, can contribute significantly to the daily intake of minerals,
vitamins C and E, and infusions are not a relevant form of consumption to reach
nutritional recommendations.

Keywords: Aromatic herb, infusions, carotenoids, micronutrients, flavonoids,
HPLC.
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1. INTRODUCAO

Estudos demonstram que diversas ervas aromaticas sdo ricas em
catequinas, flavonoides, vitaminas (C e complexo B) e compostos fendlicos,
apresentando propriedades antioxidante, anti-inflamatéria, antimicrobiana e
antitumoral, as quais sdo importantes para a saude e prevencao de doencas,
como as coronariopatias (AKKOL et al., 2008; AFONSO, SANT'ANA & MANCINI-
FILHO, 2010; GUILARDUCCI, 2016).

O manjericdo (Ocimum basilicum L.), pertencente a familia Lamiaceae,
faz parte de um grupo de plantas medicinais e aromaticas de grande valor
econdmico. Dentre seus constituintes quimicos, estdo presentes 6éleos
essenciais, taninos, flavonoides, canfora, saponinas e acido cafeico (SILVA,
2011). Seu uso vai além da culinaria, tendo potencial medicinal por possuir
substancias com propriedades antioxidantes, antimicrobianas, inseticidas,
antiacidas e fungicidas (CAROVIC-STANKO et al., 2010).

Além do termo manjericédo, essa planta é conhecida por diferentes nomes
tais como manjericdo-doce, basilicdo, alfavaca, alfavaca cheirosa, alfadega,
entre outros. Suas folhas possuem coloracao de verde clara a verde escura ou
roxa, e sao muito aromaticas (CARVALHO, 2012).

O manjericdo pode ser encontrado na Asia Tropical, Africa, América
Central e América do Sul, existindo cerca de 150 espécies. Dentre elas, o
Ocimun basilicum L. é a mais cultivada comercialmente devido as suas folhas
verdes e aromaticas, sendo utilizadas na forma seca ou fresca, como condimento
ou na obtencao de éleo essencial (JAYASINGHE et al., 2003; DANESI et al.,
2008). Atualmente, o manjericdo tem o cultivo difundido em muitos paises,
inclusive no Brasil, onde o clima é favoravel (CARVALHO, 2012).

E amplamente empregado na fitoterapia e pela indGstria alimenticia. De
acordo com Duarte (2006), o uso de manjericao como antioxidante natural pode
agregar estabilidade oxidativa em produtos alimenticios.

Seu uso é recomendado para problemas digestivos, cicatrizagao,
aumento da diurese e fortalecimento do sistema imune (MINAMI et al., 2007;
KWEE e NIEMEYER, 2011). Os compostos fendlicos presentes na planta
possuem alta acao antioxidante (KWEE e NIEMEYWER, 2011).
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No entanto, é necessaria uma caracterizagao nutricional e de compostos
bioativos mais completa dessa erva, visto que essas informacdes sdo escassas
na literatura, sendo maior o foco na sua capacidade antioxidante (SILVA, 2011).

Assim, o presente trabalho teve como objetivo analisar a ocorréncia e a
concentragdo de macronutrientes, fibras, carotenoides, micronutrientes
(vitaminas e minerais), flavonoides, compostos fendlicos e capacidade
antioxidante do manjericdo na forma fresca, desidratada e suas infusées quente

e gelada.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Coleta e preparacao das amostras

Foram coletados aleatoriamente de 200 gramas a 400 gramas de
manjericao (Figura 1) em uma feira e com dois agricultores da cidade de Vigosa,
Minas Gerais, entre os meses de Janeiro a Maio de 2017. As amostras foram
identificadas, embaladas em sacos plasticos, envolvidas em papel aluminio,
colocadas em caixa de isopor e transportadas para Laboratério de Andlises de
Vitaminas (LAV) do Departamento de Nutricdo e Saude da Universidade Federal
de Vicosa (DNS-UFV).

Foram selecionadas as folhas, lavadas em agua corrente e secas com
auxilio de papel toalha. Em seguida foram protegidas da luz e armazenadas em
geladeira (4°C £ 1°C), até 0 momento das analises de umidade, carotenoides,
vitaminas e flavonoides, que ocorreram entre 1 e 2 dias da erva fresca e
desidratada. Para analise de macronutrientes, fibras e minerais, as ervas
desidratadas foram protegidas da luz e armazenadas em freezer (-18°C £ 1°C)
até o momento da andlise nos laboratérios de Anadlise de Alimentos,
Experimental (Departamento de Nutricdo e Saude) e Laboratério de Analise de
Solo, Tecido Vegetal e Fertilizantes (Departamento de Solos - UFV-MG),
respectivamente.

A erva que seria utilizada desidratada, imediatamente apds chegar ao
LAV e ser higienizada, conforme procedimento acima, passou por processo de
secagem em estufa (Quimis, Q320 M model, Brazil) a 80°C por 3 horas e foi

armazenada em freezer até o momento das analises.
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Figura 1: Representacao fotogréafica do manjericao (Ocimum basilicum L),

utilizando no presente estudo.

Fonte: Google imagens

2.2. Preparacao dos chas

A extracdo a quente foi realizada de acordo com a metodologia de
Zielinski et al. (2014). Dois gramas de amostra foram colocada em 100 mL de
agua destilada a 80°C, deixando sob agitagcdo magnética durante 7,5 minutos.

A extracdo em agua gelada foi realizada com 2,0 gramas de amostra em
100 mL de agua destilada, em temperatura de 7 a 10°C, em imerséo por cerca
de 15 minutos, sob agitacdo magnética (ZIELINSKI, et al., 2014).

Todos os extratos foram filtrados em papel filtro quantitativo 125
milimetros (Unifil) e deixados no freezer a -18°C + 1°C até analise. A partir deste

material, foi retirada uma aliquota para analise.

2.3. Determinacao da Composicao Centesimal

Foram determinados, em triplicata, umidade, cinzas, proteinas e lipidios,
de acordo com a Association of Official Analytical Chemists e fibra alimentar
(total, soluvel e insolavel), pelo Official Methods of Analysis of AOAC
Internacional (2012) em duplicata.

A umidade foi determinada usando estufa com circulacdo forgcada de ar
(Nova Etica, modelo 400 / 6ND, Sdo Paulo, Brasil) a 105°C e as cinzas foram
quantificadas usando um forno de mufla (Quimis, modelo Q320 M, Brasil) a
550°C. Os carboidratos foram calculados por diferenga, por meio da seguinte
equacgao: [100 - (% de umidade +% de lipidios +% de proteinas +% fibra dietética
total +% de cinzas)]. O valor energético total do manjericado foi estimado
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considerando os fatores de conversao de 4 kcal/g para proteina ou carboidratos
e 9 kcal/g por lipidios.

2.4. Extracao e analise de carotenoides

Os carotenoides (luteina e beta-caroteno) foram extraidos segundo o
método de Rodriguez-Amaya (2001), com adaptagoes.

Para extracdo dos carotenoides do manjericdo, foram pesados 2,5
gramas de amostra desidratada e 5 gramas da amostra fresca, as quais foram
homogeneizados em 15 mL de acetona resfriada, com o auxilio de um
microtriturador (IKA® T18 basic Ultra Turrax®) por 5 minutos. A suspensio obtida
foi filtrada a vacuo em funil de Blchner com papel de filtro, mantendo-se o
residuo no tubo de extracdo. Em seguida, o procedimento de extracao foi
repetido por mais duas vezes adicionando-se 15 mL de acetona resfriada ao
residuo, com posterior homogeneizagao e filtracdo a vacuo (RODRIGUEZ-
AMAYA, 2001).

Em seguida, foi realizada a particao dos carotenoides da acetona para o
éter de petréleo. O filtrado foi transferido, em trés fragdes, para um funil de
separacdo contendo 50 mL de éter de petrdleo resfriado. Apds a transferéncia
de cada fracao, adicionaram-se aproximadamente 100 mL de agua destilada,
repetindo-se 0 processo por trés vezes, para a separagao de fases (carotenoides
- éter de petrdleo e acetona-agua), sendo a fase inferior (acetona-agua)
descartada. Acrescentou-se sulfato de sédio anidro ao extrato etéreo para
remocao de qualquer residuo de agua. Posteriormente, o extrato foi concentrado
em evaporador rotativo (Tecnal, TE-211) a 35 £ 2°C, transferido para um balao
volumétrico de 25 mL, sendo o volume completado com éter de petréleo e
armazenados em frasco ambar no freezer (-18°C + 1°C). Pipetaram-se 5 ml da
amostra em béquer ambar e este volume foi evaporado em nitrogénio,
retomando-se em 2 mL de acetona grau HPLC e, em seguida, filtrado em
unidades filtrantes (0,45 um, Millipore, Brasil), sendo injetados 30 pL na coluna
cromatografica.

Para extracdo dos carotenoides dos chas, dois gramas de amostra
desidratada foram pesadas e destinadas ao preparo dos chas, conforme item
2.3. A infusao foi filirada em papel de filtro, sendo 20 mL homogeneizados em

20 mL de acetona resfriada, com o auxilio de um microtriturador (IKA® T18 basic
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Ultra Turrax®) por 5 minutos. O volume final foi filtrado a vacuo em funil de
Buchner com papel de filtro, ndo tendo residuo no tubo de extracao e as demais
etapas procedeu-se da mesma forma que nas ervas, conforme adaptado de
Rodriguez-Amaya, (2001).

As andlises de carotenoides ocorreram conforme o proposto por Pinheiro-
Sant'Ana et al. (1998), incluindo sistema CLAE- DAD, (Shimadzu, SPD-M10A,
Japao); coluna cromatografica Phenomenex Gemini (250 x 4,6 mm i.d., 5 ym),
munida de coluna de guarda Phenomenex ODS (C18) (4mm x 3mm), fase movel
composta por metanol: acetato de etila: acetonitrila (80:10:10); eluicdo isocratica;
fluxo da fase mével de 2,0 mL/min. O tempo de corrida foi de 12 min e os
cromatogramas foram obtidos em comprimento de onda de 450 nm.

A identificacdo dos carotenoides foi realizada pela comparagédo dos
tempos de retencédo de padrbes auténticos (Aldrich® Alemanha) e dos picos de
interesse nas amostras e pelos espectros de absorcéao dos padrdes e dos picos
de interesse das amostras, obtidos pelo DAD, analisados sob as mesmas
condi¢cdes. A quantificagdo foi realizada por padronizacao externa, utilizando
curvas analiticas construidas a partir da injecdo, de seis diferentes
concentracoes de solugdes padrdo (equacdo: - caroteno y = 7.226.117,93x +
6.568,38, R2 = 1,00 e luteina y = 3.549.000,7x + 294.805,76, R? = 1,00). Os
carotenoides foram expressos em mg.100g™" de amostra, como componentes

isolados e como soma de carotenoides.

2.5. Extracao e analise de vitamina C

As condicOes utilizadas para extracao e analise de vitamina C, na forma
de acido ascorbico (AA), foram as otimizadas por Campos et al. (2009).

Para extracdo de vitamina C na erva foram pesados 2,5 gramas de erva
desidratada e 5 gramas de erva fresca, aos quais foram adicionados 15 mL de
solugéo extratora (acido metafosférico 3%, acido acético 8%, acido sulfurico 0,3
N e EDTA 1 mM). A mistura foi homogeneizada em microtriturator (IKA® T18
basic Ultra Turrax®) durante 5 minutos. Apds a homogeneizagao, as amostras
foram centrifugadas (Nuve® NF 1200R Bench-Top Centrifuge) a 2349 g por 15
minutos. O sobrenadante foi coletado e filtrado a vacuo em funil de Bichner com
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papel de filiro. Em seguida este filtrado foi transferido para um baldo volumétrico,
sendo o volume completado para 25 mL com agua ultrapura.

Para extracao de vitamina C dos chas, a infusao foi preparada de acordo
com o item 2.3. Em seguida, a infus&o foi filtrada em papel de filtro, sendo 20 mL
desta adicionados de 15 mL da solugao extratora, procedendo-se as mesmas
etapas da extracao proposta por Campos et. al. (2009).

Para andlise do AA, as condicbes cromatograficas utilizadas foram:
sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecc¢ao por arranjo de
diodos (CLAE-DAD) (Shimadzu, SPD-M10A, Japao); coluna cromatografica RP-
18 Synergy Hidro 100, 250 x 4,6 mm, 5 um, munida de coluna de guarda (C 18,4
mm x 3 mm); fase moével composta por 1 mM NaH2PO4, 1 mM EDTA, pH ajustado
a 3,00 com &cido fosférico e fluxo de 1,0 mL/minuto. O tempo de corrida foi de
aproximadamente 7 minutos e o volume de injecdao de 100 a 300 uL. Os
cromatogramas foram obtidos em comprimento de onda de 245 nm.

A identificacdo do AA foi realizada pela comparagao entre os tempos de
retencédo de padrao auténtico (Proquimios®, Brasil) e do pico de interesse nas
amostras e pelos espectros de absorcdo dos padrdes e picos de interesse das
amostras, obtidos pelo DAD, analisados sob as mesmas condi¢coes. A
quantificacao foi realizada por padronizagdo externa, utilizando curva analitica
construida pela injecdo, em duplicata, de uma solugcé&o padrao de concentracéo
conhecida, com cinco inje¢des, com variacdo no volume (equagédo: y =
2.055.977,81x - 69.549,76
R2 = 1,00). A concentracdo de vitamina C foi expressa em mg.100g".

2.6. Extracao e analise de vitamina E

A extragao e analise dos componentes da vitamina E (a, B, y e 6-tocoferois
e tocotrienois) foram realizadas apenas na erva fresca e desidratada. O método
baseou-se em Pinheiro-Sant’Ana et al. (2011), com algumas modificagcdes. Dez
gramas de amostra fresca e 5 gramas da amostra seca foram adicionados de 4
mL de agua ultrapura aquecida (80 + 1°C), 10 mL de isopropanol, 1 mL de
hexano contendo 0,05% de BHT, 5 g de sulfato de sédio anidro e 25 mL da
mistura solvente de extracdo (hexano: acetato de etila, 85:15, v/v).

Posteriormente, a suspensédo foi homogeneizada utilizando-se microtriturador
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(IKA T 18® Ultra Turbax), durante 1 minuto. Em seguida, a suspenséo foi filtrada
a vacuo em funil de Buchner utilizando-se papel de filtro, mantendo-se o residuo
no tubo de extracdo. A etapa de extracao foi repetida, adicionando-se ao residuo
5 mL de isopropanol e 30 mL da mistura solvente de extragdo, com posterior
homogeneizagao por 1 minuto. Apés, rinsou-se a haste do triturador com 10 mL
da solucao extratora e realizou-se a filtragcdo a vacuo. Em seguida, o extrato foi
concentrado em evaporador rotativo (Quimis, modelo 344.1), a 70 £ 1°C (2
minutos), transferido para baldo volumétrico e o volume completado para 25 mL
com mistura solvente de extracao.

Apés a extragdo, aliquotas de 5 mL do extrato foram secas em nitrogénio
gasoso, redissolvidas em 2 mL de hexano grau HPLC e filtradas utilizando-se
unidades filtrantes de porosidade 0,45 ym (Millipore, Brasil).

As analises de vitamina E na erva foi realizada injetando-se 1 e 10 pL dos
extratos. As condicbes cromatograficas utilizadas incluiram: sistema CLAE
(Shimadzu, SCL 10AD VP); detector de fluorescéncia (290 nm de excitacéo e
330 nm de emissao); coluna cromatografica Phenomenex Luna Si100 (250 x 4,6
mm, 5 ym) acoplada de coluna de guarda Phenomenex Si100 (4 x 3 mm); fase
mével — hexano: isopropanol: acido acético glacial (98,9: 0,6: 0,5, v/v/v); fluxo da
fase mével de 1,0 mL/min e tempo de corrida de aproximadamente 21 minutos.

A identificacdo dos componentes da vitamina E foi realizada
comparando-se o tempo de retencédo dos padrdes auténticos (Calbiochem, EMD
Biosciences Inc. EUA), e dos componentes de interesse nas amostras,
analisados sob as mesmas condigbes A quantificagdo foi realizada por
padronizacao externa por meio da comparacao das areas dos picos com aquelas
obtidas nas curvas analiticas construidas a partir da injecdo, em duplicata, de
seis diferentes concentracdes de solugdes dos padrées comerciais auténticos
(Calbiochem, Canada). As concentragdes de vitamina E foram expressas em
mg.100g™', como componentes isolados e como vitamina E total (soma dos

componentes da vitamina E encontrados nas amostras).

2.7. Extracao e analise de flavonoides
Foi investigado no manjericdo as flavonas (luteolina e apigenina) e

flavanonas (naringenina e eriodictiol).
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Para a extracdo, pesaram-se 2,5 gramas da erva desidratada e fresca,
sendo adicionados de 10 mL de metanol/HCI a 1% (v:v); apos, procedeu-se a
agitacdo em banho metabdlico (Marconi, MA231, Brasil) por 2 horas, a 180 rpm.
Em seguida, a suspensdo foi centrifugada (Nuve® NF 1200R Bench-Top
Centrifuge) a 2349 g, por 5 minutos, sendo o sobrenadante coletado e seu
volume completado para 20 mL com metanol acidificado. Posteriormente, o
extrato foi acondicionado em frasco ambar e armazenado em freezer (-18 £ 1°C)
até analise (DYKES et al., 2009), que ocorreu no mesmo dia.

