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ABSTRACT

Hibiscus sabdariffa L. is used due to its peculiar taste and its healing properties. The literature reports antioxidant,
anti-inflammatory and antidiabetic properties for this plant. Hibiscus is used as a tea, obtained from the infusion of
parts of the plant, precisely its dried calyx. Due to its properties, the consumption of this tea in Brazil has been grow-
ing. Quality evaluation is important to guarantee the efficacy and safety of such products. In this study, three brands of
H. sabdariffa L. tea were evaluated for their antioxidant properties, as well as their phytochemical profile by HPLC/
DAD. The methods of lipid peroxidation and inhibition of the formation of the phosphomolybdenum complex were
used to evaluate the antioxidant activity. To better guide the safe consumption of this tea, the stability of the antiox-
idant activity was assessed 1 and 12 hours after preparation. In the chromatographic analysis, the presence of neo-
chlorogenic acid was detected in all evaluated brands. The tea showed antioxidant activity in the two used methods.
However, antioxidant activity tended to be lower after 12 hours of tea preparation. Therefore, to preserve the activity,
the H. sabdariffa L. tea should be used up to 12 hours after preparation.
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RESUMO

A espécie vegetal Hibiscus sabdariffa L. ¢ utilizada devido ao seu gosto peculiar e suas propriedades curativas. A
literatura relata propriedades antioxidante, anti-inflamatoria e antidiabética para esta planta. Sua utilizagdo ¢ por meio
do cha, obtido da infusdo de partes da planta, precisamente seu calice seco. Devido a suas propriedades, o consumo
deste cha no Brasil vem crescendo. A avaliagdo da qualidade ¢ importante de forma a garantir a populagao a eficacia
e seguranga de tais produtos. Neste estudo, trés marcas de chas de H. sabdariffa L. foram avaliadas quanto a suas
propriedades antioxidantes, assim como seu perfil fitoquimico por CLAE/DAD. Foram utilizados os métodos de
peroxidagao lipidica e inibi¢ao da formacao do complexo fosfomolibdénio para a avaliacdo da atividade antioxidante.
Para melhor orientagdo do consumo deste cha, foi avaliada a estabilidade da atividade antioxidante apds 1 e 12 horas
do preparo. Na analise cromatografica foi detectada a presenga de acido neoclorogénico para as trés marcas avaliadas.
Os chas apresentaram atividade antioxidante nos dois métodos avaliados. Contudo, a atividade antioxidante tende a
reduzir apds 12 horas. Esta tendéncia a redugdo de atividade possibilita a orientagdo para o consumo do cha de H.
sabdariffa L. até 12 horas apds preparo.

Palavras chave: Hibiscus sabdariffa L.; CLAE; atividade antioxidante.
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INTRODUCAO

Na natureza podem ser encontrados recursos que
contribuem para o aumento da perspectiva de vida da
populagdo. Embora os medicamentos convencionais
estejam bem estabelecidos, a Organiza¢do Mundial de
Satde (OMS) reconhece que grande parte da populagdo
utiliza plantas e suas preparagdes para prevenir ¢ tratar
enfermidades, sendo ainda relatado que a popularidade
da pratica medicinal tradicional vem crescendo global-
mente (1). Nesse cendrio, o cha torna-se uma bebida
popular, devido suas propriedades quimicas que podem
agir diretamente no corpo humano (2).

Como uma opgao de cha nutritivo a partir de plantas
medicinais, tem-se a espécie vegetal Hibiscus sabdariffa
L. (Malvaceae), com distribuicdo incerta, podendo ser
oriunda da India ou da Arabia Saudita. Suas preparagdes
comerciais sdo comumente encontradas como fluido
ou pé para a preparacdo de bebidas instantaneas ou in-
fusdes. O tratamento térmico dos seus calices desidrata-
dos contribuem para a produc¢ao de uma bebida rica em
compostos fendlicos com propriedades antioxidantes,
anti-inflamatorias e antidiabéticas (3).

