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RESUMO

As propriedades antioxidantes de alimentos e bebidas tém sido bastante estudadas,
no entanto existem poucos dados a respeito de capacidade antioxidante de
refrigerantes. Este estudo teve como objetivo determinar o conteddo de compostos
fendlicos e atividade antioxidante de refrigerantes contendo corante caramelo e
extratos vegetais. Foram coletadas amostras de refrigerante de cola e guarana e
analisadas quanto ao conteido de compostos fendlicos pelo método de Folin-
Ciocalteau e atividade antioxidante pelo método DPPH. Para a bebida de cola,
contetdo de fendlicos variou de 113,21 a 146,88 mg de equivalente de acido
gélico/L e a atividade antioxidante variou de 149,24 a 243,89 umol de equivalentes
de Trolox/L. O contetudo de fendlicos foi ligeiramente superior ao encontrado na
literatura para a mesma bebida, o que pode ser devido a natureza do extrato de noz
de cola utilizado e os valores de atividade antioxidante foram proximos ao
encontrado na literatura. Para a bebida de guarana, o contetdo de fendlicos variou
de 4,39 a 76,61 e a atividade antioxidante esteve entre 105,72 e 176,63. Uma das
amostras diferiu significativamente das demais a um nivel de significaAncia de 5%,
acredita-se que devido a possiveis diferencas no processamento no momento do
aguecimento do xarope. Além disso, os valores encontrados estavam abaixo do
limite de quantificacdo da curva padrao. Os valores de atividade antioxidante foram
menores do que os encontrados para bebida de cola, possivelmente pela baixa
guantidade de extrato de semente de guarana e corante caramelo adicionados a
bebida. Apesar de apresentarem baixa atividade antioxidante, os refrigerantes
podem ser levados em consideracdo no consumo total de substancias antioxidantes
na dieta. Novos estudos podem ser realizados com refrigerantes a base de suco de
frutas e bebidas energéticas.

Palavras-chave: refrigerante, atividade antioxidante, guarana, cola
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INTRODUGCAO

Compostos antioxidantes sdo aqueles capazes de inibir a oxidacdo de moléculas
simples a polimeros e biossistemas complexos. Estes compostos agem por meio da
inibicdo da formacao de radicais livres que possibilitam a etapa de iniciagdo, bem
como, através da eliminacédo de radicais importantes (alcoxila e peroxila) impedindo
a etapa de propagacdo da oxidacao através da doacao de atomos de hidrogénio a
estas moléculas, interrompendo a reagdo em cadeia (SOARES, 2002).

Existem estudos que relacionam a ingestdo de substancias antioxidantes a
diminuicdo da incidéncia de certas doencas como cancer (JASKA S. et al., 2011), e
doencas cardiovasculares (KIWIMAKI A. S. et al., 2011). Os antioxidantes podem ter
ainda acdo ansiolitica (RIMANDO et al, 2011), atividade anti-inflamatoria
(GIOVINAZZO G. et al.,, 2011) e contribuir na diminuicdo da pressao sanguinea
(HODGSON et al., 2011; RIBA R. E. et al., 2011) e do nivel de glicose no sangue
(MARTINEZ-LOPEZ S. et al., 2011).

Entre os antioxidantes presentes nos vegetais, os mais ativos e frequentemente
encontrados sdo os compostos fendlicos (DECKER, 1997). Os polifendis estao
presentes em bebidas derivadas de frutas como o vinho, sucos, néctares e
refrescos; de cereais malteados como a cerveja; de sementes torradas como o café
e cacau ou de folhas como os chas.

O refrigerante € a bebida ndo alcodlica mais consumida no Brasil (ABIR, 2011),
no entanto ha poucos estudos relatando as propriedades quimicas e bioguimicas
dessas bebidas. Os refrigerantes sdo compostos basicamente de agua, aclcar e
uma pequena quantidade de outros compostos como suco de frutas, aromatizantes
e corantes.

Brenna O. V. et al. (2009) relataram a presenca de compostos fendlicos e
atividade antioxidante em bebida de cola e bebida de Chinotto, uma fruta tipica
consumida na Itélia. Neste estudo, os autores atribuiram a atividade antioxidante da
bebida principalmente ao corante caramelo presente na formulacao.

Relatos na literatura sugerem que a atividade antioxidante em refrigerantes pode
ser devida ao corante caramelo e também a presenca de sucos de frutas e outros
extratos vegetais presentes na bebida, como, por exemplo, o extrato de noz de cola

e extrato de semente de guarana.



1.1 Objetivos
1.1.1. Objetivos Gerais
Avaliar a atividade antioxidante e teor de compostos fendlicos de refrigerantes

do tipo cola e sabor guarani em diferentes periodos de armazenamento.

1.1.2. Objetivos Especificos

Determinar, através de analise pelo método de Folin-Ciocalteau o conteudo
de compostos fendlicos em amostras de bebida de cola e bebida de guarang;

Determinar, através de analise pelo método DPPH adaptado a bebidas, a
atividade antioxidante de bebida de cola e de guarana,;

Relacionar acdo antioxidante, teor de compostos fendlicos, a adicdo de

corante caramelo e extrato de semente de guarana a esses produtos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Atividade antioxidante

A producéo continua de radicais livres durante os processos metabdlicos levou
ao desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa antioxidante para limitar os
niveis intracelulares e impedir a inducdo de danos (SIES, 1993). Os antioxidantes
sdo agentes responsaveis pela inibicdo e reducdo das lesdes causadas pelos
radicais livres nas células. Uma ampla definigho de antioxidante & “qualquer
substancia que, presente em baixas concentracbes quando comparada a do
substrato oxidavel, atrasa ou inibe a oxidacdo deste substrato de maneira eficaz”
(SIES & STAHL, 1995).