A concentracdo dos flavonoides foi analisada simultaneamente na erva
aromatica por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O método
proposto por Yang et al. (2012) e modificado por Cardoso et al. (2014) foi
utilizado para identificar e quantificar os flavonoides no manjericdo. As analises
foram realizadas em um sistema CLAE equipado com detector de arranjos de
diodos (DAD) (Shimadzu, SPD-M10A, Japao), bomba quaternaria para gradiente
de alta pressao (Shimadzu, LC-10AT VP, Japao), auto-injetor com loop de 500
ML (Shimadzu, SIL-10AF, Japéao), e sistema de degasamento da fase mdvel com
gas hélio (Shimadzu, DGU-2 A, Japao).

As condicbes cromatograficas utilizadas incluiram coluna C-18 Kinetex
(150 mm x 4,6 mm, 5 um) equipada com coluna de guarda C-18 (4 mm x 3 mm)
(Phenomenex, Torrance, CA), temperatura da coluna a 35 °C, volume de injecéo
de 15 a 30 L, varredura do espectro de 200 a 700 nm, com deteccéo a 360 nm
para flavonas e 280 nm para flavanonas. A fase movel foi composta de 2% de
acido férmico em agua ultrapura (linha A) e 2% de &cido férmico em acetonitrila
(inha B). O gradiente de eluicdo para B foi o seguinte: 0-3 minutos, 10%
isocratico; 3-4 minutos, 10-12%; 4-5 minutos, 12% isocratico; 5-8 minutos, 12-
18%:; 8-10 minutos, 18% isocratico; 10-12 minutos, 18-19%; 12-14 minutos, 19%
isocratico; 14-18 minutos, 19-21%; 18-22 minutos, 21-26%; 22-28 minutos, 26-
28%; 28-32 minutos, 28-40%; 32-34 minutos, 40-60%; 34-36 minutos, 60%
isocratico; 36-38 minutos, 60-10%; 38-45 minutos, 10% isocratico. A fase mével
foi desgaseificada com gas hélio (50 kPa) durante as corridas, utilizando o
seqguinte gradiente de fluxo: 0-36 minutos, 1,0 mL/minuto; 36-38 minutos, 1,0-2,0
mL/minuto; 38-44 minutos, 1,0 mL/minuto; 44-45 minutos, 1,0-2,0 mL/minuto.

A identificacdo dos flavonoides foi realizada pela comparagédo entre os
tempos de retencdo de padrdoes auténticos e dos picos de interesse nas
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amostras e entre os espectros de absor¢ao dos padrdes e picos de interesse nas
amostras, obtidos pelo DAD, analisados sob as mesmas condigdes. A
quantificacdo de cada composto foi realizada por padronizacdo externa,
utilizando curvas analiticas construidas pela injecdo, em duplicata, de cinco
diferentes concentragdes de solugdes padrao, os compostos foram expressos
em mg.100g" de amostra, como componentes isolados e como soma de

flavonoides.

2.8. Determinacao de compostos fendlicos totais

Para extracdo dos compostos fendlicos da erva utilizou-se 1 gramas das
erva fresca e desidratada, as quais foram adicionadas de 20 mL de solugéo
metandlica a 60%. Em seguida, a suspensao foi agitada a 180 rpm (2 horas) e
centrifugada a 2790 g (15 minutos). O sobrenadante foi completado para 20 mL
com a solucdo metandlica, transferido para um frasco &mbar e armazenado em
freezer (-18 £ 1°C) até o momento da analise.

Para extracdo dos compostos fendlicos nos chas, as infusdes foram
preparadas conforme item 2.3. Em seguida, uma amostra de 10 mL foi
adicionada de 15 mL de solucdo metandlica a 60%. Em seguida, a suspensao
foi agitada a 180 rpm (2 horas) e centrifugada a 2790 g (15 minutos). Quando
necessario, a solucao foi avolumada para 20 mL com a solugdo metandlica,
transferida para um frasco ambar e armazenada em freezer (-18 £ 1°C) para
prosseguir a realizagao da analise.

O total de compostos fendlicos foi determinado utilizando o reagente de
Folin-Ciocalteau (SINGLETON et al., 1999). Para analise, 500 uL do extrato
foram adicionados de 500 pL de solugdo de Folin-Ciocalteau (Sigma-Aldrich,
Alemanha) a 20% e 500 pL de solugdo de carbonato de so6dio a 7,5%. Em
seguida, a solucao foi agitada em vértex (10 segundos) e incubada por 30
minutos em temperatura ambiente e protegida da luz. Realizou-se a leitura da
absorbancia em espectrofotdmetro (Evolution 60S, ThermoScientific, EUA) a 765
nm. A quantificagao foi realizada utilizando curva analitica construida a partir da
leitura da absorbancia a 765 nm, de cinco solucbes com diferentes
concentragdes de acido galico, em duplicata. Os resultados foram expressos em
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miligramas de equivalentes de &cido galico por 100 gramas de amostra
(mg.EQAG.100g™' de amostra).

2.9. Determinacao da capacidade antioxidante

A atividade de retirada de radical (ARR) das amostras foi realizada a partir
do extrato preparado para a analise de fendlicos totais utilizando o método do
radical DPPH (2,2-difenil-2-picril-hidrazil) (BLOOR, 2001). Para tanto, uma
aliquota de 2,5 mL do extrato foi adicionada de 1,5 mL de solugdo metandlica de
DPPH (Sigma-Aldrich, Alemanha) 0,1 mM (1,0 mL). Foi realizada a agitacdo em
vértex; em seguida, o extrato foi deixado em repouso para reagir por 30 minutos
ao abrigo da luz. A absorbancia foi lida em espectrofotobmetro (ThermoScientific,
ELISA Multiskan GO) a 517 nm.

A capacidade para eliminar o radical DPPH* foi calculada utilizando a
seguinte equacéo:

ARR(%) = 100 % — [(Abs.amostra — Abs.branco + Abs.controle) x 100]

Em que:

ARR: Atividade de retirada de radical

Abs.controle: absorbancia do controle (solucdo de DPPH* sem a
amostra);

Abs.amostra: absorbancia da amostra-teste (solucdo de DPPH* mais a
amostra teste);

Abs.branco: absorbancia da solucao de extragdo apenas, sem amostra ou
solucao de DPPH*.

2.10. Determinacao de Minerais

Para andlise e determinacao de Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn, Ni, Cd Pb e Al,
utilizou-se a digestao nitroperclérica (Sarruge & Haag, 1974), e as analises foram
feitas por espectrofotometria de absorcdo atbmica em plasma indutivamente
acoplado (ICP-EAS) (Perkin Elmer, Optima 3300 DV). A determinagéo de P foi
feita por colorimetria pelo método do acido ascorbico (Braga & Defelipo, 1974);
a determinacéao de K foi realizada por fotometria de chama; a determinagao de
S foi realizada por turbidimetria de acordo com método de Alvarez et al. (2001).
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2.11. Delineamento experimental e analise estatistica dos dados
Trata-se de um estudo transversal, em que as concentragdes de nutrientes e
de compostos bioativos do manjericdo na forma fresca e desidratado e
submetido a infusdo em agua quente e em agua gelada foram avaliadas
utilizando o delineamento inteiramente casualizado (DIC).
Os dados foram avaliados quanto a normalidade utilizando o teste de
Shapiro-Wilk. Em seguida, os dados foram analisados por teste t de Student ou
Mann Whitney Utilizou-se o software SPSS versao 23.0, adotando-se um nivel

de significancia (a) de 5%.

2.12. Avaliacao do potencial de contribuicao do alecrim e suas
infusdes para o atendimento das recomendacoes de vitaminas e
minerais

O potencial de contribuicao nutricional das ervas e chas foi estimado com
base nas Recommended Dietary Allowance (RDA), para adultos com idade entre
18 a 59 anos (IOM, 2001). As por¢des de ervas foram calculadas de acordo com
quantidades usualmente consumidas/comercializadas. A contribuicdo nutricional
se baseou em embalagens de ervas desidratadas comercializadas em mercado
(59) e o indicado para preparo de chas na forma de sachés (2g), uma vez que

nao existe na literatura recomendacao de porgdes para ervas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Composicao Centesimal do manjericao

No presente estudo, 0 manjericao fresco coletado no municipio de Vicosa,
Minas Gerais apresentou 94,12% de umidade, concentracdo superior a
observada por Ferreira e Silveira Junior (1999) em manjericao coletado em
Campinas, SP, Brasil (72,39%) e Reis et. al. (2012) (82,7%), em manjericao
encontrado em Anépolis, Goias, Brasil.

A concentragdo de cinzas foi de 7,9 g.100g™, coincidindo com o relatado
por Almeida et. al. (2010) em amostras de alecrim seco coletadas em Juiz de
Fora e Uba, Minas Gerais (5,93 a 8,46 ¢g.100g") e também por Bertol et al.
(2015), em que as concentragdes de cinzas em barbatimao, carqueja e quebra-
pedra variaram de 1,64 a 8,44 g.100g™".
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Em relagdo aos macronutrientes, ndo foram encontrados estudos que
discriminassem as quantidades nessa erva. No presente estudo, o0 manjericao
apresentou baixa concentragao de proteina (0,23 g. 100 g' da erva desidratada).
Um estudo recente, realizado por Pedro et al. (2016), mostrou maiores
concentragcdes de proteinas no barbatimdo (5,44 ¢g.100g™'), carqueja (8,62
9.100g™"), quebra-pedra (9,35 ¢.100g") e mangava brava (2,36 g.100g"). O
manjericao do presente estudo apresentou 0,20 g.100g™! de lipidios, préximo ao
relatado por Pedro et al. (2016) nas 4 ervas analisadas.

A concentragdo de carboidratos do manjericdo foi de 5,25 g.100g7,
préximo ao relatado para manjericao (3,6 g) na Tabela Brasileira de Composicao
de Alimentos (TACO, 2011).

O manjericdo em nosso estudo apresentou 1,15 Kcal na por¢éo de 5 g de
erva, semelhante ao encontrado na TACO (2011), 1,05 Kcal. Dessa forma, é
considerado um alimento de baixo valor calérico e sua ingestao nao se mostra
significativa para o consumo energético diario.

O manijericdo apresentou fibras totais (2,33 g.100g™), insoluvel (1,69
g.100g") e soluvel (0,64 g.100g"). De acordo com as recomendagdes
nutricionais, a quantidade diaria de fibra ingerida deve ser de aproximadamente
de 30 g para adultos (IOM, 2005). Considerando-se o0 consumo de 5g de
manjericdo desidratado por dia, quantidade usualmente comercializada em
pacotes, utilizada como tempero em preparacdes alimentares, sua contribuicéo
€ muito baixa (0,4%), nao sendo fonte de fibras.

Os diferentes valores da composicao centesimal encontrados entre as
plantas podem estar relacionados a origem, as variedades das ervas analisadas
e as diferentes estruturas vegetais das plantas (BERTOL et al., 2015).

3.2. Carotenoides, vitamina C e vitamina E no manjericao

A analise qualitativa indicou a presenca dos seguintes componentes no
manjericao fresco: p-caroteno (tempo de retencao - RT = 10 min); luteina (RT =
3,5 min); acido ascorbico (RT = 4 min); a- tocoferol (RT = 7,5 min); B-tocoferol
(RT =12,5 min) e a-tocotrienol (RT = 14 min). Na erva desidratada observou-se
a presencga de B-caroteno (RT = 10,5 min); luteina (RT = 4 min); &cido ascérbico
(RT = 4,5 min); a-tocoferol (RT = 6,5 min) (Figura 2).
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Em nosso estudo, o B-caroteno foi encontrado em menor concentragéo
que a luteina no manjericao fresco e desidratado. A retengédo do 3-caroteno foi
em torno de 100% no manjericdo desidratado, mostrando que o composto foi
preservado apds o aqguecimento ou que a temperatura pode ter promovido uma
maior extracdo do componente e consequentemente aumentar sua
concentracao ou pode ter ocorrido isomerizagado de compostos, alteragao da
forma cis e trans, alterando a estrutura molecular, podendo levar a transformacao
de um composto em outro e o tornando mais biodisponivel.

As moléculas de carotenoides s&o susceptiveis a oxidagdo durante o
processamento de alimentos, porem a biodisponibilidade pode ser melhorada,
resultado da dissociagao ou enfraquecimento da complexidade da ligagao entre
os carotenoides e a matriz das células de vegetais (SAUNDERS et al., 2000). Os
isdbmeros cis sdo menos estaveis termodinamicamente que a forma trans. A
maior parte dos carotenoides ocorrem na natureza na forma todo-trans. O calor,
acidos, luz, oxigénio, coccao, desidratacdo, trituracdo e enzimas provocam
alteracdo, resultando em formagcao de isdmeros cis (MELENDEZ-MARTINEZ et
al., 2004).

Nao houve diferenca significativa (p>0.05) entre as concentragdes de
luteina da erva fresca e desidratada; entretanto observou-se uma reducéo
importante na concentragdo apos a desidratacdo, com retencao de apenas
14,6%.

Observamos que a concentragao de - caroteno no manjericao fresco foi
similar ao relatado por Pereira e Angelis-Pereira (2013) em salsa e salvia. Ja a
concentragcao de luteina foi maior no manjericao fresco, quando comparando a
sélvia (6,35 mg.100g") e salsa (8,30 mg.100g™") frescas, respectivamente.
Porém, ndo foram encontrados estudos com o manjericao dificultando a
comparacao dos resultados.

Os alimentos vegetais em geral sdo uma das principais fontes de
carotenoides, e sua ingestao frequente e em quantidades suficientes auxilia na
prevencdo de diversas doengas como cancer, doengas cardiovasculares,
dislipidemias, dentre outras. Tais compostos tem sido alvo de diversas pesquisas
(TREJO-SOLIS et al., 2013; LENNIE et al., 2013).
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Figura 2. Analise por CLAE de carotenoides em manjericao fresco (A) e
desidratado (B); acido ascérbico em manjericao fresco (C) e desidratado (D);

vitamina E em manijericédo fresco (E) e desidratado (F).

As concentragdes de vitamina C e vitamina E total no manjericao fresco e
desidratado nao diferiram (p>0,05), porém observa-se que a erva desidratada
uma concentracdo mais baixa e baixa retencdo destas vitaminas (19,60% e
3,76%, respectivamente), indicando perdas expressivas apds a desidratacédo. A
retengéo do a-tocotrienol foi superior a 50% (Tabela 1).
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Tabela 1: Concentragéo de carotenoides, vitamina C e vitamina E no manjericao
fresco e desidratado

Erva Retencao
Compostos Erva fresca ]
desidratada Real (%)*
Vitamina C (mg.100g") 4,01+2,762 3,93+1,122 19,60
Carotenoides (mg.100g™")
B-Caroteno 3,72+2,11P 18,83+7,802 101,24
Luteina 73,41+73,672 53,54+35,122 14,60
Soma de Carotenoides (mg.100g')  34,73+16,35 60,27142,01 18,77
Valor de vitamina A (RAE.100g") 310,00 1569,16 -
Vitamina E (mg.100g")
a-Tocoferol 3,7512,492 1,180,942 6,30
a-Tocotrienol 0,72+0,702 1,91+0,842 53,05
B-Tocoferol 0,05£0,00422 nd 0
B-Tocotrienol 9,643,962 nd 0
y-Tocoferol nd nd 0
y-Tocotrienol nd nd -
Soma de vitamina E (mg.100g") 19,51+9,37 1,68+0,33 3,76

Dados expressos em base fresca e seca como média de 3 repeticdes + desvio padrdo. Médias

seguidas pela mesma letra nas linhas, para cada composto, nao diferem estatisticamente a 5%
de probabilidade pelo Teste t. nd: ndo determinado;

*Retencdo Real (%RR): Calculado de acordo com a férmula de Murphy, Criner e Gray (1975) -
% RR = (concentracdo do composto na erva processada x peso (g) da erva processada ) x 100
(Concentragéo do composto na erva antes do processamento x peso (g) da erva antes do processamento)

A vitamina C é essencial para a formacao das fibras coldgenas em
praticamente todos os tecidos do corpo humano e contribui para a integridade
das paredes dos vasos sanguineos (derme, cartilagem e ossos) (MANELA -
AZULAY, et al., 2003).

O teor de vitamina C e E nos alimentos sofre interferéncia de varios
fatores, como colheita, condi¢des de cultivo, caracteristicas do solo, condicdes
climaticas, estocagem e processamento dos alimentos (EITENMILLER, 1997).

A literatura aponta que os folhosos sé@o boas fontes de vitamina E, tendo
predominancia do a-tocoferol, sendo sua concentracdo mais alta em vegetais
verdes-escuros (GUINAZI, 2004). Entretanto, no manjericdo predominou o [3-
tocotrienol na fresca e a-tocotrienol na desidratada.
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E importante ressaltar que as informagdes sobre a concentracdo de
vitamina E em vegetais folhosos, especialmente em ervas e fitoterapicos sao
muito escassas, sendo esse um diferencial desse estudo. O teor dessa vitamina
nos alimentos sofre influéncia das condicdbes de cultivo e climaticas,
caracteristicas do solo, armazenamento e processamento dos alimentos
(EITENMILLER, 1997).

A concentracdo de carotenoides e vitamina C foram extremamente

reduzidas e nao diferiram (p>0.05) entre as infusées quente e gelada (Tabela 2).