Hibiscus sabdariffa L. possui alto teor de vitamina
A, C e E; ions de sodio e ferro (4); polissacarideos, pecti-
nas mucilaginosas (5) e compostos fenoélicos: taninos e
as antocianinas, como: delfinidina 3-xilosilglicosideo,
cianidina 3-xilosilglicosideo, cianidina 3-glicosideo ¢ a
delfinidina 3-glicosideo, que sdo detectadas em quanti-
dades elevadas nos calices, sendo responsaveis por con-
tribuir para a coloragdo vermelha intense do mesmo (5);
além da presenca de flavonoides: quercetina, luteolina,
hibiscetina, sabdaretina, gossipetina. Todas substancias
citadas sdo consideradas como constituintes bioativos
importantes no processo da acdo antioxidante.

A presenga de flavonoides nas amostras ¢ de gran-
de interesse, devido a inumeras comprovagdes dos seus
beneficios (6). A alimentacdo saudavel é uma das fer-
ramentas terapéuticas para um envelhecimento satis-
fatorio; desse modo, muitos estudos epidemiologicos
com foco em doengas cronicas concluiram que a forma
mais efetiva de preveng@o para uma doenca especifica
¢ a prevengdo primaria, a qual pode ser efetuada por
meio de uma nutri¢do balanceada (7). Essa prevengao
pode ser obtida com uso de chés, como uma forma de
obtengdo de propriedades que podem reduzir o risco de
doengas (3).

A avaliagdo da qualidade destes chas é importante
para garantir, a populacdo, a eficicia e seguranca de tais
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produtos. Assim, neste estudo, trés marcas de chas de
H. sabdariffa L., disponiveis no mercado do Distrito
Federal, Brasil, foram avaliadas quanto a suas proprie-
dades antioxidantes, assim como seu perfil fitoquimico.
E comum na pratica popular preparar o cha e consumi-
lo em pequenas tomadas ao longo do dia. Desta forma,
foi avaliada também a estabilidade dos chas apods 1 e
12 horas de preparo, de forma a possibilitar uma correta
orientac¢do para o consumo do cha de H. sabdariffa L.

MATERIAL E METODO

Obtencao das amostras. Trés marcas diferentes
de H. sabdariffa L. foram adquiridas no comércio local
do Distrito Federal, Brasil. As diferentes marcas foram
identificadas como produto A, B ¢ C. Todas as amostras
continham o calice seco da espécie vegetal. As amostras
estavam contidas em embalagens plasticas, com de-
scricdo do modo de preparo, nome da espécie, lote, data
de validade e informagdes sobre o distribuidor. Em ape-
nas uma das marcas foram observadas informag¢des nu-
tricionais do produto.

Para a realizag@o dos ensaios, os chas foram prepa-
rados seguindo o modo descrito na embalagem, na qual
todos possuiam a mesma especificacdo. Foi utilizada
uma colher de sobremesa (2 g) do produto sobre uma
xicara de cha (150 mL) de agua fervente. O material
permaneceu em infusdo por 15 minutos, obtendo ao fim
uma concentragdo de 0,013 g/mL do cha.

Ap0s o preparo, os chas foram transferidos e arma-
zenados em garrafas plasticas a temperatura ambiente
(27 °C + 2) até a realizacdo dos diferentes ensaios.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE). A obtengdo do perfil cromatografico por
CLAE foi realizada em cromatégrafo Hitachi com fluxo
de 0,6 mL por minuto com tempo de analise de 55 minu-
tos. Os eluentes utilizados foram acido fosférico 1% e
acetonitrila. A coluna usada no estudo foi LiChroCART
150-4,6 Purospher STAR RP-18¢ -5um e a pré-coluna
foi LiChroCART 4-4,6 Purospher STAR RP-18e -5um.
O intervalo de detecgdo foi de 230 a 600 nm, sendo as
analises realizadas em 354 ¢ 520nm. O software utiliza-
do para obtengdo dos dados foi o EZChrom Elite (ver-
sion 3.3.2 SP1 Scientific Software, Inc.) (8).

A concentragdo de 5 mg/mL foi utilizada para todas
as amostras que foram analisadas por CLAE, sendo as
diluigdes obtidas com uso de agua ultrapura e, em segui-
da, as solugdes foram submetidas a filtragdo em mem-
brana de 0,45 pum.



Atividade antioxidante pelo método do fos-
fomolibdénio. O ensaio foi conduzido a partir da
solugdo reagente [fosfato de sddio tribasico 0,028
M - Na,PO,-12H,0, molibdato de amonio 0,004 M -
(NH,),Mo.0,,) e acido sulfurico 0,6 M - H,SO,] (9). Os
padrdes utilizados como controles positivos foram: aci-
do ascorbico (Fisher Scientific Company) e quercetina
(Sigma), nas concentragdes 0,025; 0,050; 0,075; 0,100;
0,125; 0,150 e 0,200 mg/mL. Os solventes utilizados
foram: 4gua desionizada (4cido ascorbico) e etanol
(quercetina).

