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RESUMO

Os chas contém quantidades elevadas de compostos bioativos com
propriedades antioxidantes. Considerando o mercado promissor para os chas
prontos para beber, o objetivo desse trabalho foi desenvolver bebidas
empregando extratos de folhas de chas mate e branco, e avaliar a estabilidade
de fendlicos totais e capacidade antioxidante por ABTS e FRAP, ao longo de 8
semanas de armazenamento. Foram elaboradas seis formulac¢des de chéas (80%
vlv de extrato, 6% m/v de aclUcar) com e sem adicdo de sucos de limao ou
péssego. As bebidas foram armazenadas no escuro, em frascos ambar, ou
expostas a radiacdo emitida por lampadas LED, em vidros transparentes, em
temperatura ambiente. O teor de fendlicos totais de todas as formulacdes,
mantidas no escuro, permaneceu estavel ao longo do armazenamento; porém,
foi detectada queda de 20,5% para esses compostos, nas formulagdes de cha
branco, expostas a luz, a partir de 42 dias de armazenamento. Houve um
decréscimo significativo (p < 0,05) na capacidade antioxidante avaliada por
FRAP, para todas as formulacbes de cha, a partir de 2 semanas de
armazenamento, tanto na auséncia quanto na presenca de luz, mostrando que
os fendlicos avaliados nas formulacdes, foram responsaveis por manter essa
capacidade antioxidante, apenas por 2 semanas de armazenamento. Porém, a
excecao das formulacdes de cha branco expostas a luz, os resultados de ABTS
mostraram manutencéo da capacidade antioxidante para todas as formulacdes
dos chas na presenca e auséncia de luz, indicando que a captura do radical livre
de ABTS esteve associada aos fendlicos durante o armazenamento. Os
resultados mostram que os chas prontos para beber formulados com mate,
mesmo gque envasados em embalagem ambar ndo foram estaveis com relacao
ao potencial de reducédo de ferro, contudo preservou o contetdo de fendlicos
totais e a capacidade antioxidante detectada por ABTS. No caso das
formulacdes a base de cha branco, é essencial o envase em frascos ambar,
visando preservar tanto os compostos fendlicos quanto a capacidade
antioxidante por FRAP. Porém, para a manutencdo dessa capacidade
antioxidante, o tempo de armazenamento, na temperatura ambiente, deve ser
de no maximo duas semanas.

Palavras-chave: armazenamento; chas; polifendis; capacidade antioxidante.



1. INTRODUCAO

O cha é a segunda bebida mais consumida no mundo, e um aumento
nesse consumo tem sido observado na ultima década (DA SILVEIRA;
MEINHART; DE SOUZA; CUNHA et al., 2017). O chid-mate é uma bebida obtida
pela infusdo das folhas e ramos da erva-mate (llex paraguariensis) ap0s o
processo de torrefacdo, e o mais popular no Brasil devido a suas propriedades
sensoriais (BARBOZA; CAZAL, 2018; HECK; DE MEJIA, 2007). Além disso, a
erva-mate estd ganhando uma rapida introducdo no mercado mundial devido as
suas propriedades nutricionais e medicinais, tendo sido considerada como um
alimento funcional (BRACESCO; SANCHEZ; CONTRERAS; MENINI et al.,
2011; CARDOZO JUNIOR; MORAND, 2016; FRIZON; PERUSSELLO;
STURION; HOFFMANN-RIBANI, 2018), devido a seu alto teor de componentes
bioativos, especificamente metilxantinas e polifendis (MATEOS; BAEZA;
SARRIA; BRAVO, 2018).

A partir das partes tenras da espécie Camelia sinensis, obtém-se
diferentes tipos de cha, como o cha branco, verde, oolong e preto; com uma
variacao no grau de fermentacéo/oxidacdo, sendo o branco o menos fermentado
e o preto o mais oxidado (KOSINSKA; ANDLAUER, 2014). O cha branco é muito
apreciado na Asia, mas menos conhecido nas comunidades ocidentais
(ALMAJANO; CARBO; JIMENEZ; GORDON, 2008).

Existem mais estudos abordando as propriedades antioxidantes dos chas
preto, verde e oolong, porém, informacgdes limitadas estdo disponiveis sobre o
ché branco. Devido ao menor grau de oxidacéo, o cha branco, assim como o cha
verde, apresenta maior amargor e seria sensorialmente menos atrativo. No
entanto, varios estudos mostram que a capacidade antioxidante do ch& branco
se mostrou semelhante e até mesmo superior a do cha verde (PASTORIZA;
MESIAS; CABRERA; RUFIAN-HENARES, 2017), apontando o grande potencial
atribuido ao consumo desse cha em relacéo aos beneficios a saude.

Os chas prontos para beber, vem sendo produzidos por diversas
empresas, em formulacdes simples ou mistas, com grande aceitacdo pelos
consumidores (PACKAGEDFACTS, 2016). Essa aceitacdo inclui tanto a
praticidade de consumo desses produtos, quanto os efeitos positivos associados

aos chas, como propriedades neuro protetoras, antidiabéticas e anti-
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inflamatorias (ALMAJANO; CARBO; JIMENEZ; GORDON, 2008; RODRIGUES;
OLIVEIRA; NEVES; OVELHEIRO et al., 2019; RODRIGUES; NEVES;
MARTINS; RAUTER et al.,, 2016), tratamento alternativo para alteragbes
metabdlicas relacionadas a obesidade (GAMBOA-GOMEZ; ROCHA-GUZMAN;
GALLEGOS-INFANTE; MORENO-JIMENEZ et al., 2015, ROCHA;
CASAGRANDE; MODEL; DOS SANTOS et al., 2018), dentre outros. A
funcionalidade para o chd mate tem sido relatada in vitro como alto potencial
anti-inflamatério (ROMANA-SOUZA; PIRES; MONTE-ALTO-COSTA, 2015) e in
vivo na melhora da obesidade (CHOI; PARK; KIM; KIM et al., 2017; KIM; OH;
KIM; CHAE et al.,, 2015) e doencas cardiacas (CAHUE; NASCIMENTO;
BARCELLOS; SALERNO, 2019). Uma bebida mista de ch& mate e branco inibiu
in vitro a lipoperoxidacao e efeito antiproliferativo de células tumorais (SANTOS;
DEOLINDO; HOFFMANN; CHAVES et al., 2018).

