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Resumo

O presente trabalho pretende avaliar a capacidade antioxidante (CA) de bebidas
comerciais. O valor de CA podera fornecer informagdes quanto ao grau de proteccao
conferido ao organismo relativamente a processos de dano oxidativo celular, visto que a
CA traduz o potencial de inibicdo de processos de oxidagao.

Foram analisadas 50 amostras das quais 6 eram referentes a vinhos, 18 eram de
bebidas refrigerantes, 14 eram aguas naturais e aromatizadas e 12 eram referentes a
cervejas.

A determinagdo da CA foi realizada por trés métodos opticos, Total Radical
trapping Antioxidant Parameter (TRAP), Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) e
Ferric ion Reducing Antioxidant Parameter (FRAP). O método TRAP é um método cuja
determinagado analitica envolve reacgdes de transferéncia de atomos de hidrogénio,
enquanto que o TEAC e o FRAP envolvem reacgdes de transferéncia de electrdes.

Os resultados foram calculados em funcdo de trés antioxidantes (AOs) de
referéncia, Acido Ascérbico (AA), Acido Galico (AG) e o Trolox.

Os resultados foram avaliados relativamente aos constituintes das amostras,
como por exemplo, a presenca de gas, de aromas, de conservantes, de corantes, de
AOs, de vitaminas e outros aditivos, relativamente ao método e padrdo utilizados na
determinacao da CA, e relativamente a marca e ao tipo de bebida.

Os estudos baseados no teste Anova sugerem que de uma forma geral, os
métodos e os padrdes podem produzir diferencas estatisticamente significativas. Para as
bebidas refrigerantes os factores que se revelam importantes sdo o aroma, o regulador
de acidez, o teor de sumo e a cor. Para as aguas os factores que mais influenciam os
valores de CA foram os aromas e os AOs. Para as cervejas foi o tipo de cerveja. E para o
vinho nenhum dos factores analisado é determinante na avaliacdo da CA.

Palavras-Chave: Capacidade Antioxidante, TRAP, TEAC, FRAP, AA, AG, Trolox, Agua,
Vinho, Cerveja, Refrigerantes.



Abstract

In this work, antioxidant capacities (CA) of general drinks were evaluated. The
values of CA can provide some information about the level of protection exerted to the
organism in case of oxidative cellular damaged.

The present work reports the analysis of 50 samples. 6 wines, 18 soft drinks, 14
natural and flavoured waters and 12 beers. CA were determined by means of three optical
methods, Total Radical trapping Antioxidant Parameter (TRAP), Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity (TEAC) e Ferric ion Reducing Antioxidant Parameter (FRAP). The
analytic determination of TRAP involves the transfer of hydrogen atoms while TEAC and
FRAP involves electron’s transfer reactions.

The values of CA were calculated according to three antioxidants of reference,
Ascorbic acid (AA), Galic acid (AG) and Trolox. The results obtained were analyzed with
regard to samples constituents, for example, gas, flavours, preservatives, antioxidants,
vitamins and other additives, relatively to methods and standards and relatively to
trademarks and drink types.

The studies based on Anova test suggest, in general, that methods and standards
exhibit significant statistical differences. Flavour, acidity regulators, content of juice and
colour were the analyzed factors in soft drinks. For waters, flavours and antioxidants were
considered and for beers was the type of beers that was studied. In what concerns to
wine, none of variables that were analyzed had any preponderance in the evaluation of
CA.

Key-words: Antioxidant Capacity, TRAP, TEAC, FRAP, AA, AG, Trolox, Water, Wine,
Beer, Soft Drinks.
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A Capacidade Antioxidante de Bebidas Comerciais Introducao

1 Introducao

As bebidas como vinho, sumos naturais, cha e cerveja, contém polifendis e outros
constituintes naturais, provenientes de bagos de uva, citrinos, plantas e frutas. Estes
constituintes trazem grandes beneficios para a saude Humana devido as suas
propriedades AOs. A ingestédo destas bebidas ajudam por isso 0 organismo na luta contra
0s perigosos radicais livres, que causam o dano oxidativo celular, aumentando o risco de
doencas cardiacas e cancro [1].

Alguns estudos demonstram que, pessoas que habitualmente consomem estas
bebidas apresentam menor risco de contrairem doengas e apresentam também um
retardamento no envelhecimento. Na india sdo produzidas varias bebidas medicinais que
apresentam muitas propriedades antioxidantes e que séo utilizadas como ténicos e
reforgos do sistema imunitario, pois trazem beneficios especialmente para o figado e para
o sistema cardio-vascular. Os chineses consomem de acordo com a sua dieta sopas e
bebidas feitas a partir de frutas e vegetais que possuem muitas substancias AOs.

Sao muitos os AOs provenientes de plantas e frutos. Estes compostos apresentam
um potencial de inibicdo de radicais tipico, passivel de ser quantificados
experimentalmente quando o composto € isolado da matriz de origem. Mas,
independentemente deste potencial AO, a ingestdo destes compostos é especialmente

benéfica quando o organismo se encontra em stress oxidativo [1].

1.1 Stress Oxidativo

Por uma questdo de sobrevivéncia muitos microorganismos, tiveram de se adaptar
as novas condicoes atmosféricas que constantemente se alteravam devido ao crescente
aumento de organismos com capacidade fotossintética e consequente aumento de
oxigénio na atmosfera terrestre. Muitos defenderam-se dos elevados niveis de oxigénio
restringindo-se a habitar locais onde este ndo existia. Outros, evoluiram e desenvolveram
um sistema de defesa antioxidante capaz de combater a toxicidade do O; [2].

