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Resumo

O estudo da capacidade antioxidante (CA) de cervejas consistiu na determinagéao
e avaliacdo da CA de cervejas comerciais, disponiveis no mercado nacional. A CA indica
o grau de protecgéo conferido ao organismo relativamente a danos oxidativos radicalares
envolvidos em processos degenerativos. A CA foi determinada pelos métodos (i) Total
radical trapping antioxidant parameter (TRAP); (ii) Trolox equivalent antioxidant capacity
(TEAC); (iii) Trolox equivalent antioxidant capacity (DPPH); (iv) Ferric ion reducing
antioxidant parameter (FRAP); (v) Cupric reducing antioxidant capacity (CUPRAC); (vi)
Oxygen radical absorbance capacity (ORAC). Estes métodos s@o Opticos e baseiam-se
na inibicdo de radicais livres em solugdo. Os valores de CA foram calculados
relativamente aos compostos &cido ascérbico (AA), acido gélico (AG) e o trolox (TR).

No sentido de esclarecer o efeito de alguns factores na CA das varias amostras
de cerveja procedeu-se a analise estatistica dos resultados com base no teste ANOVA
(analysis of variance). Os factores considerados neste estudo foram: método de analise,
composto padrdo, marca comercial, tipo, origem, corantes, aromas, antioxidantes,
edulcorantes, teor de &lcool, cor, sumo e outros aditivos.

O teste ANOVA sugeriu a existéncia de diferencas estatisticamente significativas
entre as marcas nos métodos FRAP (para o padrao AG) e no método ORAC.
Relativamente ao teor de alcool, somente o0 método ORAC, para os padrées AG e TR,
sugeriu existirem dois subgrupos diferentes. Todos os métodos indicaram diferengas
estatisticamente significativas entre os varios grupos de cores da cerveja.

No estudo relativo ao efeito do método verificou-se que, para todos os padrées, o
método ORAC apresentou diferengas estatisticamente significativas dos restantes, tendo
valores de CA muito superiores aos dos restantes métodos usados.

No efeito dos padrées concluiu-se que, para todos os métodos, existiam
diferengas estatisticamente significativas entre os varios padrdes. No método TRAP e
CUPRAC todos os padroes se comportaram de forma distinta, nos métodos TEAC e
FRAP o padrdao AG apresentou CA inferiores aos restantes, pertencendo a um subgrupo
diferente. O método DPPH sugeriu que o AG produzia valores de CA superiores aos dos
demais padrées. O método ORAC registou um comportamento semelhante, mas para o
padrao TR.

Palavras-chave: TRAP, TEAC, DPPH, FRAP, CUPRAC, ORAC, CA, AA, AG, TR e
Antioxidantes.
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Abstract

The antioxidant capacity (CA) of beers was studied by means of its determination
and evaluation in commercial beers, available in national market. The CA indicates the
degree of protection of a certain organism against the radical oxidative damage,
correlated to degenerative diseases. The CA was determinate several methods, such as
(i) Total radical trapping antioxidant parameter (TRAP); (ii) Trolox equivalent antioxidant
capacity (TEAC); (iii) Trolox equivalent antioxidant capacity (DPPH); (iv) Ferric ion
reducing antioxidant parameter (FRAP); (v) Cupric reducing antioxidant capacity
(CUPRAC); (vi) Oxygen radical absorbance capacity (ORAC). These are optical methods
based in the inhibition of free radicals in aqueous solution. Ascorbic acid (AA), Gallic acid
(AG) and Trolox (TR) were used as standards.

The effect of some factors upon the observed CA was studied by ANOVA
statistical analyses (analysis of variance). Method, standard, commercial brand, kind of
fermentation (ale or lager), origin, colorants, flavors, antioxidants, sweeteners, alcohol,
color, juice and other additives, were the factors under evaluation.

The ANOVA test suggested statistical differences between commercial brands for
FRAP (for the standard AG) and ORAC methods. With regard to alcohol level, only ORAC
method (standards AG e TR) suggested significant statistical differences between the
observed groups. All methods pointed out statistical differences within the different color
groups of beers.

Evaluation of the effect of method upon CA indicated that ORAC provided higher
experimental CA values, of significant statistical differences to other methods.

With regard to the effect of standards the observed results depend on the
experimental method. TRAP and CUPRAC point out statistical differences within all
standards. TEAC and FRAP suggested lower CA for AG. On the contrary, DPPH
produced higher CA for AG standard. ORAC method showed statistical differences and
higher CA when TR was used as standard.

Key-words: TRAP, TEAC, DPPH, FRAP, CUPRAC, ORAC, CA, AA, AG, TR and
Antioxidants.
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1.1 Cerveja

A palavra cerveja provém do latim “cervesia’, designacao especifica de bebida
fermentada. A expressao “cervesia bibere” em que “bibere” significa para beber e deve
ter dado origem as palavras que designam a cerveja noutras linguas europeias, tais como

biére, bier, beer[1].

O mais antigo conhecimento de uma bebida fermentada feita a base de cereais, o
antepassado da cerveja dos nossos dias, surge com o0s sumérios 6000 a.C. [1]. Mais
tarde, os Babil6nios (3000 a.C.) deixaram varios testemunhos de uma industria
cervejeira. Também para os Egipcios a cerveja foi importante, sendo uma bebida do povo
e dos reis, figurando nos tesouros dos sarcofagos mais notaveis (Figura 1). Foi, bem
mais tarde, o dominio do povo Romano que espalhou a cerveja pela Europa, na
sequéncia da proibicao do cultivo da vinha em terrenos onde pudessem ser semeados

cereais.

Figura 1 — Fabricacao de cerveja pelos Egipcios [2].

Naturalmente, a cerveja teve diferentes caracterizagbes ao longo dos anos.
Comecando por ser uma actividade familiar, passou, pouco a pouco, a ser levada a cabo
por artesdos cervejeiros que trabalhavam principalmente em abadias, em mosteiros e
para grandes senhores. A partir do século Xll surgiram pequenas fébricas que
proliferaram na Europa Central [1].

Em Portugal o inicio do consumo da cerveja parece datar do século XVII. O
sucesso desta bebida originou o aparecimento de sete fabricas de cerveja na cidade do
Porto, em 1801. Mais tarde, em 1834 instala-se em Lisboa a Fabrica da Cerveja da
Trindade. As fabricas de cerveja entdo existentes fundiram-se ao longo dos tempos,
dando origem a actual Unido Cervejeira (UNICER), no Porto, e a CENTRALCER, em
Lisboa [1].
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As matérias-primas usadas genericamente na producdo da cerveja sdo, agua,
malte, cereais ndo maltados, ltpulo e levedura (Figura 2).

Figura 2- Matérias-Primas usadas na produgao da cerveja: 1-agua, 2-malte, 3-cereais
nao maltados, 4-Lupulo, e 5-leveduras.

A maior parte das cervejas contém 90-95% de agua. A qualidade e a composi¢ao
mineral da dgua sdo por isso muito importantes para o cervejeiro, certos constituintes
como magnésio, sodio, cloretos e sulfatos podem influenciam directamente o gosto da
cerveja [3].

O malte é uma matéria-prima resultante da germinacdo de um cereal,
normalmente a cevada [6]. O malte de cevada é a principal fonte de extracto e de
enzimas para a obtencao dos agucares fermentesciveis usados na producado de cerveja.
E fonte de nutrientes para o crescimento da levedura, sendo responsavel pela cor da
cerveja e pela producao de proteinas envolvidas na formagao da espuma [3].

Os cereais nao maltados (arroz, milho, cevada e trigo) conferem a cerveja menos
cor e caracteristicas especificas, de acordo com o cereal escolhido [3].

O lupulo é utilizado para conferir amargor e aroma a cerveja, pois apresenta
grande quantidade de resinas amargas e 6leos essenciais. Conforme a quantidade de
resinas e 6leos essenciais as variedades de lUpulo sédo classificadas em variedades de
amargo e variedades de aroma [3]. Para além das qualidades enumeradas, também lhe
sao atribuidas outras propriedades benéficas: contribui para uma maior resisténcia a
contaminagdes microbiolégicas pelo seu poder anti-séptico, abre o apetite e fortalece o
sistema nervoso [7].

As leveduras sdo microrganismos unicelulares, biologicamente classificados como
fungos e que tém excelente capacidade natural de sobrevivéncia na auséncia de
oxigénio. Na presenca de ar, os microrganismos multiplicam-se mas, na auséncia de

oxigénio, fermentam os agucares, transformando-os em éalcool. As leveduras mais usadas

4
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na producéo da cerveja sdo do género Saccharomyces. Dependendo do tipo de cerveja

qgue se pretende produzir utilizam-se diferentes leveduras: leveduras de fermentagao alta

(Saccharomyces cerevisiae — Figura 3, tipicas das Ale) e leveduras de fermentacao baixa

(Saccharomyces uvarum, antes conhecidas por Saccharomyces carlsbergensis, tipicas
das Lager) [7].

Figura 3 - Célula de Saccharomyces cerevisiae em imagem tridimensional.

Sao vérias as fases envolvidas na producdo de cerveja (Figura 4). O processo
produtivo da cerveja inicia-se com a maltagem, que consiste em trés passos distintos:
maceragao, germinacado e secagem. A maceragao consiste em fornecer aos cereais o
grau de humidade suficiente para a germinagdo, para isso 0s graos de cevada sao
macerados em agua até atingirem um teor de humidade de 43-46%. Durante as
germinagdes sdo produzidas enzimas que quebram as pareces celulares tornando o
grao, inicialmente rijo, fridvel. A germinagao torna possivel a transformag¢@o do amido em
acucares fermentesciveis (maltose e glucose). O processo de maltagem termina com a
secagem, cujo propoésito é paralisar a actividade bioldégica da germinacao, coloragéo do
malte e redugao da humidade a um nivel ideal para garantir a armazenagem [6].

O passo seguinte consiste na fabricagdo do mosto, processo que consiste nas
seguintes etapas: moagem, brassagem, filtracao, ebulicao, clarificacao e arrefecimento. A
moagem consiste na extrac¢do do amido, facilitando o ataque enzimatico. Na brassagem,
o cereal, previamente triturado. € misturado com agua sob condi¢des controladas de
tempo e temperatura; as enzimas do malte degradam o amido (amilases) e proteinas
(proteases) em acgucares fermentesciveis e aminoacidos necessarios para o metabolismo
da levedura. Todo o produto resultante da brassagem é filtrado separando-se deste modo
0 dréche (casca do cereal praticamente esgotada) do mosto. Seguidamente, a ebulicdo
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garante a esterilizacdo do mosto, promove a coagulagcdo de proteinas e polifendis,

possibilita extraccao e isomerizacdo dos a-acidos do lupulo e garante a eliminacao de

substancias volateis indesejaveis. Durante a clarificacdo, ha a separacao dos residuos do

lpulo e das proteinas coaguladas do mosto lupulado. O mosto é arrefecido a

temperatura de inicio de fermentagdo e arejado para satisfazer as necessidades da

levedura em oxigénio, nutriente fundamental para a reconstituicdo da parede da célula e
seu crescimento [3].

Apoés o arrefecimento do mosto adiciona-se uma levedura, que ird depender do
tipo de cerveja pretendido, a temperatura controlada. A acgdo metabdlita da levedura
transforma os acucares do mosto em etanol e diéxido de carbono. Sao também
produzidos outros metabolitos que, embora presentes em pequenas quantidades,
contribuem decisivamente para o aroma da cerveja, tais como aldeidos, alcoois
superiores e estéres. Este processo denomina-se por fermentagéo [3].

Na maturacao, fase subsequente a fermentacdo, a cerveja “verde” € deixada a
maturar, havendo libertagdo dos componentes volateis indesejaveis ao aroma/gosto final
da cerveja. Posteriormente, a cerveja é filtrada, por um processo mecéanico de retencao
de sélidos, de modo a ficar clara e brilhante [3].

Dependendo do modo de acondicionamento da cerveja esta pode ter que ser
previamente pasteurizada: se a cerveja for embalada em barris tera que ser submetida a
pasteurizacao “flash” ou a filtragdo estéril; se for acondicionada em garrafas ou latas a
cerveja pode ser acondicionada por enchimento asséptico com pasteurizagéo “flash” ou
filtracdo estéril prévia ou pasteurizacao “tunel” apés enchimento [3].
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Figura 4 — Producao de Cerveja (adaptado de [8]).

As cervejas podem classificar-se em ale ou lager, consoante o tipo de
fermentagdo a que sado sujeitas. As cervejas tipo ale sao fabricadas por meio de
fermentagao “superficial” ou “alta”, isto é, as leveduras ficam, tipicamente, a superficie. A
temperatura de fermentagdo estd compreendida entre os 15 e os 25°C. Apresentam
pronunciado sabor a lupulo e teor alcodlico, entre 4 e 8% [6]. Alguns exemplos de
cervejas ale séo (i) a Porter — muito escura, encorpada, com pronunciado sabor a malte
[6]; e (ii) a Stout — menos escura que a Porter, mas com maior teor de alcool (5-6,5%) [6].