Assim, a medida em que muitas bebidas de chas prontos para 0 consumo

séo introduzidas no mercado, é importante realizar estudos que verifiguem a
associacao entre tempo e condicdes de estocagem com a perda de compostos
fendlicos e da capacidade antioxidante dessas bebidas, uma vez que essas séo
propriedades essenciais relacionadas aos beneficios desses produtos.
Além disso, a forma mais comum de embalar esses produtos € em garrafas de
politereftalato de etileno (PET) transparentes comercializadas a temperatura
ambiente, o que expbe a bebida a luz, podendo comprometer os bioativos
antioxidantes presentes nessas bebidas.

N&o foram encontrados estudos na literatura sobre a estabilidade de
bebidas de cha branco e mate prontos para o consumo. Alguns estudos
avaliaram a estabilidade desses compostos nas folhas secas desses chas,
armazenadas por periodos diversos. XU; CHEN e WANG (2019) observaram um
decréscimo na capacidade antioxidante de folhas desidratadas de cha branco
estocadas durante 1; 3 e 5 anos. HAZRA; DASGUPTA; SENGUPTA; SAHA et
al. (2020) também relatam perda na estabilidade de fendlicos totais e capacidade
antioxidante de folhas de cha branco ao longo de um ano de estocagem. Com
relacédo a bebidas a base de cha, MUNIANDY; SHORI e BABA (2016) estudaram
a influéncia da adicdo de cha verde, branco e preto sobre a capacidade
antioxidante de um iogurte probidtico durante o armazenamento refrigerado,

enquanto a estabilidade do flavonoide rutina foi avaliada por FRIZON;
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PERUSSELLO; STURION; FRACASSO et al. (2015) em bebidas de cha mate
com soja durante 180 dias de estocagem sob refrigeragéo.
Diante dessa limitagcdo, no presente estudo bebidas prontas para beber
foram elaboradas com sachés de folhas desidratadas de cha branco e mate, a
fim de avaliar mudancas no conteudo de fendlicos totais e na capacidade
antioxidante dessas bebidas durante o armazenamento no claro e no escuro na
temperatura ambiente. A estabilidade das formulac¢des foi avaliada durante um
periodo de 8 semanas de armazenamento no que diz respeito aos compostos
fendlicos totais, e capacidade antioxidante empregando os métodos FRAP e
ABTS.
Esse estudo pode auxiliar na definicdo do tempo e a melhor forma de
acondicionar essas bebidas a fim de manter seu potencial bioativo durante a vida

de prateleira sem prejuizo ao consumidor.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Os reagentes ABTS (acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) e
TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) foram adquiridos da Sigma-Aldrich® e o
reagente de Folin-Ciocateu foi obtido da Dinamica®. Todos 0s outros reagentes
foram de grau analitico.

Os sachés de folhas de cha desidratadas, agucar comercial, liméo fresco e
suco concentrado de péssego foram comprados em mercados locais, no estado
Minas Gerais (MG, Brasil).

2.2 Preparo dos chas pronto para consumo

Para o preparo do extrato aguoso de chda, 21,6 g do material foram
pesados e misturados com 3000 mL de agua potavel fervente, seguido de leve
agitacdo por 10 min. Em seguida a mistura foi transferida para filtro de papel
numero 02 e resfriada a temperatura ambiente.

Esse extrato foi utilizado para o preparo das diferentes formulacfes
variando o tipo do ch@, branco ou mate, com a adicdo ou ndo de suco de fruta
(lim&o ou péssego). Todas as formulacdes foram adicionadas com xarope de

sacarose para atingir um teor final de solidos sollveis de 7 °Brix e o pH foi



ajustado para 3,6 utilizando acido citrico 0,1 mol.L-1. A concentracao final do
extrato de cha nas bebidas foi de 0,57% (m/v).

Ao final, foram obtidas seis formulacbes diferentes, sendo duas sem
adicdo de suco, duas com sabor limdo e duas com sabor péssego, cada uma
contendo extrato de cha branco ou preto.

Apo6s a formulacao, benzoato de sédio e sorbato de potassio a 0,05%
(m/v) foram adicionados as bebidas de cha seguido por pasteurizagcédo a 85 °C
por 60 s. Por fim, as bebidas foram envasadas a quente em garrafas
esterilizadas.

2.3 Estudo de estabilidade

Metade de cada preparacao foi embalada em frascos de vidro ambar e
armazenada no escuro; enquanto a outra parte foi envasada em frascos de vidro
transparentes e exposta a luz LED, ambos a temperatura ambiente por oito
semanas. No dia zero e a cada 2 semanas, trés frascos de cada formulacéo
armazenados em diferentes condi¢des foram avaliados em triplicata quanto ao

conteudo fendlico total e capacidade antioxidante por FRAP e ABTS.