Tabela 2: Concentracdo de carotenoides e vitamina C nas infusbes de
manjericao quente e gelada

Compostos Infusao Gelada Infusao quente
Vitamina C (mg.100mL-") 0,546+0,5642 0,164+0,0502
Carotenoides (mg.100mL"")
B-Caroteno 0,001+0,0002 0,013+0,0162
Luteina 0,029+0,002 0,114+0,122
Valor de vitamina A (ug.100g") 0,083 1,08

Dados expressos em base fresca como média de 3 repeticdes * desvio padrao.
Médias seguidas pela mesma letra nas linhas, para cada composto, ndo diferem estatisticamente
a 5% de probabilidade pelo teste t.

3.3. Concentracao de minerais e metais pesados no manjericao

O potéassio foi 0 mineral encontrado em maior concentragcao no manjericao
desidratado (4170 mg.100g™"), seguido do célcio (1786,67 mg.100g™'), enquanto
o cromo foi 0 mineral presente em menor quantidade (0,12 mg.100g™).

A concentracdo de potassio no manjericdo do presente estudo foi mais
alta que a encontrada por Franco et al. (2011) em outras ervas como o chapéu-
de-couro (3758,50 mg.100g™"), caléndula (2896,65 mg.100g") e erva-de-séo-
jodo (2553,21 mg.100g"). Destaca-se que o potassio € um mineral presente no
fluido intracelular, sendo necessario para o crescimento e manuteng¢ao corporal
(BEYER, 2012).

De acordo com a literatura, o ferro € um mineral que pode ter sua
concentracdo aumentada devido ao uso de fungicidas, pesticidas e herbicidas
(HE et al. 2005). No manjericdo observou-se uma concentragdo maior desse
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mineral (50,65 mg.100g"), do que o relatado em outras plantas estudadas por
Franco et. al. (2011) como chapéu de couro (36,78 mg.100g™"), caléndula (23,89
mg.100g™") e erva-de-sdo-jodo (24,59 mg.100g™") de ferro.

O manjericao também se destacou em relacdo as concentragbes de
célcio, fésforo e cobre (1786,67, 356,67 e 0,98 mg.100g™!, respectivamente)
(Tabela 3), quando comparado com erva mate, de acordo com o estudo de
Heinrichs e Malavolta (2001) que encontraram 630,00 mg.100g' de calcio, 90,00
mg .100g™' de fésforo e 0,89 mg.100g™" de cobre.

A maioria dos alimentos e plantas possui baixa concentragdo de
manganés, de acordo com Heinrichs e Malavolta (2001), relatando que a erva-
mate é uma importante fonte desse mineral (88,00 mg-100g™"), diferentemente
do manjericdo que apresentou concentracdo muito mais baixa (2,95 mg-100g).
Bertol, Almeida e Almeida (2015), investigando minerais em Zingiber
officinale (Gengibre), Equisetum giganteum L. (Cavalinha), Mentha piperita L.
(horteld) e Salvia officinalis (Salvia) no Oeste de Santa Catarina, SC, afirmam
que as plantas apresentaram quantidades satisfatorias de K, Cu, Zn, Ca e Fe,
podendo ser usadas como complemento alimentar, assim como observado no
manjericao.

A concentracao de minerais em plantas é variavel e depende de uma série
de fatores como a variedade, a espécie, tipo de solo, condi¢des climaticas, uso
de fertilizantes e fertilidade do solo (SANCHEZ-CASTILLO et al., 1998).

O uso de fertilizantes e agrotoxicos, atividades urbano-industriais, tipo de
irrigacdo e adubacao sao pontos relevantes que interferem no acumulo de
elementos tracos nos solos, podendo ocasionar contaminagdo dos alimentos
com elementos toxicos, além de aumentar a biodisponibilidade desses minerais
devido as alteracdes quimicas (HE et al., 2005).

Em nosso estudo foi encontrado 0,41 mg.100g™! de chumbo no manjericéo
desidratado. Esse é o contaminante ambiental mais comum, podendo ser
absorvido pelo organismo por via inalatéria ou oral (BRUNKEN et al., 2002;
OLGA, 2003). A RDC n® 42 de 29/08/2013, que dispde sobre o regulamento
técnico do Mercosul em relacdo aos limites maximos de contaminantes
inorgénicos em alimentos, determina que em chas, erva mate e outras ervas
para infusdo, o limite para chumbo é 0,60 mg.kg™!, estando o manjericao sete
vezes acima do recomendado (4,10 mg.100 kg™).
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Tabela 3: Concentragdo de minerais e metais pesados no manjericao
desidratado.

Minerais Concentracao (mg.100")
Fosforo (P) 356,67+20,82
Potassio (K) 4170,00+181,93
Calcio (Ca) 1786,67+47,26

Magnésio (Mg) 243,3315,77
Enxofre (S) 166,67+5,77
Cobre (Cu) 0,9810,02
Ferro (Fe) 50,65+0,78
Zinco (Zn) 3,84+0,15

Manganés (Mn) 2,9510,15
Sdédio (Na) 25,3315,51
Cromo (Cr) 0,12+0,01

Metais pesados
Céadmio (Cd) nd
Niquel (Ni) nd
Chumbo (Pb) 0,410
Aluminio (Al) 864,11+10,25

*Dados expressos em matéria seca; média de 3 repeti¢cdes + desvio padrao. nd = ndo detectado

Os niveis de metais pesados no solo podem aumentar em virtude de
intensas atividades de mineragdo no estado de Minas Gerais, trazendo
toneladas de residuos para o meio ambiente. Concentracdes consideraveis de
elementos téxicos podem penetrar no solo, aguas subterrdneas e rios,
consequentemente colocando em risco a saude e o ambiente, ndo s6 nas areas
circundantes, mas também na ictiofauna e em areas mais distantes de pecuaria
e atividades agricolas. Por meio das inundagdes na bacia do Rio Das Velhas,
na regido mineira, a 4gua e os sedimentos contaminados com metais pesados e
elementos tdxicos transportam contaminagdo para os rios e regido agricola a
uma distancia de cerca de 400 km (VEADO, et al., 2006).

Nao foi observada contaminacao no manjericao com niquel (Ni) e cadmio
(Cd), o que é importante, uma vez que esses também sao considerados toxicos.
Na investigacdo desses metais em camomila, carqueja, caléndula, chapéu-de-
couro, erva-de-sdo-jodo e pata-de-vaca, os mesmos também nao foram
encontrados (FRANCO et. al., 2011).

Em relacdo ao aluminio (Al), em 100 g da erva desidratada foram
encontrados 864,11 mg. De acordo com Soliman e Zikovsky, (1999) a ingestéao
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dietética de Al ndo deveria exceder 6 mg/dia. Dessa forma, o consumo diério de
manjericao, mesmo em pequena quantidade (1g), ultrapassa a recomendacao
(8,64 mg.1g™"), podendo gerar efeitos no crescimento, reproducéo, tecido 6sseo
e cerebral (NATESAN e RANGANATHAN, 1990). Essa concentragdo se mostrou
muito maior do que a relatada por Heinrichs e Malavolta (2001) em erva mate
(0,43 mg.1g’"). Sabe-se que o actimulo de aluminio em plantas parece ser maior
e mais expressivo em solos acidos (Tyler, 1994). Peris et al. (2007) afirmaram
que a elevada salinidade de alguns solos pode facilitar a mobilidade de metais
pesados, além do alto percentual de matéria organica (>2%) e presenca de
carbonatos (11 a 60%) aumentarem a retencao destes nos alimentos e plantas.

Entretanto, Oliveira et al.(2005) relatam que a ingestao de aluminio é
elevada e que a dieta habitual fornece cerca de 5 a 10 mg desse elemento téxico
diariamente; contudo, grande fragdo € eliminada via gastrointestinal e pequena
fracdo reabsorvida é eliminada pelos rins

3.4. Flavonoides, fendlicos totais e capacidade antioxidante no
manjericao e suas infusoées

A concentracdo de flavonoides encontrada no manjericao fresco e
desidratado diferiu significativamente (p<0.05) apenas para eridictiol, sendo
maior na erva desidratada (Tabela 4). No entanto, apds a desidratacéo, ocorreu
uma perda elevada dos flavonoides totais (20,70% de retencéo), possivelmente
acarretada pelo processo de aquecimento. De acordo com Oliveira (2015), a
temperatura e tempo de armazenamento sao importantes fatores relacionados a
preservacado dos flavonoides e propriedades funcionais durante a vida de
prateleira do alimento, podendo esses fatores levar a perda de flavonas e
flavanonas devido a menor estabilidade desses componentes e
consequentemente baixa retencéo ao passar pelo processo de aquecimento.

Luteolina e naringenina foram os flavonoides encontrados em quantidade
mais expressiva no manjericdo fresco e desidratado. Em nosso estudo a
concentracao de flavonoides totais em manjericao fresco e desidratado foi bem
inferior ao relatado por Silva (2011) com método de extracao diferente de nosso
estudo, em manjericao (Ocimum basilicumL.) (1,487,00 mg.100g™') e manjerona
(Origanum majorana L) (736,00 mg.100g™') em extratos hidroalcoolicos das
ervas frescas, coletadas em Pato Branco, PR e superior ao encontrado por

85



Genovese et al. (2011) em manjericao seco coletado em Sao Paulo, SP (86,50
mg.100g™"). No entanto, a comparacgéo entre diferentes estudos da concentragéo
flavonoides totais, assim como a de carotenoides totais e vitamina E total é dificil
porque, na maioria das vezes, as pesquisas nao investigam a presenca de todos
0s compostos.

Os flavonoides sdo comumente encontrados em ervas e especiarias,
agindo como potentes antioxidantes, quelantes de metais e sequestradores de
radicais livres (JAYASHINGHE et al., 2003). Sdo compostos benéficos a saude,
tendo destaque sua capacidade de reduzir a proliferagdo, diferenciagédo e
aumentar a apoptose de células cancerigenas (ARAUJO et al., 2010).

Tabela 4: Concentracdo de flavonoides, compostos fendlicos totais e

capacidade antioxidante no manjericao fresco e desidratado

Retencao
Compostos Erva fresca Erva desidratada
Real (%)*
Flavonas (mg.100g™")
Luteolina 132,00164,402 65,80+72,202 9,92
Apigenina 19,00+6,002 20,70+18,402 21,12
Flavanonas (mg.100g™)
Eriodictiol 10,04+3,19° 64,78+10,632 129,04
Naringenina 50,46+35,002 67,96+20,022 26,94
Flavonoides Totais (mg.100g") 1,19+0,22 1,26+1,03
Fendlicos totais (mg.GAE.100g") 49,53+21,642 55,62+23,762 22,46
%AAR 41,1547,272 49,03+20,802 -

Dados expressos em base fresca como média de 3 repeticdes * desvio padrdo. Médias

seguidas pela mesma letra nas linhas, para cada componente, nao diferem estatisticamente a

5% de probabilidade pelo teste t.
%AAR: atividade de retirada de radical

*Retencao Real (%RR): Calculado de acordo com a formula de Murphy, Criner e Gray (1975) -
% RR = (concentracdo do composto na erva processada x peso (g) da erva processada) x 100
(Concentracéo do composto na erva antes do processamento x peso (g) da erva antes do processamento)

Quanto a concentracdo de fendlicos totais, neste estudo foram
observadas concentragées bem maiores que as encontradas por Silva (2011)
em manjericdo (6,35 mg.GAE100g™'") e manjerona (4,12 mg.GAE.100g™"). Shan
et al. (2005) relataram 36,40 mg.GAE.100g™' no manjericao a partir de extratos
preparados com uma mistura metanol: agua (80:20 v/v) e Genovese et al. (2011)
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por meio de extratos preparados da mistura metanol: agua (70:30 v/v) encontrou
52,50 mg.GAE.100g™", préximo ao nosso estudo. As concentragdes de fendlicos
totais do manjericdo em nosso estudo nao diferiram entre os tratamentos
(p>0,05).

A capacidade antioxidante n&o diferiu entre o manjericdo fresco e
desidratado e nem entre as infusées (p>0,05). De acordo com Gongalves,
Santos e Morais (2015), quando se comparou a capacidade antioxidante pelo
método DPPH com extrato aquoso e alcodlico, observou-se diferenga para
manjericao no aquoso (73,80%zx3,0) e no alcodlico (92,60%+ 0,2). Silva (2011)
também relata que o manjericdo, analisado pelo mesmo método utilizado no
presente estudo (DPPH), apresentou 88,74%, resultado superior ao encontrado
em nosso estudo.

Em nosso estudo, a capacidade antioxidante do manjericdo nao se
mostrou elevada como nos estudos comparados, porém a literatura aponta que
muitas ervas e especiarias se destacam pela sua capacidade antioxidante,
dentre eles: manjericdo, manjerona, alecrim, anis, camomila, canela,
cardamomo, cominho, cravo, erva cidreira, erva-doce, gengibre, louro, menta,
salsa, salvia e tomilho (JAYASINGHE et al., 2003; HINNEBURG et al., 2006;
CAROVIC-STANKO et al., 2010; WEI e SHIBAMOTO, 2010). Essa diferenga na
capacidade antioxidante do manjericao nos estudos pode ser em virtude de
diferentes métodos de extracdo e analises utilizados, além de diferengas no solo,
clima e cultivo da planta.

Essas diferengas entre os resultados obtidos nesse estudo e os relatados
na literatura pode ser explicada, provavelmente, por diferengas de composicao
quimica entre as ervas, especialmente com relagdo a presenca de compostos
antioxidantes, bem como pelo emprego de diferentes processos de extracéo, o
que resultaria em extratos com diferentes concentracées destes compostos e,
consequentemente, com diferentes capacidades antioxidantes.

Nas infusdes quente e gelada nao foi possivel realizar a quantificagdo dos
flavonoides, uma vez que apenas tracos dos mesmos foram encontrados
impossibilitando a identificagdo e quantificagdo dos compostos. Dessa forma,
dois fatores podem ter ocorrido: reducdo drastica da concentracdo de
flavonoides nas infusdes ou transferéncia extremamente reduzida dos

flavonoides do manjericao fresco para as infusées.
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A hipotese mais viavel, que acreditamos explicar o comportamento dos
flavonoides apresentado nos chas, é em relacdo a baixa transferéncia da erva
para o cha, uma vez que as concentracdes de flavonoides podem ser afetadas
por diferentes tipos de processamento e fabricacao de chas (ZHU et al. 2002;
KODOMA et al., 2010).

Nao foi observada diferenca significativa (p>0.05) em relacdo a
concentracdo de compostos fenélicos e capacidade antioxidante nas infusbes
dos chas (Tabela 5). A concentragcdo de compostos fendlicos nas infusdes foi
bem reduzida quando comparada com aquela encontrada no manjericao fresco
e desidratado, enquanto que a capacidade antioxidante na infusdo quente foi
similar a observada na erva.

Em ché preto, a concentragédo de fendlicos totais, variou de 39,25 a 99,77
mg.mL", dependendo do tempo de infusdo (3 a 10 min.), sendo muito superiores
as encontradas na infusdo quente e gelada de nosso estudo. A combinacéao do
tempo de infusdo e temperatura inicial (tempo de infusdo de 10 minutos e
temperatura inicial de 85°C) tem sido apontada por alguns autores, como sendo
ponto relevante para boa extracdo de compostos fendlicos em ervas (LIMA et
al., 2004; KATALINIC et al., 2006; SU et al., 2006).

Diversos fatores podem interferir na concentragdo de fendlicos e na
capacidade antioxidante de plantas, como o solo, clima, condi¢ées fisioldgicas
da planta para a extracédo e o tempo de infusdo (PEREIRA et al., 2009).
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Tabela 5: Concentragcdo de flavonoides, fenodlicos totais e capacidade
antioxidante das infusdes de manjericao quente e gelada.

Compostos Infusao Gelada Infusao quente

Flavonas (mg.100mL-")

Luteolina nd nd

Apigenina nd nd
Flavanonas (mg.100mL"")

Eriodictiol nd nd

Naringenina nd nd
Fendlicos totais (mg.GAE.100mL") 1 2,45+1,202 3,05+1,002
%AAR! 36,35+25,012 47,61+£19,042

Dados expressos em base fresca como média de 3 repeticdes * desvio padréao.

Médias seguidas pela mesma letra nas linhas nédo diferem estatisticamente a 5% de
probabilidade pelo teste t.

nd: ndo detectado; %AAR: atividade de retirada de radical

3.5. Potencial de contribuicao do alecrim e suas infusdes para o

atendimento das recomendacoes de vitaminas e minerais

Os alimentos podem ser classificados em fonte, boa fonte ou excelente
fonte de acordo com seu potencial de contribuicdo para determinado nutriente,
e, de acordo com Phillipi (2004), os alimentos “fontes" sdo aqueles que suprem
de 5 a 10% das Dietary Reference Intake (DRI), "boas fontes" quando suprem
de 10 a 20% da DRI e "excelentes fontes", quando atendem mais de 20% da
DRI.

Assim, ao se comparar os valores de necessidades diarias de minerais e
vitaminas recomendados, uma porcdo de 5 g/dia de manjericdo desidratado
pode contribuir com quantidades significativas de micronutrientes importantes a
saude, facilitando o alcance de recomendages dietéticas de manganés, calcio
e cobre, uma vez que pode ser considerado fonte desses minerais. Uma porgcéao
de 5 g de manjericdo fresco pode contribuir com 8,22% das recomendacgdes
diarias para vitamina E, sendo considerado também fonte dessa vitamina. Além
de fonte de manganés (Tabela 6).

