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Os chés sdo ricos em compostos com propriedades antioxidantes que devem ser preservadas em bebidas
elaboradas a partir de seus extratos. Nesse estudo, a estabilidade de compostos fendlicos totais (CFT) e a
capacidade antioxidante (CA) pelos métodos ABTS e FRAP foram avaliadas em formulac6es de chd mate
e branco prontas para beber (sabores natural, limdo e péssego). As bebidas foram armazenadas por 8
semanas em frascos ambar ou expostas a luz, em temperatura ambiente e analisadas a cada 2 semanas. O
teor de CFT das formulagdes com cha mate no escuro e expostas a luz permaneceu estavel durante o
armazenamento. Para as formulagdes de cha branco expostas a luz, foi detectada uma queda de 24 a 31%
nos teores de CFT ao final do armazenamento. Houve uma queda expressiva na CA avaliada por FRAP,
nas formulacdes de chd, a partir de 2 semanas de armazenamento, na auséncia e presenca de luz. Pouca
alteracdo na CA das bebidas avaliada pelo método ABTS foi observada no escuro, enquanto na luz houve
queda de 31 a 44% para 0s chas mate e branco, respectivamente. Os chéas prontos para beber, mesmo que
envasados em embalagem &mbar, ndo foram estaveis com relagdo ao potencial de reducdo de ferro.
Contudo, o contetido de CFT e a CA por ABTS foram preservados. Os compostos fendlicos e a CA, das
formulacdes & base de ché branco e do mate sdo conservados desde que as bebidas sejam envasadas em
frascos &mbar a temperatura ambiente, por no maximo duas semanas.

Palavras-chave: estabilidade, Camellia sinensis, llex paraguariensis.

Teas are rich in compounds with antioxidant properties that must be preserved in drinks made from their
extracts. In this study, the stability of total phenolics compounds (TPC) and the antioxidant capacity (AC)
were evaluated in ready-to-drink mate and white tea formulations in the flavors of natural, lemon and
peach. The drinks were stored for 8 weeks in amber bottles or exposed to light, at room temperature, with
analyzes performed every 2 weeks. The TPC content of formulations with mate tea in the dark and
exposed to light remained stable during storage. For the white tea formulations exposed to light, a drop of
24 t0 31% in TPC levels was detected at the end of storage. There was a substantial drop in AC evaluated
by FRAP, in all tea formulations, after 2 weeks of storage, in the absence and presence of light. Small
changes in the AC of the beverages evaluated by ABTS were observed in the dark, while in the light there
was a drop of 31 to 44% for mate and white teas, respectively. Ready-to-drink teas, even if filled in amber
packaging, were not stable in terms of the potential for iron reduction. However, the content of TPC and
AC detected by ABTS were preserved. The phenolic compounds and AC for the formulations based on
white or mate teas, are preserved as long as the drinks are filled in amber bottles at room temperature for
a maximum of two weeks.

Keywords: stability, Camellia sinensis, llex paraguariensis.

1. INTRODUCAO

O ché é a segunda bebida mais consumida no mundo, e um aumento nesse consumo tem sido
observado na ultima década [1]. O cha-mate, bebida obtida pela infuséo das folhas e ramos da
erva-mate (llex paraguariensis) ap6s o processo de torrefacdo, € o mais popular no Brasil
devido a suas propriedades sensoriais [2, 3]. Além disso, a erva-mate estd ganhando répida
introdugdo no mercado mundial devido ao seu alto teor de componentes bioativos,
especificamente metilxantinas e polifendis, apresentando propriedades nutricionais e
medicinais, e sendo considerado como um alimento funcional [4-7].
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A partir das partes tenras da espécie Camellia sinensis, obtém-se diferentes tipos de chd,
como os chas branco, verde, oolong e preto; sendo o branco o menos fermentado e o preto o
mais oxidado [8]. Muitos estudos abordam as propriedades antioxidantes desses chéas [9, 10],
porém, para o cha branco poucas informagdes estdo disponiveis. Devido ao menor grau de
oxidacdo, o cha branco apresenta maior amargor e, portanto, € menos atrativo sensorialmente,
mas possui capacidade antioxidante semelhante ao cha verde [11], mostrando o grande potencial
atribuido ao consumo desse cha em relagdo aos beneficios a salde. Apesar de pouco conhecido
nas comunidades ocidentais, o cha branco é muito apreciado na Asia [12].