2.4 Determinacéao de fendlicos totais

O teor total de fendlicos (TPC) foi determinado de acordo com
SINGLETON e ROSSI (1965). As amostras das bebidas devidamente diluidas
foram misturadas com 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu (10% v/v) e 2 mL de
solucdo de carbonato de sodio (2% m/v). A mistura foi agitada e mantida a
temperatura ambiente durante 1 h no escuro. A absorbancia foi medida em 750
nm usando um espectrofotdmetro digital UV-vis (Global Analyzer Modelo GTA
97, Sao Paulo, Brasil). Os resultados foram expressos em mg de acido gélico
equivalente (mg AGE.mL-1) de ch& para bebida, usando uma curva de
calibracéo de seis pontos (43, 85, 128, 170, 213 e 255 mg.mL-1).

2.5 Medida da capacidade antioxidante

Para a determinacdo da capacidade de eliminacédo de radicais livres de
cations (ABTSe<+) foi empregada a metodologia descrita por RE; PELLEGRINI;
PROTEGGENTE; PANNALA et al. (1999). Para ativacado do radical livre, 7
pmol.L-1 de ABTS foram misturados a 2,45 ymol.L-1 de persulfato de potassio
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por 16 h, no escuro, em temperatura ambiente. A reducdo da absorbancia em
754 nm (absorbancia inicial = 0,700+0,020) na presenca das amostras foi medida
apos 7 min. Para a construcao da curva de calibracdo, Trolox (13, 25, 75, 125,
175 e 225 mg.mL-1) foi usado como antioxidante padréo e a capacidade
antioxidante equivalente de Trolox (TEAC) expressa em mg Trolox.mL-1 de
bebida.

O ensaio do poder antioxidante redutor do ferro (FRAP) foi efetuado
empregando o método de BENZIE e STRAIN (1996) com pequenas
modifica¢des. O reagente FRAP foi gerado pela reacdo de 2,1 mL de TPTZ 10
mmol. L-1 com 2,1 mL de cloreto férrico 20 mmol.L-1 na presenca de 25 mL de
tampdo acetato 0,3 mol.L-1. ApGs ativacdo, 3,6 mL do reagente FRAP foi
adicionado a um volume de 0,4 mL das amostras de bebidas, devidamente
diluidas, seguido de incubacéao a 37 ° C por 30 min. A absorbancia da mistura
de reacdo foi medida a 595 nm, usando como branco o reagente FRAP
adicionado de agua destilada. Para a calibracéo foi utilizado o Trolox (25, 50,
100, 150, 200 e 250 mg.mL-1) e o TEAC expresso em mg Trolox.mL-1 de bebida.

2.6 Analise estatistica

Os valores calculados foram exibidos como médiatdesvio padrdo. A
comparacao entre as respostas foi avaliada por meio de um teste de Tukey, apés
a execucdao da analise de variancia (ANOVA). Probabilidades menores que 0,05
foram consideradas ao rejeitar a hipétese nula. O software R foi utilizado para

realizacdo das analises.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Fendlicos totais para as bebidas a base de cha mate na auséncia e
presencade luz
As Figuras la e 1b mostram os resultados para fendlicos totais nas
bebidas de cha mate, ao longo de 8 semanas de armazenamento ha auséncia e

na presenca de luz, respectivamente.
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Figura 1: Fendlicos totais na bebida de cha mate na auséncia (a) e na presenca (b) de
luz ao longo do armazenamento, para os sabores Natural (m), Lim&o (=) e Péssego (O).
Diferentes letras mailsculas e minUsculas representam diferenca significativa (p<0,05) entre
sabores de cha e ao longo do periodo de armazenamento, respectivamente.

Os valores iniciais de fenélicos variaram de 0,86 a 0,89 mg AGE.mL* de
bebida, e ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) entre os sabores empregados.
Outros estudos avaliaram as concentracfes de fendlicos totais em diferentes
tipos de amostras de cha mate. Bravo et al. (2007), encontraram o valor de
0,74 mg AGE.mL* de cha na infusédo de 1,0 g de mate em 100 mL de agua por
5 min; SANTOS; DEOLINDO; HOFFMANN; CHAVES et al. (2018) reportaram
0,92 mg AGE.mL* em uma infusdo empregando 2,0 g por 100 mL durante 10
min e RODRIGUES; DA SILVA; DOS SANTOS; ZIELINSKI et al. (2015)
encontraram 0,88 mg AGE.mL™* de cha na infusédo de 2,0 g de mate em 100 mL
CAZAL (2019) relata um valor de 1,54 mg AGE.mL! na infusdo aquosa de saché
de mate (0,8 g.100 mL!) a 96 °C por 10 min. Considerando que as bebidas de
mate formuladas no presente estudo possuem 0,57 g de extrato em 100 mL, uma
concentracdo inferior as infusbes, e que ainda passaram pelo processo de
pasteurizacao, pode-se equiparar em termos de fendlicos totais, os chas prontos
para beber as infusées recém-preparadas.

Teores inferiores de fendlicos totais em extratos aquosos de cha mate
foram encontrados na literatura (BASSANI; NUNES; GRANATO, 2014,
MORAES-DE-SOUZA; OLDONI; CABRAL; DE ALENCAR, 2011; MORAES-DE-
SOUZA; OLDONI; REGITANO-D'ARCE; ALENCAR, 2008; ZIELINSKI;
HAMINIUK; ALBERTI; NOGUEIRA et al., 2014), empregando uma relacdo
massa de soluto/agua proxima ou superior aquela utilizada em nosso estudo, e
com binbmios tempo/temperatura de extracdo semelhantes aos trabalhos supra

relatados. Esses resultados exemplificam como as diferentes condi¢cdes de



preparo das infusdes podem influenciar na quantidade de fendlicos totais
extraidos, além de variacdes nas matérias-primas (condi¢des de cultivo e
colheita), condi¢cbes de processamento e estocagem, que também afetam a
composicdo fitoquimica e a concentracdo desses compostos nos chas e,
portanto a qualidade do produto disponivel ao consumidor (CHANG; LIN;
CHANG; HUANG et al., 2020; HECK; SCHMALKO; GONZALEZ DE MEJIA,
2008; RIACHI; SIMAS; COELHO; MARCELLINI et al., 2018; ZIELINSKI;
HAMINIUK; ALBERTI; NOGUEIRA et al., 2014).