O manjericao desidratado, na por¢cdao comercial de 5 g pode fornecer
10,42% da recomendacdo de potassio, 18,07% de ferro, 17,14% de cromo e
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13,07% de vitamina A da recomendacgao diaria desses micronutrientes, sendo
considerado boa fonte.

Inumeras fungdes e processos metabdlicos no organismo humano sao
dependentes de concentragdes sanguineas adequadas de minerais. A literatura
mostra que a ingestao adequada de elementos como sédio, potassio, magnésio,
célcio, manganés, cobre e zinco reduz fatores de risco para doencas
cardiovasculares, dentre elas doengas coronarianas e hipertensdo (SANCHEZ-
CASTILLO et al., 1998).

A importancia e agdo dos minerais no organismo para a saude humana ja
sdo bem estabelecidas e conhecidas na literatura. No manjericdo, os minerais
que se destacaram, contribuindo para uma ingestao adequada foram o potassio,
0 manganés, o ferro e o cromo. O potéssio atua regulando o funcionamento do
sistema muscular e os batimentos cardiacos. O manganés exercendo fungao de
cofator enzimatico em rotas metabdlicas de grande importancia e constituinte de
metaloenzimas como superdxido dismutase, além de ser essencial para o
desenvolvimento da matriz organica dos ossos (McDOWELL, 1992). O ferro
desempenhando papel essencial no transporte de oxigénio e respiragao celular,
por atuar como componente das moléculas de hemoglobina, mioglobina,
citocromo e de alguns sistemas enzimaticos (OLGA, 2003). E o cromo
potencializa os efeitos da insulina, melhorando o metabolismo de carboidratos,
reduzindo colesterol plasmatico e aumentando a captacdo de aminoacidos
(GOMES, ROGERO, TIRAPEGUI, 2005).

E em relacdo as infusées quente e gelada (Tabela 6), na porcao de 2 g
para preparo de 100 mL, a concentracao de vitamina C foi baixa, porém um
pouco maior que no cha frio, suspostamente devido a estabilidade da vitamina C,
que € maior em temperaturas mais baixas (FREITAS et. al, 2006). A
concentracao de vitamina A nas infusdes foram insignificantes, ndo podendo

essas serem consideradas fontes.
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Tabela 6: Potencial de contribuicdo do manjericdo e suas infusGes para o

suprimento das recomendacdes diarias de vitaminas e minerais para homens

adultos.
Compostos Potencial de contribuicao (%)
Manijericao Manjericao Infusdo quente Infusdo gelada
fresco (porcao desidratado (porcao de 2g) (porcéo de 29g)
de 59) (porcao de 59g)

Vitamina A* 2,52 13,07 0,18 0,02
Vitamina C* 0,44 0,43 0,36 1,22
Vitamina E* 8,22 1,54 - -
Fosforo (P)** - 2,55 - -
Potassio (K)** - 10,42 - -
Calcio (Ca)* - 8,90 - -
Magnésio (Mg)* - 4,68 - -
Cobre (Cu)** - 5,44 - -
Ferro (Fe)* - 18,07 - -
Zinco (Zn)* - 2,71 - -
Manganés (Mn)** - 6,52 - -
Sédio (Na)** - 0,06 - -
Cromo (Cr)** - 17,14 - -

Porcao baseada na quantidade usualmente comercializada na forma de condimento (5g) e em
sachés para preparacao de chas (29)

*Calculado com base FAO/OMS. Human Vitamin and Mineral Requeriments. In: Report 7 Joint
FAO/OMS Expert Consulation, Bangkok, Thailand, 2001. Xxii + 286p.

**Calculado com base Insitute of Medicine. Food and Nutrition Board. Dietary Reference Intakes.
National Academic Press, Washigton D. C., 1999-2001.

- : Nao foram realizadas analises de minerais e vitamina E nesses tratamentos

Porém, a literatura relata efeitos benéficos da bebida cha em relacdo ao
controle do colesterol plasmatico, pressao sanguinea e potencial antioxidante
(STAVRIC, 1994; KONO, et al.,, 1997). Sendo assim, muitos componentes
presentes nas ervas e chas sdo essenciais a saude humana, portanto, o
consumo regular pode contribuir para suprir as necessidades destes elementos
e pode-se afirmar que o manjericdo pode ser classificado como alimento
funcional tendo em vista que é fonte de nutrientes e esta relacionado com a
prevencao de doencas (CARVALHO, et al., 2006).
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4. CONCLUSAO

O manjericao apresentou elevada umidade, baixa concentracdo de
proteinas, lipidios e fibras. Nao foram observadas diferengas significativas
quanto as concentracées de vitamina C, vitamina E, compostos fendlicos e
capacidade antioxidante entre a erva na forma fresca e desidratada e nos chéas
por infusdo a quente e gelada. Verificou-se maior concentragéo e retengéo de -
caroteno e eriodictiol na erva desidratada. O manjericdo desidratado se mostrou
fonte de manganés, célcio e cobre, boa fonte de ferro, potassio, cromo e vitamina
A e fonte de vitamina E na erva fresca. As concentracdes de vitaminas C e A nas
infusbes foram muito reduzidas. Desta forma, o consumo do manjericéo,
especialmente na forma desidratada, pode contribuir de forma importante para a
ingestao diaria de minerais, vitaminas C e E, nao sendo as infusées uma forma

de consumo relevante para se atingir as recomendacdes nutricionais.

92



5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AFONSO, M. da S; SANT'ANA, L.a S; MANCINI-FILHO, J. Interacao entre
antioxidantes naturais e espécies reativas do oxigénio nas doencas
cardiovasculares: perspectivas para a contribuicdo do alecrim (Rosmarinus
officinalis L.) perspectives. Nutrire: Revista da Sociedade Brasileira de
Alimentacao e Nutricao, v. 35, n. 1, p. 129-148, 2010.

ALMEIDA, D. M. et. al. Teores de dleo essencial e flavonoides totais em
amostras de Rosmarinus officinalis L. Revista Brasileira de Farmacologia, v.
91.n. 4, p. 170-5, 2010.

ALVAREZ V., V.H. et al. Métodos de analises de enxofre em solos e plantas.
Vicosa, Universidade Federal de Vigosa, 2001. 131p.

AKKOL, E. K.; GOGER, F.; KOSAR, M.; CAN BASER, K. H. Phenolic
composition and biological activities of Salvia halophila and Salvia virgata from
Turkey. Food Chem., v. 108, n. 3, p. 942-949, 2008.

ARAUJO, W.M.C. et al. Transformagao dos alimento: Hortalicas, Cogumelos,
Algas e Frutas. In: ARAUJO, W.M.C. et al. Alquimia dos alimentos. Brasilia:
Editora Senac, 2010.

BERTOL, A.; ALMEIDA, S. M. Z.; ALMEIDA, L. P. Determinacao de minerais em
algumas plantas medicinais utilizadas em xanxeré — oeste catarinense. Unoesc
& Ciéncia - ACBS Joagaba, v. 6, n. 1, p. 53-58, jan./jun. 2015.

BEYER, P. L. Digestdo, absorcao, transporte e excre¢cdo de nutrientes. In:
MAHAN, L.K., ESCOTT-STUMP, S., RAYMOND, J.L. Krause Alimentos,
Nutricao e Dietoterapia. Rio de Janeiro: Elsevier, 2012.

BLOOR, S. J. Overview of methods for analysis and identification of flavonoids.
In: LESTER, P. (Ed.). Methods in Enzymology: Academic Press, v.Volume 335,
2001. p.3-14.

BONANNI, A. Electrochemical biosensors as a tool for antioxidant capacity
assessment. Food Chemestry, v.102, p. 751-758, 2007.

BRAGA, J.M. & DEFELIPO, B.V. Determinacao espectrofotométrica do fésforo
em extrato de solo e plantas. Revista Ceres, v. 21: p. 73-85, 1974.

BRUNKEN, G. S.; GUIMARAES, L. V.; FISBERG, M. Anemia em criangas
menores de 3 anos que frequentam creches publicas em periodo integral. Jornal
de Pediatria, v. 78, p. 50-56, 2002.

BUCHHOLZ, A. C.; SCHOELLER, D. A. Is a calorie a calorie? The American
Journal of Clinical Nutrition, v. 79, n. 5, p. 899-906, May, 2004.

CAMPOS, F. M. et al. Optimization of methodology to analyze ascorbic and
dehydroascorbic acid in vegetables. Quimica Nova [S.I.], v. 32, p. 87-91, 2009.

CARDOQOSO, L. M et al. Effects of processing with dry heat and wet heat on the
antioxidant profile of sorghum. Food chemistry, v. 152, p. 210-217, 2014.

93



CARVALHO, A. C. B. Regulacdo Brasileira em Plantas Medicinais e
Fitoterapicos. Revista Fitos, v. 7, n. 1, naj/mar, 2012.

CARVALHO, P. G. B. et al. Hortaligas como alimentos funcionais. Horticultura
Brasileira, v. 24, n.4, p. 397- 404, 2006.

CAROVIC-STANKO, K. et al. Composition and antibacterial activities of essential
oils of seven Ocimum taxa. Food Chemistry, Easton, v. 119, p.196201, 2010.

DANESI, F et al. Effect of cultivar on the protection of cardiomyocytes from
oxidative stress by essential oils and aqueous extracts of basil (Ocimum
basilicum L.). Journal of agricultural and food chemistry, v. 56, n. 21, p. 9911-
9917, 2008.

DUARTE- ALMEIDA, J. M. et. al., Avaliagao da atividade antioxidante utilizando
sistema -caroteno/ Acido linoleico e método de sequestro de radicais DPPH.
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Campinas, v. 26, n. 2, p. 446-452, abr-jun,
2006.

DYKES, Linda et al. Flavonoid composition of red sorghum genotypes. Food
Chemistry, v. 116, n. 1, p. 313-317, 2009.

EITENMILLER, R. R. Vitamin E contente of fats and oils — nutritional implications.
Food Technology, v. 51, n. 5, p. 78-81, May, 1997.

FERREIRA, F. C.; SILVEIRA JUNIOR, V. Secagem a Véacuo a Diferentes
Pressbes: Avaliagdes Fisicas e Sensoriais de Manjericao. Revista Brasileira de
Produtos Agroindustriais, v. 1, p. 34-44, 1999.

FRANCO, M. J. et al. Determinacdo de metais em plantas medicinais
comercializadas na regiao de Umuarama-PR. Arquivos de Ciéncias da Saude
da UNIPAR, Umuarama, n. 2, v. 15, p. 121-127, 2011.

FREITAS, A. S. et. al. Estabilidade dos carotenoides, antocianinas e vitamina C
presentes no suco tropical de acerola (Malpighia emarginata dc.) adocado
envasado pelos processos hot-fill e asséptico. Ciéncia e Agrotecnologia, v. 30,
n. 5, p. 942-949, 2006.

GENOVESE, M. I.; LAJOLO, F. M.; ALEJANDRO, M. R.; YORN LUI, M. C.
Condimentos comerciais e ingredientes industriais: avaliacdo da capacidade
antioxidante e do conteudo de flavonoides para o desenvolvimento de alimentos
funcionais. Ciéncia Tecnologia Alimentacao, v. 31, n. 2, 2011.

GOMES, M. R.; ROGERO, M. M. TIRAPEGUI, J. Consideracdes sobre cromo,
insulina e exercicio fisico. Revista Brasileira Medicina do Esporte, v. 11, n. 5,
Set/Out, 2005.

GONCALVES, J. H. T.; SANTOS, A. S.; MORAIS, H. A. Atividade antioxidante,
compostos fendlicos totais e triagem fitoquimica de ervas condimentares
desidratadas. Revista da Universidade Vale do Rio Verde, Trés Coragdes, v.
13, n. 1, p. 486-497, 2015.

94



GUILARDUCCI, N. V. et al. Efeito da administracdo oral de extrato etandlico de
Rosmarinus officinalis L.(alecrim) no desenvolvimento do Tumor Soélido de
Ehrlich. Revista Fitos Eletrénica, v. 10, n. 1, p. 23-32, 2016.

GUINAZI, M. Tocoferdis e tocotriendis em hortalicas ovos e 6leos vegetais
utilizados em restaurantes comerciais. Dissertacdo de Mestrado -
Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, 2005.

HE, X. et. al. Chemical fingerprint analysis for quality control and identification of
Ziyang green tea by HPLC. Food Chemistry, 171, 405-411, 2005.

HEINRICHS e MALAVOLTA. Composigao mineral do produto comercial da erva-
mate (/lex paraguariensis St. Hil.). Ciéncia Rural, v. 31, n. 5, 2001.

HINNEBURG, |. et. al. Antioxidant activities of extracts from selected culinary
herbs and spices. Food Chemistry, v. 97, n. 1, p. 122-129, July, 2006.

INSTITUTE OF MEDICINE (IOM). Dietary reference intakes for energy,
carbohydrate, fiber, fat, fatty acids, cholesterol, protein, and amino acids.
Washington (DC): National Academy Press; 2005.

INSTITUTE OF MEDICINE (IOM). Food and Nutrition Board. Standing
Committee on the Scientific Evaluation of Dietary Reference Intakes.
Dietary Reference Intakes for Vitamin A, Vitamin K, Arsenic, Boron,
Chromium, Copper, lodine, Iron, Manganese, Molybdenum, Nickel, Silicon,
Vanadium and Zinc. Washington, D.C., National Academy Press; 2001.

JAYASINGHE, C et al. Phenolics composition and antioxidant activity of sweet
basil (Ocimum basilicum L.). Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.
51, n. 15, p. 4442-4449, 20083.

KATALINIC, V. et al. Screening of 70 medicinal plant extracts for antioxidant
capacity and total phenols. Food Chemistry, Barking, v. 94, n. 4, p. 550-557,
Mar. 2006.

KODOMA, D. H. et. al. Flavonoids, total phenolics and antioxidante capacity:
comparison between commercial green tea preparations. Ciéncias e
Tecnologia de Alimentos, v. 30, n. 4, out/dez, 2010.

KONO, Y. et al. Antioxidant activity of polyphenolics in diets. Rate constants of
reactions of chlorogenic acid and caffeic acid with reactive species of oxygen and
nitrogen. Biochimica Biophysica Acta, v. 1335, p. 335-342, 1997.

KWEE, E M.; NIEMEYER, E D. Variations in phenolic composition and
antioxidant properties among 15 basil (Ocimum basilicum L.) cultivars. Food
Chemistry, v. 128, n. 4, p. 1044-1050, 2011.

LENNIE, T. A; MOSER, D. K.; BIDDLE, M. J. et al. Nutrition intervention to
decrease symptoms in patients with advanced heart failure. Research in
Nursing & Health, v. 36, n. 2, p. 120-45, 2013.

95



LIMA, V. L. A. G.; MELO, E. A; LIMA, D. E. S. Teor de compostos fendlicos totais
em chas brasileiro. Brazilian Journal of Food Technology. Campinas, v. 7, n.
2, p- 187-190, jul/dez. 2004.

MANELA-AZULAY, M. et al. Vitamina C. Anais Brasileiros de
Dermatologia., Rio de Janeiro, v. 78, n. 3, p. 265-272, june 2003.

McDOWELL, L. R. Minerals in animal and human nutrition. Academic Press
London. 1992. 522p.

MELENDES-MARTINEZ, A. J.; VICARIO, |. M.; HEREDIA, F. J. Estabilida de los
pigmentos carotenoides em los alimentos. Archivos Latinoamericanos de
Nutricién, Caracas. v. 54, n. 2, p. 209-215, jun. 2004.

MINAMI. K. et al. A cultura do manjericao. Série produtor rural, n.36, Divisao
de Biblioteca e Documentacao, Piracicaba, 2006. p. 7-11.

MORAES-DE-SOUZA, R. A. Potencial antioxidante e composicao fendlica de
infusoes de ervas consumidas no Brasil. Tese de Doutorado. Escola Superior
de Agricultura “Luiz de Queiroz, 2007.

NATESAN, S., RANGANATHAN, V. Content of various elements in different parts
of the tea plant and in infusions of black tea from southern India. Journal Science
Food Agriculture, London, v.51, p.125 — 139, 1990.

OFFICIAL METHODS OF ANALYSIS OF AOAC INTERNATIONAL, 16™ Edition,
Volume I, Section 45.4.07, Method, 985.29 (1997).

OFFICIAL METHODS OF ANALYSIS OF AOAC INTERNATIONAL, 16™ Edition,
Volume |, Section 12.1.07, Method, 960.52 (2005).

OLGA, S. Fundamentos de toxicologia. 2. ed. Sdo Paulo: Atheneu, 2003.

OLIVEIRA, S. M. R. Nivel Sérico de Aluminio: Influéncia da Agua e de Alimentos
Ingeridos Por Pacientes Com Insuficiéncia Renal Crénica Mantidos em
Hemodidlise. Jornal Brasileiro de Nefrologia. v. 25, n. 3, set. 2005.

OLIVEIRA, L. S. O. Plantas medicinais como recurso terapéutico em
comunidade do entorno da reserva do Tinguad — RJ, Brasil — Metabdlitos
secundarios e aspectos farmacologicos. Revista Cientifica Internacional. ano
4 —n. 17 Abril /JJunho, 2015.

PEDRO, F. G. G. et al. Composicao centesimal e mineral de plantas medicinais
comercializadas no mercado do Porto de Cuiaba, Mato Grosso, Brasil. Revista
Brasileira de Plantas Medicinais, Campinas, v.18, n.1, supl. I, p.297-306, 2016.