Os chas prontos para beber, vem sendo produzidos por diversas empresas, em formulac6es
simples ou mistas, com grande aceitacdao pelos consumidores [13]. Essa aceitacdo inclui tanto a
praticidade de consumo desses produtos, quanto os efeitos positivos associados aos chas. Assim,
a medida em que muitas bebidas de chas prontos para 0 consumo sdo introduzidas no mercado,
é importante realizar estudos que verifiquem os efeitos do tempo e das condi¢des de estocagem
na perda de compostos fenolicos e da capacidade antioxidante dessas bebidas, uma vez que
essas sao propriedades essenciais relacionadas aos beneficios desses produtos.

A forma mais comum de embalar esses produtos é em garrafas de politereftalato de etileno
(PET) transparentes, comercializadas a temperatura ambiente, o que expde a bebida a luz,
podendo comprometer os bioativos antioxidantes presentes nessas bebidas.

Né&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 de compostos fenélicos e
capacidade antioxidante nas folhas secas desses chas, armazenadas por diversos periodos [14,
15]. Com relacdo a bebidas a base de ch, Muniandy et al. (2016) [16] 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 et al. (2015) [17] em bebidas de cha mate com soja durante 180 dias de estocagem
sob refrigeracéo.

Em um estudo prévio [18], nosso grupo avaliou a estabilidade de compostos fendlicos totais
e a capacidade antioxidante em bebidas de chas verde e preto (Camellia sinensis), ao longo de 8
semanas de armazenamento na auséncia e presenca de luz. No presente trabalho buscamos
complementar os resultados, com o objetivo de comparar o efeito do tempo de armazenamento e
exposicdo a luz na concentracdo dos compostos fenolicos e na capacidade antioxidante das
diferentes espécies de folhas de mate (llex paraguariensis) e cha branco (Camellia sinensis) na
elaboragdo das bebidas.

2. MATERIAL 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-Ciocalteu
foi obtido da Dindmica®. Todos 0s outros reagentes foram de grau analitico.

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

2.2 Preparo dos chés pronto para consumo

Para o preparo do extrato aquoso de cha, 21,6 g do material foram pesados e misturados com
3000 mL de &gua potavel fervente, seguido de leve agitacdo por 10 min. A mistura foi
transferida para filtro de papel nimero 02 e resfriada a temperatura ambiente, que para todas as
condicdes foi em torno de 22 °C.

Esse extrato foi utilizado para o preparo das diferentes formulagdes variando o tipo do chd,
branco ou mate, com a adi¢do ou ndo de suco de fruta (lim&o ou péssego). Todas as formula¢des
foram adicionadas com xarope de sacarose para atingir um teor final de solidos sollveis de
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7 °Brix e o pH foi ajustado para 3,6 utilizando acido citrico 0,1 mol.L%. A concentracéo final do
extrato de cha nas bebidas foi de 0,57% (m/v).
Ao final, foram obtidas seis formulacfes diferentes, sendo duas sem adi¢do de suco, duas
com sabor limdo e duas com sabor péssego, cada uma contendo extrato de cha branco ou mate.
Apbs a formulacdo, benzoato de sodio e sorbato de potassio a 0,05% (m/v) foram
adicionados as bebidas de cha seguido por pasteurizacdo 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 preparacgdo foi embalada em frascos de vidro &mbar 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 8 semanas. No dia zero e a cada 2 semanas, trés frascos de
cada formulagdo armazenados em diferentes condi¢des foram avaliados em triplicata quanto ao
conteudo fendlico total e capacidade antioxidante por FRAP e ABTS.

2.4 Determinacdo de compostos fendlicos totais

O teor total de compostos fendlicos foi determinado de acordo com Singleton e Rossi (1965)
[19]. As amostras das bebidas devidamente diluidas foram misturadas com 2,5 mL do reagente
Folin-Ciocalteu (10% v/v) e 2 mL de solugdo de carbonato de sddio (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 espectrofotémetro digital UV-vis (Global Analyzer Modelo GTA 97, Séo
Paulo, Brasil). Os resultados foram expressos em mg de acido galico equivalente (mg
AGE.mL1) de cha para bebida, usando uma curva de calibracdo de seis pontos (43, 85, 128,
170, 213 e 255 mg.L?).

2.5 Medida da capacidade antioxidante

Para a determinacdo da capacidade de eliminacdo de radicais livres de cations (ABTS™) foi
empregada a metodologia descrita por Re et al. (1999) [20]. Para ativacdo do radical livre,
7 umol.L? de ABTS foram misturados a 2,45 umol.L! de persulfato de potéssio 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 ap6s 7 min. Para a construgdo da curva de
calibragédo, Trolox (13, 25, 75, 125, 175 e 225 mg.L™) foi usado como antioxidante padrdo e a
capacidade antioxidante equivalente de Trolox (TEAC) expressa em mg Trolox.mL* de bebida.