As cervejas de tipo lager sao fabricadas por meio de fermentacao “profunda” ou
“paixa”, isto €, as leveduras ficam no fundo. A temperatura de fermentagédo estd
compreendida entre os 5 e 0os 10°C e sdo as mais comuns em todo o mundo [6]. Alguns
exemplos de cervejas tipo lager sao (i) a Dourtmund — cor clara, sabor a lupulo moderado
e baixo teor alcodlico (3-3,8%), é das cervejas mais expandidas pela Europa; (ii) a Pilsen
— Semelhante a Dortmund mas mais amarga; (iii) a Bock — é mais “pesada” e apresenta
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maior teor alcodlico do que as anteriores; (iv) Munique — de cor mais escura do que as

anteriores.

1.2 Cerveja e a saude

As aplicagbes da cerveja na area da saude tém sido as mais diversas ao longo
dos tempos, encontrando-se na literatura seguintes registos da sua utilizagéo [3],

Sumérios - Chagas
Egipcios - Antidoto contra venenos de cobras e
escorpides

- Dores abdominais/ Prisdo de ventre

- Tosse
Hipdcrates - Diurético, Laxativo, Sedativo
Monges Alemaes - Dermatites e doencgas pulmonares
Martin Luther - Pedra do rim
Paracelsus - Gota

- Doengas gastrointestinais

Século XVIII - Raquitismo
Lung 1946 - Efeito bacteriostatico
Schmid 1950 - Tuberculose

O seu consumo moderado pode trazer beneficios para a saide humana uma vez
que se trata de uma bebida natural, pouco cal6rica, sem gorduras e com uma quantidade
apreciavel de vitaminas e proteinas [4]. O lupulo é um sedativo suave e estimulante do
apetite, 0 malte proporciona a cerveja acidos organicos e vitaminas importantes para a
salde e a agua o seu constituinte em maior quantidade torna a rica em minerais, para
além de Ihe conferir um elevado poder refrescante [4].

Em suma, comparativamente a outras bebidas alcodlicas, a cerveja tem um maior
valor nutricional, contendo minerais e alguns nutrientes essenciais ao organismo, tais
como, potassio, magnésio, calcio e sédio. As bebidas destiladas apresentam tipicamente
valores nulos nestes constituintes [5].

O consumo de cerveja tornou-se um habito nos dias de hoje, sobretudo durante o
Verdo. As estatisticas indicam que, em Portugal, cada habitante consome 61,1 litros
desta bebida por ano. Os seus consumidores preferenciais sao, ainda, do sexo

masculino. Por ser uma bebida alcodlica, o seu consumo em excesso esta habitualmente



Introducao
Capacidade Antioxidante de Cervejas Comerciais

associado ao aumento do perimetro abdominal e outros sintomas menos benéficos. O

seu consumo moderado pode, porém, trazer alguns beneficios (Tabela 1).

Tabela 1 — Possiveis efeitos benéficos do consumo da cerveja relativamente a algumas
doencas [4].

Doenca Beneficio Forma de actuacao

O consumo moderado de cerveja
provoca um deslocamento dos
electrélitos (Mg?*, K*, Na* e Ca®) no
) _ Baixo teorem  sangue e na urina.
Hipertensao . : . :
Na Quanto maior quantidade de urina
expulsa maior sera a perda de Na'.
Os niveis de K* e de Mg® nao sao
afectados.
A concentracao de homocisteina nos
consumidores de cerveja é
Problemas no sistema P significativamente mais baixa que nos
i . Acido folico _ _ ,
circulatorio consumidores de vinho e licores,
devido ao conteudo de &acido fdlico
existente na cerveja.
Aumenta os valores do HDL
_ (vulgarmente conhecido como
Problemas do Coracao Aumento do HDL L .
“colesterol bom”) diminuindo o risco
de doencas cardiovasculares.
o Os antioxidantes presentes na cerveja
Actividade _ _ ;
Cancro o impedem o crescimento de células
antioxidante _
tumorais.
O Aalcool tem um efeito repressivo
Obesidade sobre o metabolismo da gordura.

Poucas calorias.

Um possivel beneficio decorrente do consumo da cerveja, e ainda ndo estudado,
pode derivar da presenca de produtos naturais, extraidos dos cereais, € que apresentam
propriedades antioxidantes.

Os antioxidantes sao substancias que bloqueiam danos provocados por radicais,
impedindo a oxidac¢ao ou inibindo reac¢des promovidas pelo oxigénio por perdxidos ou
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por outras espécies radicalares existentes a nivel biolégico. A intensidade deste efeito
depende da estrutura quimica e da concentracdo de antioxidante em causa. Em matrizes
complexas, a medida desta intensidade € realizada através da quantificacdo da CA da

amostra. Sao usados em diversos produtos como alimentos, lubrificantes e cosméticos.

1.3 Capacidade Antioxidante

A CA é a medida da quantidade de um dado radical livre desactivado numa
solucao teste e pode constituir um indicador do grau de protecgéao exercido contra o dano
oxidativo celular promovido por radicais livres. Os radicais livres sdo gerados a nivel
biologico, durante a producdo de ATP na mitocéndria, por adicdo ou perda de um
electrao. Durante este processo (Figura 5) ha a producdo de espécies reactivas de
oxigénio [9]. Essas espécies reactivas sao, tipicamente, o anido superéxido (O,), o
peroxido de hidrogénio (H.0,), o radical peroxilo (ROO’), o radical hidroxilo (HO), o
singuleto de oxigénio ('0O.) e o peroxinitrilo (ONOO") [10].

Processos: lonizagdo, Ndo-lonizagdo, Metabolismo xenobidtico,
. 3 SOttt A S —————
Transporte de electrdes, peroxisomes, Enzimas. 1

Consequéncias: Mutagdo, Citotoxicidade (Necrose), citostasis,
proliferagdo.

Antioxidantes

Agentes danificantes : ROS/RNS
HOCVHOBr o

A

[
‘ OH
HN
AMe
0” > x" o
H
10’ Mielopenoxidase

H
N
BN
: innofi i o
Luz et de Oxiséni CI/Br~ Eosinnofilo peroxidase /K . |;-.v\.>:
inguleto de Oxigenio Acidos Hipoaloso NH: N H o
e 0, - CH,0H
o, > 0,- = H,0,+ 0, -
- Superdxido 2H" Peréxido de hidrogénio )\
N

0
H

H" ME /

/
‘NO
f MED I.I 1
HO, - HO" +HO~
“ - N Lo
Radical Hidroperoxilo OONO Radical Hidroxilo Antioxidantes

Peroxinitrilo

Figura 5 — Espécies reactivas de oxigénio, processos de formacao de radicais,
consequéncias, alvos e agentes causadores de lesdo no ADN e suas bases (adaptado de

[10]).
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Estes radicais tém efeitos benéficos a nivel celular, sendo conhecidos por ter um
papel crucial na fagocitose e na transdug¢édo do ADN. Podem, contudo, apresentar efeitos
nocivos para os tecidos bioldgicos, uma vez que os radicais livres podem influenciar
directamente o crescimento das células e o seu desenvolvimento, aumentando a
patogénese arteriosclerose, cancro, envelhecimento, entre outras doengas [11].

Os danos causados pelos radicais livres podem ser prevenidos através das trés
estratégias dietéticas nomeadamente: (i) restricao caldrica, impedindo o desenvolvimento
normal de radicais livres no metabolismo; (ii) minimizacdo da ingestdo de gorduras
polinsaturadas, responsaveis pelo aumento do desenvolvimento de radicais livres; (iii) e
ingestdo suplementar de um ou mais antioxidantes [11]. Varios componentes com
propriedades antioxidantes, tais como vitamina C, vitamina E carotentides podem ser
encontrados em varios produtos alimentares e tém sido indicados como tendo efeitos no
controlo do dano oxidativo celular [11].

A nivel bioquimico, é inquestionavel o dano oxidativo causado pelos radicais livres
no ADN. Apesar de ndo haver prova cientifica, tem-se verificado que dietas ricas em
frutas e vegetais podem diminuir o dano oxidativo do ADN e a incidéncia de cancro [11].

Nem todos os antioxidantes apresentam, porém, o mesmo potencial de contribuir
para este efeito, pelo que a contribuicdo destes constituintes numa base alimentar deve
ser avaliada em funcao da CA conferida aos alimentos.

1.4 Determinacao da Capacidade Antioxidante

A CA é a medida da quantidade de um dado radical livre desactivado numa
solugdo teste. Existem varios métodos descritos na literatura para este efeito. Os
métodos baseados em transferéncia de electrées (ET) envolvem uma reaccdo de
reducdo e os meétodos baseados em transferéncia de atomos de hidrogénio (HAT)
monitorizam reacgdes cinéticas competitivas e a sua quantificacdo deriva de curvas
cinéticas. Na Tabela 2 indicam-se as reacgdes que ocorrem em métodos vulgarmente
referenciados na determinagcao da CA.

11
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Tabela 2 — Resumo das reacgdes que ocorrem nos varios métodos testados - (Adaptado
de [12)).

Reaccoes Métodos

Métodos que envolvem reacgdes de

transferéncia de 4tomos de hidrogénio. ORAC

ROO + AH —- ROOH + A TRAP

Métodos que envolvem reacgoes de TEAC

transferéncia de electrdes. FRAP

M(n) + e(do AH) — AH" + M(n —1) DPPH
CUPRAC

AH — Antioxidante

O método TRAP é baseado na formagdo de radicais peréxido por ataque de
compostos azo a um dado substrato. Tipicamente os radicais perdxido tém energia
suficiente para extrair o hidrogénio do substrato [9]. Quando se adiciona a solugdo do
composto azo, 2.2’-Azobis (2-metilpropanoamidina) (AAPH), a solucao de substrato 2,2’-
azino-bis (3-etilbenzotiazonlina-6-acido sulfénico) (ABTS) ha formacédo de catides do
radical ABTS.

O radical formado confere uma coloracdo azul a solucao, que na presenca de
agentes redutores (antioxidantes), se torna incolor, havendo uma reducéo do radical por
parte dos antioxidantes, Figura 6 [12]. O curso desta reac¢ao pode ser acompanhado por
espectrofotometria na regido visivel (734 nm).

iii ABTS°+ 6 o

Figura 6 - Reaccao genérica relativa ao método TRAP.

Antioxidante
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Este método é baseado na transferéncia de electrées, e € normalmente aplicado a
amostras alimentares, devido a sua simplicidade [12]. O método consiste na
monitorizagdo do decaimento do radical ABTS (ABTS") pela oxidacdo do ABTS?,
causada pela adigdo da amostra que contém antioxidantes (Figura 7). O ABTS absorve a
734 nm.

038 \,f&\,- ] ﬂ_{s xqufS o, antioxidant

N NS Tss
CoH;
CsHg
ABTS '
<35 /\I"’S H_ 5 "-A\“* 803+
P—N ’k-wf"
sz

CZHB

ABTS Reduzido
Figura 7 — Redugcéo do radical ABTS™ a ABTS? [12].

O DPPH (2,2-Difenil-1-picahidrazina em etanol) é um dos poucos radicais
organicos de nitrogénio estaveis e comercialmente disponiveis. A presenga do electrdao
de azoto na molécula de DPPH (Figura 8) confere-lhe uma coloracédo roxa, que se torna
incolor quando se encontra na presencga de agentes redutores [12].

. H—ﬁ—f\guaz
/N —
O on

Figura 8 - Estrutura do radical DPPH.

O método DPPH é simples mas algumas desvantagens limitam a sua aplicacao.
Muitos antioxidantes que reagem rapidamente com radicais peréxido podem ter uma
reac¢ao muito lenta ou mesmo serem inertes ao DPPH [12].
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O método FRAP mede a capacidade de reducao da amostra [13]. Este método é
baseado na transferéncia de electrbes, utilizando o Fe(lll)(TPTZ).Cl; como um agente
oxidante. O FRAP avalia a redugdo do complexo Fe(lll) a Fe(ll) (Figura 9), que ocorre
devido a presenca de agentes redutores (antioxidantes). O complexo Fe(ll)(TPTZ), tem
uma coloragéo roxa e a sua absorvancia € lida a 593 nm ao longo do tempo, porque a
absorvancia aumenta lentamente ao longo de varias horas [12].

= T, ,-"'%\
~ | NJ.,,,.. M*T,.HLH;] L . lex j
N A i
l ;E':El!!“ \.lﬂ.'f-N + antioxidant ) ;ﬁlaunu]':n
NN s e N N
N .-J"CEH.--' =MN-. I.!Hd__,_;. HV-J‘-?N.«IJ' THH I sl
Fe(l)(TPTZ)]>* [Fe(l)(TPTZ)312*, hunax = 593 nm

Figura 9 — Reducao do Fe(lll) a Fe(ll) no método FRAP [12].