PEREIRA, M. G. Aplicacao de antioxidantes naturais em carne
mecanicamente separada (CMS) de aves. Dissertacdo de Mestrado (Mestrado
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Universidade Federal de Santa Maria —
UFSM. p. 128, 2009.

96



PEREIRA-ANGELIS, M. C. et al. Mecanismos moleculares de acdo anti-
inflamatéria e antioxidante de polifendis de uvas e vinho tinto na aterosclerose.
Revista Brasileira de Plantas Medicinais, v. 15,n. 4, p 617-626, 2013.

PHILIPPI, S. T. Nutricao e dietética. Barueri: Manole, 2004.

PINHEIRO-SANT’ANA, H. M. et al. Method for simultaneous analysis of eight
vitamin E isomers in various foods by high performance liquid chromatography
and fluorescence detection. Journal of Chromatography A, v. 1218, n. 47, p.
8496-8502, 2011.

PINHEIRO-SANT’ANA, H.M. et al. Evaluation of total carotenoids, alfa and beta-
carotene in carrots (Daucus carota L.) during home processing. Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, Campinas, v. 18, n. 1, p. 39-44, 1998.

REIS, R. et al. Cinética de secagem de folhas de manjericao (Ocimum basilicum
L.) via infravermelho. Revista Brasileira de Engenharia Agricola Ambiental,
v.16, n.12, p.1346—-1352, 2012.

RODRIGUEZ-AMAYA, D. B. et al. A guide to carotenoid analysis in foods.
ILSI press. Washington D. Washington DC, 2001.

RODRIGUEZ-AMAYA, D. B. et al. Carotenoid changes in ripening Momordica
charantia. Annals of Botany, v. 40, p. 615-624, 1976.

SANCHEZ-CASTILLO, C. P. et al. The mineral content of Mexican fruits and
vegetables. Journal of Food Composition and Analysis, v. 11, n. 4, p. 340-
356, December, 1998.

SAUNDERS, C. et al. Utilizacdo de tabelas de composi¢cdo de alimentos na
avaliacdo do risco de hipovitaminose A. Archivos Latinoamericanos de
Nutricién, Caracas, v. 50, n. 3, set, 2000.

SARRUGE, J.R. & HAAG, H.P. Analise quimica de plantas. Piracicaba, Escola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, 56p. 1974.

SILVA, D. A Quimica dos Cha: Uma tematica para o ensino de quimica
organica. Dissertagdo. Dissertacao de Mestrado Programa de Pés-graduagao
em Educagédo em Ciéncias: Quimica da vida e saude. UFSM- RS, 2011.

SINGLETON, V. L.; ORTHOFER, R.; LAMMELA-RANVENSON, R. M. Analysis
of total phenols and other oxidation substrates and antioxidants by means of
Folin-Ciocalteau reagent. Methods of Enzymology, v. 299, p. 152-178, 1999.

SOLIMAN, K.; ZIKOVSKY, L. Concentrations of Al in food sold in Montreal,
Canada, and its daily dietary intake. Journal Radional Nuclear Chemistry, v.
242, n.3, p. 807-809, 1999.

STAVRIC, B. Role of chemoprevents in human diet. Clinical Biochemistry, v.
27,n.5, p. 319-332, 1994.

SU, X. et al. Effects of soaking conditions on the antioxidante potencials of oolong
tea. Journal of Food Composistion and Analysis, San Diego, v. 19, n. 4, p. 348-
353, June, 2006.

97


http://www.ingentaconnect.com/content/doaj/15160572;jsessionid=b8d94rcuu9knl.x-ic-live-03

TACO. Tabela Brasileira de Composicao de Alimentos — TACO 42 edicao
revisada e ampliada. NEPA — UNICAMP. - 4. ed. rev. e ampl. -- Campinas:
NEPA- UNICAMP, p. 161, 2011.

TREJO, S. C.; PEDRAZA, C. J.; TORRES, R. M. et al. Multiple molecular and
cellular mechanisms of action of lycopene in cancer inhibition. Evidence-
based complementary and alternative medicine. v. 2013, p. 2-17, 2013.

VEADO, M. A. Metal pollution in the environment of Minas Gerais.
Environmental Monitoring Assessment, v. 117, n. 1-3, p. 157-72, Jun 2006.

WEI, A.; SHIBAMOTO, T. Antioxidant/Lipoxygenase inhibitory activies and
chemical compositions of selected essential oils. Journal Agriulture. Food
Chemistry.,v. 58, n.12, p. 7218-7225, 2010.

YANG, Liyi et al. Sorghum phenolics demonstrate estrogenic action and induce
apoptosis in nonmalignant colonocytes. Nutrition and cancer, v. 64, n. 3, p. 419-
427,2012.

ZHU, Q. Y. et al. Antioxidative activities of oolog tea. Journal of Agricultural
and Food Chemistry, v. 50, n. 23, p. 6929-6934, 2002.

ZIELINSKI, A. A. F. et al. The association between chromaticity, phenolics,
carotenoids, and in vitro antioxidant activity of frozen fruit pulp in Brazil: an
application of chemometrics. Journal of food science, v. 79, n. 4, p. C510C516,
2014.

98



5.3. ARTIGO 3: HORTELA (Mentha spicata) FRESCO, DESIDRATADO E
SUAS INFUSOES A QUENTE E GELADA: OCORRENCIA E
CONCENTRACAO DE NUTRIENTES E COMPOSTOS BIOATIVOS.

RESUMO

Este estudo investigou a ocorréncia e concentragdao de macronutrientes,
carotenoides, vitaminas (C, E), minerais, metais pesados, flavonoides,
compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante em hortela (Mentha
spicata) fresca, desidratada e seus chas preparados por infusdo quente e gelada.
A composicdo centesimal e fibras foram analisadas de acordo com a AOAC
(2012). As andlises de carotenoides, vitamina C, vitamina E e flavonoides foram
realizadas por CLAE. Minerais e metais pesados foram determinados por ICP-
AES. A analise de compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante foram
por espectrofotometria. A erva apresentou elevada concentracdo de umidade
(90,17%), baixa de proteina (0,88 g.100g™"), lipidios (0,33 g.100g™") e fibras (4,
59 g.100g™"). Nao foram observadas diferencgas significativas (p>0,05) quanto as
concentragdes de vitamina C e E, flavonoides, fendlicos totais e capacidade
antioxidante entre a erva fresca e desidratada e entre os chas gelado e quente.
As concentracoes de carotenoides totais, vitamina C, vitamina E total e
flavonoides totais na hortela fresca (em mg.100g™') foram 40,74; 1,11; 1,77 e
150,09, respectivamente. A hortela desidratada apresentou menor concentragao
de luteina (p<0.05). A erva desidratada destacou-se como fonte de magnésio,
boa fonte de potassio e vitamina A e excelente fonte de ferro, cromo e manganés.
Assim, a horteld pode contribuir para a ingestdo adequada de nutrientes,
podendo atuar de forma benéfica a saude, devendo seu consumo ser incentivado
na alimentagéo, especialmente na forma de condimento e adicionada em sucos
na forma fresca.

Palavras Chaves: Carotenoides, vitaminas, minerais, flavonoides, compostos
fendlicos, atividade antioxidante, ervas aromaticas.
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ARTICLE 3: MINT (Mentha spicata) FRESH, DEHYDRATED AND ITS HOT
AND COLD INFUSIONS: OCCURRENCE AND CONCENTRATION OF
NUTRIENTS AND BIOATIVE COMPOUNDS.

ABSTRACT

This study deals with the occurrence and concentration of macronutrients,
carotenoids, vitamins (C, E), minerals, heavy metals, flavonoids, total phenolic
compounds and antioxidant capacity in fresh and dehydrated mint (Mentha
spicata) and its hot and cold infusions. The centesimal composition and fibers
were analyzed according to AOAC (2012). Analyzes of carotenoids, vitamin C,
vitamin E and flavonoids were performed by HPLC. Minerals and heavy metals
were determined by ICP-AES. Analysis of total phenolic compounds and
antioxidant capacity were determined by spectrophotometry. The herb presented
high concentration of humidity (90.17%), low protein (0.88 g.100g™), lipids (0.33
g.100g™") and fibers (4.59 g.100g™") concentrations. No significant difference (p>
0.05) were observed for vitamin C and E concentrations, flavonoids, total
phenolics and antioxidant capacity between the fresh and the dehydrated herb
and between icy and hot teas. The concentrations of total carotenoids, vitamin C,
total vitamin E and total flavonoids in fresh mint (in mg.100g™') were 40.74; 1.11;
1.77 and 150.09, respectively. The dehydrated mint presented lower
concentration of lutein (p<0.05). The dehydrated herb stood out as a source of
magnesium, a good source of potassium and vitamin A and excellent source of
iron, chromium and manganese. Thus, mint can contribute to an index of
nutrients, and can act in a beneficial way to health, and its consumption should
be encouraged in food, especially in the form of condiment and added in juices
in fresh form.

Key words: Carotenoids, vitamins, minerals, flavonoids, phenolic compounds,
antioxidant activity, herbs.
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1. INTRODUGCAO

Em plantas utilizadas como chas, as atividades bioldgicas estao
associadas, em parte, a acdo antioxidante de seus compostos quimicos. A
eficacia dessa capacidade depende da espécie da erva, da quantidade e tipo de
compostos fendlicos presentes (DAMIANI et al., 2014; ZIELINSKI et al., 2014).

As plantas pertencentes a familia Lamiaceae sao ricas em compostos
polifendlicos. Suas espécies e subespécies ndo variam muito na composicao,
contendo provitamina A, vitaminas do complexo B e C, minerais (calcio, fosforo,
ferro e potassio) e exercem acao ténica e estimulante sobre o sistema digestorio,
além de propriedades terapéuticas, tais como sedativa, digestiva, antisséptica e
ligeiramente anestésica (BRAHMI et. al., 2015).

A hortela (Mentha spicata) pertence ao género Mentha, um membro
importante da familia Lamiaceae, que inclui dezoito espécies e onze hibridos,
entre os quais varias espécies tém importancia econémica (TUCKER e NACZI,
2007; LIU e LAWRENCE, 2007), entre elas Mentha spicata (hortela-de-cozinha,
comum, verde) Mentha arvensis (menta japonesa, hortela doce) e Mentha
piperita (horteld-pimenta). Sao plantas, em geral, herbaceas ou arbustivas, com
folhas opostas e cruzadas, inteiras e, em geral, com cheiro intenso caracteristico.
Suas folhas e flores sdo ricas em éleos essenciais, e estes, por sua vez,
apresentam uma concentracéo diferenciada de acordo com a estacao do ano,
até trés vezes maior se as plantas forem coletadas no verao se comparadas as
do inverno (SILVA et al.,1995; JOLY, 1998).

Ainfusdo e decocgéao de partes aéreas da horteld tém sido usadas durante
séculos como tbnicos, atividade carminativa (antiflatulento), digestivo estomacal,
antiespasmaédico (reducéo da contracao do tecido muscular), e anti-inflamatério
na medicina popular (BRAHMI et. al., 2015).

Especiarias e chas tém sido reconhecidos pelos beneficios a saude
humana devido a presenca de compostos bioativos, como flavonoides,
vitaminas, minerais e polifendis naturais, que proporcionam propriedades
nutricionais e antioxidantes (ROGINSKY e LISSI, 2005; BAKKALI et al, 2008).
No entanto, os estudos com outras espécies de hortela sdo direcionados a
determinacdo da capacidade antioxidante (SINGH et al., 2015); compostos
fendlicos (BENABDALLAH et al., 2016) em ervas de outros paises. Até o
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momento, estudos com uma caracterizagdo mais completa da composicéo
nutricional e de compostos bioativos dessa espécie no Brasil sdo inexistentes.
Foi encontrado apenas um estudo com a Mentha spicata, que investigou
micronutrientes (vitaminas e minerais), fenolicos e propriedades antioxidantes na
Turquia (TURKOGLU, 2015).

Diante do exposto, 0 presente estudo teve como objetivo investigar a
ocorréncia e concentracao de carotenoides, vitaminas (C e E), minerais (Fe, Zn,
Ca, Mg, Mn, Cu, Cr, Na, K, S e P), metais pesados (Pb, Cd, Ni e Al), flavonoides
(flavonas e flavanonas), compostos fendlicos totais e atividade antioxidante,
além da concentracao de macronutrientes e fibras presentes na hortela comum

fresca, desidratada e suas infusdes quente e gelada.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Coleta e preparacao das amostras

Foram coletadas aleatoriamente de 200 gramas a 400 gramas de hortela
(Figura 1) em uma feira livre e com dois agricultores da zona rural, do municipio
de Vigosa, Minas Gerais, entre os meses de Janeiro a Maio de 2017. As
amostras foram identificadas, embaladas em sacos plasticos, envolvidas em
papel aluminio, colocadas em caixa de isopor e transportadas para o laboratério
de Andlises de Vitaminas (LAV) do Departamento de Nutricdo e Saude da
Universidade Federal de Vigosa (DNS-UFV).

Foram selecionadas as folhas, lavadas em agua corrente e secas com
auxilio de papel toalha. Em seguida foram protegidas da luz e armazenadas em
geladeira (4°C £ 1°C), até o momento das andlises de umidade, carotenoides,
vitaminas e flavonoides, que ocorreram entre 1 e 2 dias. Para analise de
macronutrientes, fibras e minerais, as ervas foram desidratadas, protegidas da
luz e armazenadas em freezer (-18°C = 1°C) até o momento da anadlise nos
laboratérios de Analise de Alimentos, Nutrigdo Experimental (DNS) e Laboratorio
de Andlise de Solo, Tecido Vegetal e Fertilizantes (Departamento de Solos -
UFV-MG), respectivamente.

Para a desidratagdo da erva, imediatamente apds chegar ao LAV e ser
higienizada, conforme procedimento acima, passou por processo de secagem
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em estufa a 80°C por 3 horas e foi armazenada em freezer até o momento das

andlises.

Figura 1: Representacao fotografica da hortelda comum (Mentha spicata L)

utilizada nesse estudo.

Fonte: Googles imagens

2.2. Preparacao dos chas

A extracdo a quente foi realizada de acordo com a metodologia de
Zielinski et al. (2014). Dois gramas de amostra foram extraidas com 100 mL de
agua destilada a 80°C, deixando sob agitacdo magnética durante 7,5 minutos.

A extracdo em agua gelada foi realizada com 2,0 gramas de amostra em
100 mL de agua destilada, em temperatura de 7 a 10°C, em imersao por cerca
de 15 minutos, sob agitacdo magnética (ZIELINSKI et al., 2014).

Todos os extratos foram filtrados em papel filtro quantitativo 125
milimetros (Unifil) e deixados no freezer a -20°C até analise. A partir deste
material, foi retirada uma aliquota para analise.

2.3. Determinacao da Composicao Centesimal

Umidade, cinzas, proteinas e lipidios foram determinados, em triplicata,
de acordo com a Association of Official Analytical Chemists e Fibra alimentar
(total, soluvel e insoluvel), foi analisada em duplicata segundo a AOAC (2012).

A umidade foi determinada usando estufa com ciruclagcéao forcada de ar,
(Nova Etica, modelo 400 / 6ND, S&o Paulo, Brasil) a 105°C e as cinzas foram
quantificadas usando um forno de mufla (Quimis, modelo Q320 M, Brasil) a
550°C. Os carboidratos foram calculados por diferenca, por meio da seguinte
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equacao: [100 (% de umidade +% de lipidios +% de proteinas +% fibra dietética
total +% de cinzas)]. Fibra total, insoluvel e soluvel foram determinadas pelo
métodogravimétrico ndo enzimatico. O valor energético total da hortela foi
estimado considerando os fatores de conversao de 4 kcal/g para proteina ou

carboidratos e 9 kcal/g por lipidios.

2.4. Extracao e analise de carotenoides

Os carotenoides (luteina e B-caroteno) foram extraidos segundo o método
de Rodriguez-Amaya (2001), com adaptacoes.

Para extracao dos carotenoides da hortela, foram pesados 2,5 gramas de
amostra desidratada e 5 gramas da amostra fresca, os quais foram
homogeneizados em 15 mL de acetona resfriada, com o auxilio de um
microtriturador (IKA® T18 basic Ultra Turrax®) por 5 minutos. A suspensao obtida
foi filtrada a vacuo em funil de Blchner com papel de filtro, mantendo-se o
residuo no tubo de extracdo. Em seguida, o procedimento de extracédo foi
repetido por mais duas vezes adicionando-se 15 mL de acetona resfriada ao
residuo, com posterior homogeneizacao e filtracdo a vacuo (RODRIGUEZ-
AMAYA, 2001).

Em seguida, foi realizada a particdo dos carotenoides da acetona para o
éter de petréleo. O filtrado foi transferido, em trés fragdes, para um funil de
separacao contendo 50 mL de éter de petréleo resfriado. Apds a transferéncia
de cada fracao, adicionaram-se aproximadamente 100 mL de agua destilada,
sendo repetido 0 processo por trés vezes, para a separagao de fases para a
separacdo de fases (carotenoides - éter de petréleo e acetona-agua), sendo a
fase inferior (acetona-agua) descartada. Acrescentou-se sulfato de sédio anidro
ao extrato etéreo para remocgao de qualquer residuo de agua. Posteriormente, o
extrato foi concentrado em evaporador rotativo (Tecnal, TE-211) a 35 + 2°C,
transferido para um baldo volumétrico de 25 mL, sendo o volume completado
com éter de petréleo e armazenados em frasco &mbar no freezer. Pipetaram-se
5 mL da amostra em béquer &mbar e este volume foi evaporado em nitrogénio,
retomando-se em 2 mL de acetona grau HPLC e, em seguida, filtrado em
unidades filtrantes (0,45 um, Millipore, Brasil), sendo injetados 30 pL na coluna

cromatografica.
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Para extracdo dos carotenoides dos chas, dois gramas de amostras
desidratadas foram pesados e destinados ao preparo dos chas, conforme item
2.3. A infusdo foi filtrada em papel de filtro, sendo 20 mL homogeneizados em
20 mL de acetona resfriada, com o auxilio de um microtriturador (IKA® T18 basic
Ultra Turrax®) por 5 minutos. O volume final foi filtrado e as demais etapas
procederam conforme o realizado para as ervas de acordo com Rodriguez-
Amaya, (2001).