Em tubos graduados de fundo conico foram adi-
cionados 100 pL de cada concentracdo das amostras e
1000 pL da solucdo reagente (triplicatas). O branco foi
preparado com 100 pL do solvente respectivo a amostra
e 1000 pL da solugdo reagente. Posteriormente os tubos
foram dispostos em banho-maria (95°C) por 90 minutos.
Apos resfriamento, a leitura das triplicatas foi realizada
em espectrofotometro a 695 nm. As leituras das absor-
bancias das diferentes concentragdes dos padrdes foram
plotadas em grafico de dispersdo e a analise da regressdo
linear dos dados foi estabelecida. A equacdo da reta foi
obtida, a qual foi utilizada para determinacdo da ativi-
dade antioxidante da amostra teste. A atividade foi ex-
pressa em equivalente de acido ascorbico e quercetina.

Atividade antioxidante por inibi¢do da Peroxi-
dacdo Lipidica. Neste ensaio, solugdes reagentes foram
preparadas nas seguintes concentragdes: acido acético
20%, solu¢do de TBA (55,50 mM) em SDS 1,1% (do-
decil sulfato de sodio), solucdo de cloreto de potassio
1,5%, solucdo de gema de ovo 1% em cloreto de potas-
si0, solugdo tampdo fosfato (0,02 mol de NaH,PO, ¢ 0,01
mol de Na,HPO,.7H,0) com pH 7,4 e solugdgo 44PH
[2,2’-azobis(2-metilpropionamidina)] (23,34 mM) em
tampdo fosfato. Como controle da atividade inibitéria
foi utilizado o BHT (hidroxitoluenobutilado) solubiliza-
do em metanol (10). A solugdo mae das amostras foram
preparadas na concentracdo de 1 mg/mL, sendo que a
partir dessas solugdes, a técnica de diluigdo seriada foi
utilizada para a obtencdo das concentragdes: 2,0; 1,8;
1,6; 1,4; 1,2; 1,0; 0,8 e 0,6 ng/mL com a finalidade de
calcular o IC,. As analises foram realizadas em tripli-
cata (n=3).

Para a reagdo, foram adicionados 0,1 mL de cada
concentragdo de BHT ou amostras-teste, 0,5 mL da
solugdo de gema de ovo, 0,4 mL de agua destilada,
0,05 mL de AAPH, 1,5 mL de 4cido acético € 1,5 mL de
solu¢do TBA. Para o controle positivo foram adiciona-
dos todos os componentes menos a amostra, sendo adi-

cionados no lugar da amostra 100 pL de agua destilada.
No controle negativo ndo foram adicionados amostra e
solucdo de A4PH, sendo adicionado, no lugar, o solven-
te de dissolugdo da amostra. Apos adicao dos reagen-
tes, os tubos foram levados a banho-maria (95°C) por
60 minutos. Posteriormente foram adicionados 5 mL de
butanol e centrifugados (11,82 g) por 10 minutos. Em
seguida, em espectrofotometro a 533nm, as absorban-
cias foram lidas (10).

Analise estatistica. Os tratamentos dos dados ob-
tidos nos ensaios foram realizados com a utilizagdo do
software GraphPadPrism® Version 6.0.