Entre os antioxidantes presentes nos vegetais, 0s mais ativos e frequentemente
encontrados sao os compostos fendlicos, tais como os flavonoides. As propriedades
benéficas desses compostos podem ser atribuidas a sua capacidade de sequestrar
os radicais livres (DECKER, 1997).

2.1.1. Mecanismo de acdo dos antioxidantes

Os antioxidantes podem desativar radicais através de dois mecanismos
principais: transferéncia de atomo de hidrogénio (TAH) e transferéncia de elétron
(TE). O resultado é o mesmo, ndo importando 0 mecanismo, mas a cinética e o
potencial para outras reacdes em paralelo é diferente. A transferéncia de elétrons TE
e TAH podem ocorrer em paralelo, e 0 mecanismo dominante em um dado sistema
serd determinado pela estrutura e propriedades do composto antioxidante, e
também pela solubilidade, coeficiente de particdo e solvente do sistema. A energia
de dissociacdo e o potencial de ionizacdo sao os fatores que principalmente
determinam o mecanismo e a eficiéncia dos antioxidantes (WRIGHT et al., 2001).

Os métodos baseados no principio da transferéncia do atomo de hidrogénio
medem a habilidade dos antioxidantes de eliminar os radicais livres através da
doacdo de hidrogénios. Por isso, muitos pesquisadores entendem que esses
métodos sdo 0s mais relevantes para as reacdes onde os antioxidantes tipicamente

atuam. A medicdo da capacidade antioxidante € baseada na cinética de competicao.
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As reacOes de TAH sé&o independentes de pH e do solvente utilizado, e normalmente
sao rapidas (WRIGHT et al., 2001).

A transferéncia de elétrons pode ocorrer através de um mecanismo de
desativacdo fisica ou quimica. A primeira envolve a transferéncia de energia de
excitacdo do composto para o antioxidante sendo o excesso de energia dissipado
através de interacfes rotacionais e vibracionais (STAHL & SIES, 1993). Por sua vez
0 processo quimico resulta em destruicdo do antioxidante e na formacdo de
produtos de oxidagao (STRATTON et al., 1993).

Os métodos baseados na transferéncia de elétron detectam a capacidade de
um antioxidante de transferir um elétron para reduzir qualquer composto, incluindo
metais, carbonilas e radicais. Os métodos FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power), DPPH e TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) usualmente sao
colocados nessa categoria (WRIGHT et al., 2001).

Os dois mecanismos quase sempre ocorrem juntos em todas as amostras,
tendo o balanco entre eles determinado pela estrutura do antioxidante e o pH do
meio (WRIGHT et al., 2001).

As reacOes oxidativas produzem os chamados “ROS” (reactive oxygen
species, ou oxigénios reativos) e tais compostos podem interagir com moléculas
biolégicas, especialmente lipidios, formando outros radicais. A cadeia de formacéao
de radicais pode se tornar autocatalitica uma vez iniciada, sendo que alguns
compostos agem como desativadores de radicais livres devido a sua habilidade
antioxidante (FINLEY J. W. et al., 2011).

2.1.2. Atividade antioxidante em frutas e bebidas

Diversos autores relatam a presenca de compostos fendlicos e atividade
antioxidante em frutas, sucos, chas, vinho e cerveja.

Li Fu et al. (2011) analisaram a capacidade antioxidante e conteudo total de
fendlicos de 62 frutas. Para analise de capacidade antioxidante, foram utilizados os
métodos FRAP (Ferric-Reducing Antioxidant Power) e ABTS (para o método ABTS,
0s resultados foram expressos em TEAC, ou Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity). Pelo método ABTS, a maior atividade antioxidante foi encontrada em
azeitonas (80,68 umol Trolox/g) e a menor em pera (0,84 umol Trolox/g). O método

FRAP, no entanto, mostrou a mais alta atividade antioxidante em goiaba (23,80 pmol
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Fe(ll)/g), e essa mesma fruta também mostrou contetdo de fendlicos (194,11 mg
GAE/100g, contra uma meédia de 71,80), Isto estd em concordancia com a forte
correlagcdo encontrada (R? = 0,8416) entre a atividade antioxidante pelo método
FRAP e o conteudo total de fendlicos, sugerindo que os compostos fendlicos sdo os
principais responsaveis pela capacidade redutora dessas frutas. Porém, ha uma
correlagcdo muito fraca (R2 = 0,0404) entre os valores de TEAC e conteudo total de
fendlicos, o que leva a concluir que os compostos fendlicos podem ndo ser os
principais responsaveis pela propriedade de “quebra” de radicais livres dessas
substancias.

Pantelidis G. E. et al. (2006) analisaram a atividade antioxidante pelo método
FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) e compostos fendlicos pelo método de
Folin-Ciocalteau em frutas vermelhas provenientes do norte da Grécia. Os valores
de FRAP variaram de 40,7 (em groselhas de cor amarela) a 169,7 pumol acido
ascorbico/g (em um hibrido de amora e framboesa de cor vermelha). Os valores
FRAP encontrados mostraram correlacéo positiva com o conteudo total de fendlicos
das frutas (R?=0,947).