N&o houve reducéo significativa (p<0,05) nos teores de fendlicos para as
formulagbes mantidas no escuro, ao longo do periodo de armazenamento,
mostrando estabilidade desses compostos para essa condicao.

Para as formula¢bes dos chas expostos a luz (Figura 1b), observa-se que
o perfil exibido de teores de compostos fendlicos, ao longo das 8 semanas,
segue 0 mesmo comportamento para as trés diferentes formulacées dos chas
mate, ndo havendo diferenca estatistica entre elas (p>0,05). Ao final do tempo
de estocagem houve reducéao de 4,3; 4,0 e 2,5% nas concentragdes de fendlicos
para as bebidas sabor natural, limdo e péssego, respectivamente. E interessante
notar que a exposicao a luz ndo levou a perda expressiva ha quantidade de
fendlicos totais, no periodo avaliado, o que é um resultado bastante promissor
para os chas mate prontos para consumo, comercializados em garrafas

transparentes.

3.2 Fendlicos totais para as bebidas a base de cha branco na auséncia e
presencade luz

Com relacdo ao cha branco, os resultados para as formulacdes na
auséncia e presenca de luz, estdo apresentados nas Figuras 2a e 2b,

respectivamente.
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Figura 2: Fendlicos totais na bebida de cha branco na auséncia (a) e na presenca (b) de
luz ao longo do armazenamento, para os sabores Natural (m), Limdo (m) e Péssego (O).
Diferentes letras mailsculas e minUsculas representam diferenca significativa (p<0,05) entre
sabores de cha e ao longo do periodo de armazenamento, respectivamente.

Os valores de fendlicos totais das formulac6es a base de ch& branco, no
tempo zero de armazenamento, variaram de 1,73 a 1,78 mg AGE.mL* de ch4, e
s&o superiores aos teores reportados por RUSAK; KOMES:; LIKIC; HORZIC et
al. (2008) e NAKAMURA; SILVA; DA SILVA; DE SOUZA et al. (2013) de 1,0 e
0,92 mg AGE.mL™, em infusdes aquosas com concentracdes de 1,0 e 0,64 g de
folhas em 100 mL, respectivamente.

ZIELINSKI; GRANATO; ALBERTI; NOGUEIRA et al. (2015) encontraram
um valor de 2,25 mg AGE.mL™* para infusdo aquosa de cha branco, preparada
na proporcéo de 2 g.100 mL* e SANTOS; DEOLINDO; HOFFMANN; CHAVES
et al. (2018) reportaram 1,29 mg AGE.mL* em extrato aquoso de cha branco
nas mesmas propor¢cdes massa de soluto/agua. XU; CHEN e WANG (2019)
prepararam um extrato aquoso aproveitando o residuo das folhas de cha branco
retido no filtro e obtiveram um teor de fendlicos de 1,98 mg AGE.mL! em uma
concentracdo final de 1,0 g.100mL*?. Avaliando as bebidas de cha branco
preparadas no presente estudo com concentracdo final de extrato de
0,57 g.100 mL*, os teores de fendlicos de 1,73 a 1,78 mg AGE.mL™, sédo
bastante expressivos e podem oferecer beneficios semelhantes as infusées de
ch& branco reportadas.

Os valores de fendlicos encontrados nas formulagdes de cha branco
foram superiores aos teores desses compostos no cha mate (Figura 1a). Esses
resultados corroboram com outros estudos empregando extratos agquosos
desses chas (NAKAMURA; SILVA; DA SILVA; DE SOUZA et al., 2013; OH; JO;
CHO; KIM et al., 2013; RODRIGUES; DA SILVA; DOS SANTOS; ZIELINSKI et



al., 2015; SANTOS; DEOLINDO; HOFFMANN; CHAVES et al., 2018; ZIELINSKI;
HAMINIUK; ALBERTI; NOGUEIRA et al., 2014).

Vale ressaltar que esses chas se originam de ervas de diferentes origens
botanicas, enquanto o ch& branco pertence a espécie Camelia sinensis, o cha
mate € da espécie llex paraguariensis. Além disso, os métodos empregados com
a matéria-prima para obtenc@o do ch& mate séo diferentes em relacdo ao cha
branco. No ché& branco, os brotos jovens da C. sinensis séo colhidos e protegidos
da luz solar para evitar a degradacao de polifendis obtendo um cha levemente
fermentado (HAZRA; DASGUPTA; SENGUPTA; SAHA et al., 2020; SANTOS;
DEOLINDO; HOFFMANN; CHAVES et al., 2018). Para o ch4 mate, as folhas
passam pelo sapeco (temperaturas elevadas) para inativar as enzimas
oxidativas, seguido de secagem e torrefacdo (BERTE; RODRIGUEZ-AMAYA;
HOFFMANN-RIBANI; JUNIOR, 2014; ESMELINDRO; TONIAZZO; WACZUK;
DARIVA et al., 2002).

O comportamento de fendlicos totais para as trés formulacdes de cha
branco na auséncia de luz foi similar aquele observado para as formulacbes
empregando extrato de cha mate armazenado no escuro (Figura 1a), ou seja,
nao houve perda significativa (p<0,05) desses compostos ao longo do tempo de
estocagem.