As andlises de carotenoides ocorreram conforme o proposto por Pinheiro-
Sant'Ana et al. (1998), incluindo sistema CLAE- DAD, (Shimadzu, SPD-M10A,
Japao); coluna cromatografica Phenomenex Gemini (250 x 4 mm i.d., 5 ym),
munida de coluna de guarda Phenomenex ODS (C18) (4mm x 3mm), fase movel
composta por metanol: acetato de etila: acetonitrila (80:10:10); eluicdo isocratica;
fluxo da fase mével de 2,0 mL/min. O tempo de corrida foi de 12 min e os
cromatogramas foram obtidos em comprimento de onda de 450 nm.

A identificacdo dos carotenoides foi realizada pela comparacdo dos
tempos de retengdo de padroes auténticos (Aldrich®, Alemanha) e dos picos de
interesse nas amostras e pelos espectros de absor¢ao dos padrdes e dos picos
de interesse das amostras, obtidos pelo DAD, analisados sob as mesmas
condi¢des. A quantificacdo foi realizada por padronizagdo externa, utilizando
curvas analiticas construidas a partir da injegcdo, de seis diferentes
concentragdes de solugdes padréo (equagdo: B- caroteno y = 7.226.117,93x +
6.568,38, R2 = 1,00 e luteina y = 3.549.000,7x + 294.805,76, R2 = 1,00). Os
carotenoides foram expressos em mg.100g™" de amostra, como componentes
isolados e como soma de carotenoides.

A concentracao de vitamina A foi calculada segundo as recomendacgdes
do U. S. Institute of Medicine (2011) em que 1 Equivalente de Atividade de
Retinol (RAE) corresponde a 1 ug de retinol; 12 ug de B-caroteno; 24 pg de

outros carotenoides pré-vitaminicos.

2.5. Extracao e analise de vitamina C
As condicGes utilizadas para extracao e analise de vitamina C, na forma
de 4cido ascorbico (AA), foram otimizadas por Campos et al. (2009).
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Para extrag@o de vitamina C na erva foram pesados 2,5 gramas de erva
desidratada e 5 gramas de erva fresca, aos quais foram adicionados 15 mL de
solugéo extratora (acido metafosférico 3%, acido acético 8%, acido sulfurico 0,3
N e EDTA 1 mM). A mistura foi homogeneizada em microtriturator (IKA® T18
basic Ultra Turrax®) durante 5 minutos. Apés a homogeneizagdo, as amostras
foram centrifugadas (Nuve® NF 1200R Bench-Top Centrifuge) a 2349 g por 15
minutos. O sobrenadante foi coletado e filtrado a vacuo em funil de Bichner com
papel de filtro. Em seguida este filtrado foi transferido para um baldo volumétrico,
sendo o volume completado para 25 mL com agua ultrapura.

Para extracao de vitamina C dos chas, a infusao foi preparada de acordo
com o item 2.3. Em seguida, foi filtrada em papel de filtro, sendo 20 mL desta
adicionados de 15 mL da solugéo extratora, procedendo-se as mesmas etapas
da extracdo proposta por Campos et al. (2009).

Para analise do AA, as condicbes cromatograficas utilizadas foram:
sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccéo por arranjo de
diodos (CLAE-DAD) (Shimadzu, SPD-M10A, Japao); coluna cromatografica RP-
18 Synergy Hidro 100, 250 x 4,6 mm, 5 um, munida de coluna de guarda (C 18,4
mm x 3 mm); fase moével composta por 1 mM NaH2PO4, 1 mM EDTA, pH ajustado
a 3,00 com &cido fosférico e fluxo de 1,0 mL/minuto. O tempo de corrida foi de
aproximadamente 7 minutos e o volume de injecdao de 100 a 300 uL. Os
cromatogramas foram obtidos em comprimento de onda de 245 nm.

A identificacdo do AA foi realizada pela comparacao entre os tempos de
retencdo de padrao auténtico (Proquimios, Brasil) e do pico de interesse nas
amostras e pelos espectros de absorcdo dos padrdes e picos de interesse das
amostras, obtidos pelo DAD, analisados sob as mesmas condigdes. A
quantificacao foi realizada por padronizacao externa, utilizando curva analitica
construida pela injegéo, em duplicata, de uma solu¢éo padrao de concentragéo
conhecida, com cinco inje¢des, com variacdo no volume (equagédo: y =
2.055.977,81x - 69.549,76
Rz = 1,00). A concentragdo de vitamina C foi expressa em mg.100g™".
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2.6. Extracao e analise de vitamina E

A extragao e analise dos componentes da vitamina E (a, B, y e 6-tocoferois
e tocotrienois) foram realizadas apenas na erva fresca e desidratada. Nao foi
realizada analise de vitamina E nos chas, uma vez que o protocolo utilizado no
Laboratoério de Analises de Vitaminas — DNS- UFV néo é validado para andlises
em meio aquoso. Além da vitamina em questao ser lipossoluvel e os reagentes
utilizados no métodos ndo serem capazes de extrair a vitamina em agua.

O método baseou-se em Pinheiro-Sant’Ana et al. (2011), com algumas
modificacdes. Dez gramas de amostra fresca e cinco g da amostra seca foram
adicionados de 4 mL de agua ultrapura aquecida (80 + 1°C), 10 mL de
isopropanol, 1 mL de hexano contendo 0,05% de BHT, 5 gramas de sulfato de
sbdio anidro e 25 mL da mistura solvente de extracdo (hexano: acetato de etila,
85:15, v/v). Posteriormente, a suspensdo foi homogeneizada utilizando-se
microtriturador (IKA T 18® Ultra Turbax), durante 1 minuto. Em seguida, a
suspensao foi filtrada a vacuo em funil de Blchner utilizando-se papel de filtro,
mantendo-se o residuo no tubo de extracdo. A etapa de extragéo foi repetida,
adicionando-se ao residuo 5 mL de isopropanol e 30 mL da mistura solvente de
extracao, com posterior homogeneizacao por 1 minuto. Apds, rinsou-se a haste
do triturador com 10 mL da solugé@o extratora e realizou-se a filtragdo a vacuo.
Em seguida, o extrato foi concentrado em evaporador rotativo (Quimis, modelo
344.1), a 70 = 1°C (2 minutos), transferido para baldo volumétrico e o volume
completado para 25 mL com mistura solvente de extracao.

Apés a extracao, aliquotas de 5 mL do extrato foram secas em nitrogénio
gasoso, redissolvidas em 2 mL de hexano grau HPLC e filtradas utilizando-se
unidades filtrantes de porosidade 0,45 um (Millipore, Brasil).

As andlises de vitamina E na erva foram realizadas injetando-se 1 e 10 yL
dos extratos. As condicdes cromatograficas utilizadas incluiram: sistema CLAE
(Shimadzu, SCL 10AD VP); detector de fluorescéncia (290 nm de excitacao e
330 nm de emissao); coluna cromatografica Phenomenex Luna Si100 (250 x 4,6
mm, 5 ym) acoplada de coluna de guarda Phenomenex Si100 (4 x 3 mm); fase
mével — hexano: isopropanol: acido acético glacial (98,9: 0,6: 0,5, v/v/v); fluxo da
fase movel de 1,0 mL/min e tempo de corrida de aproximadamente 21 minutos.

A identificacdo dos componentes da vitamina E foi realizada

comparando-se o tempo de retencédo dos padrdes auténticos (Calbiochem, EMD
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Biosciences Inc. EUA), e dos componentes de interesse nas amostras,
analisados sob as mesmas condicées. A quantificacdo foi realizada por
padronizacao externa por meio da comparacao das areas dos picos de interesse
com aquelas obtidas nas curvas analiticas construidas a partir da inje¢cdao, em
duplicata, de seis diferentes concentragdes de solu¢des dos padrbes comerciais
auténticos (Calbiochem, Canada). As concentracbes de vitamina E foram
expressas em mg.100g~", como componentes isolados e como vitamina E total

(soma dos componentes da vitamina E encontrados nas amostras) (IOM, 2000).

2.7. Determinacao de minerais e metais pesados

Foi realizada andlise apenas na erva desidratada uma vez que o protocolo
utiliza a planta dessa forma e por querermos assemelhar a erva comercializada
em sachés para cha, estando essa na forma desidratada.

Para analise e determinacao de Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn, Ni, Cd, Al e Pb
utilizou-se a digestao nitroperclérica (Sarruge & Haag, 1974), e as analises foram
feitas por espectrofotometria de absor¢cdo atbmica em plasma indutivamente
acoplado (ICP-EAS) (Perkin Elmer, Optima 3300 DV). A determinacao de P foi
feita por colorimetria pelo método do acido ascorbico (Braga & Defelipo, 1974);
a determinacao de K foi realizada por fotometria de chama; a determinacéo de
S foi realizada por turbidimetria de acordo com método de Alvarez et al. (2001)
e metais pesados.

2.8. Extracao e analise de flavonoides

Foram investigadas no alecrim as flavonas (luteolina e apigenina) e
flavanonas (naringenina e eriodictiol).

Para a extracdo, pesaram-se 2,5 gramas da erva desidratada e fresca,
sendo adicionados de 10 mL de metanol/HCI a 1% (v:v); apds, procedeu-se a
agitacdo em banho metabdlico (Marconi, MA231, Brasil) por 2 horas, a 180 rpm.
Em seguida, a suspensdo foi centrifugada (Nuve® NF 1200R Bench -Top
Centrifuge) a 4000 rpm (2349 g), por 5 minutos, sendo o sobrenadante coletado
e seu volume completado para 20 mL com metanol acidificado. Posteriormente,
o extrato foi acondicionado em frasco ambar e armazenado em freezer (-18 %

1°C) até andlise (DYKES et al., 2009), que ocorreu no mesmo dia.
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A concentracdo dos flavonoides foi analisada simultaneamente na erva
aromatica por CLAE. O método proposto por Yang et al. (2012) e modificado por
Cardoso et al. (2014) foi utilizado para identificar e quantificar os flavonoides no
alecrim. As analises foram realizadas em um sistema CLAE equipado com DAD
(Shimadzu, SPD-M10A, Japao), bomba quaternaria para gradiente de alta
pressao (Shimadzu, LC-10AT VP, Japao), auto-injetor com loop de 500 pL
(Shimadzu, SIL-10AF, Japao), e sistema de degasamento da fase moével com
gas hélio (Shimadzu, DGU-2 A, Japao).

As condigbes cromatograficas utilizadas incluiram coluna C-18 Kinetex
(150 mm x 4,6 mm, 5 um) equipada com coluna de guarda C-18 (4 mm x 3 mm)
(Phenomenex, Torrance, CA), temperatura da coluna a 35 °C, volume de injecao
de 15 a 30 L, varredura do espectro de 200 a 700 nn, com detecgédo a 360 nm
para flavonas e 280 nm para flavanonas. A fase mével foi composta de 2% de
acido férmico em agua ultrapura (linha A) e 2% de acido férmico em acetonitrila
(linha B). O gradiente de eluicdo para B foi o seguinte: 0-3 minutos, 10%
isocratico; 3-4 minutos, 10-12%; 4-5 minutos, 12% isocratico; 5-8 minutos, 12-
18%; 8-10 minutos, 18% isocratico; 10-12 minutos, 18-19%; 12-14 minutos, 19%
isocratico; 14-18 minutos, 19-21%; 18-22 minutos, 21-26%; 22-28 minutos, 26-
28%; 28-32 minutos, 28-40%; 32-34 minutos, 40-60%; 34-36 minutos, 60%
isocratico; 36-38 minutos, 60-10%; 38-45 minutos, 10% isocratico. A fase movel
foi desgaseificada com gas hélio (50 kPa) durante as corridas, utilizando o
seguinte gradiente de fluxo: 0-36 minutos, 1,0 mL/minuto; 36-38 minutos, 1,0-2,0
mL/minuto; 38-44 minutos, 1,0 mL/minuto; 44-45 minutos, 1,0-2,0 mL/minuto.

A identificacdo dos flavonoides foi realizada pela comparagéo entre os
tempos de retencdo de padrdées auténticos e dos picos de interesse nas
amostras e entre os espectros de absorcao dos padrdes e picos de interesse nas
amostras, obtidos pelo DAD, analisados sob as mesmas condigbes. A
quantificacdo de cada composto foi realizada por padronizacdo externa,
utilizando curvas analiticas construidas pela injecdo, em duplicata, de cinco
diferentes concentragdes de solugdes padrao, os compostos foram expressos
em mg.100g' de amostra, como componentes isolados e como soma de
flavonoides.
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2.9. Determinacao de compostos fendlicos totais

Para extracdo dos compostos fendlicos da erva utilizou-se 1 grama de
erva fresca e desidratada, as quais foram adicionadas de 20 mL de solucéo
metandlica a 60%. Em seguida, a suspensao foi agitada a 180 rpm (2 horas) e
centrifugada a 2790 g (15 minutos). O sobrenadante foi completado para 20 mL
com a solugcao metandlica, transferido para um frasco &mbar e armazenado em
freezer (-18 £ 1°C) até o momento da analise.

Para extracao dos compostos fendlicos nos chas, apds a preparacao dos
mesmos conforme item 2.3, uma amostra de 10 mL foi adicionada de 15 mL de
solugdo metandlica a 60%. Em seguida, a suspensao foi agitada a 180 rpm (2
horas) e centrifugada a 2790 g (15 minutos). Quando necessario, a solugéo foi
avolumada para 20 mL com a solugao metandlica, transferida para um frasco
ambar e armazenada em freezer (-18 + 1°C) para prosseguir a realizacdo da
analise.

O total de compostos fendlicos foi determinado utilizando o reagente de
Folin-Ciocalteau (Singleton et al., 1999). Para analise, 500 pL do extrato foram
adicionados de 500 pL de solucdo de Folin-Ciocalteau (Sigma-Aldrich,
Alemanha) a 20% e 500 pL de solugdo de carbonato de soédio a 7,5%. Em
seguida, a solucao foi agitada em vértex (10 segundos) e incubada por 30
minutos em temperatura ambiente e protegida da luz. Realizou-se a leitura da
absorbancia em espectrofotdmetro (Evolution 60S, ThermoScientific, EUA) a 765
nm. A quantificagéo foi realizada utilizando curva analitica construida a partir da
leitura da absorbancia a 765 nm, de cinco solucbes com diferentes
concentragdes de acido galico, em duplicata. Os resultados foram expressos em
miligramas de equivalentes de &cido galico por 100 gramas de amostra
(mg.EqAG.100g' de amostra).

2.10. Determinacao da capacidade antioxidante

A atividade de retirada de radical (ARR) das amostras foi realizada a partir
do extrato preparado para a analise de fendlicos totais utilizando o método do
radical DPPH (2,2-difenil-2-picril-hidrazil) (BLOOR, 2001). Para tanto, uma
aliquota de 2,5 mL do extrato foi adicionada de 1,5 mL de solucdo metandlica de
DPPH (Sigma-Aldrich, Alemanha) 0,1 mM (1,0 mL). Foi realizada a agitagdo em
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vértex; em seguida, o extrato foi deixado em repouso para reagir por 30 minutos
ao abrigo da luz. A absorbéncia foi lida em espectrofotometro (ThermoScientific,
ELISA Multiskan GO) a 517 nm.

A capacidade para eliminar o radical DPPH* foi calculada utilizando a
seguinte equagao:

ARR(%) = 100 % — [(Abs.amostra — Abs.branco -+ Abs.controle) x 100]

Em que:

ARR: Atividade de retirada de radical

Abs.controle: absorbancia do controle (solucado de DPPH* sem a
amostra);

Abs.amostra: absorbancia da amostra-teste (solucdo de DPPH* mais a
amostra teste);

Abs.branco: absorbancia da solu¢ao de extragdo apenas, sem amostra ou
solucéo de DPPH*.

2.11. Delineamento experimental e analise estatistica dos dados

Trata-se de um estudo transversal, em que as concentracbes de
nutrientes e de compostos bioativos da horteld na forma fresca e desidratada e
submetida a infusdo em agua quente e em agua gelada foram avaliadas
utilizando o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 3 repeti¢cdes.

Os dados foram avaliados quanto a normalidade utilizando o teste de
Shapiro-Wilk. Em seguida, os dados analisados por teste t de Student ou Mann
Whitney. Utilizou-se o software SPSS versao 23.0, adotando-se um nivel de

significancia (a) de 5%.