A concentracdo de compostos fendlicos e atividade antioxidante em macas
sdo mais altos na casca do que na polpa (VIEIRA F.G.K. et al., 2011). A
concentracdo maxima de fendlicos encontrada na polpa de macas foi de 212 mg
equivalentes de acido galico GAE/100g, enquanto na casca a minima concentracao
foi de 304,6 e a maxima de 712,6 mg GAE/100g. Foi encontrada correlagdo positiva
entre o contetdo total de fendlicos e a atividade antioxidante tanto na polpa
(R?=0,717) quanto na casca (R*=0,716).

GRANATO D. et al. (2011) caracterizaram a composicdo fendlica de 73
vinhos da América do Sul e os classificaram de acordo com a sua atividade
antioxidante, preco de venda e qualidade sensorial. A quantidade de fendlicos totais
foi determinada pelo método de Folin-Ciocalteau, e foi utilizada cromatografia liquida
de alta eficiéncia para a identificacdo dos diferentes compostos fendlicos presentes
nas amostras. A andlise de atividade antioxidante foi realizada as técnicas DPPH e
ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity). Os resultados da pesquisa mostram
correlacdo significativa (p<0,01) entre a atividade antioxidante dos vinhos e o
conteudo total de fendlicos.

Zhao et al. (2010) determinaram o perfil fendlico e a atividade antioxidante em
34 marcas de cerveja comerciais. O teor de compostos fendlicos foi determinado



12

pelo método de Folin-Ciocalteau, os diferentes fendlicos foram separados e
identificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e foram realizadas
analises de atividade antioxidante por cinco métodos: DPPH, ABTS, degradacéo do
anion superoxido, poder redutor (expresso em equivalentes de &cido ascorbico), e
atividade metal-quelante. Os resultados mostraram grande variagdo entre o perfil
fendlico e atividade antioxidante entre as marcas de cerveja testadas. Acido galico e
acido ferulico foram os principais compostos fendlicos identificados, respondendo
por mais de 50% do total de fendlicos. Os cinco métodos para atividade antioxidante
mostraram correlacdo positiva entre si e com o contetdo de (+)-catequina e &cido
cafeico.

Climczak I. et al. (2007) encontraram correlacdo entre o contetdo de vitamina
C e compostos fendlicos e a capacidade antioxidante de amostras de suco de
laranja. A diminuicdo no contetdo de polifendis e vitamina C ao longo do tempo de
estocagem refletiram no decréscimo da capacidade antioxidante dos sucos de
laranja. Para a afericdo da atividade antioxidante, foram utilizados os métodos DPPH
(com resultados expressos em porcentagem de degradacao do radical) e o método
FRAP, também encontrado em diversos artigos que tratam de atividade antioxidante.
Pelo método DPPH, as maiores atividades antioxidantes foram encontradas em zero
e dois meses de estocagem (valores préoximos de 50% de degradacdo do DPPH).
Foram observadas apenas pequenas mudancas no conteudo de flavononas,
indicando a estabilidade desses compostos ao longo do tempo de estocagem.

C. DANI et al. (2007) encontraram atividade antioxidante em amostras de
suco de uva produzidas no sul do Brasil pelo método DPPH. Os resultados foram
expressos em quantidade de amostra requerida para reduzir 50% de DPPH, tendo
como padréo para compara¢ao uma solucdo contendo catequinas. Quatro das oito
amostras testadas mostraram atividade antioxidante maior do que a da solugao
padrdao de catequina. A atividade antioxidante das amostras foi correlacionada
positivamente com o conteiudo total de compostos fendlicos, procianidinas e
catequinas.

Bancirova M. (2010) relatou alta atividade antioxidante em cha verde e preto.
Foram encontrados valores na faixa de 500 a 3000umol/L de equivalentes de Trolox.
Neste estudo, ndo foi analisado o conteudo total de fendlicos, porém é citado que a
atividade antioxidante em chas € proveniente das catequinas, que sdo compostos

fendlicos. O método utilizado foi diferente do tradicional DPPH, pois foi utilizado
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somente Trolox e a curva padrdo foi construida em funcdo do tempo de inibigéo
obtido com solucdes de Trolox em diferentes concentracoes.

Chan E. W. C. et al. (2010) realizaram ensaios de atividade antioxidante e
conteldo total de fendlicos pelos métodos DPPH e Folin-Ciolcateau,
respectivamente, em 14 chas tropicais e 5 chas de clima temperado, comparando os
resultados com os tradicionais chas verde e preto. Os resultados para fendlicos
foram expressos em equivalentes de acido galico por 100g de amostra, e para
atividade antioxidante em mg de equivalentes de acido ascérbico por 100g de
amostra. Diversos chas herbais apresentaram conteldo de fendlicos e atividade
antioxidante sem diferenca significativa dos chas preto e verde. Entre 0s chas
tropicais destacou-se a “murta de limao” (7560 mg GAE/100g e 13600 mg AA/100g9),
e o0 cha de orégano foi o destaque entre os de clima temperado (5860mg GAE/100g
e 7240 mgAA/100g). Os valores para cha verde, que foram os mais altos
encontrados no estudo, foram de 14120 mg GAE/100 g e 25000 mg AA/100 g).

As informacdes contidas na literatura indicam que a atividade antioxidante em

alimentos e bebidas pode estar relacionada a compostos fendlicos e néo fendlicos.

2.1.3. Atividade biol6gica dos antioxidantes presentes em bebidas

Diversas pesquisas epidemiologicas tém mostrado uma relagcao inversa entre
o consumo de frutas, vegetais e cereais e a incidéncia de doencas coronarias e
certos canceres (RICE-EVANS et. al. 1997).