O ensaio do poder antioxidante redutor do ferro (FRAP) foi efetuado empregando o método
de Benzie e Strain (1996) [21] com pequenas modificagdes. O reagente FRAP foi gerado pela
reacdo de 2,1 mL de TPTZ 10 mmol.L* com 2,1 mL de cloreto férrico 20 mmol.L* na presenca
de 25 mL de tampdo acetato 0,3 mol.L. Apds ativacdo, 3,6 mL do reagente FRAP foi
adicionado a um volume de 0,4 mL das amostras de bebidas, devidamente diluidas, seguido de
incubacédo a 37 °C por 30 min. A absorbancia da mistura de reacao foi medida a 595 nm, usando
como branco o reagente FRAP adicionado de agua destilada. Para a calibracdo foi utilizado o
Trolox (25, 50, 100, 150, 200 e 250 mg.L™) e a TEAC expresso em mg Trolox.mL* de bebida.

2.6 Analise estatistica

Os valores calculados foram apresentados como médiatdesvio padrdo. A comparacao entre
as respostas foi avaliada por meio de um teste de Tukey, apds a execugdo da analise de variancia
(ANOVA). Os pardmetros cinéticos (k e ti) foram obtidos apds ajuste dos modelos
linearizados por meio de regressdao. A avaliacdo da relacdo entre os diferentes parametros
estudados (compostos fenolicos, ABTS e FRAP) foi realizada por meio do céalculo do
coeficiente de correlacdo de Pearson (CR). Probabilidades menores que 0,05 foram
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consideradas ao rejeitar as hipoteses nulas. As andlises foram realizadas no software R, por
meio do pacote estatistico Agricolae [22].

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Compostos fendlicos totais para as bebidas a base de cha mate na auséncia e presenca
de luz

Os valores iniciais de compostos 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 (Figura 1). Outros
estudos avaliaram as concentracdes de fendlicos totais em diferentes tipos de amostras de cha
mate. Bravo et al. (2007) [23], encontraram o valor de 0,74 mg AGE.mL™* de cha na infuséo de
1,0 g de mate em 100 mL de &gua por 5 min; Santos et al. (2018) [24] reportaram 0,90 mg
AGE.mL? em uma infusdo empregando 2,0 g por 100 mL durante 10 min; Rodrigues et al.
(2015) [25] encontraram 0,88 mg AGE.mL™ de cha na infusdo de mesma concentracéo e
Murakami et al. (2013) [26] relatou um valor de 2,32 mg AGE.mL™ no extrato de folhas secas
de mate (3,0 g.100 mL™?).

Esses resultados exemplificam como as diferentes condi¢es de preparo das infusdes podem
influenciar na quantidade de compostos fendlicos extraidos, além de variacfes nas matérias-
primas resultantes das condigdes de cultivo, colheita, processamento e estocagem, que também
alteram a composi¢do fitoquimica e a concentragdo desses compostos nos chés e, portanto, a
qualidade do produto disponivel ao consumidor [27-30].

Apesar de todos os fatores que afetam os teores de compostos fendlicos nas infusbes de chas,
as bebidas de mate formuladas no presente estudo, com concentracdo final de 0,57 g de extrato
em 100 mL, que é inferior a todas as infusdes elencadas acima, e ap6s submetidas ao processo
de pasteurizagdo, ainda exibem valores de compostos fendlicos comparaveis a infusdes recém-
preparadas.

—
(=]
)

0.5

TPC (ng AGE/mL de cha)
(=]

TPC (mg AGE/mL de cha )

o
o
!

0 2 4 6 8 0 2 4 6 8

Tempo de estocagem (semanas) Tempo de estocagem (semanas)

Figura 1: Compostos fenolicos totais na bebida de cha mate na auséncia (a) e na presenca (b) de luz ao
longo do armazenamento, para os sabores Natural (m), Limdo (=) e P&ssego (O). Diferentes letras
maiusculas e mindsculas representam diferenga significativa (p<0,05) entre sabores de ché e ao longo
do periodo de armazenamento, respectivamente.