2.12. Avaliacao do potencial de contribuicao da hortela e suas
infusdes para o atendimento das recomendacoes de vitaminas

e minerais
O potencial de contribuicao nutricional das ervas e chas foi estimado com
base nas Recommended Dietary Allowance (RDA), para adultos com idade entre
18 a 59 anos (IOM, 2001). As por¢des de ervas foram calculadas de acordo com
quantidades usualmente consumidas/comercializadas. A contribuicdo nutricional
se baseou em embalagens de ervas desidratadas comercializadas em mercado
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(59) e o indicado para preparo de chas na forma de sachés (2g), uma vez que

nao existe na literatura recomendacao de porgdes para ervas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Composicao centesimal da hortela
Estudos sobre a composicdo centesimal da hortela comum sao
inexistentes até o momento. A hortela fresca apresentou 90,17% de umidade,
aproximadamente 20% a mais do que encontrado por Ferreira e Silveira Junior
(1999) em manijericao, ficando mais préximo ao relatado por Morais et al. (1995)
(em meédia de 81,76%) em cinco plantas medicinais distintas.

A concentracdo de cinzas da hortela foi 7,93 ¢.100g-1, proxima a
encontrada por Almeida et. al. (2010) em amostras de alecrim (5,93, a 8,46%) e
também no estudo de Bertol et. al., (2015), onde as concentra¢des de cinzas em
barbatiméo, carqueja e quebra-pedra variaram de 1,64 a 8,44 g.100g-1. Vale
salientar que a Farmacopeia Brasileira (2005) aponta que a hortela pimenta,
apresenta 15,00 g.100g-1 de cinzas, concentracao que € bem superior a da
hortela comum do presente estudo.

A Tabela de Composigao Nutricional dos Alimentos Consumidos no Brasil
(POF 2008-2009) e de Composicao de Alimentos (TACO, 2011), nao
apresentam a composi¢cao centesimal da hortela. Em nosso estudo, a hortela
apresentou 0,88 g.100g' de proteina, diferindo de Pedro et al. (2016) que
relataram 5,44 g.100g™, 8,62 9.100g™", 9,35 g.100g™" e 2,36 g.100g™" de proteina
em barbatiméo, carqueja, quebra pedra e mangava brava, respectivamente.

A concentragdo média de lipidios na horteld comum foi 0,33g.100g",
similar ao observado por Pedro et al. (2016), em outras ervas: barbatiméo (1,01
g.100g™"), carqueja (1,69 g.100g") e mangava brava (0,48 g.100g"") e a TACO
(2011), que mostra 0,4 g.100g™! de lipidios no manjericao.

A concentracao de carboidratos na hortela comum analisada no presente
estudo foi de 7,93 g.100g™", diferindo da Tabela de Composicéo Nutricional dos
Alimentos Consumidos no Brasil (POF 2008-2009), que mostra 0,2 g.100g™! na
hortela, valor bem inferior ao encontrado em nosso estudo. Ja a TACO (2011),
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mostra em outras ervas como salsa e manjericdo 3,3 g.100g' e 2 g.100g™' de
carboidratos.

De acordo com a literatura as hortalicas e ervas possuem baixo valor
calérico (TACO, 2011). A hortela em nosso estudo apresentou baixo valor
energético (2 Kcal na porcao de 5 g de erva). A TACO, nao traz a composicao
centesimal da mesma, mas mostra que o manjericao e a salsa possuem 1
kcal/5g e 4kcal/5¢g, respectivamente. Dessa forma, assim como outras ervas, a
hortela comum n&o é considerada caldrica e sua ingestdo ndo se mostra
significativa para o consumo energético diario.

Neste estudo identificamos que a hortela comum apresentou 4,59 g.100g
! de fibra total, 3,97 g.100g™" de fibra insoltvel e 0,62 g.100g" de fibra sollvel.
Considerando uma porgéao de 5g/dia, quantidade usualmente comercializada em
pacotes, na forma de condimento para temperar alimentos, a horteld desidratada
do presente estudo pode fornecer 0,77% da recomendacédo de fibras,
contribuindo minimamente para uma ingestao adequada de fibras.

A origem, variedades das ervas e as diferencas nas estruturas vegetais
das plantas, podem afetar a composi¢ao centesimal das mesmas, resultando em
valores diferentes nos estudos existentes na literatura (BERTOL et al., 2015).

3.2. Carotenoides, vitamina C e vitamina E na hortela e suas

infusdes

A andlise qualitativa da hortela indicou a presenca dos seguintes
componentes na hortela fresca: p-caroteno (tempo de retencéo - RT = 10,5 min);
luteina (RT = 4 min); acido ascoérbico (RT = 4,5 min); a-tocoferol (RT = 8 min), a-
tocotrienol (RT = 9 min), B-tocoferol (RT = 13 min), y-tocoferol (RT = 15 min) e y-
tocotrienol (RT = 18 min). Na erva desidratada observou-se a presenga de [3-
caroteno (RT = 10 min); luteina (RT = 3,5 min); acido ascérbico (RT = 3,5 min);
a-tocoferol (RT = 6,5 min), a-tocotrienol (RT = 8 min) B-tocoferol (RT = 12 min),
y-tocoferol (RT = 13 min) e y-tocotrienol (RT = 16 min) (Figura 1).

Os carotenoides em nosso estudo se mostraram em quantidades bem
maiores na horteld fresca (B-Caroteno 3,76 mg.100g™" e luteina 36,98 mg.100g"
) (Tabela 1), ao se comparar com resultados de Pereira e Angelis — Pereira
(2013) em que a sélvia e a salsa frescas apresentaram 2,78 e 4,56 mg.100g™' de
B- caroteno e 6,35 mg.100g™! e 8,3 mg.100g" de luteina. No estudo de Curutchet
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et al. (2014) com duas espécies de horteld frescas, uma delas a comum, foram
encontrados 60 mg.100g™! de carotenoides totais na comum, valor um pouco
maior que a hortela de nosso estudo e 50 mg.100g™! na hortela pimenta,
quantidade préxima da erva que analisamos.

A luteina foi encontrada em maior quantidade na hortela fresca, (p<0,05).
A concentragdo de - caroteno nao diferiu entre a erva fresca e desidratada
(p>0.05). Na hortela desidratada a retengéo de B- caroteno foi acima de 100%,
enquanto a retengéo de luteina foi de apenas 11,80%, mostrando grande perda
e baixa estabilidade do composto. As moléeculas de carotenoides sao
susceptiveis a oxidacdo durante o processamento de alimentos, porem a
biodisponibilidade pode ser melhorada, resultado da dissociacdo ou
enfraquecimento da complexidade da ligagdo entre os carotenoides e a matriz
das células de vegetais (SAUNDERS et al., 2000).

Em relacdo a retengao do - caroteno maior que 100% pode ser explicada
pelo fato do composto ter sido preservado apds o aquecimento ou que a
temperatura pode ter promovido uma maior extracdo do componente e
consequentemente aumentar sua concentracdo ou pode ter ocorrido
isomerizagao de compostos, alteracdo da forma cis e trans, alterando a estrutura
molecular, podendo levar a transformacdo de um composto em outro e o

tornando mais biodisponivel.
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Figura 2: Andlise por CLAE de carotenoides em hortela fresca (A) e desidratada
(B); acido ascoérbico em hortela fresca (C) e desidratada (D); vitamina E em
hortela fresca (E) e desidratada (F).

Os carotenoides atraem a atencao dos pesquisadores em virtude de suas
acoes no tratamento de doengas como céncer, doencas cardiovasculares,
catarata, desordens fotossensiveis e do sistema imune. Sua atividade

provitaminica A € uma das mais importantes, o 3-caroteno corresponde ao mais
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abundante em alimentos e ao que apresenta a maior atividade de conversdo em
vitamina A (AMBROSIO, et al., 2006).

Tabela 1: Concentracao de carotenoides, vitamina C e E na hortela fresca e

desidratada

Retencao Real

Compostos Erva fresca Erva desidratada (%)*
Vitamina C (mg.100g™") 1,11£0,402 2,29+1,462 35,35
Carotenoides (mg.100g")
B-Caroteno 3,763,272 26,17+16,212 119,24
Luteina 36,98+1,782 25,52+1,93° 11,8
Soma Carotenoides (mg.100g™") 40,36+22,80 42,6918,26
Valor de vitamina A (RAE.100g") 313,33 2180,83
Vitamina E (mg.100g")
a-Tocoferol 1,31+0,762 0,89+0,522 19,72
a-Tocotrienol 0,38+0,322 2,380,912 83,93
B-Tocoferol 0,03+0,0342 nd -
B-Tocotrienol nd nd -
y-Tocoferol Tragos Tragos 0
y-Tocotrienol 0,06+0,072 0,08+0,082 23,32
Soma vitamina E (mg.100g") 1,54+0,49 3,6715,64

Dados expressos em base fresca como média de 3 repeticdes * desvio padrdo. Médias
seguidas pela mesma letra nas linhas, para cada composto, nao diferem estatisticamente a 5%
de probabilidade pelo teste t.

nd: ndo detectado;

*Retencao Real (%RR): Calculado de acordo com a férmula de Murphy, Criner e Gray (1975) -
% RR = (concentracdo do composto na erva processada x peso (g) da erva processada ) x 100
(Concentragao do composto na erva antes do processamento x peso (g) da erva antes do processamento)

De acordo com o relatado nos estudos de Kobori e Rodriguez-Amaya
(2008), Ninomia e Godoy (2008) e Niizu e Rodriguez- Amaya (2005) os dez
alimentos mais ricos em carotenoides sao folhas como caruru, mentruz, taioba,
serralha, folha de capuchinha, coentro, salsa, agriao, ricula e a hortela. Sendo
em nosso estudo encontrado carotenoides na hortela comum.

Alguns trabalhos mostram que o0 cozimento pode causar perdas
(CAMPQOS et al., 2003; GAYATHRI et al., 2004), enquanto outros estudos

encontraram que as perdas foram inexistentes ou houve aumento da
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concentragdo de carotenoides, mesmo com a corre¢do de peso, utilizando o
célculo da retencao real (GRANADO et al.,, 1992; HART e SCOTT, 1995). O
aumento na concentragdo de - caroteno na hortela desidratada, pode ser
atribuido a uma maior facilidade de extracao, pelo fato do tratamento térmico
desnaturar complexos carotenoide-proteina existentes nas células vegetais e
inativar enzimas oxidativas (RODRIGUEZ-AMAYA, 1997).

A concentracao de vitamina C ndo diferiu entre a horteld fresca e
desidratada (p>0.05) e observou-se perda expressiva desta vitamina apds o
processamento (35,35% de retengéo). No estudo de Freitas e Navarro (2007), a
Camelia sinensis (cha verde) apresentou 250,00 mg.100g™"' de vitamina C nas
folhas, muito maior que o encontrado na hortela comum que avaliamos.

A concentragédo dos diferentes componentes da vitamina E n&o diferiu
entre a horteld fresca e desidratada (p>0.05). Houve predominancia de a-
tocoferol na erva fresca e de a-tocotrienol na desidratada. Destaca-se a
importancia do a-tocoferol, por ser o componente de maior atividade biolégica,
apontado como sendo o mais potente em acdo antioxidante além de
desempenhar papel na inibicdo de enzimas, funcdo estrutural e sintese de
hormonios (AZZI e STOCKER, 2000; IOM, 2000).

Alguns estudos apontam o espinafre como uma boa fonte de vitamina E,
com valores de a-tocoferol variando de 1,22 a 1,8 mg.100g™' (PIIRONEN et. al.,
1986; AZZl e STOCKER, 2000), concentracao similar apresentada em 100 g da
hortela comum fresca. O a-tocotrienol apresentou excelente retencao (83,93%)
na hortela desidratada, enquanto a retencao de a-tocoferol na erva desidratada
foi de apenas 19,72%, indicando perda expressiva desse componente.

E importante ressaltar que as informagdes sobre a concentragdo de
vitamina E em ervas e fitoterapicos sao muito escassos. Dessa forma, esse é um
diferencial do presente estudo, ao trazer a concentracédo de vitamina E em uma
erva comum para populagao brasileira.

Em nosso estudo, as concentracdes de luteina ndo diferiram entre as
infusbes (p>0.05). O B-caroteno foi quantificado apenas na infusdo gelada.
Concentragdes similares de -caroteno foram relatados por Gualberto et. al.
(2015) em ché& de Moringa oleifera L (moringa) preparado com folhas frescas e
desidratadas.
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As concentragbes de vitamina C entre as infusdes de hortelda, nao
apresentaram diferenca (p>0.05) (Tabela 2), sendo que a concentracao dessa
vitamina reduziu em relacao as ervas, especialmente apds o aquecimento, o que

pode ser justificado pela sensibilidade da mesma a altas temperaturas.

Tabela 2: Concentracao de carotenoides e vitamina C nas infusbes quente e
gelada de Hortela

Compostos Infusao gelada Infusao quente
Vitamina C (mg.100mL")’ 0,725+0,6862 0,283+0,2452
Carotenoides (mg.100mL-")*

B-Caroteno 0,001(0,001-0,003)2 nd

Luteina 0,030(0,029-0,049)2  0,029(0,0028-0,030)2
Valor de vitamina A (ug.100mL™") 0,16 0

Dados expressos em base fresca como média de 3 repeticbes + desvio padrdo; nd: ndo
detectado.

Médias seguidas pela mesma letra nas linhas, para cada composto, ndo diferem estatisticamente
a 5% de probabilidade pelo teste t.

*Mediana, minimo e maximo — Teste nao paramétrico Mann Whitney

O acido ascérbico participa dos processos celulares de oxirreducao, como
também é importante na biossintese das catecolaminas. Previne o escorbuto, é
importante na defesa do organismo contra infeccées e fundamental na
integridade das paredes dos vasos sanguineos (MANELA - AZULAY, et al.,
2003).

3.3. Concentracao de minerais e metais pesados na hortela

Os minerais mais expressivos na hortela foram o potassio (4970,00
mg.100") e o célcio (896,67 mg.100"). Observou-se que em uma porgéo de 5 g
de hortela desidratado, tem-se 248,50 mg de potassio. No estudo de Franco et
al., (2011), a erva mais rica em potassio foi o chapéu-de-couro (3758,50
mg.100g") e a de menor concentragao foi a camomila (752,33 mg.100g"), sendo
que a hortela superou a quantidade no chapéu-de couro.

Em um estudo com diversas ervas, entre elas camomila (Matricaria
recutita L.), capim-cidreira (Cymbopogon citratus Stapf), menta (Mentha piperita
L.) e poejo (Mentha pulegium), Andrade, Alves e Takase, (2005), quantificaram
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ferro, cobre e zinco nessas plantas, sendo que a concentracéo de ferro da hortela
desidratada em nosso estudo foi muito maior. Ja em relacdo ao zinco, a
camomila apresentou 4,17, a erva cidreira 1,63, a hortela pimenta 2,82 e o poejo
3,67 (mg.100g"), concentragdes proximas ao observado em nosso estudo para
hortela desidratada. Quanto ao cobre os mesmos autores encontraram (em
100g) 1,12 mg na camomila, 1,22 mg na erva cidreira, 1,51 mg na hortela
pimenta e 1,36 mg no poejo, concentragdes similares a encontrada na hortela
desidratada comum que analisamos.

A concentragdo de cromo, em 5 g de horteld desidratada comum foi de
9,5 pg. Na investigagao realizada por Franco et al., (2011) n&o foi detectado
cromo em nenhuma das plantas estudadas (camomila, carqueja, caléndula,
chapéu-de-couro, erva-de-sédo-jodo e pata-de-vaca).

Em relacdo aos demais minerais encontrados na horteld, em 100 g da
mesma, encontrou-se 356,67 mg de magnésio, 896,67 mg de célcio, 25,52 mg
de manganés, 386,67 mg de fésforo. Araujo et. al. (2011) destacam que o célcio
e 0 magnésio sdo comumente encontrados em hortalicas e ervas, sendo
essenciais para o desenvolvimento das mesmas (FAQUIN e ANDRADE, 2004).
Bertol, AlImeida e Almeida (2015), encontraram na hortela pimenta 1,90 mg.100g
1 de calcio, 2,06 mg.100g' de manganés e 0,28 mg.100g™' de fésforo, valores
muito menores que os encontrados em nosso estudo para hortela desidratada.

Segundo Corréa et al. (2002), a adubagéao fosfatada é uma pratica comum
e ocorre adicdo de zinco a estas formulas (particularmente em regides de
deficiéncia), ocasionando interacdo entre potassio e zinco, que afeta
positivamente o acumulo de célcio, ferro, cobre e manganés nas folhas da planta.

Em nosso estudo foi encontrado 0,021 mg de de chumbo (Pb),
considerando-se 5 g da erva. Esse metal pesado é o contaminante ambiental
mais comum, sendo absorvido pelo organismo por via inalatéria ou oral
(BRUNKEN et al.,, 2002; OLGA, 2003). No entanto, os valores limites de
tolerancia de chumbo em alimentos prontos para consumo, estabelecidos pela
Portaria n® 685 de 27/08/1998, da Secretaria Nacional de Vigilancia Sanitaria,
variam de 0,05 a 2 mg.Kg™' de alimento. Diante disso, a quantidade de chumbo
encontrada na horteld esta acima do ideal, apresentando 4,2 mg. Kg'.
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Tabela 3: Concentracdo de minerais e metais pesados em hortela desidratada.