A ingestéo regular de cha preto pode diminuir significativamente a pressao
sanguinea em humanos (HODGSON J. et al., 2011). Os mesmos autores atestam
gue, em nivel populacional, esse efeito de controle da pressao pode ter um impacto
significativo no risco de desenvolvimento de hipertensdo, infarto e doencas
coronarias. Rodriguez-Mateos A. et al. (2011) também constatou o efeito de
diminuicdo pressao sanguinea em ratos em uma dieta controlada contendo mirtilo.

Martinez-Lépez S. et al. (2011) relataram que o consumo de produtos a base
de cacau adicionados a bebidas produz efeitos hipoglicémicos, reduz o risco de
doenca cardiovascular e protege contra o estresse oxidativo.

O composto antioxidante pterostilbeno, um analogo do resveratrol contido em
vinhos, mostrou ter acao ansiolitica em um experimento conduzido com animais de
laboratério (RIMANDO A. et al., 2011).
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Kivimaki A. S. et al. (2011) estudaram o efeito de suco de frutas vermelhas na
saude vascular de animais de laboratdrio hipertensos. Os animais foram alimentados
com 0S sucos por oito semanas e os efeitos foram medidos através da analise de
expressdo do mRNA de genes importantes para a saude cardiovascular. Concluiu-
se que a ingestdo de suco contribuiu para a expressao desses genes, 0 que suporta
a teoria de que os sucos de frutas vermelhas podem ter efeitos positivos sobre
doencas cardiovasculares em humanos.

Polifendis provenientes de vinhos mostram importante atividade anti-
inflamatoria (GIOVINAZZO G. et al, 2011). Os autores estudaram o efeito de
polifendis extraidos de vinhos italianos em processos inflamatérios em tecido de
corddo umbilical humano. Os resultados positivos podem explicar, a0 menos em
parte, a acdo anti-inflamatéria das substancias analisadas.

Riba R. E. et al. (2011), com o0 objetivo de estudar os efeitos positivos do
consumo de suco de laranja em populagdo com alto risco de doencas
cardiovasculares, realizaram um estudo envolvendo 2606 pacientes de risco com
idade entre 55 e 80 anos. Os pacientes foram monitorados por um ano. Constatou-
se que 0s pacientes que consumiam suco de laranja em grande quantidade (mais de
5 por¢cdes por semana) apresentavam menor nivel de pressdo arterial. Além disso,
0S pacientes que passaram a consumir mais suco de laranja ao longo do ano
mostraram melhora em seu perfil lipidico. Dessa forma, o consumo de suco de
laranja pode ser recomendado para diminuicdo da pressdo e melhoria do perfil
lipidico.

Foi estudado o efeito de Cola nitida, uma das espécies de cola utilizadas
como aditivo em refrigerantes, durante a formacao de cancer de figado em ratos. O
objetivo do trabalho foi investigar o efeito de supressao do cancer pela semente de
cola. Os animais foram divididos em diversos grupos os quais receberam diferentes
doses de extrato de semente de cola. Os resultados mostraram diferencas
significativas entre o0s grupos, atestando que as doses de extrato administrada
tiveram influéncia nos parametros testados e logo na supressdo do cancer nesses
animais (JASKA, S. et al., 2011).

Além das funcdes fisioldgicas, os compostos antioxidantes também podem
exercer acao antimicrobiana, como constataram Mingo E. et al. (2011) em um
estudo envolvendo extrato fendlico de residuo de producéo de vinho. Foi constatada

atividade antimicrobiana contra Campylobacter.
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2.2.Refrigerantes

Refrigerantes sdo bebidas ndo alcodlicas, gaseificadas com diéxido de
carbono, obtidas pela dissolucdo em &agua potavel de acucares, suco de frutas,
extrato de sementes e outras partes indcuas de vegetais, bem como substancias
permitidas pela legislacdo vigente (BRASIL, 1998).

As formulacbes de refrigerantes séo propriedades corporativas e sao
mantidas em segredo. Uma formulacdo tipica consiste em 87 a 89% de &gua
carbonatada, 10 a 12% de aclUcar e menos de 1% de outros componentes como
acidos, corantes e aromatizantes (K. JORGE, 2003).

Os refrigerantes de cola devem conter obrigatoriamente noz de cola ou
extrato de noz de cola, e os refrigerantes de guarana devem conter semente de
guarana (género Paullinia) ou seu equivalente em extrato de guaranad (BRASIL,
1998).

As Tabelas 1 e 2 mostram as caracteristicas fisico-quimicas exigidas pela

legislacdo para refrigerante de cola e guarana.

Tabela 1 — Caracteristicas fisico-quimicas para refrigerante de cola

Semente de noz de cola ou extrato de noz de

g.s. p.
cola
Acucar g.s.p.
Acidez titulavel em acido citrico (g/100mL) Minimo 0,065
Cafeina (mg/100mL) Maximo 20

Fonte: BRASIL, 1998.
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Tabela 2 — Caracteristicas fisico-quimicas para refrigerante de guarana

Semente de guarana ou seu equivalente em Minimo 20
extrato (mg/100mL)

Acucar g.s.p.
Acidez titulavel em &cido citrico (g/100mL) Minimo 0,1
Cafefna (mg/100mL) Minimo 0,6
Minimo 1,0

Tanino (mg/100mL)

Fonte: Brasil, 1998.

O refrigerante que contiver semente de guarana (género Paullinia), ou seu
equivalente em extrato, devera apresentar 0s quantitativos dos componentes
secundarios do guarana, sendo proibida a adicdo de cafeina sintética ou obtida de
outro vegetal. Além disso, o refrigerante de guarand ndo podera ser adicionado de

‘cumarina” ou seus derivados (BRASIL, 1998).