Para comparagdo entre as amostras por meio de
analise de variancia, apés observagao da distribuigdo dos
dados (dados com distribui¢do ndo-normal), foi aplicado
teste ndo-paramétrico, como Kruskal-Wallis — Dunn’s.
Os dados foram representados por mediana e intervalo
inter-quartis. Foram consideradas diferencas significati-
vas, os valores com p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE). No perfil cromatografico das amostras por
CLAE/DAD em 354 nm foi observada a presenca de 12
picos principais, sendo possivel a identifica¢ao de acido
neoclorogénico em todas as amostras testadas (Figura
1). A identifica¢do e a quantificagdo do acido neoclo-
rogénico foram obtidas avaliando a similaridade entre
os tempos de retencdo e os espectros na regido de UV da
amostra ¢ o padrdo de acido neoclogénico (Sigma). Foi
calculado o teor do acido neoclorogénico nos chas a par-
tir da equag@o da reta y = 1,457x + 0,1687 (r = 0,9950),
obtida apos regressao linear da area do pico do padrao.
As amostras A, B e C apresentaram 3,31, 3,55 e 3,35
pug/mL de acido neoclorogénico apds 1 hora de preparo
(Tabela 1). Quando comparado estatisticamente (Krus-
kal-Wallis-Dunn’s), os teores de acido neoclorogénico
apos 1 hora de preparo entre as diferentes amostras testa-
das (A, B e C), ndo foi observado diferenca significativa.
Além disso, apds 12 horas de preparo, o teor de acido
neoclorogénico se manteve para a amostra A (100,9%) e
reduziu nas amostras B e C em 12,4% e 52,8%, respec-
tivamente. Apesar de ser observada reducdo aparente do
teor de acido neoclorogénico apds 12 horas de preparo
das amostras, quando realizado o teste estatistico, nao
foi observada diferenga estatisticamente significante.
Contudo, a redugdo apresentada pode ser importante na
pratica com reducdo da atividade biologica.
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Figura 1. Perfil cromatografico em 354 nm das amostras dos chas adquiridos do comércio do Distrito Federal contendo a droga vegetal de H.
sabdariffa L. Analise realizada em Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia - CLAE. Condicdes da analise: Coluna - PurospherStar RP C18e mantida
a 25 °C; Fluxo - 0,6 mL.min; Eluente - acido fosforico 1% (Bomba A) e acetonitrila (Bomba B). Detector -DAD; Cromatograma em 354 nm. 1 -
refere-se ao acido neoclorogénico. As letras A, B e C tratam-se de marcas distintas de chas de H. sabdariffa. 0 nimero “1” posterior as letras A, B
e C refere-se aos chés avaliados apds 1 hora de preparo e o nimero “2” refere-se aos chas avaliados apds 12 horas.

Analisando os cromatogramas na faixa de 520 nm,
foi observado que os chas das marcas A, B e C, manti-
veram qualitativamente o mesmo perfil cromatografico
quando analisadas com 1 e 12 horas apds seus preparos.
Os cromatogramas apresentaram 2 picos principais,
sendo um deles (11,05 minutos) semelhante ao espectro
encontrado na literatura como delfinidina 3-glicosideo,
composto fenolico da classe das antocianinas (Figura 2)
(Tabela 2) (9). Este composto j foi previamente relatado
em chas de H. sabdariffa L. segundo Fernandez-Arroyo
et al. (2011) (11). Atividade antioxidante pelo método
do fosfomolibdénio
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As diferentes amostras do cha foram analisadas
quanto a atividade antioxidante pelo método de inibi¢ao
da formacao do complexo de fosfomolibdénio, que de-
termina de modo quantitativo a redugdo de molibdénio
VI para molibdénio V em pH acido (12).

A quantificacdo desta atividade foi realizada por
meio das curvas analiticas dos padrdes de acido ascor-
bico (y = 4,301x - 0,02141, » = 0,9980) e de quercetina
(y=1,457x+0,1687, r = 0,9950). Todas as amostras do
cha testado apresentaram atividade antioxidante quanto
a formagdo do complexo de fosfomolibdénio. A ativi-
dade foi expressa em equivalente de acido ascorbico e



quercetina. As atividades encontradas equivalentes a Foram observadas redugdes da atividade anti-
quercetina foram: Al (0,233 QE/ug), A2 (0,140 QE/ oxidante pelo método do fosfomolibdénio apds 12
ng), B1 (0,246 QE/ug), B2 (0,116 QE/ug), C1 (0,138 horas do preparo. Estas reducdes foram de 39,9%,
QE/ng) e C2 (0,068 QE/pg) (Figura 3). As atividades 52,9% e 50,7% para as amostras A, B e C, respectiv-
encontradas equivalentes ao acido ascorbico foram: Al amente, em relacdo ao equivalente a quercetina. Em
(0,123 QE/ug), A2 (0,091 QE/ug), B1 (0,127 QE/ng), relagdo ao equivalente acido ascorbico as redugdes
B2 (0,083 QE/ug), C1 (0,090 QE/ug) e C2 (0,082 QE/ para as amostras A, B ¢ C foram de 26%, 34,6% ¢
pg) (Figura 4). 11,1%, respectivamente.