Sendo o potencial de reducdo do Fe(lll) comparavel com o de ABTS ', ndo ha
muitas diferengas entre este método e o método TEAC, com a excepg¢ao de que o TEAC
€ levado a cabo a pH neutro e o FRAP é realizado a pH &cido.

Este método é baseado na reducdo de Cu(ll) a Cu(l) pelos antioxidantes
presentes na amostra (Figura 10). O complexo cobre - neocupraina [Cu(ll)-Nc] é reduzido
a Cu(Nc)," na presenca de antioxidantes, apresentando o complexo formado uma
coloragao de absor¢gdo maxima a 450 nm [14].

iy, = N} [ =
) T Cz Pl 1’?
i 5
o

O C ge

Figura 10 — Reducgao do Cu(ll) a Cu(l) [12].

14



Introducao

Capacidade Antioxidante de Cervejas Comerciais

Tem varias vantagens relativamente a outros métodos baseados na transferéncia

de electrbes, nomeadamente a simplicidade, estabilidade dos reagentes e
reprodutibilidade [14].

Este método permite determinar a capacidade de absorcdo de radicais de
oxigénio e baseia-se na transferéncia de atomos de hidrogénio [15]. Mede a diminuigao
da emissdo da fluorescéncia. Neste método o radical AAPH formado reage com o
oxigénio rapidamente dando origem a um radical peroxilo mais estavel (ROO’). Na
presenca de antioxidantes o ROQO" atrai um atomo de hidrogénio do antioxidante para
formar hidroperoxilo (ROOH) e um radical do antioxidante estavel, Figura 11 [15]. Na
auséncia de antioxidantes, o radical promove a oxidacao da fluoresceina, originando um

decaimento no sinal medido.

P P

Radical Fluoresceinag, J|

\

\

Figura 11 — Reacgéao genérica relativa ao método ORAC.

O ORAC combina o tempo e percentagem de inibicdo da acg¢édo do radical pelo
antioxidante e usa a area sob a curva (AUC — Area under the curve, do inglés) para a
quantificagéo do efeito protector do antioxidante [16].

De uma forma geral, todos estes métodos sdo baseados em reacgdes quimicas
semelhantes, mas diferentes. Considerando que estes sao utilizados para o célculo de
CA em amostras de composicao complexa e desconhecida, o grau de acgao antioxidante
exercido por um dado constituinte pode ser diferente em cada um dos métodos. Neste
sentido, e com o objectivo de avaliar a CA potencial em cada cerveja, podera ser
relevante a avaliacao deste parametro com base em métodos diferentes.
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2.1 Consideracoes Gerais

Neste ponto referem-se todas as metodologias, materiais, reagentes e
equipamentos utilizados na quantificacdo da CA da cerveja.

2.2 Equipamento e Material

Na preparagdo das solugbes usaram-se balées volumétricos de classe A com
capacidades compreendidas entre 10,00 e 2000,0 mL. Os volumes rigorosos inferiores a
5,0 mL foram medidos com os modelos P20, P100, P1000 e P5000 de pipetas
automaticas da marca Gilson®; os volumes superiores a 5,0 mL foram medidos com
pipetas volumétricas de vidro classe A.

O espectrofotometro utilizado para as leituras de absorvancia foi um Shimadzu
UV-2102PC e o espectrofluorimetro utilizado nas leituras de fluorescéncia foi um
AvaSpec 2048 com lampada de Xénon pulsada. As amostras foram colocadas em
cuvetes com 1 cm de percurso éptico. As leituras de absorcdo ou de emissdo foram
efectuadas a 180° ou a 90° relativamente a fonte de radiagdo, pelo que as cuvetes
utilizadas apresentavam, respectivamente, 2 ou 4 faces polidas.

Os reagentes solidos foram pesados numa balanca analitica (+ 10°g) de marca
Sartorius, modelo BP 211 D. Utilizou-se um banho termostatizado e banho de ultrasons
de marca Fungilab, com capacidade 5,7 L e com regulagéao de tempo e temperatura.

Para controlar e ajustar o pH utilizou-se um potenciémetro de marca Crison®,

modelo pH Meter GPL 22, com eléctrodo de vidro combinado da mesma marca.

2.3 Reagentes

Na preparacao das solugcdes aquosas utilizou-se agua ultra-pura de condutividade
inferior a 0,054 uS cm™, a 25°C. As solugdes aquosas concentradas foram preparadas
por pesagem rigorosa dos reagentes sélidos e posterior diluigdo em solvente apropriado.
As solugdes menos concentradas foram preparadas a por diluicao rigorosa das solucdes
anteriores. Todos os reagentes utilizados foram de qualidade p.a e encontram-se
indicados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Reagentes utilizados por método.

Método Reagentes
Acetato de Sdédio trihidratado e &cido acético glacial — Merck
e AAPH — Aldrich
ABTS, TR e AG monohidratado 98% - Fluka
AA — Riedel-de-Haen
Persulfato de sédio, ABTS e TR — Fluka
TEAC Acido Fosférico 85% - Riedel de Haen
Tri — potassio fosfato 1-hidratado e AA — Riedel-de-Héaen
Acetato de sodio trihidratado e acido aceético glacial — Merk
DPPH TR e AG monohidratado 98% - Fluka
AA — Riedel-de-Haen
DPPH - Sigma
AA — Riedel-de-Haen
TR, AG monohidratado 98% e TPTZ - Fluka
FRAP Acetato de sodio trihidratado, cloreto de ferro (lll) hexahidratado, &cido
acético glacial — Merck
Acido cloridrico — Carlo Erba
AA — Riedel-de-Haen
TR, AG monohidratado 98% - Fluka
CUPRAC Acetato de amonio — Merck
Neocupraina — Sigma
Cloreto de cobre (ll) - M&B
AA — Riedel-de-Haen
TR, AG monohidratado 98% - Fluka
ORAC Fosfato de potassio - Riedel-de-Héen

Acido fosférico - Riedel-de-Haen
AAPH — Aldrich
Fluoresceina - Riedel-de-Hé&en
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2.4 Amostras

Foram analisadas 27 cervejas diferentes adquiridas no comércio local. As
denominag¢des comerciais correspondentes foram:
e Super Bock: Tango, Green, Lim&do, Sem Alcool, Péssego, Sabor Auténtico,
Abadia, Stout e Preta.
e Sagres: “normal”, Preta, Bohémia D’ouro, Bohémia e Zero.
e Grimbergen: Cuvée de L'Ermitage, Optimo Bruno, Tripel, Double, Blond.
e Leffe: Blonde, Radiense, Brune, Vieille Luvée.

e Imperial, Auchan, Jumbo e Tagus.

2.5 Procedimentos

Preparou-se uma solugdo denominada “Solugao TRAP”, que continha 75 uM de
ABTS e 2 mM de AAPH, dissolvidos em 50 mM de solugdo tampéo de acetato de sodio,
pH 4,3. Esta solugdo foi incubada a 45°C, durante 60 minutos, sendo posteriormente
arrefecida a temperatura ambiente. Numa cuvete juntaram-se 2400 uL de “Solugao
TRAP” com 800 puL de amostra. O valor de absorvancia correspondente foi medido, 15
minutos depois, a 734 nm.

O valor de CA das amostras foi obtido por comparagao com solugdes padrao de
AA, TR e AG, recorrendo a curvas de calibracdo. Os intervalos de concentracao
utilizados foram 1,3 a 35 uM para os padrdoes AA e TR, para o padrdo AG o intervalo de
concentracoes foi de 1,3 a 10 uM. A regressao linear de cada curva de calibracao foi
utilizada para calcular a CA das amostras, sendo esta expressa em concentracao relativa
a solugao padrao correspondente.

Preparou-se uma solucao que se designou por “Solucao TEAC”, contendo 7 mM
de ABTS e 2,45 mM de persulfato de sddio, dissolvidos em tampao fosfato de pH ~ 7. A
“Solugédo TEAC” foi incubada durante a noite, no escuro, verificando-se no dia seguinte a
formagcdo de uma coloragdo azul esverdeada muito intensa. Diluiram-se 12,5 mL desta

solugédo em 500,0 mL de solu¢do tampéo fosfato de pH ~ 7 [13].
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Na cuvete adicionaram-se 2000 pL de “Solugdo TEAC”, 900 pL de agua e 100 uL

de amostra, sendo a absorvancia lida, 15 minutos ap6s se iniciar a reac¢ao, a 734 nm.

Tal como no método anterior a regressao linear da curva de calibragao relativa aos

padroes AA, AG e TR permitiu determinar a CA das amostras, os intervalos de

concentracdo utilizados neste método foram 1,7 a 46,7 uM para os padrdes AA e TR e
0,7 a 13,3 uM para o padrao AG.

Preparou-se uma solugdo 1,9x10* M de DPPH em etanol e acetato de sédio 0,1
M (pH~4,3) 2:1 (v/v), verificando-se a formag¢ao de uma coloragao purpura.

Na cuvete adicionaram-se 2800 uL da solucdo anterior e 200 uL de amostra. A
descoloragao da cor purpura do radical DPPH foi medida a 525 nm, 10 minutos apés o
inicio da reacgao. A regressao linear de cada curva de calibragcdo permitiu determinar a
CA das amostras, sendo esta expressa em concentragdes das solugbes padrao. Os
intervalos de concentracdo de calibragdo dos padrdes AA, AG e TR foram 1,7 a 50 uM

para os padroes AA e TR e 3,3 a 66,7uM para o padrao AG.

Preparou-se uma mistura contendo 200,0 mL de solugdo tampéo acetato, 23 mM,
pH~3,6; 20,0 mL de uma solucdo de TPTZ, 20,0 mM; 20,0 ml de uma solucdo de
FeCl;.6H,O 20 mM e 12 mL de agua desionizada. A solugdo de TPTZ foi dissolvida em
HCI 40 mM e diluida em banho-maria a 50°C. As solugdes referidas foram preparadas
diariamente.

Na cuvete colocaram-se 1500 uL da mistura reaccional acima descrita, 1300 pL
de tampao acetato, 30 uL de amostra e 170 uL de agua desionizada. Esta mistura foi
mantida a 37°C, por imersdao em banho-maria. As absorvancias foram lidas a 593 nm, de
30 em 30 minutos, até que o sinal analitico estabilizasse.

A regressao linear de cada curva de calibracdo permitiu determinar a CA das
amostras, sendo esta expressa em concentra¢des das solugdes padrdo. Os intervalos de
concentracao de calibracdo dos padroes de AA, AG e TR foram 0,8 a 33,2 uM para os
padrdes AAe TR e 0,8 a 16,6 uM para o padrao AG.
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Preparou-se uma solucdo 1,0x102 M de cloreto de cobre (Il) e uma solugéo
tampao de acetato de amédnio, com concentragdo 1 M e pH~7. Esta ultima solucao foi
preparada por dissolucdo de acetato de amoénio em &gua. Preparou-se ainda uma
solucdo de neocupraina 7,5x10° M em etanol 96%. [14]

Na cuvete colocaram-se 1mL de Cu (ll), 1 mL de neocupraina, 1 mL de solucéao
tampao e 0,1 mL de amostra. A absorvancia da mistura foi lida a 450 nm, 30 minutos
apés o inicio da reacgao. [14]

De modo equivalente ao indicado para outros métodos, as curvas de calibracdo
foram tracadas com solug¢des padrao de AA, AG e TR, de concentracbes compreendidas
entre 1,2 e 61,0 uM para os padroes AA e TR e entre 0,6 e 18,3 uM para o padrao AG.

Foram preparadas solu¢des de fluoresceina de concentracéo 1,4 nM e de AAPH
com 4,8 mM em solugéo tampao fosfato 75 mM, de pH 7,4.

Na cuvete colocaram-se 1,7 mL de solucdo de AAPH, 1 mL de solugcdo de
fluoresceina e 300 uL de amostra diluida (3000 x). A mistura foi incubada a 37°C. As
leituras foram efectuadas de 30 em 30 minutos, aos comprimentos de onda de excitagéo
e de emissdo de 485 e 523 nm, respectivamente, até que a fluorescéncia obtida
correspondesse a 0,5% da fluorescéncia inicial.

A CA foi comparada com a de solu¢des padrao de AA, AG e TR. O sinal analitico
para cada concentragdo ou amostra ensaiada foi calculado através da estimativa da
AUC, recorrendo a seguinte férmula,

L 112 fn
AUC =145+ 5+ 75

Em que f0 € a fluorescéncia inicial lida aos zero minutos e fn é a fluorescéncia lida
no tempo n. O valor de AUC liquido é obtido subtraindo o AUC do branco ao da amostra,
sendo o valor de CA correspondente determinado da seguinte forma,

oA AU Camostra — AU Ciranco x Molalidade vavwio /
AUC oo — AUCormce Molalidade amostr
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2.6 Analise estatistica de resultados

Os resultados de CA obtidos foram analisados estatisticamente pelo Statistical
Package for Social Science (SPSS, versao 15.0). Realizou-se uma andlise descritiva de
todas as variaveis em estudo. A representacao grafica desta analise foi efectuada por
caixas de bigodes.