N&o houve redugdo significativa (p>0,05) nos teores de compostos fendlicos para as
formulagcbes mantidas no escuro, ao longo do periodo de armazenamento, mostrando
estabilidade desses compostos para essa condicdo (Figura 1a). Contudo, houve diferenga
(p<0,05), entre as concentracGes de fendlicos na presenca e auséncia de luz, ao longo do
armazenamento, com prejuizo para as bebidas expostas a luz.

O perfil de queda exibido para os valores de compostos fenélicos, ao longo das 8 semanas,
foi semelhante para as trés formula¢fes dos chas expostos a luz (Figura 1b), ndo havendo
diferenca estatistica entre os trés sabores (p>0,05). Ao final do tempo de estocagem houve
reducdo significativa (p<0,05) de 4,3; 4,0 e 2,5% nas concentra¢Oes de fendlicos para as bebidas
sabor natural, lim&o e péssego, respectivamente.
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3.2 Compostos fendlicos totais para as bebidas & base de cha branco na auséncia e
presenca de luz

Os valores de compostos fenolicos das formulacBes a base de cha branco, no tempo zero de
armazenamento, variaram de 1,73 a 1,78 mg AGE.mL™ de cha (Figura 2). Esses valores sdo
superiores aos teores desses compostos no chid mate (Figura 1a), e corroboram com outros
estudos empregando extratos aquosos desses chas [24, 25, 29, 31, 32]. Vale ressaltar que esses
chés se originam de ervas de diferentes origens boténicas, enquanto o cha branco pertence a
espécie Camellia sinensis, o chd mate é da espécie llex paraguariensis. Além disso, os métodos
empregados com a matéria-prima para obtencdo do chd mate sdo diferentes em relacdo ao ché
branco. No chéa branco, os brotos jovens da C. sinensis sdo colhidos e protegidos da luz solar
para evitar a degradacdo de compostos fenolicos obtendo um ché levemente fermentado [15,
24]. Para o cha mate, as folhas passam pelo sapeco (temperaturas elevadas) para inativar as
enzimas oxidativas, seguido de secagem e torrefacdo [33, 34].
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Figura 2: Compostos 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), Limao (=) e Péssego (). Diferentes letras

maiusculas e mindsculas representam diferenca significativa (p<0,05) entre sabores de cha e ao longo
do periodo de armazenamento, respectivamente.

Os teores de compostos fendlicos encontrados nesse estudo sdo mais elevados que aqueles
reportados por Rusak et al. (2008) [35] e Nakamura et al. (2013) [31] que foram 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 et al. (2015) [36] encontraram um valor de 2,25 mg AGE.mL* para infusdo aquosa
de cha branco, preparada na proporcédo de 2 g.100 mL* e Santos et al. (2018) [24] reportaram
1,29 mg AGE.mL? em extrato aquoso de cha branco nas mesmas propor¢des massa de
soluto/agua. Xu et al. (2019) [14] prepararam um extrato aquoso aproveitando o residuo das
folhas de cha branco retido no filtro e obtiveram um teor de compostos fendlicos de 1,98 mg
AGE.mL* em uma concentragdo final de 1,0 g.100 mL™. Avaliando as bebidas de cha branco
preparadas no presente estudo com concentracdo final de extrato de 0,57 g.100 mL™, os teores
de compostos fendlicos de 1,73 a 1,78 mg AGE.mL™, sdo bastante expressivos e podem
oferecer beneficios semelhantes as infus6es de cha branco reportadas.

O comportamento dos compostos fenolicos totais para as trés formula¢@es de cha branco na
auséncia de luz foi similar aquele observado para as formulagGes empregando extrato de cha
mate armazenado no escuro (Figura 1a), ou seja, ndo houve perda significativa (p>0,05) desses
compostos ao longo do tempo de estocagem.

Os padroes de ordem zero ou de primeira ordem descrevem a maioria das alteragdes
observadas em alimentos [37]. Para as bebidas armazenadas ao abrigo da luz, uma cinética de
degradacdo de ordem zero foi ajustada (r>>86%), com valores de ti, € x de 78,2 semanas e
0,0056 semanas™® para formulagcdes com cha mate e 91,5 semanas e 0,0096 semanas™ para
aquelas elaboradas com cha branco. Os valores baixos para a velocidade de degradagéo indicam
a elevada estabilidade desses compostos quando protegidos da incidéncia de luz.
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Houve diferenca significativa (p<0,05) nos teores de compostos fendlicos entre as bebidas
expostas ou ndo a luz. Para as formulagBes contendo extratos de cha branco, submetidos a
presenca de luz, foi detectado um decréscimo significativo (p<0,05), ao final do tempo de
armazenamento, de 31, 24 e 31% nos teores de fendlicos, para sabores natural, liméo e péssego,
respectivamente (Figura 2b). Coelho et al. (2020) [18] também observaram que na auséncia de
luz, o conteldo de compostos fendlicos totais de bebidas de chad verde e preto permaneceu
estavel durante todo o armazenamento, mas reduziu ap6s duas semanas quando as formulagdes
foram expostas a luz.