Os organismos aerdbios surgiram também desta evolugéo e utilizavam a respiracao
como forma de obter energia. Estes produzem e degradam espécies reactivas de
oxigénio tanto em quantidades fisioldégicas nas fung¢des celulares normais como em
elevadas quantidades que, ao superarem as defesas AOs naturais, dao origem a um
estado conhecido como stress oxidativo.

O stress oxidativo pode resultar de dois factores principais: da diminuigdo dos AOs
ou da producgao elevada de espécies reactivas (ERs) de oxigénio e de azoto [3].

Ha fortes evidéncias que o stress oxidativo tem acgdo sobre o processo de

envelhecimento, transfomagao e morte celular, com consequéncias directas em muitos
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processos patolégicos, entre eles, a indugdo do cancro e a propagacao da sida em
pacientes seropositivos, bem como na fisiopatologia de muitas doencgas croénicas, entre
elas, doencas auto-imunes, doencas do pulmao, doengas cardiacas, intoxicagdo por
xenobiodticos e muitas outras como se pode ver na Tabela 1 [4].

Tabela 1 - Doencas relacionadas ao stress oxidativo [4].

Doenga

MNatureza do envolvimento com ER

Aterosclerose, Sindrome de Bloom. Sindrome de Down, Kwa-
shiorkor, Doenga de Keshan

Doenga de Parkinson, estados toxicos cansados por dleool, fumo,
€l ete.

Doenga de Alzheimer, Asma, Artrite renmatdide. ashestose,
Sindrome de Insuficiéncia Respiratdria do Adulto

Esclerose miltipla

Doenga granulomatosa crinica
Diabetes mellitus, anoxia, injiria da reperfusio, pré-eclimpsia

Hipertensdo arterial sistémica

Hemocromatose idiopatica, talassemia, anemia falciforme, doenga
de Wilson

Doenga granulomatosa cronica, Deficiéncia de enzimas antioxi-
dantes (Acatalassemia. por ex.)

Falha ou consumo excessivo de defesas antioxidantes.

Uso de drogas e toxinas. MNa doenga de Parkinson as toxinas
produzidas estariam envolvidas com a produgdo de radicais livres.
Produgiio de O~ H)O, e HCIO por células fagociticas ativadas.

Perturbagio estrutural da célula. As hemdcias tornam-se mais
susceptiveis a aglio dos radicais livies.

Defeito genético no sistema antioxidante.

Oidagio anormal de substratos ou mudangas na concentragio de
oxiginio.

Produgio de O, por NADPH/MNADP oxidase.

Transferéncia de elétrons ao oxigénio por metais de transigdo.

Defeito genético no sistema antioxidante, especificamente o sistema
NADPH oxidase.

O processo de oxidagdo que ocorre no corpo humano, devido a processos
metabdlicos, ndo é a unica fonte de radicais livres. Ha factores externos que podem
igualmente contribuir para a formagdo de um excesso de radicais e geralmente podem
causar danos irreparaveis. As causas externas mais provaveis de formagao de radicais
livres sa@o: a poluicdo ambiental, os gases de escape de veiculos, os raios X, a radiagao
ultravioleta do sol, o fumo de cigarro, o alcool, os residuos de pesticidas, as substancias
toxicas presentes em alimentos e bebidas, como os aditivos quimicos e hormonas, o
stress e o0 elevado consumo de gorduras saturadas, presentes em alimentos fritos e em

enchidos.

1.1.1 Espécies reactivas de oxigénio

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas altamente reactivos, que contém
numero impar de electrdes na Ultima camada electronica. Formam-se quando uma
ligacdo covalente é partida, de modo que, cada porcdo conserva um dos electrbes
partilhados, ou podem ser formados quando um atomo ou molécula recebe s6 um
electrao transferido durante uma reacgao de oxidagao-redugdo. O desemparelhamento
de electrées na ultima camada confere alta reactividade a esses atomos ou moléculas.
Existem varias espécies reactivas de acordo com as espécies radicalares, Espécies

Reactivas de Oxigénio (ERO), Espécies Reactivas de derivados de Enxofre (ERS),
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Espécies Reactivas de Cloro (ERCI), Espécies Reactivas de Nitrogénio (ERN) e espécies
reactivas de Metais de transi¢cdo (M™), como se pode ver na Tabela 2.

Tabela 2 - Alguns exemplos de varias espécies reactivas.

Espécies reactivas Exemplos

Anido super-6xido 02"
Peréxido de hidrogénio H20»
Radical hidréxilo HO™
Ozono O3
Singleto de oxigénio 'Oz’
Radicais peroxilo ROO'
Radicais peroxinitrilo ONOO'
ERN Di6xido de nitrogénio NO,'
Monéxido de nitrogénio NO'
Cloraminas
ERCI Peroxinitrito ONOO"
Acido hipocloroso HOCI
ERS Radical tiila RS
Ferro Fe
Metais transicdo  Cobre Cu

Manganés Mn

ERO

A Figura 1 mostra as varias fontes de ER, enddégenas e exdgenas, e as defesas
AOs presentes no nosso organismo. Os oxidantes ou espécies radicalares sdo gerados
em varios componentes celulares. Quando as defesas AO sao eficientes e suficientes
mantém-se a homeostase fisioldgica e assim o funcionamento normal do organismo. Mas
se as defesas ndo sao eficientes, ou a producdo de ER pelo organismo esta
descontrolada, ocorre o stress oxidativo, que pode causar o dano celular dos organismos
e proporcionar o envelhecimento ou o aparecimento de doencas.