A caixa de bigodes corresponde a um rectangulo onde se assinalam os Quartis da
distribuicdo. Nos extremos de cada bigode posicionam-se as observagbes minima e
maxima. Todas as observagbes, para além dos bigodes, chamam-se aberrantes ou
outliers. A caixa estende-se do 1° Quartil ao 3° Quartil, que sédo as observagdes centrais,
que correspondem a 50% das observagdes totais. A mediana (Q2) é representada pela

by

linha grossa dentro da caixa. Um dos bigodes prolonga-se para baixo de Q1 até a
observacao minima nao outlier e o outro bigode prolonga-se para cima de Q3 até a
observacao maxima nao outlier. Os outliers podem representar erros na introdugéo de
dados e nesse caso devem ser eliminados, ou fazer parte do fenébmeno em estudo,
sendo esse o caso devem ser mantidos [17].

O teste ANOVA univariada foi utilizado na identificacdo de subgrupos
homogéneos entre os grupos de amostras constituidos para os factores em estudo. Uma
vez que as observagdes eram independentes entre si, a aplicacao deste teste foi possivel
quando os valores de CA obtidos, (i) Se encontrassem segundo uma distribuicdo normal;
e (ii) e com variancias entre cada grupo iguais entre si. O intervalo de confianca aplicado
foi 99%.

A verificagdo da normalidade foi realizada através do teste de Shapiro-Wilk. Em
alguns casos foi necessario transformar os valores de CA para obter uma distribuigéao
normal, confirmando neste caso a normalidade para as variaveis transformadas. Por
vezes a Unica transformacdo que permitia obter uma distribuicdo normal era a
transformacao de seno. Mas uma vez que o seno é uma fungao ciclica que varia entre -1
e 1, esta ndo deveria ter sido utilizada.

Existe homocedasticidade quando ha variancias iguais entre cada grupo, tendo
sido através do teste de Levene que se verificou este pressuposto.

Por questbes de simplificacao de resultados, algumas tabelas com valores de CA
ou de dados estatisticos relativos a verificacdo da normalidade e da homocedasticidade e
de dados do teste ANOVA foram inseridos nos anexos a dissertacdo. Sempre que
possivel, é efectuada a referéncia a estas tabelas ao longo dos resultados e discussao.

Sempre que a menc¢ao da marca comercial possa colocar em causa a apreciagao

global da mesma, de forma positiva ou negativa, a sua designacao sera codificada.
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No presente trabalho foram analisadas 27 amostras de cerveja diferentes.
Considerando que os varios meétodos descritos podem fornecer valores diferentes,
optou-se pela determinagdo da CA com base nos métodos TRAP, TEAC, DPPH,
FRAP, CUPRAC e ORAC. O antioxidante de referéncia é também um aspecto a ter em
conta, j& que cada antioxidante apresenta uma acc¢do antioxidante de intensidade
propria. Neste sentido, os valores de CA foram expressos relativamente a concentragao
de antioxidantes tipicos, nomeadamente AA, AG e TR.

A interpretacdo dos valores de CA obtidos requer, porém, uma avaliagao
estatistica exaustiva, relativamente aos factores passiveis de influenciar a resposta
experimental, que sao identificaveis nas amostras comerciais € que possam justificar
algumas diferencas observadas entre as amostras.

O trabalho foi, por isso, iniciado com a caracterizagao das amostras, seguindo-
se a avaliacao de CA por método e a identificagdo dos efeitos do método e do padrao

nos valores observados.

3.1 Caracterizacao das amostras

De forma a caracterizar as amostras estudadas foi necessario avaliar alguns
parametros de natureza descritiva. Os valores da variavel estatistica sdo descritos em
frequéncias absolutas (Fj), frequéncia relativa e frequéncia relativa acumulada. As
frequéncias absolutas indicam o nuimero de vezes que cada variavel se repete, a
frequéncia relativa exprime o numero de vezes que cada variavel se repete face ao
total de observagdes. A frequéncia relativa acumulada da para cada valor da variavel a
frequéncia de observagdes até esse valor [17].

Os parametros estudados para as varias amostras foram:

i.  Marca comercial;
i. Tipo;
ii.  Origem;
iv.  Corantes;
v. Aroma;
vi.  Acido ascérbico;

vii.  Edulcorante;

vii.  Acidificante;

ix.  Teor de alcool adicionado;
x.  Cor;
xi.  Sumo adicionado;

Xii. Outros aditivos.
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As 27 amostras estudadas foram de 8 marcas comerciais distintas. Na Tabela 4
encontram-se indicados os dados relativos a estatistica descritiva correspondente; a
coluna relativa a frequéncia refere-se ao numero de amostras existentes de cada marca
comercial (p.e., existem 9 cervejas da marca A), a frequéncia relativa corresponde a
percentagem de amostras de cada marca comercial face ao total das amostras (p.e., a
marca comercial Super Bock corresponde a 33,3 % das amostras totais) e a frequéncia
acumulada relativa é a percentagem relativa a frequéncia acumulada (p.e., no caso da
marca comercial Sagres a frequéncia relativa acumulada é a frequéncia relativa da
sagres, 18,2 %, mais a frequéncia relativa da Super Bock, 33,3 %, obtendo-se uma
frequéncia relativa acumulada de 51,9 %).

A marca comercial com maior variedade de amostras estudadas foi a Super Bock,
com 9 cervejas, seguida da Sagres e Grimbergen com 5 amostras cada e da marca Leffe
com 4 cervejas. Relativamente as marcas Imperial, Auchan, Jumbo e Tagus encontrou-se

apenas uma amostra de cada disponivel no mercado nacional (Tabela 4, Figura 12).

Tabela 4 — Frequéncia amostral, frequéncia relativa e frequéncia acumulada relativa para

as diferentes marcas comerciais estudadas.

. Frequéncia Frequéncia
Marca Comercial F; .
relativa (%) acumulada (%)
Super Bock 9 33,3 33,3
Sagres 5 18,5 51,9
Grimbergen 5 18,5 70,4
Leffe 4 14,8 85,2
Imperial 1 3,7 88,9
Auchan 1 3,7 92,6
Jumbo 1 3,7 96,3
Tagus 1 3,7 100
Total 27 100
M Super Bock
M Sagres
‘ Grimbergen
Leffe

\ Imperial
M Auchan
‘ . Jumbo
M Tagus

Figura 12 - Distribuigdo percentual das amostras por marca comercial.
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As cervejas consideradas dividem-se em dois grandes grupos consoante o tipo de
fermentagcao a que sao sujeitas no processo de fabrico. De uma forma pratica, diz-se que
a cerveja é do tipo ale quando as leveduras ficam a superficie entre os 15 e 25°C e a
cerveja é do tipo lager quando as leveduras ficam no fundo entre os 5 e 10°C (Tabela 5).
Sendo que a cerveja do tipo lager constitui a maioria nas cervejas estudadas (55,6%)
(Tabela 5, Figura 13)

Tabela 5 — Frequéncia amostral, frequéncia relativa e frequéncia acumulada relativa para
os diferentes tipos de cerveja.

Frequéncia Frequéncia
Tipo F; .
relativa (%) acumulada (%)
Ale 12 44.4 44 4
Lager 15 55,6 100
Total 27 100

Ale
M Lager

Figura 13 - Distribuicao percentual das amostras para os diferentes tipos de cerveja.

As 27 amostras consideradas foram produzidas em paises diferentes: Portugal e
Bélgica. Naturalmente, as amostras em maior percentagem eram as portuguesas (Tabela
6, Figura 14).

Tabela 6 — Frequéncia amostral, frequéncia relativa e frequéncia acumulada relativa as

diferentes origens.

) Frequéncia Frequéncia
Origem F; .
relativa (%) acumulada (%)
Portuguesa 18 66,7 66,7
Belga 9 818}, 3! 100
Total 27 100

29



Resultados e Discussao
Capacidade Antioxidante de Cervejas Comerciais

M Portuguesa
Belga

Figura 14 - Distribuigdo percentual das amostras para as diferentes origens.

Relativamente a presenca de corantes, aditivos alimentares adicionados com a
intencdo de corar a cerveja, a grande maioria das amostras ndo indicava qualquer
constituinte desta natureza no rétulo comercial. Apenas 6 amostras incluiam caramelo Il

na sua constituigao (22,2 %) (Tabela 7, Figura 15).

Tabela 7 — Frequéncia amostral, frequéncia relativa e frequéncia acumulada relativa a
presencga de corante.

Frequéncia Frequéncia
Corante F;i .
relativa (%) acumulada (%)
Caramelo lll (E150) 6 22,2 22,2
Sem corante 21 77,8 100
Total 27 100

. Caramelo Il (E150)

[ Sem corante

Figura 15 - Distribuicado percentual das amostras relativa a presenca de corante.

Com o objectivo de satisfazer alguns novos interesses do consumidor, tém
surgido, recentemente, bebidas aromatizadas no mercado nacional. As cervejas nao
escaparam a esta “moda”, tendo-se encontrado algumas amostras com aromas de limao,
groselha ou com combinagdo chocolate, café, caramelo e frutos. Naturalmente,
prevalecem no mercado as cervejas sem aroma (Tabela 8, Figura 16).
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Tabela 8 — Frequéncia amostral, frequéncia relativa e frequéncia acumulada relativa a

presenca de aromas.

Frequéncia Frequéncia
Aroma F; .
relativa (%) acumulada (%)
Limao 2 7,4 7,4
Groselha 3,7 11,1
Péssego 1 3,7 14,8
Sem aroma 22 81,5 96,3
Chocolate, café,
1 3,7 100
caramelo e frutos
Total 27 100
B Lim3o
M Groselha
Péssego

B Sem aroma

Figura 16 - Distribuigcao percentual das amostras relativa a presenga de aromas.

Apenas 3 das 27 amostras em estudo indicaram a presenca de antioxidantes, o

que corresponde a 11,1 % das amostras (Tabela 9, Figura 17). O &cido ascérbico foi o
antioxidante de eleicdo para a industria cervejeira.

Tabela 9 — Frequéncia amostral, frequéncia relativa e frequéncia acumulada relativa a

presencga de antioxidantes.

L Frequéncia Frequéncia

Antioxidante F;i .

relativa (%) acumulada (%)

Sem antioxidante 24 88,9 88,9

Com (Acido

i 5 11,1 100
Ascorbico)
Total 27 100
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‘ [ Sem antioxidante
Com (Acido

Ascérbico)

Figura 17 - Distribuicao percentual das amostras relativa a presenga de antioxidantes.

Também em resposta as necessidades do consumidor, a presenca de
edulcorantes em bebidas é cada vez mais frequente. Estes compostos conferem um
sabor doce a bebida e ndo contribuem significativamente para o seu teor calérico. Os
edulcorantes presentes foram o aspartamo e acessulfamo de potassio. As amostras que
continham edulcorantes na sua constituicdo corresponderam a apenas 11,1 % das

cervejas analisadas (Tabela 10, Figura 18).

Tabela 10 — Frequéncia amostral, frequéncia relativa e frequéncia acumulada relativa a

presencga de edulcorantes.

Frequéncia Frequéncia
Edulcorante F; .
relativa (%) acumulada (%)

Com (Aspartamo -

E951 e Acesulfamo K 2 7.4 7.4
- E950)
Sem Edulcorante 24 88,9 96,3
Com (Acesulfamo K -
1 3,7 100
E950)
Total 27 100

\L4

Com (Aspartamo -
E951 e Acesulfamo
K - E950)

M sem Edulcorante
Com (Acesulfamo
K - E950)

Figura 18 - Distribuigcao percentual das amostras relativa a presenga de edulcorantes.
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Tal como nos sumos comerciais, e sobretudo por questées organolépticas e/ou de

estabilidade, a adicdo de um composto capaz de ajustar o caracter acido da bebida pode

ser de extrema importancia. Este ajuste ndo é tipico para cervejas, mas foi encontrada

uma cerveja com 4cido citrico na sua constituicao e que corresponde apenas a 3,7 % das
cervejas analisadas (Tabela 11, Figura 19).

Tabela 11 — Frequéncia amostral, frequéncia relativa e frequéncia acumulada relativa a
presenga de acidificantes.