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 que
os valores das formulagdes com cha branco, ao final do periodo de estocagem. Esse resultado
sugere que a composicdo quimica dos fendlicos presentes no cha branco é mais sensivel a
presenca de luz e, portanto, bebidas comercialmente elaboradas com esse chd devem ser
envasadas em frascos &mbar ou opacos, para protecdo desses compostos, no caso de
armazenamento superior a seis semanas.

Os principais compostos fendlicos presentes nas folhas do cha branco da Camellia sinenses
sdo as epigalocatequina galato (EGCG) e as epigalocatequina (ECG) [38, 39] enquanto na llex
paraguanienses derivados do &cido hidroxicindmico (&cido clorogénico) e flavonoides
compreendem 90% e 10% dos fendis do mate, respectivamente [7]. Assim, pode-se pressupor
gue, como o0s compostos fendlicos presentes nas duas espécies sdo diferentes, as catequinas das
formulages com cha branco que inicialmente reagiram com o Folin-Ciocalteu, podem ter sido
mais afetadas ao longo do armazenamento na presenca da luz LED quando comparado as
espécies derivadas do acido hidroxicindmico. Essa diferenga pode explicar a maior estabilidade
observada para formulacGes a base de cha mate.

No caso das formulagdes expostas a luz, ajustes de primeira ordem (r>>75%) resultaram em
valores de ti» e « de 44,1 semanas e 0,016 semanas™ para mate e 16,3 semanas e 0,043
semanas™ para branco. Com uma taxa de degradacdo de 2,7 vezes maior que as bebidas de cha
mate, esses resultados reforcam a importancia de manter as bebidas de cha branco na auséncia
de luz, uma vez que a meia-vida de 16,3 semanas poderia ser aumentada para 91,5 semanas.

Cordero et al. (2009) [40] avaliaram a influéncia do material de embalagem nas 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 tempo de
meia-vida devido a baixa permeabilidade ao ar e a luz UV dessas embalagens.

Considerando que os chas prontos para beber comercializados no Brasil, em garrafas pet
transparente, possuem prazo de validade de no maximo 6 meses, as bebidas formuladas nesse
estudo com ch& mate e branco apresentariam uma reducéo no teor de compostos fenolicos de
34% para mate e 67% para branco apds 0s 6 meses (26 semanas), considerando a cinética de
degradac&o de primeira ordem.

3.3 Capacidade antioxidante por FRAP para as bebidas a base de ch4 mate na auséncia e
presenca de luz

Os valores iniciais para a capacidade antioxidante das formulagdes variaram de 0,91 a 0,98
mg Trolox.mL™ de cha (Figura 3). Zielinski et al. (2014) [27] encontraram 1,27 mg Trolox.mL*
em infusbes de 2,0 g de folhas de chd mate para 100 mL de &gua. Bravo et al. (2007) [23]
reportaram 1,93 mg Trolox.mL™ de infusdo de 1 g de cha para 100 mL de &gua. Esses valores
para capacidade antioxidante sdo comparédveis aos reportados nesse estudo, considerando a
origem e forma de apresentacdo das matérias-primas (sachés ou folhas secas), além das
diferentes raz6es massa/soluto, encontradas nas infus@es e nas bebidas prontas para beber.
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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 maitsculas e mintsculas representam diferenga significativa (p<0,05) entre sabores de

cha e ao longo do periodo de armazenamento, respectivamente.

O perfil de decréscimo da capacidade antioxidante exibido pelas formula¢Ges dos chés
seguiu a mesma tendéncia tanto na auséncia ou presenca de luz, ou seja, todos apresentaram
uma queda a partir de duas semanas de estocagem (p<0,05). No entanto, a diminuigdo da
capacidade antioxidante das bebidas quando expostas a luz foi maior (p<0,05).