Por outro lado, os radicais livres sdo muito uteis. O organismo humano nao vive
sem eles, pois sao indispensaveis na defesa contra infec¢gdes. Quando algo estranho
consegue entrar no organismo, como um virus, uma bactéria ou uma particula de po,
“soa um alarme” quimico para as células do sistema imunolégico. Os primeiros a chegar
ao local sédo os neutrofilos que vao agir contra o invasor, seguindo-se os macrofagos que
engolem e trituram o agente estranho. Essa estratégia de defesa s6 é possivel porque o
organismo utiliza o potencial destruidor dos radicais livres. O macréfago, por exemplo,

envolve uma bactéria para bombardea-la com superéxidos.
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Figura 1 - Fontes e respostas celulares as espécies reactivas [4].

1.1.2 Defesas antioxidantes

Os antioxidantes podem ser moléculas com cargas positivas que se combinam
com os radicais livres, de carga negativa, de modo a complexar essas espécies reactivas,
tornando-os inofensivos. Estas substancias tém a capacidade de anular a ac¢ao desses
radicais, dai o nome AOs. O efeito prejudical dos radicais livres ocorre quando eles estao
em quantidades excessivas no organismo, ultrapassando a capacidade deste para os
neutralizar com os seus sistemas naturais. Os sistemas antioxidantes podem ser

divididos em dois tipos: enzimaticos e nao enzimaticos.
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Os enzimaticos s&o tipicamente enddgenos e os nao enzimaticos podem provir da

alimentagéo humana.

Relativamente aos antioxidantes enzimaticos, a primeira enzima especifica para a
remogao catalitica de um radical de oxigénio a ser descoberta foi a superoxido dismutase
(SOD). A SOD tem um papel fundamental na defesa do organismo contra as ERO, pois
esta enzima é capaz de metabolizar o anidao superéxido em perdxido de hidrogénio e
oxigénio. Juntamente com outras duas, a catalase e a glutationa peroxidase, sdo as
principais defesas antioxidantes que actuam nos organismos superiores.

A enzima glutationa peroxidase (GPx) apresenta uma elevada afinidade para o
peroxido de hidrogénio, sendo capaz de remover quantidades muito pequenas desta
molécula. Esta enzima pode ser encontrada em algumas algas e fungos. As células
animais contém dois tipos de glutationa peroxidase, sendo que um deles é selénio. A
GPx encontra actividade alta no figado, actividade moderada no coracao, pulmoes e
cérebro, e actividade baixa nos musculos.

A enzima catalase esta presente na maioria das células aerdbicas, sendo que em
animais se encontra principalmente no figado, rins e eritrocitos. Os nutrientes mais
importantes coadjuvantes da catalase sao o ferro e a vitamina E, que se encontram
distribuidos na membrana celular. A catalase evita a acumulagdo de metahemoglobina e
decompde o perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio [3].

No que diz respeito aos AOs ndo enzimaticos, alguns nutrientes essenciais podem
atacar directamente os radicais de oxigénio. A vitamina E (a-tocoferol), ver Figura 2, é o
maior AQO lipossoluvel presente em todas as membranas celulares e, portanto, actua na
proteccdo contra a lipoperoxidagcdo. Esta vitamina pode reagir directamente com uma
variedade de oxiradicais, como 0 aniao superoxido e o singleto de oxigénio. Primeiro o a-
tocoferol inactivo reage com o singleto de oxigénio e protege a membrana contra essa
espécie. Durante a accdo antioxidante, destruindo a cadeia de lipoperoxidagédo, nas
membranas, o a-tocoferol € consumido e convertido na forma de radical. A vitamina E

pode também proteger contra a peroxidagao modificando a estrutura da membrana [5].
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Figura 2 — Estrutura da vitamina E, ou tocoferol, com os varios grupos R.[6].

Os carotendides, principalmente o B-caroteno, funcionam como precursores da
vitamina A. Sao absorvidos pelos intestinos e actuam também como AOs. Tém assim um
papel duplo: diminuem a formacao do singleto de oxigénio e ajudam a remover aqueles ja
formados. A vitamina A tem pouca acgado antioxidante e é incapaz de agir sobre o
singleto de oxigénio, mas o seu precursor, o 3-caroteno, é o ligante mais eficiente desta
forma reactiva de oxigénio encontrada na natureza. O B-caroteno é um pigmento
presente em todas as plantas e pode ser encontrado nas membranas celulares [5].

A vitamina C (acido ascorbico), é hidrossoluvel e também age contra os radicais
livres e o singleto de oxigénio. O AA participa ainda da regeneracao da forma reduzida e

antioxidante da vitamina E.

HO

HO

HO OH

Figura 3 — Estrutura da vitamina C ou acido ascoérbico [7].