2.2.1. Atividade antioxidante em refrigerantes

A atividade antioxidante em refrigerantes pode ser atribuida a sucos de frutas
presentes na composi¢do, ao corante caramelo e a outros extratos presentes na
bebida (extrato de noz de cola e extrato de semente de guarana, por exemplo).

Brenna O. V. et al. (2009) relataram atividade antioxidante em corante
caramelo e bebida de cola. Foram analisadas quatro amostras de corante caramelo
e 11 amostras de refrigerantes contendo corante caramelo, sendo nove de bebida
de cola e duas de refrigerante de Chinotto, um fruto tipico italiano. Todas as
amostras foram analisadas quanto ao conteudo de compostos fendélicos pelo método
de Folin-Ciocalteau e a atividade antioxidante foi analisada pelos métodos FRAP
(Ferric Reducing Antioxidant Power) e DPPH. Os resultados de compostos fendlicos
para as amostras de corante caramelo variaram de 29,92 a 112,30 mg de
equivalentes de acido galico por kg. Estes valores foram da mesma ordem de
grandeza daqueles obtidos para bebida de cola (56,38 a 98,47), sugerindo que
existem outras fontes de compostos fendélicos na bebida, j& que o corante caramelo
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€ adicionado em baixa concentragdo. Por sua vez, os resultados para atividade
antioxidante em corante caramelo, em média 202.135 umoles de equivalentes de
Trolox por kg, foram cerca de mil vezes mais altos para os corantes do que para as
bebidas de cola (média de 206 umoles de Trolox por litro), o qual provavelmente
esta relacionado a baixa concentracdo de corantes na bebida. Segundo estudo
realizado por Lucena et al. (2005) o conteudo de corante caramelo classe IV em
bebidas de cola esté entre 0,85 e 0,95 g/L.

Melanoidinas presentes em corante caramelo foram isoladas por ultra filtragao
e cromatografia de gel, e sua atividade antioxidante foi expressa em porcentagem de
degradacdo do radical DPPH apds 30 minutos de reacdo. Uma das amostras
desativou o radical DPPH em aproximadamente 30%, a outra em aproximadamente
40% (YONG-GUANG GUAN et al., 2011).

As melanoidinas estdo massivamente presentes na dieta dos paises
ocidentais, devido ao processamento caseiro ou industrial dos alimentos. No
passado, acreditava-se serem constituintes poliméricos, de cor marrom e inertes. No
entanto, estudos recentes de suas propriedades nutricionais, fisiologicas e
funcionais sugerem que as melanoidinas possuem propriedades antioxidantes
(MORALES F. J. et al., 2009).

Brudzynski & Miotto (2011) realizaram um estudo da composicdo das
melanoidinas presentes no mel, e a relagdo do teor de melanoidinas com a
capacidade antioxidante e conteudo fendlico das amostras. Esse estudo foi
considerado importante para o presente trabalho, pois as melanoidinas tem
contribuicdo importante para a atividade antioxidante de refrigerantes. As amostras
foram submetidas a um tratamento térmico (121°C, 30min), e diluidas. Foi realizada
a separacdo de componentes de acordo com o seu tamanho por cromatografia. Em
seguida foi medida a atividade antioxidante utilizando o reagente AAPH e o
conteudo total de fendlicos foi determinado pelo método de Folin. As melanoidinas
previamente separadas foram submetidas a cromatografia para separacdo das
fracdes, e em seguida submetida a espectrometria massica. O conteudo de fendlicos
em melanoidinas de mel submetido a tratamento térmico foi maior do que naquelas
de mel ndo aquecido. Esse aumento no teor de fendlicos aumentou também a
atividade antioxidante das melanoidinas. Os dados de tal pesquisa indicam que as
melanoidinas possuem componentes fendlicos em sua estrutura e que o teor desses

componentes pode aumentar com 0 aquecimento.
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Morales et al. (2009) realizaram um estudo sobre a capacidade das
melanoidinas provenientes de cerveja na desativacdo de radicais. Os diferentes
processos de elaboracédo de cerveja podem ser classificados de acordo com a sua
atividade antioxidante, sendo que tal atividade, ndo est& relacionada com a sua cor,
0 que significa que as estruturas que possuem cor nao estao envolvidas neste efeito
antioxidante.

Cano et al. (1998) realizaram ensaios de atividade antioxidante em cerveja,
sucos, isotdnicos e bebidas carbonatadas de cola e de frutas. Foi utilizado o método
ABTS, sendo a curva padrao construida com uma solucdo de acido L-ascorbico.
Dentre todas essas bebidas, a de cola foi a que apresentou menor atividade
antioxidante, de 0,73 mg acido ascorbico/100 mL de bebida para a marca A e 1,58
para a marca B. Tal atividade foi cerca de cinco vezes menor a encontrada em
refrigerante de limdo e vinte vezes menor ao valor encontrado para refrigerante de
laranja.

Boudjeko, T. et al. (2009) analisaram sementes de cola de trés diferentes
espécies (Cola acuminata, Cola nitida e Garcinia kola) quanto ao contetdo de
fendlicos totais utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau. Foi realizada também a
identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). O contetdo de fendlicos totais foi expresso em mg de
equivalentes de acido clorogénico por grama de amostra, resultando em 49,36 +
2,75 para C. nitida; 31,6 + 4,83 para C. acuminata e 17,03 + 3,03 para G. kola. Os
resultados de cromatografia mostram que a cafeina representa cerca de 50% dos
fendis sollveis em sementes de C. nitida e C. acuminata. Além disso, a catequina foi
o flavonéide dominante, e representou cerca de 30% dos fendis soluveis em C.
nitida e C. acuminata. Este estudo forneceu informacdes que podem servir para
explicar a atividade bioquimica da semente de cola e sua possivel utilizacdo em
alimentos funcionais.