No entanto, para as formulacdes contendo extratos de cha branco,
submetidos a presenca de luz, foi detectado um decréscimo significativo de 31;
24 e 31% nos teores de fendlicos, para sabores natural, limdo e péssego,
respectivamente ao final do tempo de armazenamento (Figura 2b). Uma
diferente resposta foi obtida para as bebidas preparadas com extrato de cha
mate (Figura 1b), onde a perda nos teores de compostos fendlicos foi de oito a
dez vezes menor ao final do periodo de estocagem. Esse resultado sugere que
a composicao quimica dos fendlicos presentes no cha branco é mais sensivel a
presenca de luz e, portanto, bebidas comercialmente elaboradas com esse cha
devem ser envasadas em frascos ambar ou opacos, para protecdo desses
compostos, no caso de armazenamento superior a seis semanas.

Os principais fendlicos presentes nas folhas do cha branco da Camelia
sinenses sdo as epigalocatequina galato (EGCG) e as epigalocatequina (ECG)
(DAMIANI; BACCHETTI; PADELLA; TIANO et al., 2014; KARORI; WACHIRA;
WANYOKO; NGURE, 2007) enquanto que na llex paraguanienses derivados do
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acido hidroxicindmico (acido clorogénico) e flavonoides compreendem 90% e
10% dos fenois do mate, respectivamente (MATEOS; BAEZA; SARRIA; BRAVO,
2018). Assim, pode-se pressupor que as catequinas presentes nas formulacoes
com cha branco que inicialmente reagiram com o Folin-Ciocalteu, sofreram um
decréscimo maior ao longo do armazenamento na presencga da luz LED quando
comparado as espécies derivadas do acido hidroxicinamico, conferindo uma

maior estabilidade as formulacfes de cha mate.

3.3 Capacidade antioxidante por FRAP para as bebidas a base de cha mate
na auséncia e presencga de luz

O efeito do tempo de armazenamento nos valores da capacidade
antioxidante das bebidas de cha mate avaliada por FRAP, na auséncia (a) e

presenca (b) de luz, estédo apresentados na Figura 3.
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Figura 3: Capacidade antioxidante medida por FRAP nas bebidas de cha mate na
auséncia (a) e na presenca (b) de luz ao longo do armazenamento, para os sabores Natural (m
), Lim&o (=) e Péssego (O). Diferentes letras mailsculas e mindsculas representam diferenca
significativa (p<0,05) entre sabores de chad e ao longo do periodo de armazenamento,
respectivamente.

Os valores para a capacidade antioxidante inicial dessas formulacfes
variaram de 0,91 a 0,98 mg Trolox.mL* de cha. ZIELINSKI; HAMINIUK;
ALBERTI; NOGUEIRA et al. (2014) encontraram 1,27 mg Trolox.mL* em
infusdes de 2,0 g de folhas de cha mate para 100 mL de agua. BRAVO; GOYA
e LECUMBERRI (2007) reportam 1,93 mg Trolox.mL™* de infusdo de 1 g de cha
para 100 mL de agua. Esses valores para capacidade antioxidante sao
compardaveis aos reportados nesse estudo, considerando a origem e forma de

apresentacao das matérias-primas (sachés ou folhas secas), além das diferentes
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raz0es massa/soluto, encontradas nas infusdes e nas bebidas prontas para
beber.

O perfil de decréscimo da capacidade antioxidante exibido pelas
formulagfes dos chas seguiu a mesma tendéncia tanto na auséncia ou presenca
de luz, ou seja, todos apresentaram uma queda a partir de duas semanas de
estocagem.

Foi possivel notar um decréscimo significativo (p<0,05) para todas as
formulagbes ao longo do periodo de estocagem, com uma queda expressiva de
mais de 70% dos valores iniciais ha quarta semana de armazenamento.

E interessante notar que os compostos fendlicos das formulacées do cha
mate se mantiveram estaveis ao longo de todo o tempo de armazenamento
(Figuras la e 1b) enquanto as capacidades antioxidantes apresentaram
decréscimo de cerca de 72% e 82% em relacao aos valores iniciais, na auséncia
e presenca de luz, respectivamente. Portanto, € possivel sugerir que o0s
compostos responsaveis pela capacidade antioxidante detectada por FRAP a
partir de duas semanas de armazenamento ndo correspondem aos fendlicos
totais que foram doseados pelo reativo de Folin-Ciocalteu, uma vez que a
estabilidade oxidativa das bebidas de cha nédo foi assegurada pelos teores
invariaveis de compostos fendlicos presentes por todo o periodo de

armazenamento.

3.4 Capacidade antioxidante por FRAP para as bebidas a base de cha
branco na auséncia e presencade luz

A Figura 4 mostra os resultados obtidos para a capacidade antioxidante
avaliada pelo método FRAP nas formulacdes de chas branco armazenados na

auséncia (a) e exposicéao (b) a luz.
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Figura 4: Capacidade antioxidante medida por FRAP nas bebidas de cha branco
na auséncia (a) e presenca (b) de luz, ao longo do armazenamento, para 0s sabores
Natural (m), Limdo (m) e Péssego (m). Diferentes letras mailsculas e minusculas
representam diferenca significativa (p<0,05) entre sabores de cha e ao longo do periodo

de armazenamento, respectivamente.

No tempo zero de armazenamento, € possivel observar que as trés
formulacdes de chas branco apresentaram valores similares de capacidade
antioxidante (2,18 a 2,24 mg Trolox.mL? de chd). ZIELINSKI; GRANATO;
ALBERTI; NOGUEIRA et al. (2015) reportam um valor de 3,08 mg Trolox.mL*
para cha branco na relacdo massa/solvente de 2 g. 100 mL! e JIMENEZ-
ZAMORA; DELGADO-ANDRADE e RUFIAN-HENARES (2016) encontraram um
valor de 2,39 mg Trolox.mL? de infusdo de cha branco (1,34 g.100 mL™),
resultados comparaveis aos encontrados nesse estudo, cujas formulacbes
apresentam concentracao inferior, ou seja, 0,57 g de extrato em 100 mL de
bebida.