O AA puro é solido, branco, cristalino e muito solivel em agua. As plantas e
animais facilmente o sintetizam, mas os humanos e os primatas, obtém-no a partir dos
alimentos que consomem. O AA é necessario in vivo como cofactor de vérias enzimas,
sendo as mais conhecidas a pirolina-hidroxilase e a lisina-hidroxilase, envolvidas na
biossintese do colagenio. A deficiéncia do ascorbato na dieta humana causa o escorbuto.
A mais impressionante propriedade quimica do ascorbato é a sua habilidade para agir
como agente redutor [5].
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Existem ainda outros antioxidantes ndo enzimaticos que participam da defesa
contra as espécies reactivas nos sistemas biolégicos como, por exemplo, a
ceruloplasmina, o acido Urico, a taurina, os flavondides e outros compostos fendlicos de
origem vegetal. Os compostos fendlicos sdo substancias que possuem pelo menos um
anel aromatico e um ou mais grupos hidroxilos. Sao classificados como fendis simples e
acidos fendlicos, derivados de flavondides, os quais se encontram em grandes
quantidades em vegetais e frutas e sdo considerados como uma excelente fonte de
antioxidantes naturais. Os flavonoides sdo o grupo mais importante no grupo dos
fendlicos e sao divididos em 3 compostos principais: as catequinas, presentes em frutas e
folhas de chd, as flavonas e as isoflavonas e flavanéis e o seus glicosidios, como a
quercetina, a mircetina, a rutina e o xantohumol, presentes em vegetais e cervejas. Os
compostos fendlicos sédo capazes de eliminar o anido superéxido e o singleto de oxigénio
pela formagao de espécies de menor reactividade ou por doar electrdes [2]. Além destes,
ha varios nutrientes essenciais de origem mineral, que participam no processo AO em
associa¢do com enzimas. Sao eles, zinco, cobre, manganés, selénio e ferro.

Podendo os AOs ndo enzimaticos surgir no organismo por via dos alimentos, é
importante o ser humano apresentar uma alimentacdo cuidada e equillibrada no que diz
respeito a este tipo de nutrientes. Esta questdo pode ser avaliada recorrendo a métodos
capazes de quantificar a CA global de uma amostra alimentar, i.e., medir a capacidade
daquela amostra apresentar propriedades AOs, ignorando o tipo e quantidade de AOs
presentes.

1.2 Quantificacao da CA

Os diversos métodos propostos pela literatura variam quanto ao tipo de radicais
gerados, ao indicador de oxidacao escolhido e ao método usado para a sua deteccéo e
quantificagcdo. Em todos os ensaios sao gerados radicais que, por sua vez, reagem com
moléculas alvo, para produzir uma mudanca mensuravel; a presenca de AO altera esse
sinal e permite a sua analise quantitativa.

Para avaliar a CA existem varios métodos Opticos convencionais. Neste trabalho
foram estudados os seguintes métodos: TRAP, TEAC e FRAP. O método TRAP é um
método cuja determinagédo analitica envolve reacc¢des de transferéncia de atomos de H,
enquanto que o TEAC e o FRAP envolvem reaccdes de transferéncia de electroes.
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1.2.1 FRAP, Ferric lon Reducing Antioxidant Parameter

Este método testa a forga antioxidante do substrato, pela avaliagdo da redugao do
complexo Fe*-TPTZ (ferritripiridiltriazina) a Fe®-TPTZ (ferroso-tripiridiltriazina) por
agentes redutores. O principio deste método baseia-se na capacidade da amostra de
reduzir o ferro (11l) a ferro (Il). O complexo Fe**-TPTZ tem uma cor violeta intensa e pode
ser monitorizado a 593 nm por espectofotometria na regido do visivel. Se o substrato ndo
tiver CA ndo se forma o complexo e a solugao mantém a cor da solugdo FRAP, amarelo
palha. As limitagbes do método derivam de nem todos os redutores que reduzem o ferro
(1) a ferro (ll) serem agentes antioxidantes e nem todos os agentes antioxidantes terem
a capacidade especifica de reduzir o ferro (lll) a ferro (ll). O resultado final pode ser
comparado relativamente [4]

O método FRAP é um método claro e acessivel, a preparagédo dos reagentes é de
facil execucgao e os resultados sao reprodutiveis [8].

1.2.2 TEAC, Trolox Equivalent Antioxidant Capacity

O principio do método TEAC consiste na monitorizacdo do radical ABTS*,
produzido pela oxidacdo do ABTS, Figura 4, na sequéncia da adicdo de uma amostra
contendo um agente AO [2]. Este radical pode ser facilmente determinado por
espectofotometria e apresenta a sua absorvancia caracteristica maxima aos 415 nm [4].
A adicdo do radical a um meio contendo AOs, permite avaliar, através do grau de
descoloracéo, a CA do mesmo. Este método € bastante simples e por isso muito utilizado
para medir a CA de vérias substancias. A sua principal limitacédo é o facto do valor TEAC
caracterizar a capacidade da amostra reagir com o ABTS, mais do que a sua capacidade
de inibir o processo oxidativo [2]. Outra limitacdo € a pequena selectividade do ABTS na
reacgao com dadores de H.

o i _
T
N
H‘a =
ABTS (2,2-azinobis-{3-afibenzoliazol-6-&cido sulitnica))

-glétron lpnrsulfmn potissico

+*
P - 5 =0,
e
N N
1]
Et EL
cétion radical ABTS

Figura 4 - Reacgéao de formacao do catido ABTS [9].
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1.2.3 TRAP, Total Radical Trapping Antioxidant Parameter

Este método baseia-se na geracdo de radicais peroxilo, RO,, por decomposicao
térmica a uma velocidade controlada de azoiniciadores, por exemplo o AAPH, 2,2’-azobis
(2-metilpropanoamidina). Apés a adicdo do AAPH, forma-se o catido ABTS*". Este radical
confere uma coloragdo azul intensa a solucdo que na presenga de um agente
antioxidante se torna incolor. A presenga deste pode ser detectada por espectofotometria
a 734 nm. O método TRAP permite estimar o potencial total de antioxidantes reactivos

presentes na amostra.