Frequéncia Frequéncia
Acidificante Fi .
relativa (%) acumulada (%)
Com (Acido Citrico) 1 3,7 3,7
Sem acidificante 26 96,3 100
Total 27 100

Com (Acido
Citrico)
B Sem acidificante

Figura 19 - Distribuicao percentual das amostras relativa a presenca de acidificantes.
O teor de éalcool das amostras variou entre 0 % e 10 %. Considerou-se como 0 %

de alcool as cervejas com a denominacao “sem alcool”. As amostras apresentavam mais

frequentemente 5% de alcool (Tabela 12, Figura 20).
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Tabela 12 — Frequéncia amostral, frequéncia relativa e frequéncia acumulada relativa ao
teor de alcool.

; Frequéncia Frequéncia
Teor de alcool (%) F;
relativa (%) acumulada (%)

0% 5 18,5 18,5

4% 3 11,1 29,6

5% 6 22,2 51,9

6% 3 11,1 63

7% 5 18,5 81,5

8% & 11,1 92,6

9% 1 3,7 96,3
10% 1 3,7 100
Total 27 100

7%

8%
9%

10%

Figura 20 - Distribuicdo percentual das amostras relativa ao teor de alcool.

Como é de senso comum, as cervejas podem apresentar colora¢des diferentes.
Estas variagdes de cor podem néo estar associadas a adigao de corante, mas resultarem
apenas das matérias-primas utilizadas e do processo de fabrico associado, sobretudo a
fase de maltagem. As amostras analisadas foram divididas de acordo com as coloragbes
seguintes: preta, dourada, castanha avermelhada, vermelha e ambar. As cores das
cervejas foram estabelecidas por observagéo (Tabela 13,Figura 21).
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Tabela 13 — Frequéncia amostral, frequéncia relativa e frequéncia acumulada relativa a

cor.
Frequéncia Frequéncia
Cor Fi .
relativa (%) acumulada (%)
Preta 4 14,8 14,8
Dourada 11 40,7 55,6
Castanha
5 18,5 741
avermelhada
Vermelha 8 11,1 85,2
Ambar 4 14,8 100
Total 27 100
Preta
M Dourada
Castanha
avermelhada
[ Vermelha
' Ambar

Figura 21 - Distribuigao percentual das amostras relativa a cor.

Apenas 3 cervejas, num universo de 27 amostras apresentavam sumo na sua
constituicdo, o que representou 11,1 % das amostras. E importante referir que o sumo

adicionado ¢ diferente nas 3 amostras (Tabela 14, Figura 22).

Tabela 14 — Frequéncia amostral, frequéncia relativa e frequéncia acumulada relativa ao
sumo adicionado.

Frequéncia Frequéncia
Sumo F; .
relativa (%) acumulada (%)
Limao e maca (10%) 1 3,7 3,7
Limao (1%) 1 3,7 7,4
Péssego, maca e
R g ¢ 1 3,7 11,1
péra (10%)
Sem sumo
. 24 88,9 100
adicionado
Total 27 100
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Limao e maga

(10%)

Limao (1%)
Péssego, maca e
péra (10%)

| Sem sumo
adicionado

Figura 22 - Distribuicdo percentual das amostras relativa ao sumo adicionado.

Outros aditivos encontrados e que nao se agrupavam de forma organizada foram,
também, estudados. Sao estes o concentrado de groselha e cenouras, a frutose e o

xarope de glicose. Apenas 14,8 % das amostras incluiam algum destes aditivos (Tabela
15, Figura 23).

Tabela 15 — Frequéncia amostral, frequéncia relativa e frequéncia acumulada relativa aos

aditivos adicionados.

. Frequéncia Frequéncia
Outros aditivos F;i

relativa (%) acumulada (%)
Concentrado de

groselha, cenouras e 1 3,7 3,7
frutose
Xarope de Glucose 8 11,1 14,8
Sem aditivos 23 85,2 100
Total 27 100

Concentrado de
groselha,
cenouras e frutose
Xarope de
Glucose

I Sem aditivos

Figura 23 - Distribuicado percentual das amostras relativa aos aditivos adicionados.
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3.2 CA segundo o método

Os antioxidantes presentes nos alimentos e bebidas que ingerimos diariamente
revestem-se de particular importancia, uma vez que o ser humano ndo conta com
nenhuma ferramenta capaz de eliminar alguns dos radicais produzidos ao nivel bioldgico.
Ao testar a CA das cervejas é possivel obter informacgao relativa ao grau de proteccao
resultante da sua ingestao, contudo a sua interpretacdo e enquadramento dos valores
nem sempre é facil, uma vez que o resultado obtido depende da natureza do método
utilizado e do antioxidante usado como padrao.

A CA das cervejas foi testada com base em diferentes métodos TRAP, TEAC,
DPPH, FRAP, CUPRAC e ORAC e em antioxidantes padrao diferentes AA, AG e TR.

Os valores de CA obtidos segundo o método TRAP para as diferentes amostras,
de acordo com o padréo utilizado, foram indicados na Tabela 16. A CA da cerveja € maior
quando expressa em funcado do padrao TR, tendo-se obtido os menores valores de CA
para o padrao AG.

Considerando todos os valores obtidos, a CA variou entre 287,5 e 2435 uM,
tendo-se obtido os menores valores de CA de cada padrdo na amostra 2, que
corresponde a uma das cervejas da marca A e os maiores valores de CA para os varios
padrdées na amostra 8, que corresponde a outra cerveja da mesma marca.

Quando estes valores se encontram agrupados segundo factores referenciados
na caracterizagao das amostras obtém-se as caixas de bigodes representadas nas Figura
24 e 25. Relativamente as marcas comerciais estudadas verificou-se que a marca D
possuia valores de CA superiores aos restantes, seguindo-se as marcas C, B e A. As
amplitudes de variacdo de CA foram muito elevadas para todas as marcas estudadas,
sendo especialmente elevadas para a marca C. As cervejas de tipo Ale apresentaram
valores de CA superiores as de tipo Lager. Os resultados agrupados segundo o teor de
alcool apresentaram valores muito dispersos. Esta dispersdo foi bem evidente nas
cervejas com 5 % de alcool, o grupo de amostras com maior frequéncia comercial.

Genericamente, os factores origem, corante, antioxidante, acidificante e cor
parecem ter fornecido, para cada padrdo, valores semelhantes entre os varios grupos
constituidos (ver Figuras 24 e 25). A presenca de edulcorante, aroma, sumo adicionado
ou do factor “outros aditivos” contribuiu para valores de CA ligeiramente inferiores e de

amplitudes de variagdo menores.
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Tabela 16 — CA das amostras pelo método TRAP para os padrdes AA, AG e TR.

Concentracao (M)
Amostra n® AA AG TR

1 1489,5 + 24,8 446,5 + 10,8 1754,3 + 33,2
2 1126,2 + 78,9 287,5 + 34,5 1268,1 + 105,5
3 1532,5 + 27,0 4653 + 11,8 1811,8 + 36,2
4 14353 + 60,9 4228 + 26,6 1681,8 + 81,4
5 13748 + 20,3 396,3 + 89 1600,7 + 27,1
6 1502,3 + 11,3 452,1 + 49 17713 + 15,1
7 1829,0 + 117,2 595,1 + 51,3 2208,4 + 156,8
8 19996 + 6,8 669,7 + 3,0 2436,6 + 9,0
9 1631,3 + 45,1 508,6 + 19,7 19440 + 60,3
10 1602,7 + 22,5 496,0 + 9,9 1905,7 + 30,2
11 1782,7 = 56,3 574,8 + 24,7 21466 + 754
12 1567,6 + 58,6 480,7 + 25,6 1858,7 + 784
13 19150 + 0,0 632,7 + 0,0 23236 + 0,0
14 1766,8 =+ 11,3 5679 + 49 21253 + 15,1
15 1836,9 + 23 5986 + 1,0 2219,1 + 3,0
16 1970,8 + 15,8 657,1 + 6,9 23982 + 21,1
17 1722,2 + 56,3 548,3 + 24,7 20656 + 754
18 1930,9 + 22,56 639,7 + 99 23449 + 30,2
19 1554,8 + 9,0 4751 + 39 1841,7 + 121
20 18353 + 54,1 5979 + 23,7 2217,0 + 72,4
21 1997,9 + 18,0 669,0 + 7,9 24345 + 241
22 1727,0 = 247,9 550,4 + 108,5 2072,0 + 331,7
23 1962,8 + 18,0 6536 + 7,9 2387,6 + 24,1
24 1510,2 + 94,7 4556 + 41,4 1782,0 + 126,7
25 1280,7 + 45 3551 + 2,0 14749 + 6,0
26 1542,1 + 18,0 469,5 + 7,9 18246 + 24,1
27 1145,3 + 38,3 2959 + 16,8 1293,7 + 51,3
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Figura 24 - Valores de CA obtidos pelo método TRAP e agrupados de acordo com varios
factores.
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Figura 25 - Valores de CA obtidos pelo método TRAP e agrupados de acordo com varios
factores.
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A CA determinada segundo o método TEAC para as 27 amostras e diferentes
padrdes foi indicada na Tabela 17. Neste método os valores de CA obtidos para o padrao
AG foram bastante inferiores aos valores obtidos com os restantes padrdes, contudo ja
nao ha grande diferenga entre os valores obtidos com o AA e o TR. Os valores obtidos
variaram entre 156 e 1190 uM, sendo os valores mais baixos de cada padrao relativos a
amostra 2 e os valores mais altos a amostra 8. Este registo foi concordante com o obtido
no TRAP.

Quando estes valores foram agrupados segundo factores referenciados na
caracterizacao das amostras, obtém-se as caixas de bigodes representadas nas Figuras
25 e 26. Relativamente as marcas comerciais estudadas verificou-se que a marca D
possuia valores de CA superiores aos restantes, seguindo-se as marcas C, B e A. As
amplitudes de variacdo de CA foram muito elevadas para todas as marcas estudadas,
sendo especialmente elevadas para a marca C. As cervejas de tipo Ale apresentaram
valores de CA superiores as de tipo Lager. Os resultados agrupados segundo o teor de
alcool apresentaram valores mais elevados para as cervejas com 8% de alcool. As
amostras de origem belga apresentam CA ligeiramente as amostras de origem nacional.

Genericamente, os factores corante, antioxidante, acidificante e cor parecem ter
fornecido, para cada padrao, valores semelhantes entre os varios grupos constituidos. A
presenga de edulcorante, aroma, sumo adicionado ou do factor “outros aditivos”
contribuiu para valores de CA ligeiramente inferiores e de amplitudes de variagao
menores (ver Figuras 26 e 27).
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Tabela 17 — CA das amostras pelo método TEAC para os padrdes AA, AG e TR.

Concentracao (uM)

Amostra n? AA AG TR
1 7343 + 458 1964 + 14,7 736,2 * 57,0
2 6064 + 0,0 1555 + 0,0 577,1 = 0,0
3 8122 + 32 2213 + 1,0 8331 = 4,0
4 7144 + 80,4 190,1 £ 25,7 711,4 £ 100,0
5 649,1 + 56 169,2 £+ 1,8 630,1 = 7,0
6 712,1 + 82,0 189,3 + 26,2 708,6 * 102,0
7 906,5 + 145 2515 + 46 9505 * 18,0
8 1098,6 £+ 30,5 313,0 £+ 9,8 11895 = 38,0
9 7269 + 16 1941 £ 05 7270 = 2,0
10 629,7 + 111,7 163,0 £ 35,7 606,1 £ 139,0
11 840,0 + 57,1 230,2 + 18,3 867,7 = 71,0
12 736,0 £+ 11,3 1970 £+ 3,6 7383 * 14,0
13 963,3 + 12,9 269,7 + 4,1 1021,2 £ 16,0
14 799,1 + 153 2172 + 49 8168 £ 19,0
15 813,3 + 46,6 221,7 £+ 149 8345 + 58,0
16 883,2 + 37,8 2441 + 12,1 9215 * 47,0
17 8275 + 36,2 226,2 + 11,6 8522 + 450
18 936,1 + 40,2 261,0 £ 129 987,3 * 50,0
19 659,3 + 13,7 1724 + 44 6428 = 17,0
20 894,0 + 17,7 2475 + 57 9349 + 220
21 1009,4 £+ 39,4 2844 + 12,6 10785 + 49,0
22 982,1 + 47,4 275,7 + 152 10446 = 59,0
23 1009,9 £+ 9,6 2846 = 3,1 1079,2 = 12,0
24 650,8 + 64,3 169,7 + 20,6 632,2 * 80,0
25 709,3 + 52,2 1884 + 16,7 7051 £ 65,0
26 688,8 + 249 1819 + 80 6796 * 31,0
27 766,1 + 265 2066 + 85 7758 + 33,0
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Figura 26 - Valores de CA obtidos pelo método TEAC e agrupados de acordo com varios
factores.
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Figura 27 - Valores de CA obtidos pelo método TEAC e agrupados de acordo com varios

factores.
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Na Tabela 18 foram indicados os valores da CA obtida com o método DPPH para
os diferentes padrdes. Ao contrario do verificado para os métodos anteriores, o padrao
AA forneceu valores mais baixos de CA. Os valores expressos em termos de AG e TR
foram os mais elevados e semelhantes entre si.