Os valores de capacidade antioxidante para as bebidas de cha branco sao
superiores aqueles encontrados para o cha mate, como ja evidenciado por outros
autores (DA SILVEIRA; MEINHART; DE SOUZA; CUNHA et al., 2017,
RODRIGUES; NEVES; MARTINS; RAUTER et al., 2016; SANTOS; DEOLINDO;
HOFFMANN; CHAVES et al., 2018). O ch& branco contém um alto teor de
flavan-3-ol e taninos condensados, compostos com um grande numero de
grupos hidroxila presentes em sua estrutura quimica, o que explica o alto poder
antioxidante (ARON; KENNEDY, 2008).

No entanto, se esses valores forem normalizados para o teor de fendlicos
presentes nas amostras de ambos os chas, a capacidade antioxidante tende a
se aproximar. A tabela 1, resume os valores encontrados apés a normalizacao

para as diferentes formulacdes.
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Tabela 1. Valores de capacidade antioxidante média entre as bebidas de ch& apds o
preparo e normalizada para o teor de fendlicos.

Fendlicos totais  Capacidade antioxidante por FRAP
(mg AGE.mL™?) (mg Trolox.mL?)  (mg Trolox/mg AGE)
Branco 1,78 2,24 1,26
Mate 0,87 0,98 1,13

Formulacdes

A mesma analogia foi realizada por BRAVO; GOYA e LECUMBERRI (2007)
ao comparar valores de capacidade antioxidante obtidos por FRAP entre
infusBes de chas mate, preto, verde, vinhos e suco de laranja com resultados
semelhantes. CHANDRA e GONZALEZ DE MEJIA (2004) mostraram que o cha
mate exibiu maiores valores de capacidade antioxidante que o cha verde,
avaliada pelo método ORAC e normalizada pelo teor de fendlicos. Segundo
esses autores, essa forma de expressar a capacidade antioxidativa € valida,
desde que os teores de fendlicos se relacionem de forma direta com os valores
da capacidade antioxidante, como foi evidenciado para as bebidas de cha mate
(MATEOS; BAEZA; SARRIA; BRAVO, 2018; VALERGA; RETA; LANARI, 2012).

Portanto, as infusbes de Illex paraguariensis tdo bem aceitas
sensorialmente e largamente consumidas no Brasil e na América Latina, bem
como bebidas prontas para beber formuladas com extratos dessas folhas,
podem ser comparadas a infusbes de Camelia sinensis (cha branco) uma vez
gue possui alta atividade antioxidante associada a presenca de seus compostos
fendlicos.

Para as bebidas de cha branco a queda na capacidade antioxidante foi de
47 a 50% na quarta semana de armazenamento, e, portanto, um decréscimo
menor que aqueles exibidos pelas formulagdes contendo o cha mate (Figura 4a).
Ainda, na auséncia de luz, a capacidade de reducdo dos ions ferro para as
amostras das bebidas se manteve durante o periodo no qual os teores de
compostos fenodlicos ndo sofreram nenhuma alteracdo (Figura 2a). Esses
resultados sugerem que os fendlicos presentes nas formula¢des de cha branco,
na auséncia de luz seriam os responsaveis por manter a capacidade antioxidante

por FRAP, durante 2 semanas de estocagem.
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Quando as bebidas de cha branco foram expostas a luz, foi observada
uma reducdo de 50% na capacidade antioxidante em 2 semanas de
armazenamento (Figura 4b), ou seja, perda mais acelerada na capacidade
oxidativa comparada as amostras mantidas no escuro. Esse rapido decréscimo
demonstra uma maior sensibilidade a luz dos compostos fendlicos (EGCG e
ECG) responséveis por manter a capacidade de reducéo de ions ferro.

A gqueda na capacidade antioxidante, nas formulacbes submetidas a
presenca de luz, ndo correspondeu nem ao tempo e nem a propor¢do dos
decréscimos observados nos teores de fendlicos, que ocorreram somente apés
6 semanas de armazenamento e foi em torno de 30%, para as mesmas
condicbes de armazenamento (Figura 2b). Esses resultados mostram que a
partir de 4 semanas ao abrigo da luz e de 2 semanas expostas a luz, os fendlicos
ainda podiam ser detectados nas formula¢gdes (Figuras 2a e 2b), porém, nao
garantiram a manutencdo na capacidade antioxidante dessas bebidas.

A tendéncia de queda se manteve menor ao longo dos dias seguintes,
com comportamento similar para todas as trés bebidas de cha branco analisadas
neste experimento. Ao final do periodo de armazenamento, foi observado que
os valores de capacidade antioxidante dos chas reduziram drasticamente (queda
de 91%) em relacdo aos valores iniciais, o que influencia diretamente no tempo
de estocagem de chas prontos para consumo a base do extrato de cha branco
em embalagens que permita o contato dos produtos com a luz.

CORDERO; CANALE; RIO e BICCHI (2009) avaliaram a influéncia do
material de embalagem no tempo de meia vida de catequinas em bebidas
prontas para beber e observaram maior decréscimo desses compostos nas
bebidas comercializadas em garrafas de poliestireno seguido de garrafas de
polietileno (PET). As catequinas presentes nas bebidas envasadas em latas de
aluminio apresentaram maior meia vida devido a baixa permeabilidade ao ar e a

luz UV dessas embalagens.