1.3 Bebidas

Como foi referido anteriormente, existem muitas bebidas que contém muitos
agentes antioxidantes, que nos ajudam no combate contra os radicais livres e
consequentemente nos trazem muitos bebeficos na luta contra varias doengas e contra o
envelhecimento.

O aumento da ingestao destas bebidas e a sua crescente procura no mercado tem
revolucionado a industria das bebidas em todo o Mundo. As bebidas selecionadas para
integrar este trabalho foram as aguas, as cervejas, os refrigerantes e os vinhos, pois
apresentam substancias de origem natural ou adicionadas que podem aumentar a CA

das mesmas.

1.3.1 Aguas

Para viverem, todos os seres vivos precisam de agua e o Ser Humano nao é
excepcgao, pois grande parte da massa do corpo humano é constituida por agua. Para
além de ter um papel estruturante, a 4gua intervém em numerosos metabolismos, como a
digestao e a depuracao renal. Favorece igualmente a evolugéo celular e assegura o bom
equilibrio ibnico do organismo. Todos os dias, o corpo humano precisa de renovar as
suas reservas de agua, sendo necessarios cerca de 2 litros para compensar as perdas do
dia-a-dia. Caso nao renovemos a agua do nosso corpo, desencadeia-se 0 processo
conhecido por desidratagdo que, em casos extremos, pode conduzir a morte. A agua é
desta forma fundamental a vida e é o elemento que melhor caracteriza a esséncia do Ser
Humano.

A mineralizacdo da agua mineral natural e de nascente decorre da sua
permanéncia na area abaixo do solo e depende do tempo que estas permanecem nos
aquiferos em contacto com a rocha. O seu percurso até esta etapa é explicado pelo
chamado Ciclo da Agua, que tem inicio nos oceanos [10]
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Nos aquiferos onde existem aguas minerais naturais e de nascente, o tempo de
permanéncia da agua em contacto com a rocha pode ser da ordem das dezenas,
centenas ou milhares de anos, dai que possam adquirir maiores e diferentes
mineralizagbes comparativamente as aguas subterrdneas. Toda a agua que consumimos
apresenta sempre sais minerais.

As aguas minerais naturais e as aguas de nascente sdo ricas em sais minerais, 0s
quais sdo benéficos para a saude e desencadeiam reacc¢des naturais essenciais ao
funcionamento do organismo. Estes sais minerais sdo constituidos por associagées de
diversos elementos quimicos que fazem parte da constituicdo da crosta terrestre. Ao
entrarem em contacto com a agua, os minerais comegam a dissolver-se e a quantidade
destes nas aguas depende, em muito, do tempo e das formagdes geoldgicas com as
quais estiveram em contacto. O calcio, o fésforo, 0 magnésio, o potassio, o sodio, o ferro,
o fluoreto e a silica sdo os sais minerais com maior presenga nas aguas naturais [10].

As aguas disponiveis para consumo do Homem nao sao todas iguais, podendo ser
agrupadas em trés tipos diferentes:

» Aguas Minerais Naturais;
» Aguas de Nascente;
= Qutros tipos de agua consumiveis.

As aguas minerais naturais encontram-se no subsolo a grandes profundidades. Sao
sistemas de agua sem elementos de polui¢cdo e a sua composi¢ao quimica é totalmente
natural, sendo provocada pela interacgdo agua/rocha, possuindo oligo-elementos
benéficos a vida humana. Tém por isso uma composi¢cao quimica especifica, mantendo
as suas caracteristicas ao longo do tempo.

Mas as aguas minerais naturais ndo sao todas iguais. Para além de possuirem
caracteristicas quimicas e paladares distintos, algumas aguas minerais naturais possuem
gas natural. Sdo as chamadas aguas gasocarbdnicas. Para preservar todas as suas
qualidades e pureza, o engarrafamento das aguas minerais naturais sé pode ser
efectuado no local da captagao. A diferenca das aguas de nascente em relagao as aguas
minerais naturais é precisamente o tempo de circulacdo no subsolo, o qual é mais curto.
Decorrente do curto periodo de circulagdo subterranea, a presenca de sais minerais nas
aguas de nascente ndo é constante ao longo do ano. Sdo aguas bacteriologicamente sas
e com caracteristicas originais. Apesar da sua elevada importancia, nem todas as aguas
possuem garantidamente caracteristicas naturais e saudaveis. Apenas as aguas minerais
naturais e as de nascente mantém a sua pureza original, pelo que a escolha destas
aguas € a melhor maneira de ajudar a manter o equilibrio do corpo [10].

10
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A agua mineral natural e a agua de nascente sdo as Unicas aguas globalmente
naturais que ndo podem sofrer quaisquer tratamentos e que sdo comercializadas sem

adicao de quimicos ou aditivos [11].