Neste método, os valores de CA foram consideravelmente inferiores aos obtidos
nos métodos anteriormente descritos com a CA a variar entre 0,0 e 666 uM. A amostra 14
(marca B preta) apresentou os valores mais baixos de CA. Nao foi mesmo possivel
quantificar este parametro aquando da sua expressao em AA. Neste caso, mencionou-se
apenas ND, querendo com isto indicar que o valor ndo foi detectado, isto é, estava abaixo
do limite de detecgédo encontrado para o método e o referido padrdo. Relativamente aos
valores de CA mais elevados, a amostra 8 continuou a ser aquela com maior CA para
cada padréo.

Quando estes valores se encontraram agrupados segundo factores referenciados
na caracterizacdo das amostras, obtém-se as caixas de bigodes representadas nas
Figuras 28 e 29. Relativamente as marcas comerciais estudadas verificou-se que as
marcas B, C e D possuiam valores de CA muito semelhantes entre si, seguindo-se a
marca A. Os valores de CA das restantes foram muito inferiores as supracitadas. As
cervejas de tipo Ale apresentaram valores de CA superiores as de tipo Lager. Os
resultados agrupados segundo o teor de alcool apresentaram valores muito dispersos.
Esta dispersédo foi bem evidente nas cervejas com 5 % de élcool, o grupo de amostras
com maior frequéncia comercial.

Genericamente, os factores origem, corante, antioxidante, acidificante e cor
parecem ter fornecido, para cada padréo, valores semelhantes entre os varios grupos
constituidos. A presenca de edulcorante, aroma, sumo adicionado ou do factor “outros
aditivos” contribuiu para valores de CA ligeiramente inferiores e de amplitudes de

variagao menores.
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Tabela 18 — CA das amostras pelo método DPPH para os padrdes AA, AG e TR.

Concentracao (M)

Amostra n? AA AG TR
1 108,4 £+ 0,0 2726 + 0,0 2851 + 0,0
2 31,9 + 0,0 1209 + 0,0 181,55 £ 0,0
3 121,1 £+ 0,0 297,8 £+ 0,0 3024 + 0,0
4 155,1 + 0,0 3653 + 0,0 3484 + 0,0
5 986 + 06 2532 + 12 2719 + 0,8
6 101,6 £ 0,0 259,1 + 0,0 2759 + 0,0
7 179,3 £+ 06 4133 + 12 381,3 £+ 0,8
8 306,3 £+ 0,0 6653 + 0,0 5534 + 0,0
9 152,5 £+ 0,0 360,2 + 0,0 3450 + 0,0
10 186,1 + 1,8 426,8 + 3,6 390,5 + 24
11 188,2 + 86,5 431,0 £ 171,6 393,4 + 117,3
12 172,5 + 49,9 399,8 + 98,9 372,1 + 67,6
13 2443 + 18,0 542,2 + 35,8 4694 + 244
14 ND 332 + 739 1216 £ 50,5
15 2179 £ 50,5 490,0 + 100,1 433,7 + 684
16 191,6 + 22,8 437,7 + 453 398,0 + 30,9
17 2549 + 11,4 563,3 + 22,6 483,8 + 155
18 159,3 + 80,5 373,7 + 159,7 3542 + 109,1
19 1784 + 18 4116 £+ 36 380,1 + 24
20 162,7 + 13,2 3804 + 26,2 3588 + 17,9
21 2409 + 24 5355 + 48 4648 + 3,3
22 216,2 + 31,2 486,6 + 62,0 4314 + 423
23 198,8 =+ 17,4 452,1 + 34,6 407,8 + 23,6
24 72,3 + 16,2 200,9 + 32,2 236,2 + 22,0
25 30,2 + 156 1175 £ 31,0 179,2 + 21,2
26 786 * 949 213,6 + 188,3 244,8 + 128,7
27 91,8 + 10,2 239,7 + 20,3 262,7 + 13,8
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Figura 28 - Valores de CA obtidos pelo método DPPH e agrupados de acordo com varios

factores.
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Figura 29 - Valores de CA obtidos pelo método DPPH e agrupados de acordo com varios
factores.
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FRAP, Ferric ion reducing antioxidant power

A CA determinada segundo o método FRAP foi estudada ao longo de 200 minutos

para o padréao AA e 240 minutos para os restantes, obtendo-se deste modo um valor de

CA relativo a cada um dos padrdes para cada tempo. A variagdo da CA ao longo do

tempo, para os varios padrdes, esta representada nas Figuras 30, 31 e 32.
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Figura 31 - Evolugcao da CA ao longo do tempo para o método FRAP, padrao AG.
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Figura 32 - Evolucéo da CA ao longo do tempo para o método FRAP, padréao TR.

A CA aumentou gradualmente ao longo do tempo até comecar a estabilizar
aproximadamente aos 150 minutos para quase todas as amostras. Neste sentido, os
resultados utilizados para consideracbes analiticas deste método reportam os valores de
CA correspondentes a 180 minutos (Tabela 19). Os restantes valores encontram-se
indicados no Anexo A (Tabelas A1 a A6).

Neste método, os valores mais baixos de CA foram obtidos para o padrao AG e os
mais elevados para o padrao TR. A CA para o método FRAP (180 minutos) variou entre
272 uM, para a amostra 6 com o padrdao AG, e 2054 uM, obtido para o padrdao TR e
amostra 8, ambas as amostras da marca A.

Quando estes valores se encontram agrupados segundo factores referenciados
na caracterizagdo das amostras obtém-se as caixas de bigodes representadas nas
Figuras 33 e 34. Relativamente as marcas comerciais estudadas verificou-se que as
varias marcas comerciais possuiam valores muito proximos entre si, havendo uma
amplitude de variagdo de CA mais elevada para a marca A. As cervejas de tipo Ale
apresentaram valores de CA superiores as de tipo Lager. Os resultados agrupados
segundo o teor de alcool apresentaram valores muito dispersos. Esta dispersao foi bem
evidente nas cervejas com 0 % de alcool. As amostras de cor preta apresentaram valores
de CA mais elevados e as amostras douradas uma maior dispersao de valores.

Genericamente, os factores corante, aroma, antioxidante, edulcorante,
acidificante, sumo adicionado ou do factor “outros aditivos” parecem ter fornecido, para
cada padrao, valores semelhantes entre os varios grupos constituidos. As cervejas de

origem belga forneceram valores tendencialmente superiores as portuguesas.
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Tabela 19 — CA das amostras pelo método FRAP para os padrées AA, AG e TR para o

tempo 180 minutos.

Concentracao (pM)

Amostra n2 AA AG TR

1 10489 + 28,9 3725 + 38,3 1283,8 £ 133,1
2 823,8 + 36,8 419,7 £+ 62,5 14478 + 217,1
3 1360,6 + 182,9 573,0 + 48,4 1980,1 * 168,0
4 1168,0 £+ 0,0 3262 + 06 1123,0 £+ 2,0

5 1138,2 £ 121,0 597,1 + 373,4 608,1 * 1296,6
6 876,8 + 92 271,77 £ 40,7 934,0 + 1413
7 1520,6 + 90,8 437,5 £ 60,8 1509,7 £+ 211,0
8 2184,0 + 158 5942 + 94 20539 + 32,8
9 10154 + 73,7 2924 + 50,1 1005,7 = 1741
10 1068,5 + 82,9 301,1 £ 30,1 1036,1 £ 104,5
11 1607,1 + 974 4772 + 83 1647,7 =+ 28,7
12 1181,0 £+ 57,9 329,0 + 83,8 1132,8 £ 290,9
13 1627,6 + 100,0 444,7 + 49,5 1534,7 = 1721
14 12741 £ 13,2 366,8 = 7,7 12642 + 26,6
15 14949 + 23,3 7126 + 11,1 1470,5 £ 232
16 1580,4 + 6,7 7532 + 3,2 15557 + 6,6

17 14423 + 954 687,7 + 453 1418,1 £ 951

18 1511,3 + 86,6 720,4 =+ 41,0 14869 * 86,3
19 1145,7 + 71,0 5470 + 33,7 11224 = 70,8
20 1392,1 + 182,0 663,9 + 86,3 1368,0 £+ 181,4
21 1679,3 £+ 13,3 800,1 £+ 6,3 1654,3 £+ 13,3
22 1638,5 + 244 780,7 £+ 11,6 1613,6 £+ 24,3
23 1619,6 + 84,3 771,8 + 40,0 1594,8 = 84,1

24 920,5 + 76,6 440,2 + 36,3 8980 + 76,3
25 7471 + 37,7 358,0 + 17,9 7251 + 37,6
26 753,3 + 139,8 361,0 £+ 66,3 7314 + 1394
27 1180,2 + 11,1 5634 + 53 11568 = 11,1
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Figura 33 - Valores de CA obtidos pelo método FRAP e agrupados de acordo com varios
factores.
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Figura 34 - Valores de CA obtidos pelo método FRAP e agrupados de acordo com varios
factores.
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Neste método os valores de CA obtidos foram mais elevados do que os obtidos
nos métodos TRAP, TEAC, DPPH e FRAP, tendo variado entre 187 e 3423 uM, para a
amostra 2 (cerveja da marca A) com o padrao AG, resultado comum aos métodos TRAP,
e TEAC, e para amostra 8 (cerveja da marca A) com padrao TR, respectivamente. A
amostra 2 originou, para todos os padrdes, o valor de CA mais baixo e a amostra 8 o
valor mais elevado (resultado comum a todos os métodos).

Quando estes valores se encontram agrupados segundo factores referenciados
na caracterizagdo das amostras obtém-se as caixas de bigodes representadas nas
Figuras 35 e 36. Relativamente as marcas comerciais estudadas verificou-se que a
marca D possuia valores de CA superiores aos restantes, seguindo-se as marcas C, B e
A. As cervejas de tipo Ale apresentaram valores de CA superiores as de tipo Lager. Os
resultados agrupados segundo o teor de éalcool apresentaram valores muito dispersos
para os varios teores de alcool. As amostras de origem portuguesa apresentaram valores
inferiores de CA relativamente as amostras de origem belga.

Genericamente, os factores corante, antioxidante, acidificante e cor parecem ter
fornecido, para cada padrao, valores semelhantes entre os varios grupos constituidos. A
presenca de edulcorante, aroma, sumo adicionado ou do factor “outros aditivos”
contribuiu para valores de CA ligeiramente inferiores e de amplitudes de variagao
menores.
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Tabela 20 — CA das amostras pelo método CUPRAC para os padrées AA, AG e TR.

Concentracao (M)

Amostra n? AA AG TR
1 11814 + 171 278,0 + 4,7 1387,5 + 21,3
2 800,8 + 48,9 186,8 + 13,5 9775 + 60,7
3 1200,6 + 24 2971 + 0,7 14734 + 3,0
4 1005,0 + 39,2 2432 + 10,8 1230,8 + 48,6
5 1107,1 + 171 271,4 + 4,7 13575 + 21,3
6 1053,5 + 49 2566 + 1,4 12909 + 6,1
7 1666,1 + 19,6 4256 + 54 2051,0 + 243
8 27719 + 73 730,7 + 2,0 3423,0 £+ 9,1
9 12144 + 7,3 301,0 + 2,0 14906 + 9,1
10 9185 + 9,8 2193 + 2,7 11235 + 121
11 1489,6 + 48,9 376,9 + 13,5 1832,0 + 60,7
12 1005,0 + 34,3 2432 + 95 1230,8 + 425
13 1564,0 + 56,3 397,4 + 155 19243 + 69,8
14 1340,8 + 166,4 335,8 + 459 1647,3 + 206,5
15 1741,8 + 17,6 439,7 + 49 2141,7 + 21,9
16 1800,0 + 111,6 455,7 + 30,8 2213,8 + 1385
17 1480,1 + 294 3675 + 8,1 1817,1 + 36,4
18 19084,8 + 55,8 506,7 + 154 24431 = 69,2
19 1314,0 + 352 321,6 + 9,7 1611,0 £+ 43,7
20 1446,9 + 182,1 358,3 + 50,2 1775,8 + 2259
21 21571 + 129,2 554,3 + 35,7 2657,0 + 160,3
22 2057,5 + 76,4 526,8 + 21,1 2533,3 + 94,7
23 2416,7 + 32,3 6259 + 89 2979,1 + 40,1
24 9225 + 36,7 228,9 = 10,1 11324 + 455
25 8459 + 899 207,8 + 248 10374 + 111,6
26 857,6 + 47,7 211,0 + 13,2 1051,9 + 59,2
27 1183,4 + 9,2 3009 + 25 14561 + 11,4
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Figura 35 - Valores de CA obtidos pelo método CUPRAC e agrupados de acordo com
varios factores.
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Figura 36 - Valores de CA obtidos pelo método CUPRAC e agrupados de acordo com

varios factores.
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A CA obtida para este método esta indicada na Tabela 21 e variou entre valores
nao detectados, para a amostra 2 com o padrao AA, e 29106 uM, para a amostra 8 com o
padrdo TR. De um modo geral, obteve-se uma menor CA para o padrao AG e uma CA
superior para o padrdao TR. A amostra 8 apresentou uma CA superior a das restantes
amostras para todos os padrdes (resultado comum a todos os métodos) e a amostra 2
apresentou uma CA inferior para todos os padrdes, registo concordante com os métodos
TRAP, TEAC e CUPRAC.