Nienenak et al. (2008) realizaram a extracdo e analise de polifendis presentes
em sementes de cola de diferentes espécies. Os resultados mostraram que a
catequina é o flavondide predominante em sementes de cola. O conteddo de
catequinas foi entre 13 e 26 mg/g de peso fresco.

Os resultados de atividade antioxidante em bebida de cola obtidos por Brenna
et. al. (2009) somados aos resultados em sementes de cola e corante caramelo

motivaram o estudo de atividade antioxidante em bebida de cola.
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Foi encontrada atividade antioxidante em extrato de semente de guarana
obtido com diferentes solventes (agua, metanol, acetona e etanol) pelos métodos
DPPH e B-caroteno (MAJHENIC L. et al., 2007). A atividade antioxidante pelo
método DPPH foi expressa em porcentagem de desativacdo do radical DPPH.
Todos os extratos apresentaram desativacdo acima de 85%. Além disso, através da
analise de compostos fendlicos totais nos extratos, foram encontrados valores de
119 (extracdo com agua a 100°C) a 186 (extracdo com acetona 35% a 85°C) de
equivalentes de &cido gélico (mg de &cido galico por grama de extrato).

Brenna O. V. et al. (2009) relataram alta atividade antioxidante em bebida de
Chinotto, um refrigerante de fruta tipico italiano. Foi realizado ensaio de acordo com
os metodos FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) e DPPH, onde uma das
amostras apresentou atividade antioxidante de 1442 pumol/L de equivalentes de
Trolox no ensaio FRAP e 986 no ensaio DPPH. Esses resultados motivaram o
estudo com bebida de guarana, ja que, assim como a bebia de Chinotto, também

contém extrato de fruta em sua composicao, além de corante caramelo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Instrumentacao

Foi utilizado espectrofotometro marca HP modelo Agilent 8453 e ultrassom
Unique modelo USC 700.

3.2.Reagentes quimicos

Os solventes e reagentes utilizados foram puros para analise (etanol, metanol e
carbonato de sédio anidro), acido galico (Nuclear), reagente de Folin da marca Fator
1 e o Radical DPPH adquirido da Sigma-Aldrich.

3.3.Amostras

As amostras foram coletadas e armazenadas no laboratorio a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz até o momento das analises. Foram coletados quatro
lotes de cada bebida, sendo trés produzidos nos dias préximos a coleta e um
produzido anteriormente. No momento da andlise, as amostras foram colocadas em
béqueres e descarbonatadas em ultrassom por 10 minutos. A Tabela 3 apresenta os

dados das amostras analisadas.

Tabela 3 — Dados das amostras analisadas

Tempo de
Amostra Tipo Armazenamento
(dias)
Cola A Refrigerante de Cola 44
ColaB Refrigerante de Cola 43
ColaC Refrigerante de Cola 44
ColaD Refrigerante de Cola 68
Guarand A Refrigerante de Guarana 41
Guarana B Refrigerante de Guarana 42
Guarand C Refrigerante de Guarana 42

Guarana D Refrigerante de Guarana 128
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3.4.Determinacao de fendlicos totais

A anadlise foi realizada segundo o meétodo de Folin-Ciocalteau (SLINKARD &
SINGLETON, 1977). Resumidamente, foi preparada uma curva padrdo utilizando
diferentes concentragBes de uma solucdo aquosa de etanol e acido gélico. Aliquotas
de 0,02 mL dessas solu¢cdes reagiram por 2h ao abrigo da luz com 1,58 mL de agua
e 0,4 mL de reagente de Folin. O mesmo procedimento foi realizado para as
amostras. A curva padréo e amostras foram analisados em espectrofotometro a
765nm. Os resultados foram expressos em equivalentes de acido galico (GAE): mg
de acido gélico por litro, calculados de acordo com a curva padréo obtida na faixa de

20 a 500 mg/L de &cido galico.

3.5.Determinacéo de atividade antioxidante

Foi utilizada a técnica DPPH adaptada a bebidas (BRAND-WILLIAMS, 1995). A
curva padrao foi preparada através da diluicio em série da solugdo de Trolox em
metanol. Aliquotas de 0,05 mL das solu¢des padrdo, assim como das amostras,
reagiram por 30 minutos ao abrigo da luz com 0,95 mL de uma solugdo metandlica
do radical DPPH. A curva padrdao e amostras foram analisados em
espectrofotometro a 515nm. Os resultados foram expressos em equivalentes de

Trolox (umol Trolox/L).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Atividade antioxidante e compostos fendlicos em bebida de cola

Os resultados indicaram que néao houve diferenca significativa em relagao ao teor

de compostos fendlicos para os diferentes lotes analisados (Tabela 4).

Tabela 4 — Conteudo total de fendlicos e atividade antioxidante para as bebidas de cola.

Amostra GAE* DPPH**
Cola A 137,932 180,12a
ColaB 146,882 171,38a
ColaC 113,212 243,89a
Cola D 123,692 149,24a

* - Resultados expressos em mg de &cido galico por litro de amostra

** . Resultados expressos em umol de equivalentes de Trolox por litro de
amostra

Letras iguais na coluna indicam resultados sem diferenca significativa a
95% de confianca

Os valores de concentracdo de compostos fenodlicos variaram na faixa de
113,21 a 146,88 GAE (mg de acido galico/L). Nao foi detectada correlacdo positiva
entre o teor de compostos fendlicos e a atividade antioxidante.