1.3.1.1 Aguas aromatizadas

As aguas aromatizadas surgem no mercado em resposta as necessidades actuais
dos consumidores. Segundo a Portaria 703/96, uma agua aromatizada é um refrigerante
aromatizado, pois resulta da diluicdo de substéncias aromatizantes, mas ndo contém
acucares nem edulcorantes [12].

Segundo a Portaria n.? 620/90 de 3 de Agosto, uma substancia aromatizante, é
uma substancia quimica definida que apresente propriedades aromatizantes e que,
consoante o modo de obtencao, corresponde a uma das seguintes categorias: substancia
aromatizante naturais, idéntica a natural ou artificial [13].

Os principais aditivos adicionados a estas aguas sao, aromatizantes, reguladores
de acidez, acidificantes, conservantes, vitaminas, e AOs. Apesar de nao contemplado na
legislacdo, neste estudo encontraram-se aguas aromatizadas que continham
edulcorantes.

O Dec-Lei N.? 363/98 de 19 de Novembro nao prevé a inclusao dos aromatizantes
na lista de aditivos devido as propriedades destas substancias, pois estas sao bastante
mais complexas face aos outros aditivos. Por esta razdo adoptaram-se disposicoes
especificas relativamente a estes aditivos. A portaria 620/90 de 3 de Agosto estabelece
os principios gerais, definicdes e condi¢cdes de obtengdo dos aromas.

1.3.2 Cervejas

E dos Sumérios que nos chega, 7000 anos antes de Cristo, o mais antigo
conhecimento de uma bebida fermentada feita a base de cereais - 0 antepassado da
cerveja dos nossos dias. Naturalmente que a cerveja tera tido, ao longo dos anos,
diferentes caracterizacdes, tendo como traco comum o facto de ser uma bebida
fermentada, obtida a partir de cereais. Em Portugal, desde o século XVII que h& noticia
de se consumir cerveja [10].
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1.3.2.1 Processo de Fabrico

A primeira fase no processo de produgéo de uma cerveja é a fabricagcdo do mosto. Esta
fase compreende as seguintes etapas:

= Moagem - extracg¢ao e conversao dos componentes do malte.

= Brassagem - a farinha proveniente dos cereais (malte e outros cereais nao
maltados), Figura 5, é submetida, ap6s mistura com agua, a condicoes
operatorias em que as variaveis tempo, temperatura e pH sao utilizadas de
forma a obter-se um mosto de composicdo adequada ao tipo de cerveja a
produzir.

= Filtragdo do mosto - ap6s a brassagem, todo o volume é sujeito a uma filtragao
para separar a parte insoluvel (dréche, que é um excelente alimento para o
gado) do filtrado (mosto).

»  Ebuligdo do mosto - o mosto, diluido e filtrado, é levado a ebulicdo durante
cerca de 2 horas. E nesta fase que é adicionado o lipulo.

= Fermentacdo - é a operacao durante a qual os agucares do mosto pela acgao
da levedura se transformam em alcool e didéxido de carbono.

» Maturagéo - é a fase subsequente a da fermentacéo e corresponde ao periodo
de estacionamento da cerveja a temperaturas adequadas com o fim de
permitir a libertacdo dos componentes volateis indesejaveis.

» FEstabilizacdo - é a operagado seguinte. Consiste em deixar estabilizar a
cerveja, a temperaturas entre os 0 °C e os 2 °C, de forma a permitir que esta
se equilibre coloidalmente.

= Clarificacdo - € a operacado que da a cerveja a sua limpidez, eliminando os
ultimos elementos de turvagao ainda em suspenséao [10].

1.3.2.2 Principais caracteristicas

A cerveja apresenta varias caracteristicas tipicas de ser um extracto de cereais
sujeito a um processo de fabrico bem conhecido. Porém, a variagdo de matérias-primas e
de algumas etapas da sua producdo, conduz a produtos finais de caracteristicas
organolépticas e de composicdo quimica muito distintas, Por exemplo, 0 mosto a
fermentar tem uma concentracdo em agucares especifica, que é caracteristica dos varios
tipos de cerveja e que define o seu extracto primitivo; o teor alcodlico das cervejas esta
relacionado com o tipo de mosto que vai ser fermentado, com as temperaturas escolhidas

para a fermentagcéo e com as leveduras seleccionadas.
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A quantidade de lupulo, adicionado ao mosto origina um teor de amargor nas

cervejas proporcional a adicdo efectuada; a cor da cerveja estd essencialmente
relacionada com a coloracao dos maltes utilizados na sua fabricagéo [10].

Figura 5 — Principais matérias primas da cerveja, lUpulo e cereais maltados. [9].

O dioxido de carbono que esta presente nas cervejas, € um composto que provém
directamente da accao fermentativa das leveduras; os aglcares fermentesciveis sao, de
um modo genérico, desdobrados em alcool e em diéxido de carbono. Este fica retido no
liquido e liberta-se tanto mais facilmente quanto maior for a temperatura do meio. Uma
das caracteristicas mais importantes da cerveja é a sua capacidade de formar espuma
abundante, cremosa, estavel e aderente ao copo.