Quando estes valores se foram agrupados segundo factores referenciados na
caracterizacao das amostras obtém-se as caixas de bigodes representadas nas Figuras
37 e 38. Relativamente as marcas comerciais estudadas verificou-se que a marca D
possuia valores de CA superiores as restantes, seguindo-se as marcas C, A e B. As
cervejas de tipo Ale apresentaram valores de CA superiores as de tipo Lager. Os
resultados agrupados segundo o teor de alcool apresentaram valores mais elevados para
as amostras com 8% de alcool. As amostras de origem belga forneceram valores de CA
superiores as amostras de origem portuguesa. As amostras de cor preta apresentaram
valores de dispersdao muito elevados, as amostras douradas forneceram os valores de CA
mais baixos e as amostras castanhas avermelhadas os valores mais elevados.

Genericamente, os factores corante, antioxidante e acidificante parecem ter
fornecido, para cada padrao, valores semelhantes entre os varios grupos constituidos. A
presenga de edulcorante, aroma, sumo adicionado ou do factor “outros aditivos”
contribuiu para valores de CA ligeiramente inferiores e de amplitudes de variagao

menores.
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Tabela 21 — CA das amostras pelo método ORAC para os padroes AA, AG e TR.

Concentracao (M)

Amostra AUC Relativa AA AG TR
1 1,8 29853 + 2257 3131,5 + 136,3 75855 + 254,1
2 1,6 ND 1046,4 + 764,1 3697,3 * 14249
3 1,8 24772 + 821,3 2824,7 + 4959 7013,3 + 9248
4 1,8 2643,7 + 1566,4 29252 + 9459 7200,9 + 1763,8
5 2,0 5753,1 = 1977,1 4802,9 + 1193,9 10702,2 + 2226,2
6 2,0 5408,2 + 672,7 45946 + 406,2 10313,8 + 7574
7 2,5 13220,2 + 172,4 9312,0 + 104,1 19110,3 £ 194,22
8 3,1 22096,7 + 3436,6 14672,2 + 2075,2 29105,6 + 3869,7
9 2,0 5705,4 + 2207,9 4774,0 + 1333,2 10648,4 + 2486,1
10 1,8 24411 + 2609,4 2802,9 + 1575,7 6972,7 + 2938,2
11 2,0 5342,1 + 12,4 45547 + 7,5 102393 =+ 14,0
12 1,8 2995,6 + 2808,1 3137,7 + 1695,7 7597,1 + 3162,1
13 2,2 9384,7 + 4105 69958 + 247,9 14791,4 + 4622
14 1,9 4175,6 + 2659 3850,3 + 160,6 89258 + 299,5
15 3,0 20773,8 + 1635,7 13873,3 + 987,7 27615,8 + 1841,8
16 2,7 16433,3 + 238,4 11252,2 + 143,9 22728,4 + 268,4
17 2,6 14249,8 + 894,7 9933,7 + 540,2 20269,6 + 10074
18 2,5 13620,3 + 5784,2 9553,6 + 3492,8 19560,9 + 6513,2
19 2,2 88399 + 706,6 6666,8 + 426,7 14177,9 + 795,7
20 2,7 15901,4 + 2501,3 10931,0 + 1510,4 22129,4 + 2816,6
21 2,8 18312,8 + 15952 12387,2 + 963,3 248448 t 1796,3
22 2,9 19056,3 + 2084,1 12836,2 + 1258,5 25681,9 + 2346,8
23 2,5 13961,7 + 1663,4 9759,7 + 1004,5 199453 + 1873,0
24 1,7 209,9 + 1299,8 14556 + 784,9 4460,3 * 1463,7
25 1,8 2052,2 + 3205,9 2568,0 + 19359 6534,8 + 3609,9
26 1,7 1343,6 + 169,9 2140,1 + 1026 5736,9 + 191,3
27 1,9 3690,5 + 1859,9 3557,4 + 1123,1 8379,6 + 2094,3
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Figura 37 - Valores de CA obtidos pelo método ORAC e agrupados de acordo com varios

factores.
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Figura 38 - Valores de CA obtidos pelo método ORAC e agrupados de acordo com varios
factores.
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3.3 Efeito da amostra

As amostras analisadas apresentaram varios factores que as constituiam de
forma diferenciada. Esses factores ja indicados aquando da caracterizacao das amostras
(seccao 3.1) podem, por isso, ter contribuido para algumas das diferencas observadas
entre os valores de CA.

Para avaliar o efeito de cada um destes factores, optou-se pelo teste ANOVA
univariada. Este teste analisa o efeito de um factor na variavel endégena, testando se as
médias da variavel endégena em cada categoria do factor sdo ou nao iguais entre si. E
uma extensao do teste t de student usado na comparacao de duas ou mais médias, pois
o ANOVA univariada permite comparar duas ou mais médias. Uma vez que as
observagdes sdo independentes entre si, a aplicagdo deste teste é possivel quando os
valores da CA obtidos se encontram segundo uma distribuigdo normal e com variancias
entre cada grupo iguais entre si [17].

Em todos os casos de aplicacdo deste teste foi garantida a normalidade e
homocedasticidade das observagoes, relativamente ao valor de CA experimental ou a
uma sua transformada. Este estudo foi realizado separadamente para cada factor e
agrupando os valores segundo o método utilizado. Os valores de significAncia destes
testes foram sempre superiores a 0,01. Os resultados e tabelas detalhadas podem ser
consultados nas Tabelas B1 e B282 no Anexo B.

Relativamente ao efeito da Marca, o estudo ANOVA pretende determinar se o
valor de CA foi igual para os grupos das varias marcas, utilizando-se para esse efeito o
teste F. As hipoteses formuladas foram (i) a hip6tese nula, Ho, em que W super Bock = K sagres
= U Grimbergen = M Leffe = Himperial = M Auchan = H Jumbo = Hragus € (ii) @ hipotese alternativa, Hy em
qUE Hsuper Bock 7 M sagres 7 M Grimbergen 7 M Leffe # Mimperial 7 K Auchan? Hiumbo # HTagus- OS dados
estatisticos relativos a este estudo podem ser encontrados no anexo B, Tabelas B1 a
B30.

Para os métodos TRAP, TEAC, DPPH e CUPRAC o teste F forneceu um valor de
p superior a 0,01 o que levou a aceitagao da hipotese Ho. O teste ANOVA sugeriu, por
isso, a existéncia de apenas um subconjunto homogéneo de médias para as varias
marcas.

Para o método FRAP o teste F forneceu um valor de p superior a 0,01 para os
padroes AA e TR e inferior para o padrao AG, sendo que para este existem dois

62



Resultados e Discusséao

Capacidade Antioxidante de Cervejas Comerciais

subconjuntos homogéneos, em que as marcas A e B pertencem a um grupo e as marcas
C e D a outro, este ultimo grupo com CA maior que o anterior.

O método ORAC forneceu um valor de p para o teste F, inferior a 0,01 o que leva

a rejeicdo da hipotese H,. O teste ANOVA sugeriu a existéncia de dois subconjuntos

homogéneos em que as marcas A e D pertencem a subgrupos diferentes, fornecendo a

marca D os valores de CA superiores.

O teste F aplicado aos dois tipos de cerveja (Ale ou lager) foi efectuado
considerando as hipoteses nula (Ho: M a6 = K ager) © alternativa (Hi: Y ae # Y fager)- OS
resultados decorrentes deste estudo podem ser consultados no Anexo B desta
dissertacao, tabelas B30 e B54.

Para os métodos TRAP, TEAC, DPPH, CUPRAC e ORAC o teste F forneceu um
valor de p < 0,01 o que levou a rejeicao da hipétese Hoy. Neste sentido, os resultados dos
dois grupos parecem ser estatisticamente diferentes entre si, para um intervalo de
confianca de 99 %.

O método FRAP forneceu um valor de p < 0,01 para os padroes AA e AG, mas um
valor superior para o padréao TR, sugerindo que para este padrao as amostras ale e lager
sdo estatisticamente diferentes.

As hipoéteses formuladas para o teste F consideram para hipbtese nula a
igualdade entre as médias de CA de cervejas portuguesas e belgas (Ho: M portuguesa = H
Belga) © Para hipoétese alternativa a possivel existéncia de diferengas entre essas médias
(H1: M portuguesa # M Belga)- 10d0S 0s dados estatisticos decorrentes deste estudo podem ser
consultados no Anexo B, Tabelas B55 a B78.

Para os métodos TRAP, CUPRAC e ORAC o teste F forneceu um valor de p <
0,01, o que conduziu a rejeicdo da hipétese H,. Este registo sugere a existéncia de
diferencgas significativas entre os grupos indicados.

Para o método TEAC e DPPH o comportamento observado foi diferente, com
valores superiores a 0,01. Neste sentido, os resultados deste método sugerem a
auséncia de diferencas estatisticamente significativas entre as cervejas de origem
portuguesa e belga.

Para o método FRAP com os padroes AA e TR o teste F originou um valor de p >
0,01, ndo havendo para estes padrées diferencas estatisticamente significativas entre os

63



Resultados e Discussao

Capacidade Antioxidante de Cervejas Comerciais

grupos constituidos. Com o padrdo AG o teste F forneceu um valor de p < 0,01, o que
sugeriu a existéncia de diferencas estatisticamente significativa entre os dois grupos.

As amostras de cerveja apresentavam, ou ndo, a adi¢cdo de corante. Para avaliar
o efeito exercido por este factor nos valores de CA obtidos, optou-se por considerar as
hipbteses seguintes para o teste F: (i) Ho: 1 sem = K com; OU (ii) Hi: 1 sem # 1 com- OS valores
relativos ao teste ANOVA aplicado a este factor podem ser consultados nas Tabelas B79
a B102 do Anexo B.

Os resultados obtidos em todos os métodos originaram um valor de p > 0,01,
sugerindo a aceitacao da hipétese nula, Hy.

Algumas cervejas apresentavam aromas na sua constituicdo. Considerando a
baixa ocorréncia do mesmo aroma no mercado, optou-se por definir apenas dois grupos:
com ou sem aroma adicionado. As hip6teses formuladas para o teste F foram, por isso,
Ho: U sem= M com OU Hi: U sem # M com- OS valores mais relevantes do teste ANOVA relativo
a este factor podem ser consultados nas tabelas B103 a B126 do Anexo B.

Para os métodos TRAP, TEAC, DPPH, FRAP, CUPRAC e ORAC o teste F
forneceu um valor de p superior a 0,01. Este resultado sugeriu a aceitacdo da hipo6tese
Ho, indicando a auséncia de diferencas estatisticas entre a CA média fornecida pelas

cervejas com e sem aroma.

Relativamente ao antioxidante, as amostras foram agrupadas em dois grupos
distintos: com antioxidante ou sem antioxidante. Neste estudo as hipéteses formuladas
para o teste F foram Ho: Pl sem = 1 com OU Hi: [ sem # M com. Os dados estatisticos relativos
ao estudo do efeito do antioxidante podem ser encontrados no Anexo B, tabelas B127 a
B150.

O teste F forneceu, para os métodos todos os métodos, um valor de p superior a
0,01, levando a aceitacao da hip6tese Ho. Tal como para os aromas, os resultados
apontam para a auséncia de diferencas estatisticas entre as médias dos grupos com e

sem antioxidante.
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A semelhanca dos factores anteriores, 0s grupos constituidos para os
edulcorantes foram dois: as amostras com edulcorante e as amostras sem este
constituinte. Neste sentido, as hip6teses formuladas para o teste F foram Hp: tcom= Hsem
ou Hi: Peom? Msem- Os valores estatisticos relativos ao estudo encontram-se no Anexo B,
tabelas B151 a B174.

Os resultados de CA relativos a todos os métodos estudados forneceram um valor
de p > 0,01. Este resultado sugere, mais uma vez, a aceitacao da hipétese H, e sugere a
auséncia de diferencas estatisticas entre os grupos observados.

De modo similar ao indicado para os factores anteriores, foram simuladas
hipbteses relativas a possivel igualdade ou diferenca entre as médias de CA de cada
grupo de cervejas de determinado teor de alcool (Ho: Moo, = Hase= Ms%= He%= H7%= Mg OU
Hi: Moo # Hao? Hsw? Hew? M79.# Mgo). OS valores estatisticos relativos ao estudo deste
factor podem ser encontrados no Anexo B, tabelas B175 a B204.