Minerais Concentracao (mg/100-")*
Fosforo (P) 386,67+5,77
Potassio (K) 4970,00+317,95
Calcio (Ca) 896,67+15,28

Magnésio (Mg) 356,6715,77
Enxofre (S) 336,67+15,28
Cobre (Cu) 1,14+0,03

Ferro (Fe) 77,47+0,19

Zinco (Zn) 3,09+0,05

Manganés (Mn) 25,52+1,04
Sdédio (Na) 46,001
Cromo (Cr) 0,1940,02

Metais pesados Concentracao (mg/100-")*
Céadmio (Cd) nd
Niquel (Ni) nd
Chumbo (Pb) 0,42+0,01
Aluminio (Al) 1058,02+280,31

*Dados expressos em matéria seca como média de 3 repeticdes (arredondados para
duas casas decimais) + desvio padrdo. nd = ndo detectado

Os niveis de metais pesados, dentre eles o chumbo, no solo podem
aumentar em virtude de intensas atividades de mineracao no estado de Minas
Gerais. Concentragdes consideraveis de elementos toéxicos podem penetrar no
solo, aguas subterraneas e rios, consequentemente colocando em risco a saude
e 0 ambiente utilizados para piscicultura, pecuaria e atividades agricolas. Em
virtude de inundacdes da bacia do rio Das Velhas, na regido mineira, a 4gua e
os sedimentos contaminados com metais pesados e elementos toxicos podem
contaminar rios e solo a uma distancia de cerca de 400 km (VEADO, et al., 2006).

As principais formas de contaminacdo das aguas e solo por metais
pesados sdo os fertilizantes e pesticidas utilizados na agricultura, a mineracao,
emissoes veiculares, combustdo de carvao e 6leo, refinamento e incineracao de
residuos urbanos e industriais (TAVARES e CARVALHO, 1992). Entretanto,
Michie & Dixon (1977) relatam que as folhas de ervas, comumente usadas para
preparo de infusdes, possuem a capacidade de complexar metais tdxicos como
o Pb e Cd e consequentemente reduzindo sua absorcao.

N&o foram encontrados niquel (Ni) e cadmio (Cd), indicando que nao ha
contaminacao desta erva com estes elementos, o que € importante, pois sao
considerados toxicos. Quanto ao aluminio, numa porcado de 5 g da erva se
encontrou-se 52,90 mg, constatando-se que ao ingerir essa quantidade de
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hortela na forma de condimento, pode-se ultrapassar muito a recomendacao
segura. De acordo com Soliman e Zikovsky (1999) a ingestao dietética de Al ndo
deveria exceder 6 mg/dia. Estudo realizado por Soni et al. (2001) afirma que a
maioria dos alimentos ndo processados contém menos de 10 mg.kg™', exceto
alguns graos e muitos temperos, ervas e chas que podem acumular até 4 g.kg™
de aluminio; contudo, na hortela se observou mais que o dobro dessa quantidade
(10,58 g.kg™).

Santiago et al. (2011) pesquisaram plantas medicinais em solo
contaminado e concluiram que o solo onde as espécies vegetais destinadas a
medicina tradicional sdo plantadas, contaminam as mesmas e produtos delas
derivados, podendo causar problemas a saude, em virtude do consumo
excessivo dos metais.

Por fim, ressalta-se que o tipo e as condi¢gées do solo (teor de matéria
organica, local de origem, pH e fertilidade), a espécie e cultivar da planta, o tipo
e a quantidade de agroquimicos (fertilizantes e agrotoxicos), a forma de cultivo
e os tratamentos poés-colheita (armazenamento e transporte) sédo fatores
responsaveis pela variacdo do conteudo de elementos toxicos (metais) em
alimentos e plantas. Desta forma, mais pesquisas devem ser realizadas para
esclarecer sobre o conteudo de minerais e metais pesados em ervas e
especiarias (SANTIAGO, et al., 2011).

3.4. Flavonoides, fendlicos totais e capacidade antioxidante na
hortela

Em nosso estudo identificamos na hortela comum o eriodctiol,
naringenina, apigenina e luteolina indo de encontro ao mostrado por Kosar et al.,
(2004), em que os mesmos compostos foram identificados em horteld de
diferentes espécies, dentre elas a M. spicata. Nao houve diferenca significativa
nas concentragdes de nenhum dos flavonoides estudados entre forma fresca ou
desidratada do hortela em nosso estudo. As concentracdes de flavonoides totais
na hortela do presente estudo foram semelhantes ao relatado por Abreu (2013)
em bancha (tipo de cha verde nas refeicoes orientais) e menores que o
encontrado para carqueja, erva mate e hortela japonesa. Moraes-de-Souza et al.
(2005) relatam que os principais componentes da maioria das especiarias e
condimentos consumidos no Brasil sdo os flavonoides.
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No presente trabalho a concentragéo de fendlicos totais se mostrou menor
gue a observada no estudo de Benabdallah et al. (2016) em varias espécies de
horteld, apresentando a M. aquatica maior concentragcdo (423,21 mg.100g™),
concentracdo média na M. piperita (314,00 mg.100g™") e menor na M. villosa
(140,66 mg.100g™"), entretanto, esse estudo ndo avaliou a mesma espécie do
NossO.

Os compostos fendlicos sdo comumente encontrados em ervas e
especiarias e sdo potentes antioxidantes, agindo como quelantes de metais e
sequestradores de radicais livres (JAYASHINGHE et al., 2003).

Quanto a capacidade antioxidante, ndo foi observada diferenca
significativa entre as ervas fresca e desidratada (Tabela 4). A capacidade
antioxidante apresentada pela hortelda em ambos processamentos em nosso
estudo, foi similar ao indicado por Abreu (2013), que sugeriu que a carqueja,
camomila e erva doce possuem boa capacidade antioxidante.

De acordo com Oliveira (2015), a temperatura e tempo de
armazenamento sdo importantes fatores relacionados a preservacdo dos
flavonoides e propriedades funcionais durante a vida de prateleira do alimento,
podendo esses fatores levar a perda de flavonas e flavanonas devido a menor
estabilidade desses componentes e consequentemente diminuicdo da
capacidade antioxidante apds o aquecimento.

N&o foi possivel realizar a quantificacdo dos flavonoides nas infusées,
uma vez que apenas tracos dos mesmos foram encontrados. Sugere-se entao,
duas alternativas para o comportamento dos mesmos, uma transferéncia
extremamente reduzida dos flavonoides da hortela desidratada para as infusées;
ou uma perda muito drastica na concentracdo de flavonoides no preparo dos
chas. Diferentemente de nosso estudo, Abreu (2013) encontrou flavonoides nos
chas de horteld, erva mate, carqueja e marcela.

Diversos fatores influenciam a qualidade dos chas e as concentracdes de
seus compostos bioativos, dentre eles as praticas agronémicas e tempo de
infusdo (LIMA et al., 2004), sendo esta ultima uma hipétese viavel para explicar
o comportamento apresentado pelos chas, podendo ter ocorrido uma
transferéncia baixa de flavonoides da erva para as infusées em virtude do tempo

de infusao utilizada no estudo.
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Tabela 4: Concentragcdo de flavonoides, fenodlicos totais e capacidade
antioxidante na hortela comum fresca e desidratada

Compostos Erva fresca Erva desidratada | Retencao
Real (%)
Flavonas (mg.100g")
Luteolina 109,00£19,002 79,00+41,002 12,42
Apigenina 37,80+13,102 21,00£7,202 9,52
Flavanonas (mg.100g")
Eriodictiol 3,101,102 7,104,302 39,24
Naringenina nd 12,005,202 -
Flavonoides Totais (mg.100g') 1,33+0,10 1,68+0,88
Fendlicos totais (mg.GAE.100g") 87,31£12,732 74,73+24,402 15,47
%AAR 80,58+12,042 59,60+24,802

Dados expressos em base fresca como média de 3 repeticoes + desvio padrao. Médias
seguidas pela mesma letra nas linhas, para cada composto, néo diferem estatisticamente a 5%
de probabilidade pelo teste t.

nd: ndo detectado; %AAR: atividade retirada de radical

As concentragbes de compostos fendlicos totais nos chas, obtidas neste
trabalho, foram muito menores que a relatada por Moraes-de-Souza (2007) que
encontrou 77,30 mg. 100g" no chéa obtido da hortela fresca. Lima et al. (2004)
ressalta que essas variagdes dependem do tempo de infuséo.

Dentre os beneficios dos compostos fendlicos, estd sua agdo como
antifangico e antibacteriano, inibindo o crescimento de uma variedade de
microrganismos. Assim, é interessante o consumo das ervas por meio da
alimentacdo, uma vez que essa acao foi detectada em algumas plantas
medicinais, ervas e temperos da familia Lamiaceae (CANSIAN, et al. 2007).

A capacidade antioxidante nao diferiu entre as infusdes quente e gelada
de hortela (p>0,05) (Tabela 5) e foi menor que a relatada por Moraes- Souza,
(2007) na infusdo de M. arvensis (70,83 %) pelo mesmo método de nosso
estudo.
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Tabela 5: Concentragcdo de flavonoides, fenodlicos totais e capacidade
antioxidante das infusdes de hortela quente e gelada

Compostos Infusao gelada Infusao quente

Flavonas (mg.100mL-")

Luteolina nd nd

Apigenina nd nd
Flavanonas (mg.100mL"")

Eriodictiol nd nd

Naringenina nd nd
Fendlicos totais (mg.GAE/100mL") 1 1,65+0,552 2,00+0,502
%AAR! 55,44+19,452 75,57+22,862

Dados expressos em base fresca como média de 3 repeticdes * desvio padrao.

Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem estatisticamente a 5% de
probabilidade pelo teste t.

nd: ndo detectado; %AAR: atividade retirada de radical.

A concentracao de compostos fendlicos e a capacidade antioxidante das
ervas e infusdes podem sofrer alteracdes em suas concentragdes, em virtude da
colheita, da parte da planta utilizada, da caracteristica do solo, do
beneficiamento, da temperatura, do tempo de infusdo, do solvente e dentre
outros (MOURE et al., 2001).

3.5. Potencial de contribuicao do alecrim e suas infusdes para o

atendimento das recomendacoes de vitaminas e minerais

Baseando nas Dietary Reference Intake (DRI), Phillipi (2004) classifica os
alimentos como “fontes" de algum nutriente quando suprem de 5 a 10% das
recomendacdes diarias, "boas fontes" quando suprem de 10 a 20% da DRI e
"excelentes fontes", quando atendem mais de 20%.

Diante disso, comparando-se os valores de necessidades diarias de
minerais e vitaminas com a ingestao de 5 g/dia (Tabela 6) de hortela desidratada,
na forma de condimento, atinge-se 6,85% da necessidade nutricional de
magnésio, sendo fonte do mineral e 12,44% e 12,12% das recomendagdes
dietéticas diarias de potassio e vitamina A, respectivamente, sendo boa fonte

desses nutrientes.
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As concentracgdes de ferro, manganés e cromo na por¢ao de 5 g de hortela
desidratada ultrapassam 20% da recomendacao diaria desses minerais, sendo
considerada a erva excelente fonte desses, destacando-se 0 manganés, que
pode contribuir mais de 50%. Assim, o consumo da hortela para temperar
saladas, carnes ou ser adicionada a sucos de frutas, pode ser uma 6tima opgao
para se adequar a ingestao desses minerais na dieta.

Tabela 6: Potencial de contribuicdo da hortelda para o suprimento das

recomendagdes diarias de minerais e vitaminas.

| Compostos \ Potencial de contribuicéo (%)

Hortela fresca Hortela Infusdo quente Infuséo gelada
(porcao de 59) desidratada (porcao de 2g) (porcao de 2g)
(porgéo de 59)

Vitamina A* 1,70 12,12 0 0,027
Vitamina C* 0,12 0,27 0,63 1,61
Vitamina E* 0,88 3,28 - -
Fosforo (P)** - 2,77 - -
Potassio (K)** - 12,43 - -
Célcio (Ca)* - 4,50 - -
Magnésio (Mg)* - 6,85 - -
Cobre (Cu)** - 0,01 - -
Ferro (Fe)* - 27,67 - -
Zinco (Zn)* - 2,20 - -
Manganés (Mn)** - 55,47 - -
Saédio (Na)** - 0,12 - -
Cromo (Cr)** - 27,14 - -
*(*;)L;antidade usualmente comercializada na forma de condimento (5g) e em sachés para cha
g

*Calculado com base FAO/OMS. Human Vitamin and Mineral Requeriments. In: Report 7 Joint
FAO/OMS Expert Consulation, Bangkok, Thailand, 2001. Xxii + 286p.

**Calculado com base Insitute of Medicine. Food and Nutrition Board. Dietary Reference Intakes.
National Academic Press, Washigton D. C., 1999-2001.

- : Nao foram realizadas analises de minerais e vitamina E nesses tratamentos

Dentre os minerais de maior concentracdo na hortela desidratada e os
inomeros beneficios a salde, sabe-se que o potdssio atua regulando o
funcionamento do sistema muscular e os batimentos cardiacos. O ferro é
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essencial para a prevengdao da anemia, sendo componente das moléculas de
hemoglobina, mioglobina, citocromo e cofator de sistemas enzimaticos,
desempenhando papel essencial no transporte de oxigénio e respiracao celular.
E o manganés é cofator ou integrante de sistemas enzimaticos de inUmeras
reagcoes em nosso organismo (OLGA, 2003).

Quanto ao calcio, fosforo, zinco, cobre, vitamina C e E, a hortela
desidratada pode contribuir com 4,50%, 2,70%, 2,20%, 0,01%, 0,25% e 3,28%
respectivamente, das necessidades nutricionais diarias, ndo sendo, portanto
fontes desses nutrientes.

Outro mineral importante € o cromo, que potencializa os efeitos da
insulina, melhorando o metabolismo de macronutrientes, aumentando a
captacao de aminodcidos, estimulando a lipogénese e a sensibilidade a insulina
(GOMES, ROGERO, TIRAPEGUI, 2005). Sua ingestdo dentro dos limites de
seguranca (até 800 pg/dia) € importante, uma vez que nao se sabe exatamente
seus efeitos nocivos (OMS, 1998). O cromo compete com o ferro pela ligagao da
transferrina, desse modo, uma ingestéo elevada do mesmo pode ser um fator
negativo no estado nutricional relativo ao ferro (TRUMBO, et al., 2001).

As infusdes quente e gelada (porcédo de 2 g para preparo de 100 mL), as
concentragdes de vitaminas A e C foi muito reduzida, ndo podendo ser
considerados fontes e ndo contribuindo de maneira significativa para o alcance
das recomendacdes nutricionais dessas vitaminas.

Entretanto, em virtude dos efeitos benéficos da bebida cha relatados na
literatura, na redugao do colesterol plasmatico, auxilio no controle da hipertensao
arterial, reducao do risco de cancer, entre outros (STAVRIC, 1994; KONO, et al.,
1997) e em virtude do aumento no consumo das infusdes e interesse pela
descoberta de principios ativos e funcdes dos chas, vé-se que 0S mesmos

podem trazer beneficios a salude e seu consumo deve ser estimulado.

4. CONCLUSAO

A erva apresentou elevada concentracao de umidade e baixa de proteina,
lipidios e fibras. Nao foram observadas diferencas significativas quanto as
concentracbes de [B-caroteno e vitamina C entre ervas e entre os chas. A
concentracdo de luteina foi maior na hortela fresca e apresentou baixo
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percentual de retencdo na erva desidratada. Nao foi observada diferenga
significativa entre as concentracées de vitamina E, compostos fendlicos,
flavonoides e capacidade antioxidante da erva na forma fresca e desidratada e
entre os chas. Em relagdo a capacidade antioxidante e fendlicos nos chas néo
se observou diferencga significativa. A ingestao de 5g de hortela desidratado pode
contribuir de forma relevante para se atingir as recomendacdes didrias de
potassio, ferro, magnésio, manganés, cromo e aluminio. A hortela desidratada
se destacou como fonte de magnésio, boa fonte de potassio e vitamina A e
excelente fonte de ferro, cormo e manganés. Dessa forma, a erva pode contribuir
para a ingestdao adequada de nutrientes e compostos bioativos, devendo seu

consumo ser incentivado.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Conhecer o valor nutricional de ervas, especiarias e chas é de grande
importancia uma vez que elas podem contribuir com a ingestao de nutrientes e
compostos bioativos essenciais para a saude e, a partir desses estudos, é
possivel incentivar e orientar o consumo das mesmas.

Os resultados mostraram que as ervas apresentaram bom valor
nutricional, sendo observada em sua composi¢cdo a presenca de macro e
micronutrientes. O alecrim desidratado se mostrou fonte de potassio, cobre e
vitamina E, boa fonte de ferro e magnésio, excelente fonte de cromo, alta
concentracdo de aluminio e boa capacidade antioxidante. O manjericao
desidratado se mostrou fonte de cobre, manganés e calcio e boa fonte de ferro,
potassio, cromo e vitamina A. A horteld destacou-se como fonte de magnésio,
boa fonte de potassio e vitamina A e excelente fonte de ferro, cromo e manganés.
Em relacdo aos chas das ervas eles apresentaram quantidades reduzidas de
vitamina C e A.

Essas ervas constituem uma alternativa de condimentos no preparo de
saladas, carnes e outros alimentos, reduzindo o consumo de sddio e melhorando
o valor nutricional dos alimentos e agregando caracteristicas sensoriais
agradaveis. Estudos futuros sdo necessarios para explorar a concentracéo de
nutrientes das ervas e chas, conhecer os fatores antinutricionais presentes nas
mesmas e investigarem estratégias para a reducao desses fatores, visando a
manutencdo das caracteristicas nutricionais das ervas, além de identificar a

melhor forma de consumo e que fornegam maior concentragéo de nutrientes.
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