Normalmente, as cervejas sao ricas em aromas e gostos diversos, provenientes
de compostos volateis cuja composicdo e concentracdo dependem das matérias-primas,
do processo de fabricagédo utilizado e da estirpe de levedura escolhida. A cerveja é uma
bebida que evolui no tempo, provocando uma diminuicdo do seu brilho e, por fim, o
aparecimento de uma turvagao acompanhada pela deterioracdo do aroma e paladar. A
turvacdo e a degradacdo do aroma e paladar sao acelerados com a exposi¢cdo a
temperaturas altas, provocando a oxidacao da cerveja. A cerveja sofre alteracdes de
aroma e gosto, quando exposta a luz solar e também a luz fluorescente, pois a luz activa
a degradacao de substancias, resultando produtos aromaticos desagradaveis. Como tal,
a cerveja deve ser armazenada em ambientes com temperaturas inferiores a 20°C e nao

seja exposta a luz solar, nem receba luz directa nas prateleiras [10].

1.3.2.3 Beneficios para a saude

A cerveja, reduz, juntamente com outras bebidas alcodlicas (vinho por exemplo), o
risco de doencas do coragdo e parece ter evidentes beneficios para a saulde,
demonstrados por investigacdes actuais.
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Para o Prof. alemao Hoffmeister, se os europeus deixassem de beber cerveja
notar-se-ia um aumento das doencgas cardiovasculares, uma diminuicao na esperanca de
vida de cerca de 2 anos e um abaixamento geral na sensacao de bem-estar [14]. Ainda
segundo um estudo médico, publicado no British Medical Journal, trés bebidas alcodlicas
por dia (30 g de alcool) podem reduzir em 25% o risco de um ataque de coragao [14].

Ha, no entanto, situacdes em que beber bebidas alcodlicas representa um risco e
pode ser apropriado ndo o fazer: durante a gravidez, antes de conduzir ou trabalhar com
maquinas, antes de praticar desporto ou quando se estd a seguir certo tipo de
medicacdes [14].

O estilo de vida e a dieta praticada, entre outros factores, condicionam os
resultados do estudo da influéncia do alcool sobre as doencgas do coragdo. Contudo, foi ja
demonstrado que, o consumo moderado de alcool pode dar lugar a uma redugao de 17%
no risco de doenga coronaria. Trabalhos recentes sugerem que as vitaminas Bgs e By,
presentes na cerveja, podem significar uma protecgdo adicional para os seus
consumidores moderados, face as doengas cardiovasculares. Isto porque estas vitaminas
parecem ajudar a reduzir o nivel de homocisteina no sangue e teores elevados desta, tal
como acontece com o "mau colesterol” (LDL), estdo associados a riscos elevados de
doenca. Estudos epidemioldgicos, foram realizados, para o efeito, no Pais de Gales,
Republica Checa e Africa do Sul [14].

O consumo frequente e moderado de alcool diminui o risco de formacao de
pedras nos rins e protege os 0ssos do risco de osteoporose. O consumo moderado de
alcool é eficaz na reducao do stress e tensdo nervosa e aumenta a sensagao de bem-
estar. A cerveja pode fazer parte de uma dieta equilibrada, fornecendo vitaminas
essenciais e sais minerais (é rica em potassio e de baixo teor em sédio, rica em
magnésio e tem pouco célcio), ndo contém quantidades significativas de colesterol e
apresenta baixo teor de agucares livres.

Os bebedores moderados de cerveja parecem estar protegidos da acg¢ao nefasta
da bactéria helicobacter pylori no estbmago. A cerveja € uma fonte de fibra sollvel,
proveniente das células das paredes da cevada (1litro de cerveja contém, em média, 20%
da dose diaria recomendada, chegando, algumas, a cerca de 60%).

A cerveja contém, também, AOs naturais, de possivel efeito benéfico na saude. O
seu teor varia com o tipo de cerveja e, logo, com as matérias primas e 0 processo de
fabrico utilizados. Para a mesma dose de alcool, a cerveja contém mais de 2 vezes o teor
de antioxidantes presentes no vinho branco mas apenas cerca de metade dos que

contém o vinho tinto.
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Contudo, muitos dos antioxidantes presentes no vinho tinto sdo moléculas de
grande peso molecular, menos bem absorvidas pelo organismo humano que as
pequenas moléculas que se encontram na cerveja.

Os flavondides provenientes do lupulo parecem trazer potenciais beneficios para a
saude, protegendo o organismo contra algumas doencgas e podendo ajudar na luta contra
certos tipos de cancro, como o demonstram estudos in vitro, que estdo, agora, a ser

complementados com investigagdes in vivo [14]

1.3.3 Refrigerantes

Tipicamente, o refrigerante € uma bebida rica em corantes e conservantes que
contém grande quantidade de agucar, excepto nas versoes light e diet que apresentam
menor quantidade. Possui aroma sintético de fruta e gas carbdnico. O refrigerante surgiu
em 1676 em Paris, numa empresa que misturou dgua, sumo de liméo e acucar. Em 1772,
Joseph Priestley realizou experiéncias acrescentando gas a liquidos, mas a bebida sé foi
comercializada em 1830. Nessa época, os farmacéuticos tentavam associar ingredientes
curativos as bebidas gaseificadas [15].

De acordo com a Portaria 703/96, entende-se por bebida refrigerante ou
refrigerante, a bebida nao alcodlica constituida por agua contendo em solugéo, emulsao
ou suspensao qualquer dos ingredientes referenciados na presente portaria no artigo n.°
2, ponto 2, podendo ser opcionalmente acidulada, adogcada, carbonatada e podendo
conter fruta, sumo de fruta e/ou sais. Os seus aromas podem ter origem em sumos de
frutos, em extractos vegetais ou substancias aromaticas [12].