Tabela 1. Teor de acido neoclorogénico por CLAE-DAD das amostras dos chas adquiridos do comércio do Distrito
Federal contendo a droga vegetal de Hibiscus sabdariffa L.

Tempo de retencao Teor de acido neoclorogénico

Area (mAU)

Amostras (D) (hg/mL)
desvio padrao desvio padrao desvio padrao
Al 9,31+ 0,02 242223+41032 0,1694 3,31+0,66
B1 9,33 0,02 256793+12161 0,0474 3,55+0,19
Q1 9,29 + 0,01 2444795370 0,0220 3,35+0,08
A2 9,28 +0,00 243967+3430 0,0141 3,34+0,05
B2 9,33 £0,01 2296286030 0,0263 3,11+0,09
C2 9,37 £0,04 13533645607 0,0414 1,58+0,09

Dados representam a média das triplicatas + DP (desvio padrdo). As letras A,B e C representam lote/marca dos produtos adquiridos contendo a
droga vegetal de H. sabdariffa L. O ndmero “1” posterior as letras A, B e C refere-se aos chas avaliados depois de 1 hora de preparo e o ndmero
“2" refere-se aos chas avaliados ap6s 12 horas de preparo. CV: Coeficiente de variagao.

Atividade antioxidante pela inibicio da Perox- noides podem explicar as propriedades terapéuticas
idacdo Lipidica. O método fundamenta-se na decom- do cha de H. sabdariffa L. Corroborando com este
posicao dos corpos graxos. Deste modo, avaliou-se a preposto, a literatura relata a atividade antioxidante
atividade antioxidante de modo quantitativo por meio da e anti-inflamatoéria para o acido neoclorogénico. Em
reacdo do acido tiobarbitarico (TBA) com os produtos relacdo a atividade antioxidante, o acido neoclo-
de decomposi¢do dos hidroperoxidos. Um dos produtos rogénico atua como receptor de radicais livres e na
dessa reagdo ¢ o malonaldeido que reage com o TBA atividade anti-inflamatoéria, ele inibe citocinas (14).

formando um complexo de cor vermelha. A reagdo acon- As antocianinas sfo responsaveis pela coloragdo

tece em meio acido e em altas temperaturas para aumen- vermelha dos calices de H. sabdariffa L. e também

tar a velocidade e sensibilidade do teste (13). conferem atividade antioxidante, o que possibilita o
Todas as amostras testadas apresentaram atividade bloqueio de radicais livres (9, 15, 16).

de inibicdo da peroxidagdo lipidica. As atividades en- Os resultados obtidos da analise por CLAE/DAD

contradas foram: A1 (IC,: 1,84 ug/mL), A2 (IC,: 1,83 ¢ da atividade antioxidante pelo método fosfomolibdé-
pg/mL), B1 (IC,: 1,31 pg/mL), B2 (IC,: 1,68 pg/mL),  nio indicam instabilidade do cha, pois foram observadas
C1(IC,;: 2,68 ng/mL) e C2 (IC,: 2,81 pg/mL); enquan- redugdes da atividade antioxidante e teor de ativos apos
to o IC, do padrao BHT foi de 1,87 pg/mL (Figura 5). 12 horas do preparo. Mesmo ndo sendo observada sig-

Niao foram observadas diferengas estatisticamente sig- nificancia estatistica dos dados, os resultados mostram
nificativas entre as amostras analisadas ap6s o preparo uma tendéncia que ndo pode ser descartada. Sugere-se
de I e 12 horas. que o usuario consuma o chd no momento do prepa-

A possivel presenca de constituintes como acido ro, pois 12 horas ap6s a preparagdo suas propriedades
neoclorogénico, antocianidinas, entre outros flavo- quimicas tendem a sofrer alteragdes.
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Figura 2. Perfil cromatografico em 520 nm das amostras dos chas das amostras adquiridas do comércio do Distrito Federal contendo a droga veg-
etal de H. sabdariffa L. Andlise realizada em Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia - CLAE. Condiges da analise: Coluna - PurospherStar RP C
e mantida a 25 °C; Fluxo - 0,6 mL.min; Eluente - acido fosforico 1% (Bomba A) e acetonitrila (Bomba B). Detector -DAD; Cromatograma em 520
nm. 2 - refere-se ao possivel pico da delfinidina 3-glicosideo, conforme espectro semelhante descrito por SKAAR e cols. (2014) (17). As letras A,
B e C tratam-se de marcas distintas de chas de H. sabdariffa. O namero “1” posterior as letras A, B e C refere-se aos chas avaliados apds 1 hora
de preparo e o nimero “2” refere-se aos chas avaliados ap6s 12 horas.
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Tabela 2. Dados obtidos na analise dos chas das amostras adquiridas contendo a droga vegetal Hibscus sabdariffa L.