A capacidade antioxidante de todas as formulagdes apresentou um decréscimo significativo
(p<0,05) ao longo do periodo de estocagem, com uma queda expressiva de mais de 70% dos
valores iniciais na quarta semana de armazenamento, enquanto os compostos fenélicos dessas
bebidas se mantiveram estaveis na auséncia de luz (Figura 1a) e com decréscimo pouco
expressivo na presenca de luz (Figura 1b). Entretanto, houve correlagéo positiva entre o teor de
compostos fendlicos e a capacidade antioxidante por FRAP para bebidas a base de chad mate
expostas a luz LED (CR=0,63; p<0,01), mostrando que ambos, compostos fendlicos e
capacidade antioxidante, cairam ao longo do tempo. O mesmo ndo ocorreu com aquelas
protegidas da luz, onde ndo houve correlagdo (p>0,05).

Portanto, é possivel sugerir que os 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 ndo foi assegurada pelos teores invariaveis de compostos fenolicos
presentes por todo o periodo de armazenamento.

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

No tempo zero de armazenamento, é possivel observar que as trés formulagdes de chas
branco apresentaram valores similares de capacidade antioxidante (2,18 a 2,24 mg Trolox.mL*
de chd) (Figura 4). Os valores de capacidade antioxidante para essas bebidas foram superiores
aqueles encontrados para o chd mate, como ja evidenciado por outros autores [1, 24, 41]. O cha
branco contém um alto teor de flavan-3-ol e taninos condensados, compostos com um grande
nimero de grupos hidroxila presentes em sua estrutura quimica, o que explica o alto poder
antioxidante [42].
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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 os sabores Natural (m), Limao (m) e P&ssego ().
Diferentes letras maiusculas e mintsculas representam diferenga significativa (p<0,05) entre sabores de

cha e ao longo do periodo de armazenamento, respectivamente.

Jiménez-Zamora et al. (2016) [43] encontraram um valor de 2,39 mg Trolox.mL™* de infuséo
de cha branco (1,34 9.100 mL) e Zielinski et al. (2015) [36] reportam um valor de 3,08 mg
Trolox.mL™? na relacdo massa/solvente de 2 ¢.100 mL™, resultados comparaveis aos
encontrados nesse estudo, cujas formulagGes apresentaram concentragéo inferior, ou seja, 0,57 g
de extrato em 100 mL de bebida.

Para as bebidas de ch& branco na auséncia de luz, a queda (p<0,05) na capacidade
antioxidante foi de 47 a 50% na quarta semana de armazenamento (Figura 4a) e, portanto, um
decréscimo menor que aqueles exibidos pelas formulagBes contendo o chd mate. Ainda, a
capacidade de reducéo dos ions ferro para as amostras das bebidas se manteve (p>0,05) durante
0 periodo no qual os teores de compostos fendlicos ndo sofreram nenhuma alteragdo (Figura
2a). Esses resultados sugerem que os fendlicos presentes nas formulagbes de cha branco, na
auséncia de luz seriam os responsaveis por manter a capacidade antioxidante por FRAP, durante
2 semanas de estocagem.

Quando as bebidas de cha branco foram expostas a luz, foi observada uma reducéo 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 (p<0,05). Esse
rapido decréscimo demonstra uma maior sensibilidade a luz dos compostos fendlicos (EGCG e
ECG) responsaveis por manter a capacidade de reducéo de ions ferro.

A queda na capacidade antioxidante, nas formulagdes submetidas a presenca de luz, ndo
correspondeu nem ao tempo e nem & proporcdo dos decréscimos observados nos teores de
compostos fendlicos, que ocorreram somente apds 6 semanas de armazenamento e foi em torno
de 30%, para as mesmas condi¢des de armazenamento (Figura 2b). Esses resultados mostram
gue a partir de 4 semanas ao abrigo da luz e de 2 semanas expostas a luz, os fenélicos ainda
podiam ser detectados nas formulagdes (Figuras 2a e 2b), porém, ndo garantiram a manutencao
na capacidade antioxidante dessas bebidas.

Apesar disso, observamos pela andlise de correlacdo que a capacidade antioxidante por
FRAP apresentou correlagdo positiva com o teor de fendlicos (CR=0,73; p<0,01) na presenca de
luz, indicando que ambos apresentaram gqueda ao longo do armazenamento. Na auséncia de luz
essa correlacdo ndo foi significativa (p>0,05).

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.