Brenna O. V. et al. (2009), analisaram nove amostras de bebida de cola
guando ao conteudo de compostos fendlicos: trés regulares (A, B e C); trés light (D,
E e F); duas descafeinadas (G e H); e uma adicionada de suco de liméo (I). Nao
houve diferenca significativa no contetdo de compostos fendlicos entre as amostras
B, C, G eleentre B, CeH. A técnica utilizada também foi a de Folin-Ciocalteau,
assim como no presente trabalho.

Brenna et al. (2009), ao analisarem compostos fendlicos em refrigerante de
cola, encontraram valores entre 56,38 e 98,47 mg de &cido gdlico/L, valores
inferiores aos encontrados no presente trabalho. Essa diferenga no contetdo de
fendlicos pode ser devida a natureza do extrato de noz de cola utilizado ou outros
aditivos empregados no preparo da bebida.

Boudjeko et al. (2009) encontraram valores diferentes para conteudo total de
fendlicos ao analisarem trés espécies de semente de cola e o fruto de Garcinia kola.
Foram obtidos valores entre 17,03 e 49,36 mg de equivalentes de acido clorogénico

por grama de peso fresco pelo método de Folin-Ciocalteau.



23

Granato et al. (2011) analisaram amostras de vinhos produzidos na América
do Sul e encontraram um valor médio de conteddo de compostos fendlicos de
1.476,75 mg de equivalentes de acido galico por litro de amostra. Este valor foi cerca
de 10 vezes maior ao valor médio encontrado para refrigerantes de cola.

Chan E. W C. et al. (2010) encontraram teor de fendlicos de 2.810 mg de
equivalentes de acido galico por 100 g de ch& de alecrim. Convertendo esse valor
para mg por litro de infusdo do cha, tem-se 140,50 mg GAE/L. Esse valor foi muito
proximo a média dos valores encontrados para bebida de cola, que foi de 132,67
GAE/L.

Os valores de atividade antioxidante apresentaram-se na faixa de 149,2 a
243,89 umol Trolox/L, contudo sem diferenca significativa entre os quatro lotes
analisados (Tabela 4).

Os valores encontrados para atividade antioxidante em bebida de cola foram
semelhantes aos obtidos por Brenna O. V. et al. (2009) ao analisarem bebidas de
cola comerciais. O principio do método utilizado foi 0 mesmo do presente trabalho e
0s autores encontraram valores entre 170 e 288 umol Trolox/L. As amostras foram
as mesmas testadas para compostos fendlicos (amostras de A a ). Dentre estas, 0s
seguintes pares nado apresentaram diferenca significativa quanto a atividade
antioxidante: C e D (uma regular e outra light); F e H (uma light e outra regular
descafeinada) e G e H (ambas regulares descafeinadas).

Bancirova M. (2010) realizou andlise de atividade antioxidante pelo método
DPPH para ch& verde e preto. Foram analisadas infusdes preparadas com o cha
fresco e com 0 mesmo apds congelamento por 12 meses a -20°C. Os resultados
mostraram uma grande diminuicdo na atividade antioxidante dos chas apds o
periodo de congelamento. Os chéds nao fermentados (ch& verde) apresentaram
valores em média de 1.650 umol de equivalentes de Trolox/L quando frescos e 250
apos o periodo de congelamento. O mesmo efeito foi observado para o cha
fermentado (ch& preto): média de 1.700 quando frescos e 160 apods o periodo de
congelamento. Os valores encontrados, tanto para cha preto quando para cha verde
apo0s o periodo congelamento foram da mesma ordem de grandeza daqueles

encontrados para bebida de cola.
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4.2. Atividade antioxidante e compostos fendlicos em bebida de guarana

Para a analise de compostos fendélicos o maior valor obtido foi de 76,61 mg de
acido galico por litro de amostra de bebida de guarana, sendo que houve diferenca
significativa entre os lotes analisados (Tabela 5). O teste de Tukey a 5% de
significancia indicou que somente um dos lotes diferiu significativamente dos demais
no conteudo de compostos fendlicos.

Para a andlise de atividade antioxidante, os valores variaram entre 105,72 e

176,63 umol Trolox/L e ndo houve diferenca significativa entre as amostras.

Tabela 5 — Conteudo total de fendlicos e atividade antioxidante para as bebidas de guarana.

Amostra GAE* DPPH**
Guarana A 76,612 105,722
Guarana B 17,36b 135,202
Guarana C 9,89b 150,152
Guarana D 4,39b 176,632

* - Resultados expressos em mg de acido galico por litro de amostra

** - Resultados expressos em umol de equivalentes de Trolox por litro de
amostra.

Letras iguais na coluna indicam resultados sem diferenca significativa a
95% de confianca.