em 520 nm por CLAE-DAD.

po de retencao (min)

(

Amostras
(5 mg/mL) Média +
desvio padrao

Al 11,72+ 0,09
B1 11,64+ 0,02
C1 11,57 + 0,05
A2 11,58 + 0,01
B2 11,65 + 0,00
C2 11,56 + 0,04

Média +
_

737888 + 17406 0,0236
741513 + 1904 0,0026
1156022 + 2081 0,0018
1697067 + 15923 0,0094
436784 + 3712* 0,0085
596824 + 8208 0,0138

Dados representam a média das triplicatas + desvio padrao. As letras A, B e C representam lote/marca dos produtos adquiridos contendo a droga
vegetal de H. sabdariffa L. O nimero “1” posterior as letras A, B e C refere-se aos chas avaliados ap6s 1 hora de preparo e o nimero “2” refere-se
aos chas avaliados ap6s 12 horas de preparo. CV: Coeficiente de variagdo. * p <0,05 em comparagdo a A2 por Kruskal-Wallis - Dunn’s.

0.3+

0.2+

0.1

Equivaléncia de quercetina (pg/mL)

0.0-
v v e ¢ o

Figura 3. Atividade antioxidante expressa em equivaléncia de quer-
cetina por inibicao da formacdao do complexo fosfomolibdénio para
os chas de Hibiscus sabdariffa L. Os dados foram representados por
mediana das triplicatas + intervalo interquartis, sendo considerados
diferentes os dados que apresentaram p< 0,05. Aplicou-se teste Kru-
skal-Wallis - Dunn’s para a comparacdo da atividade antioxidante
(equivalente de quercetina) para os chas (marcas distintas) com
analise ap6s 1 e 12 horas de preparo. As letras A, B e C tratam-se de
marcas distintas de chas de H. sabdariffa L. O ndmero “1” posterior as
letras as A, B e C refere-se aos chas avaliados apds 1 hora de preparo
e o nimero “2” refere-se aos chas avaliados apds 12 horas.

ICs0 (Mg/mL)
»

0.15-

0.00-

Equivaléncia de acido ascoérbico (pg/mL)

PV ¢ ¢

Figura 4. Atividade antioxidante expressa em equivaléncia de aci-
do ascérbico por inibicdo da formagdo do complexo fosfomolibdénio
para os chas de Hibiscus sabdariffa L. Os dados foram representados
por mediana das triplicatas # intervalo interquartis, sendo consider-
ados diferentes os dados que apresentaram p< 0,05. Aplicou-se teste
Kruskal-Wallis - Dunn’s para a comparacdo da atividade antioxidante
(equivalente de &cido ascorbico) para os chas (marcas distintas) com
analise apds 1 e 12 horas de preparo. As letras A, B e C tratam-se de
marcas distintas de chas de H. sabdariffa L. 0 ndmero “1” posterior as
letras A, B e C refere-se aos chas avaliados apds 1 hora de preparo e o
ndmero “2” refere-se aos chas avaliados apds 12 horas.

Figura 5. Atividade antioxidante por inibicdo da peroxidacao lipidica
para os chas de Hibiscus sabdariffa L. Os dados foram representados
por mediana das triplicatas + intervalo interquartis, sendo consider-
ados diferentes os dados que apresentaram p< 0,05. Aplicou-se teste
Kruskal-Wallis- Dunn’s para a comparagdo do I, obtidos para os chas
com analise apds 1 e 12 horas de preparo e BHT. As letras A, B e C
tratam-se de marcas distintas de chas de H. sabdariffa L. O ndmero “1”
posterior as letras A, B e C refere-se aos chas avaliados ap6s 1 hora
de preparo e o nimero “2” refere-se aos chas avaliados apds 12 horas.
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