Os valores dos métodos TRAP, TEAC, DPPH e ORAC forneceram valores de p
superiores a 0,01, o que levou a aceitagdo da hipétese Hy,. O teste ANOVA confirmou
este registo e agrupou os varios teores de alcool num anico subconjunto homogéneo de
médias.

O método FRAP para o padrédo AA e TR e o método ORAC para o padrédo AA
forneceram valores de p superiores a 0,01, conduzindo a aceitagdo da hipétese Hy,. O
teste ANOVA sugeriu por isso a existéncia de um sé subconjunto homogéneo.

O método FRAP para o padrdao AG e o método ORAC para o padrao AG e TR
forneceram valores de p inferiores a 0,01, o que levou a rejeicao da hipétese H,. O teste
ANOVA confirmou estes registos. Este teste sugeriu para o0 método FRAP com padrao
AG, dois subgrupos homogéneos de médias, em que as amostras com 8 e 6 % de alcool
se incluiam em grupos diferentes. Relativamente ao método ORAC, para os padroes AG
e TR, existem também dois subgrupos distintos em que as cervejas com 4% e 8% de
alcool pertencem a subgrupos diferentes.

Os grupos de amostras foram cinco, e as hipéteses formuladas para o teste F

foram: HO: p-preta = Hdourada = Mcastanha avermelhada = Hvermelha = Hambar OU H1: p-preta # Hdourada # Hcastanha
avermelhada 7 Mvermeiha 7 Hambar- OS resultados mais relevantes deste estudo estatistico podem
ser encontrados nas tabelas B205 a B234, Anexo B.
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Para o método TRAP, TEAC e CUPRAC o valor de p do teste F foi menor que
0,01, o que levou a aceitacao da hipétese H;. O teste ANOVA sugeriu, por isso, dois
subconjuntos homogéneos de médias. A cor dourada apresentou diferencas
estatisticamente significativas relativamente a cor castanho-avermelhada no método
TRAP e TEAC. Esta ultima apresentou as CA mais elevadas.

O método CUPRAC apresentou resultados similares, embora neste caso as
cervejas de cor preta e castanho-avermelhada apresentassem diferengas
estatisticamente significativas das cervejas de cor dourada. As cores preta e castanho
avermelhada apresentaram valores de CA mais elevados do que as restantes cores.

Os métodos DPPH, com o padrao AA, e FRAP, com o padrao AG, apresentaram,
também, valores de p inferiores a 0,01. O teste ANOVA confirmou estes resultados,
verificando-se a existéncia de dois subgrupos homogéneos de médias. No método DPPH
concluiu-se que existiam diferencas estatisticamente entre as cervejas de cor dourada e
as pretas em que as ultimas apresentaram uma maior CA. No método FRAP verificou-se
que as cervejas de cor ambar e castanho avermelhadas pertenciam a um subgrupo
distinto das restantes, apresentando uma CA superior.

As hipoteses formuladas para o teste F relativamente ao sumo adicionado foram
(i) Ho: 1 sem = M com € (ii) Hy: M sem # M com- Para os métodos TRAP e TEAC, o teste F
forneceu um valor de p superior a 0,01 o que levou a aceitacdo da hipotese Hy. Os
resultados mais relevantes deste estudo estatistico podem ser consultados nas tabelas
B235 a B258, Anexo B.

Todos os métodos estudados forneceram um valor de p superior a 0,01 para o
teste F, levando a aceitacdo da hip6tese H,. Concluiu-se, por isso, que nao existiam
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos constituidos.

Relativamente ao factor designado por “outros aditivos”, as hipdteses formuladas
para o teste F foram (i) Ho: 1 sem = M com € (ii) Hi: 1 sem # M com- O teste F forneceu, para os
métodos TRAP, TEAC, DPPH, FRAP, CUPRAC e ORAC um valor de p superior a 0,01,
levando a aceitagédo da hipotese Hy.

Os resultados mais relevantes deste estudo estatistico podem ser consultados
nas tabelas B259 a B282, Anexo B.
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3.4 Efeito do método

Considerando que uma mesma amostra analisada por varios métodos originou
valores consideravelmente diferentes, considerou-se importante avaliar o efeito do
método. Para isso, e tal como efectuado anteriormente, procedeu-se a andlise estatistica
dos resultados através do teste ANOVA.

O efeito dos métodos foi testado individualmente para cada padrao, uma vez que
os resultados obtidos para os varios padrdes eram muto dispares e incomparaveis. Em
todos os casos, o teste de Shapiro-Wilk confirmou a normalidade dos resultados (Tabelas
C1 a C3, Anexo C). Seguindo o pressuposto de Everitt, ignorou-se a possivel violagao da
homocedasticidade (Tabelas C4 a C6, Anexo C).

Os valores de estatistica descritiva (Tabela C7 a C9, Anexo C) mostraram que a
CA média foi muito superior para o método ORAC, relativamente aos restantes métodos,
e que a CA média do método DPPH foi substancialmente inferior. Os restantes métodos,
TRAP, TEAC e FRAP apresentaram CA médias muito semelhantes.

As amplitudes de variagdo de CA podem ser observadas na caixa de bigodes
representada na Figura 39. A amplitude de variagdo dos valores de CA decorrentes do
método ORAC foi muito superior a encontrada para os restantes métodos.

Neste estudo ANOVA pretendeu-se determinar se o valor de CA foi igual para
qualquer método, utilizando-se para esse efeito o teste F. As hip6teses formuladas foram:
(i) Ho: M FraP = M TEAC = M TRAP = H DPPH= M cuprac = M orac € (i) Hi: 1 Frap # U TEAC # K TRAP # 1
oppHZ M cuprac # U orac. O teste F forneceu um valor de p inferior a 0,01 o que levou a
rejeicao da hipétese H, (Tabelas C10 a C12, Anexo C).

A rejeicdo da hipétese nula foi acompanhada pela existéncia de pelo menos um
dos grupos com valores de CA diferente dos restantes. Os resultados sugeriram a
existéncia de diferengas significativas entre o método ORAC e os restantes,
apresentando o método ORAC valores mais elevados do que os restantes métodos
(Tabela C13 a C15, Anexo C).
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Figura 39 — Caixa de bigodes de valores de CA para os métodos estudados com os

padrdes AA, AG e TR.
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3.5 Efeito do padrao

O efeito dos padrées foi testado individualmente para cada método, uma vez que
os resultados obtidos para os varios padrdes eram muto dispares e incomparaveis. De
igual modo, verificaram-se os pressupostos de normalidade e de homocedasticidade para
a aplicacao do teste ANOVA (Tabelas D1 a D12, Anexo D).

A violagédo da homocedasticidade foi baseada no pressuposto de Everitt. Todos 0s
dados estatisticos correspondentes podem ser consultados nas Tabelas D13 a D18,
Anexo D.

As amplitudes de variacdo de CA podem ser observadas nas caixas de bigodes
representadas na Figura 40 e 41. Verificou-se que os padroes AA e TR tém CA mais
elevadas que o padrao AG em todos os métodos, excepto no método DPPH, em que o
padrdo AG demonstrou ter uma CA mais elevada que os restantes.

Neste estudo ANOVA pretendeu-se determinar se o valor de CA foi igual para
qualquer método, utilizando-se para esse efeito o teste F. As hipéteses formuladas para
este teste foram: (i) Ho: 4 aa= U ac= M Tr€ (ii) Hi: U aa# U ac # U 1R- O teste F forneceu um
valor de p inferior a 0,01 para todos os métodos, o que levou a rejeicdo da hipdtese Hg
(Tabelas D19 a D24, Anexo D).

Entre as médias observadas, o teste ANOVA estabeleceu pelo menos um grupo
com valores de CA diferente dos restantes. Para os métodos TEAC, FRAP e DPPH o
padrdo AG apresentou diferengas estatisticamente significativas relativamente aos
padroes AA e TR, embora nos métodos TEAC e FRAP o padrdo AG fosse o padrdo com
CA inferior e no método DPPH o padrdo com CA superior. Para o método ORAC, e de
modo semelhante aos anteriores, o teste ANOVA prop6s a existéncia de pelo menos um
dos grupos com valores de CA diferente dos restantes, indicando que os valores
produzidos pelo padrdo TR foram estatisticamente diferentes e superiores aos
encontrados para os restantes padroes.

Nos métodos TRAP e CUPRAC encontraram-se 3 subconjuntos homogéneos de
médias, indicando a existéncia de diferencas estatisticamente significativas entre os
valores médios de CA fornecidos por cada um dos padrdes utilizados.

Os resultados mais relevantes deste estudo estatistico podem ser consultados
nas Tabelas D1 a D30, Anexo D.
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Figura 40 — Caixa de bigodes de valores de CA para os padrdes estudados com os
métodos TRAP, TEAC, DPPH, FRAP, CUPRAC e ORAC.
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Neste trabalho estudaram-se varios métodos (TRAP, TEAC, DPPH, FRAP,
CUPRAC e ORAC) com base em trés padrdes distintos (AA, AG e TR). A analise
descritiva indicou que o método ORAC forneceu valores de CA mais elevados; com o
método DPPH as CA obtidas foram substancialmente inferiores aos restantes
métodos, sendo os restantes muito semelhantes entre si.

Relativamente aos diferentes padrées estudados, o TR foi o padrdo com o qual
se obtiveram CA mais elevadas, independentemente do método ou do padrao
estudado. O AG foi, para todos os métodos, com excepg¢ao do DPPH, o padrdo com o
qual se obtiveram CA mais reduzidas. No método DPPH o AA foi o padrao com o qual
se obtiveram valores mais baixos.

As andlises foram aplicadas a varias cervejas, diferentes entre si relativamente
a marca comercial, tipo, origem, corantes, aromas, edulcorantes, antioxidantes,
acidificantes, cor, teor de alcool, sumo e outros aditivos que consistiam em aditivos
que nao se enquadravam nos restantes parametros. A analise descritiva dos
parametros supracitados mostrou que marca comercial D foi a que atingiu valores de
CA média mais elevados, seguida da marca comercial C. As marcas A e B estiveram
muito préximas entre si. Nos métodos TRAP, TEAC, DPPH e FRAP a marca B obteve
valores de CA média ligeiramente superiores a marca A, enquanto nos métodos
CUPRAC e ORAC ocorreu o inverso. As cervejas das marcas E, F G e H tiveram
valores de CA mais baixos em todos os métodos.

As cervejas do tipo Ale tiveram uma CA média ligeiramente superior as
cervejas do tipo Lager para todos os métodos e padrdes estudados. As cervejas de
origem Portuguesa demonstraram ter uma CA média ligeiramente inferior as Belgas,
independentemente do método ou padrao.

As amostras com corante apresentaram uma CA média superior as que nao
continham corante em todos os métodos, excepto no método ORAC, para o qual
forneceu o resultado inverso. A diferenca entre as CA das amostras com e sem
corantes foi muito semelhante em todos os métodos.

As amostras com edulcorantes, aromas, sumo, antioxidantes e outros aditivos
tém uma CA média superior a das amostras que nao os contém, apesar da diferenga
observada ser pouco significativa.

As amostras de cor castanha-avermelhada apresentaram uma CA média
superior as restantes, sendo seguidas pelas amostras de cor ambar, vermelha, preta e
dourada.

Relativamente ao teor de éalcool na cerveja os resultados indicaram para as
cervejas com 7 e 8 % valores CA mais elevadas do que para as amostras com 0, 4, 5
e 6 %. Estas ultimas apresentaram valores de CA muito préximos entre si.
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De uma forma geral, a andlise descritiva indicou valores de CA diferentes para
as varias amostras estudadas, variando estas com o método e o padrdo utilizados. A
analise estatistica destes dados sugeriu que alguns aspectos intrinsecos as amostras
e ao procedimento experimental poderiam originar diferencas estatisticas nas CA
observadas.

A marca comercial da cerveja ndo pareceu ser um factor determinante, ja que
apenas 1/3 dos métodos forneceu alguma diferenca estatistica entre as marcas
estudadas. O mesmo se poderia afirmar relativamente a origem e ao teor de alcool
nas cervejas e ao padrao utilizado no método. Relativamente a cor, a maioria dos
métodos sugere diferencas estatisticas para os diferentes grupos. Poder-se-ia divagar
acerca da possivel interferéncia da cor nos métodos épticos ensaiados... Porém, a
diluigao utilizada foi demasiado elevada para evidenciar esta possibilidade. Os factores
corante, aromas, antioxidantes, edulcorantes, sumos e outros aditivos nao exerceram
um efeito diferenciador, pelo menos do ponto de vista estatistico, na CA das amostras.
O unico factor claramente determinante foi 0 método utilizado, dado que o método
ORAC forneceu sempre os valores de CA mais elevados.
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