As andlises de cinética indicaram que a queda na capacidade antioxidante por FRAP, para as
formulacdes de cha mate e branco no escuro também seguiu primeira ordem (r>>80,5%) com
valores de ti, € « de 3,6 semanas e 0,189 semanas® para formulacdes com cha mate e 6,4
semanas e 0,108 semanas™ para aquelas com cha branco. No caso das bebidas expostas a luz,
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ajustes de primeira ordem (r?>86,7%) resultaram em valores de ty» e k de 2,9 semanas e 0,234
semanas™ para mate e 2,6 semanas e 0,263 semanas™® para branco. Enquanto o ti» foi pouco
afetado para as formulagbes de chd mate na presenca de luz, esse parametro foi reduzido em
59% para as bebidas de chd branco expostas a essa condicdo, 0 que demonstra pouca
estabilidade & luz dos compostos antioxidantes da Camelia sinensis para reduzir os ions de
ferro.

3.5 Capacidade antioxidante por ABTS para bebidas a base de cha mate

As formulacBes a base de chid mate armazenadas no escuro apresentaram quedas de
aproximadamente 23% ao final do periodo de estocagem (Figura 5a), enquanto nas analises
realizadas por FRAP houve um decréscimo de cerca de 72%, a partir de duas semanas na
auséncia de luz (Figura 3a).
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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 os sabores Natural (m), Limao (m) e Péssego ().
Diferentes letras maiusculas e mindsculas representam diferenca significativa (p<0,05) entre sabores de

cha e ao longo do periodo de armazenamento, respectivamente.

Para as formulagGes armazenadas em exposicdo a luz LED (Figura 5b), foi observada uma
reducdo (p<0,05) de 31% na capacidade antioxidante para capturar o radical ABTS, ao final do
tempo de estocagem. Isso revela o efeito da luz na capacidade oxidativa das formulagGes. No
entanto, comparando com os resultados obtidos por FRAP (Figura 3b), cujo decréscimo foi de
82% ao final de oito semanas de armazenamento, as formulagdes 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 capacidade antioxidante quanto os
valores de Trolox mensurados na presenca de luz s&o muito similares aquele observados na
auséncia de luz (Figuras 5a e 5b). No entanto, a diminuicdo da capacidade antioxidante das
bebidas quando expostas a luz foi maior (p<0,05). Da mesma maneira, houve diferenca (p<0,05)
no teor de compostos fendlicos para essas formulagdes, na presenca de luz (Figuras 1a e 1b).
Esses resultados permitem concluir que a manutencdo de grande parte da capacidade
antioxidante, para capturar o radical livre de ABTS, nas formulagdes de chd mate, esta
parcialmente associada a presenca dos fendlicos totais detectados por Folin-Ciocalteu. Houve
correlagdo positiva entre ABTS e compostos fenolicos (CR=0,61; p<0,01) para exposi¢do a luz
enguanto essa correlacdo néo foi observada quando protegido da luz (p>0,05).

3.6 Capacidade antioxidante por ABTS para bebidas a base de cha branco

Os valores de capacidade antioxidante para ABTS variaram de 1,83 a 1,89 mg Trolox.mL*
(Figura 6). Uma vez que as formulagGes de cha contém 0,57 g extrato em 100 mL de bebida,
esses valores sdo comparaveis a infusdes de folhas e sachés de cha branco (1,09.100 mL™) que
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foi de 1,45 mg Trolox.mL? reportado por Rusak et al. (2008) [35] e ao valor de 2,49 mg
Trolox.mL™ de infusdo desse mesmo cha (1,34 g.100 mL™) encontrado por Jiménez-Zamora et
al. (2016) [43].
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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), Limao (=) e Péssego (O).
Diferentes letras maitsculas e minusculas representam diferenga significativa (p<0,05) entre sabores de

cha e ao longo do periodo de armazenamento, respectivamente.

Assim como observado para 0 método FRAP, os valores de capacidade antioxidante para as
bebidas de ché branco obtidos por ABTS sdo superiores aqueles encontrados para o cha mate.

Em um estudo empregando diferentes tipos de plantas, Jiménez-Zamora et al. (2016) [43]
mencionaram que a necessidade diaria total recomendada de capacidade antioxidante, medida
por TEAC e calculada pelo método ABTS seria de 3549 pumol Trolox. Esses autores concluiram
que uma Xxicara 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 Xxicara das bebidas de cha branco sdo capazes de fornecer
447,2 mg de Trolox, o que corresponde a 50,3% dessa recomendac&o.