3.5 Capacidade antioxidante por ABTS para bebidas a base de cha mate
Na Figura 5 estéo apresentados os resultados da capacidade antioxidante
avaliada pelo método ABTS, para as bebidas de cha mate mantidas no escuro

(a) ou expostas a luz (b).
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Figura 5: Capacidade antioxidante medida por ABTS nas bebidas de cha mate na
auséncia (a) e presenca (b) de luz, ao longo do armazenamento, para 0s sabores Natural (m),
Limdo (m) e Péssego (O). Diferentes letras mailsculas e mindsculas representam diferenca
significativa (p<0,05) entre sabores de cha e ao longo do periodo de armazenamento,
respectivamente.

Os valores iniciais da capacidade antioxidante variaram de 0,71 a 0,74
mg Trolox.mL* de chid. RODRIGUES; DA SILVA; DOS SANTOS; ZIELINSKI et al.
(2015) reportaram um valor de 1,82 mg Trolox.mL* em infuséo de 2,0 g de cha
em 100 mL de agua. Sendo a concentragao final de extrato nas bebidas de 0,57
g para 100 mL, a capacidade antioxidativa exibida para capturar o radical ABTS
pode ser comparada entre a infusdo e as bebidas de cha pronto para beber.

As formulagcbes a base de cha mate armazenadas no escuro
apresentaram quedas de aproximadamente 23% ao final do periodo de
estocagem enquanto nas analises realizadas por FRAP houve um decréscimo
de cerca de 72%, a partir de duas semanas na auséncia de luz (Figura 3a).

Para as formulacdes armazenadas em exposicéo a luz LED (Figura 5b),
foi observada uma reducao de 31 % na capacidade antioxidante para capturar o
radical ABTS, revelando o efeito da presenca da luz na capacidade oxidativa das
formulacdes. No entanto, comparando com os resultados obtidos por FRAP
(Figura 3b), cujo decréscimo foi de 82% ao final de oito semanas de
armazenamento, as formulacdes de cha mate ainda possuem 69% de
capacidade para capturar os radicais ABTS comparado a apenas 18% para
reduzir os ions de ferro.

E interessante notar que tanto o perfil de mudancas para a atividade
antioxidante quanto os valores de Trolox mensurados na presenca de luz € muito
similar aquele observado na auséncia de luz (Figuras 5a e 5b). Além disso,

também ndo houve diferenca no teor de fendlicos para essas formulagdes, tanto
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na auséncia quanto na presenca de luz (Figuras 3a e 3b). Esses resultados
mostram que a manutencgédo de grande parte da capacidade antioxidante, para
capturar o radical livre de ABTS, nas formulagdes de cha mate, esté parcialmente
associada a presenca dos fendlicos totais detectados por Folin-Ciocalteu.

Em resumo, a capacidade antioxidante das amostras de cha mate
avaliada por ABTS se relacionou com os teores de fendlicos totais ao longo do
periodo de estocagem avaliado, tanto na presenca quanto na auséncia de luz.
No entanto, diferente comportamento foi observado para essas bebidas quando
se empregou o método FRAP, onde os fendlicos totais se mantiveram constantes
enquanto a habilidade para reduzir os ions ferro sofreu um grande decréscimo a

partir de duas semanas de armazenamento.

3.6 Capacidade antioxidante por ABTS para bebidas a base de cha
branco
Para as bebidas formuladas a partir de cha branco, os resultados obtidos

para a atividade antioxidante pelo método ABTS, estdo dispostos na Figura 6.
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Figura 6: Capacidade antioxidante medida por ABTS nas bebidas de cha branco na
auséncia (a) e presenca (b) de luz, ao longo do armazenamento, para os sabores Natural (m),
Liméo (m) e Péssego (O). Diferentes letras mailusculas e mindsculas representam diferenca
significativa (p<0,05) entre sabores de cha e ao longo do periodo de armazenamento,
respectivamente.

Os valores de capacidade antioxidante para ABTS variaram de 1,83 a 1,89
mg Trolox.mL™. Esse valor é comparavel ao reportado por RUSAK; KOMES;
LIKIC; HORZIC et al. (2008) que foi de 1,45 mg Trolox.mL™* em infus&do de folhas
de cha branco em saché e também ao valor encontrado por JIMENEZ-ZAMORA,;
DELGADO-ANDRADE e RUFIAN-HENARES (2016) de 2,49 mgTrolox.mL? de
infusdo de cha branco (1,34 g.100 mL"1), considerando que as formulacbes de

ch& contém 0,57 g extrato em 100 mL de bebida.

16



Em um estudo empregando diferentes tipos de plantas, JIMENEZ-
ZAMORA; DELGADO-ANDRADE e RUFIAN-HENARES (2016) mencionam que a
necessidade diaria total recomendada de capacidade antioxidante, medida por
TEAC e calculada pelo método ABTS € de 3549 umol Trolox. Esses autores
concluiram que uma xicara dos chas que foram avaliados forneceu em média
1553 pmol Trolox (389,0 mg Trolox), sendo uma boa fonte de antioxidantes para
a dieta humana. Portanto, os valores encontrados nesse estudo para uma xicara
das bebidas de cha branco fornecem 447,2 mg de Trolox, o que corresponde a
50,3% dessa recomendacéao.

Observa-se que, ao final do periodo de estocagem, todas as trés
formulacBes mantidas ao abrigo da luz se mantiveram estaveis, com nenhuma
gueda brusca da atividade antioxidante avaliada por ABTS; comportamento
similar foi observado para as formulacbes a base de cha mate (Figura 5a).
Diferente resultado foi obtido para as bebidas de cha mate e branco avaliadas
pelo método FRAP (Figuras 3a e 4a).