Uma vez que o lote A diferiu dos demais em relacdo ao contetudo de
compostos fendlicos, acredita-se que essa diferenca seja devido a quantidade de
fendlicos no guarana ser reduzida, o que torna mais dificil sua deteccéo pela técnica
utilizada. Os quatro lotes foram elaborados seguindo a mesma formulagdo, mesmos
procedimentos e mesmos equipamentos. Contudo, podem ter ocorrido pequenas
diferencas no processamento em dois momentos em que o produto € aquecido.
Primeiramente, na preparacdo do xarope simples (adgua e aclcar) o agUcar é
adicionado a um tanque contendo agua a 60°C e em seguida a mistura € aquecida a
80 - 90°C por aproximadamente 25 minutos sob agitacdo constante. O objetivo desta
etapa é obter uma solucdo homogénea e livre de contaminacdo microbiologica
(DUDA, 2000). Logo ap0s essa etapa, ocorre a filtracdo do xarope simples, com o
objetivo de eliminar impurezas para obtencédo de um xarope limpido e transparente,
para que nao haja influencia da coloracéo no produto final. Essa filtracdo é realizada
com carvao ativado e terra diatomacea (auxiliar de filtracdo). O carvao ativado é
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aplicado ao xarope aquecido a 85°C e o tempo de contato minimo é de 20 minutos,
sob agitacdo (SANTANA, 2000).

Acredita-se que o tratamento térmico tenha influéncia no conteudo fendlico
das amostras com base no trabalho de Brudzynski & Miotto (2011), que encontraram
maior teor de compostos fendlicos em melanoidinas isoladas de mel submetido a
processamento térmico em comparacdo com mel ndo aquecido. O mel foi tratado a
121°C por 30 minutos. O aumento no teor de fendlicos em uma das fracdes de
melanoidinas de mel de flor de trigo sarraceno chegou a 50%, 0 maior observado no
trabalho.

As amostras de refrigerante de guarana B, C e D apresentaram conteudo de
compostos fendlicos reduzido, valores esses abaixo do limite de quantificacdo da
curva padrdo. Majheni¢ L. et al., (2007) encontraram conteddo de compostos
fendlicos em extrato de semente de guarana variando de 119 (extragdo com agua a
100°C) a 186 (extracdo com acetona 35% a 85°C) de equivalentes de acido galico
(mg de acido galico por grama de extrato). A pequena quantidade de extrato de
semente de guarana adicionada justificaria o baixo conteudo de fendlicos na bebida,
visto que o extrato de guarand € um dos componentes do mix de aditivos que,
segundo K. Jorge (2003), representa menos de 1% da composi¢éo do produto.

O teor de fendlicos para bebida de guarana, em média 34,62, € mais de vinte
vezes menor ao valor médio encontrado por Granato et al. (2011) para vinhos, que
foi em média de 1476,75.

Chan E. W C. et al. (2010) encontraram teor de fendlicos de 1.370 mg de
equivalentes de acido galico por 100 g de cha de camomila. Convertendo esse valor
para mg por litro de infusdo do cha, obtém-se 68,5 mg GAE/L. Esse valor foi proximo
ao maior valor encontrado entre os lotes de bebida de guarana, que foi de 76,61 mg
GAE/L. O valor médio encontrado para bebida de guarana, de 34,62 GAEIL,
aproxima-se do valor encontrado para cha de capim-limdo que foi de 32,20 mg
GAE/L.

Zhao et al. (2010) analisaram a capacidade antioxidante de 34 amostras de
cervejas comerciais pelo método DPPH. O menor resultado encontrado foi para uma
marca chinesa de cervejas e foi igual a 240 umol de equivalentes de Trolox/L, o qual
se encontra ha mesma ordem de grandeza da média encontrada para bebida de

guarana, de 130,35 umol de equivalentes de Trolox/L.
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Uma das explicagbes para a menor atividade antioxidante apresentada pela
bebida de guarana em relacdo a bebida de cola pode ser o estudo realizado por
Lucena R. et al. (2005), dado que o corante caramelo contribui em grande parte para
a atividade antioxidante em bebidas. Os autores utilizaram um método continuo
automéatico para determinacdo de acucares totais, corante caramelo classe IV e
cafeina em bebidas. O caramelo € o corante mais importante na producdo de
refrigerante de cola e outros. A Associacdo Técnica Internacional do Caramelo
identificou quatro diferentes classes do corante: I, I, 1ll e IV, sendo a IV a mais
utilizada em bebidas. Foram analisadas diversas amostras de bebida de cola
(regular, sem acucar e sem cafeina) e uma amostra de bebida de guarana. O
conteudo de corante caramelo classe IV variou entre 0,85 e 0,95 g/L entre as

bebidas de cola e foi de 0,05 em bebida de guarana.
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5. CONCLUSAO

A contribuicdo das diversas substancias, interacéo entre elas e mecanismo da
atividade antioxidante ainda ndo é completamente compreendido.

A composicdo dos refrigerantes é confidencial, porém sabe-se que o0s
refrigerantes de cola contém extrato de noz de cola em sua composi¢cdo, assim
como os refrigerantes de guarana possuem extrato de semente de guarana. Ambos
0S extratos possuem compostos fendlicos que contribuem para a atividade
antioxidante dessas bebidas.

A capacidade antioxidante pode estar relacionada com a presenca de corante
caramelo em ambas as bebidas.

A atividade antioxidante em refrigerantes é baixa quando comparada a
bebidas como vinho e cha verde e preto, cuja ingestao ja possui efeitos benéficos a
salde associados. Portanto, ha possibilidade de que essa capacidade antioxidante
contribua apenas para a protecdo do produto contra a oxidagcdo, ndo possuindo
efeito na saude humana.

Novos estudos podem ser realizados com refrigerantes a base de suco de
uva ou laranja, pois a literatura relata atividade antioxidante em sucos dessas frutas.
O estudo de energéticos também é uma perspectiva interessante, uma vez que
essas bebidas possuem maiores concentragdes de extratos vegetais como o extrato
de guarana e outros. Além disso, podem ser realizados estudos do perfil fendlico dos
refrigerantes, para identificar quais compostos estdo efetivamente contribuindo para

a atividade antioxidante.
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