Houve uma reducao significativa (p<0,05) da capacidade antioxidante avaliada por ABTS na
presenca de luz quanto comparada as bebidas que foram protegidas da luz. No entanto,
observou-se que, ao final do periodo de estocagem, todas as trés formulagcBes mantidas ao
abrigo da luz se mantiveram estaveis, sem queda brusca da capacidade antioxidante avaliada por
ABTS; comportamento similar foi observado para as formulacdes a base de chd mate (Figura
5a). Diferente resultado foi obtido para as bebidas de cha mate e branco avaliadas pelo método
FRAP (Figuras 3a e 4a).

O decréscimo na capacidade antioxidante avaliada por ABTS durante o tempo de estocagem
das bebidas mantidas no escuro, seguiu uma cinética de degradagcdo de primeira ordem
(r>>65,3%) com valores de ti; e k de 21,9 semanas e 0,032 semanas™ para mate e 48,9 semanas
e 0,014 semanas ! para branco. No caso das bebidas expostas a luz, ajustes de primeira ordem
(r>>70,7%) resultaram em valores de ti, e x de 18,2 semanas e 0,038 semanas™ para mate e 9,8
semanas e 0,071 semanas * para branco. Os tempos de meia-vida foram maiores e as taxas de
degradacdo menores aqueles encontrados para FRAP. Assim, os valores das constantes de
degradacdo para ABTS nas condicOes de auséncia/presenca de luz revelaram maior estabilidade
para as formulagGes de chd quando comparado a FRAP. No entanto, observa-se que a
estabilidade dessa medida de capacidade antioxidante foi fortemente afetada pela exposicdo a
luz das bebidas de cha branco que teve uma reducdo de 80% no valor do tempo de meia-vida.

A resposta desigual observada para a capacidade antioxidante pelos métodos FRAP e ABTS
em nosso estudo, também foi encontrada por Coelho et al. (2020) [18]. Esses autores
verificaram que a capacidade antioxidante para formulacdes de cha verde avaliada por FRAP e
ABTS diminuiu apds duas semanas de estocagem, na presenca de luz, porém a queda foi maior
para o ensaio FRAP. Em outro trabalho reportado por Muniandy et al. (2016) [16] 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
formulagGes de iogurte probidtico acrescido de chas verde, branco e preto a 4 °C.
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Como mostrado na Figura 6b, as mesmas bebidas ao serem expostas a radiagdo 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 Sd0 0s responsaveis pela capacidade
antioxidante para capturar o radical ABTS nesses chas, e que eles sdo sensiveis a presenca de
luz. Em acréscimo, ao longo do tempo e na presenca da luz, houve correlacdo entre 0s
compostos fenolicos e a capacidade antioxidante avaliada por ABTS (CR = 0,67; p <0,01).

A capacidade antioxidante nesse estudo foi caracterizada pelo método FRAP, que mede o
poder redutor dos antioxidantes, e o ensaio ABTS, que avalia a capacidade de capturar radicais
livres pelas bebidas de chd mate e branco. Respostas diferentes podem ser obtidas entre os
métodos devido ao fato de que a capacidade antioxidante ndo depende exclusivamente da
presenca de compostos fendlicos, mas sim da identidade dessas espécies existentes em uma
amostra [44].

Apesar disso, houve correlacdo positiva e significativa entre esses dois métodos tanto na
auséncia (CR>0,54; p<0,01) quanto na presen¢a de luz (CR>0,67; p<0,01). Essa correlagdo
indica que os dois métodos apontaram decréscimos nas capacidades antioxidantes das bebidas,
nas duas diferentes condigdes de armazenamento, com valores maiores do coeficiente de
Pearson para as formulagdes de cha branco expostas a luz.

Devido as limitagGes e diferencas da maioria dos métodos in vitro para a determinagdo da
capacidade antioxidante é recomendado o uso de pelo menos dois ensaios na determinacdo da
capacidade antioxidante para matrizes alimentares, como bebidas [45]. Dessa forma, esse estudo
vem corroborar com essa recomendagdo, ao mostrar que os dois métodos empregados para
avaliacdo da capacidade antioxidante das bebidas de chd, ao longo do tempo de armazenamento
e na presenca de luz, exibiram habilidades distintas frente a presenca de moléculas alvo no meio
de reacéo.

4, CONCLUSAO

A resposta as condigdes de armazenamento empregadas foi diferente para as bebidas de cha
elaboradas com as espécies de llex paraguariensis e Camelia sinensis. A luz afeta em maior ou
menor proporcao 0s compostos responsaveis pela capacidade antioxidante nas bebidas.

As bebidas devem ser envasadas e comercializadas em embalagens que as protejam da luz, e
com tempo de armazenamento de até duas semanas.
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