A resposta desigual observada para as atividades antioxidantes pelos
métodos FRAP e ABTS em nosso estudo, também foi encontrada em um estudo
reportado por MUNIANDY; SHORI e BABA (2016). Esses autores verificaram que
a capacidade antioxidante medida por FRAP reduziu enquanto aquela avaliada
por outro método de captura de radical livre (DPPH) se manteve ao longo do
periodo de 21 dias de estocagem para trés formulacdes de iogurte probiotico
acrescido de chas verde, branco e preto a 4 °C.

Como mostrado na Figura 6B, as mesmas bebidas ao serem expostas a
radiacdo luminosa apresentaram queda em torno de 29% na capacidade
antioxidante, em apenas 2 semanas de armazenamento, indicando perda na
habilidade para manter a captura do radical livre de ABTS. Semelhante queda
na presenca de luz foi observada para os teores de fendlicos presentes no cha
branco (Figura 2b), mostrando que esses compostos sdo 0s responsaveis pela
capacidade antioxidante para capturar o radical ABTS nesses chas, e que eles
sdo sensiveis a presenca de luz.

A atividade antioxidante nesse estudo foi caracterizada pelo método
FRAP, que mede o poder redutor dos antioxidantes, e o0 ensaio ABTS, que avalia
a atividade de capturar radicais livres pelas bebidas de cha mate. Respostas

diferentes podem ser obtidas entre os métodos devido ao fato de que a
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capacidade antioxidante ndo depende exclusivamente da presenca de
compostos fendlicos, mas sim da identidade dessas espécies existente em uma
amostra (BASTOS; SALDANHA; CATHARINO; SAWAYA et al., 2007).

Devido as limitacdes e diferencas da maioria dos métodos in vitro para a
determinacdo da atividade antioxidante € recomendado o uso de pelo menos
dois ensaios na determinagdo da atividade antioxidante para matrizes
alimentares, como bebidas (SCHLESIER; HARWAT; BOHM; BITSCH, 2002). Dessa
forma, esse estudo vem corroborar com essa recomendag&o, ao mostrar que 0s
dois métodos empregados para avaliagdo da capacidade antioxidante das
bebidas de cha, ao longo do tempo de armazenamento e na presenca de luz,
exibiram habilidades distintas frente a presenca de moléculas alvo no meio de

reacao.

4. CONCLUSOES

Todas as formulagcbes de cha mate e branco foram estaveis quanto ao
teor de fendlicos totais por todo o periodo de armazenamento, na auséncia de
luz. Quando expostas a luz, foi observada reducdo de 30% para os fendlicos
apenas para as bebidas de cha branco, o que sugere que a composi¢ao quimica
dos fenolicos presentes no cha branco seja mais sensivel a presenca de luz.

O armazenamento promoveu uma queda expressiva na capacidade
antioxidante avaliada por FRAP para as bebidas de cha mate em relacdo aos
valores iniciais de 72% e 82%, na auséncia e presenca de luz, respectivamente,
enquanto os fendlicos se mantiveram estaveis durante todo esse periodo. Para
as bebidas de cha branco a queda na capacidade antioxidante por FRAP foi de
47 a 50% e, portanto, um decréscimo menor que aqueles exibidos pelas
formulacdes contendo o cha mate.

A reducdo na atividade antioxidante medida por ABTS na presenca de luz
foi bem inferior quando comparado a capacidade oxidante avaliada por FRAP. A
capacidade antioxidante das amostras de cha mate avaliada por ABTS se
relacionou com os teores de fendlicos totais ao longo do periodo de estocagem
avaliado, tanto na presenca quanto na auséncia de luz, ao contrario do
comportamento observado quando se empregou o método FRAP.

Os consumidores estdo mais conscientes sobre a relacdo entre o

consumo de cha e suas funcionalidades para a saude, que estao relacionadas
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com a concentracdo dos compostos bioativos presentes nessas bebidas. Esse
estudo sugere que para haja a protecdo dos compostos fendlicos e manutencao
da atividade antioxidante, as bebidas elaboradas com os chas branco e mate
devem ser envasadas em frascos &mbar ou opacos e armazenadas por até duas

semanas em temperatura ambiente.
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ABSTRACT
Teas contain high amounts of bioactive compounds with antioxidant properties.
Considering the promising market for ready-to-drink teas, the objective of this
work was to evaluate the stability of mate and white tea drinks, over 8 weeks of
storage regarding to total phenolic content and the antioxidant capacity assessed
by FRAP and ABTS. The drinks were stored in the dark, in amber bottles, or
exposed to radiation emitted by LED light, in transparent glasses, at room
temperature and the analyzes carried out every 2 weeks. The total phenolic
content of all mate tea formulations kept in the dark and exposed to light,
remained stable throughout storage. In the case of white tea formulations
submitted to the presence of light, a drop of 24 to 31% in the levels of phenolics
was detected at the end of the storage time. There was a significant decrease
(p<0.05) in the antioxidant capacity assessed by FRAP, for all tea formulations,
with a significant drop after 2 weeks of storage, both in the absence and in the
presence of light. The ABTS results showed little change in the antioxidant
capacity for all tea formulations in the absence of light, however, in the presence
of light there was a drop of 31 to 44% for mate and white teas, respectively. The
results show that the ready-to-drink teas, even if packaged in amber packaging,
were not stable with respect to the potential for iron reduction, however preserved
the total phenolic content and the antioxidant capacity detected by ABTS. In the
case of formulations based on white tea, it is essential to fill them in amber bottles,
in order to preserve both the phenolic compounds and the antioxidant capacity.
However, to maintain this antioxidant capacity, the storage time, at room

temperature, should be a maximum of two weeks.
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