Para além da designagao genérica de bebida refrigerante esta deve ser completada
por qualquer uma das denonimagdes reservadas e expressas na mesma portaria.
Algumas dessas denonimagdes reservadas, previstas na lei e abordadas neste trabalho
séo:

= refrigerantes de sumo de fruta, o refrigerante turvo ou limpido, resultante da

diluicdo em agua do sumo ou do polme de frutos, respectivos concentrados ou

desidratados, com um teor de sumo compreendido entre os valores minimos a

seguir indicados (m/m) e a concentracdo minima fixada para o néctar do mesmo

fruto, podendo conter aromatizantes naturais ou idéntico aos naturais.
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Anands, morango, limao, toranja e frutos acidos diversos — 6%;
Laranja - 8%;
Alperce e pességo — 8%;
Maca, péra e uva — 16%;
Outros frutos e mistura de frutos — 10%.
= Refrigerante aromatizado, o refrigerante resultante da diluigdo de aromatizantes
em aguas. No caso de nado conter agucares nem edulcorantes, designar-se-a por
“agua aromatizada” (desenvolvido no sub-capitulo das aguas) [12].

As bebidas refrigerantes podem conter aromatizantes, corantes, edulcorantes,
reguladores de acidez, acidificantes, conservantes, estabilizantes, vitaminas, AOs, anti-
espumantes, sumo e gas carbonico.

O dec-lei n.? 363/98 estabelece as definicbes de cada aditivo alimentar e as suas
condigbes de utilizagdo dos aditivos alimentares, com excepgdo dos corantes e
edulcorantes.

Um conservante € uma substancia que prolonga a durabilidade dos géneros
alimenticios protegendo-os contra a deterioragéo causada por microorganismos; um AO é
também uma substancia que prolonga a durabilidade dos géneros alimemticios mas que
os protege da deterioracdo causada pela oxidagao, tal como a rancidez das gorduras e
as alteragbes de cor. Os reguladores de acidez por sua vez alteram ou controlam a
acidez ou a alcalinidade dos alimentos. Acidificantes sdo substancias que aumentam a
acidez de um alimento e/ou lhes confere um sabor acre.

Os agentes anti-espuma, ou anti-espumantes, sdo substancias que impedem ou
reduzem a formacao de espumas. As substancias que tornam possivel a manutencao do
estado quimico dos géneros alimenticios e dos quais fazem parte as substancias que
permitem uma dispersdo homogénea de duas ou mais substancias imisciveis num
alimento, bem como as substancias que estabilizam, retém ou intensificam a cor natural
dos alimentos séo os estabilizadores [16].

Quanto aos edulcorantes, a Directiva 94/35/CE é uma directiva especifica relativa
aos aditivos alimentares desta natureza. E aplicavel aos aditivos alimentares utilizados
para introduzir um sabor agucarado nos géneros alimenticios, incluindo os destinados a
uma alimentagao especial, ou como edulcorante de mesa. Nao € aplicavel aos géneros
alimenticios que possuem um poder edulcorante como o mel. Os edulcorantes utilizam-se
no fabrico de géneros alimenticios de valor energético reduzido, no fabrico de produtos
dietéticos, bem como para prolongar a validade durante a exposicdo dos géneros

alimenticios.
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A utilizacdo de edulcorantes em substituicdo do agucar é justificada no que se
refere ao fabrico de géneros alimenticios de valor energético reduzido, de alimentos nao
cariogénicos e de alimentos sem adicdo de agucar para prolongar a validade durante a
exposicao.

1.3.4 Vinhos

O cultivo da vinha é uma das mais antigas culturas do mundo. Os registos
apontam para que tenha surgidoha cerca de 4000 anos na parte oriental do Mar Negro no
Transcaucaso, actual Arménia e Arzebeijao. No Egipto, na IV dinastia dos farads (2500 a.
C.) ja se produzia vinho. Mais tarde, na Idade do Bronze a "Vitis Vinifera" era cultivada no
Egipto e na Grécia e, posteriormente, na Idade do Ferro, o seu cultivo estendeu-se até a
Italia e a outras regides da Europa. Nesta altura ja os Fenicios percorriam o mediterraneo
transportando nas suas naves o vinho produzido na Grécia, ltalia e em Espanha.

Mais tarde os Gregos, que descobriram a Peninsula Italica por volta do século VI
a.c. e nela criaram as suas proprias coldnias, prosperaram nos impérios comerciais onde
o principal protagonista era o comércio do vinho [18].

Posteriormente a grande expansao dos vinhedos, assiste-se, no decorrer da Idade
Média, a um declinio da viticultura. Se por um lado nos paises cristdos a cultura da vinha
sobrevive as invasdes - gragcas aos monges e aos abades, por outro, nos paises
mediterraneos, a producdo de vinho € abandonada fruto da tutela arabe. A viticultura
mediterranea torna-se pouco préspera e sé voltara a assumir um papel preponderante
entre 0 século XVII e o século XIX. O aparecimento de vinhos de qualidade remonta ao
inicio do século XVII, com a produgéo de vinhos regionais.

O século XIX trouxe a proliferagdo de parasitas como o mildio, o oidio, o pirale e,
principalmente, a filoxera, trazida da América, que atacava a raiz das videiras.

A partir do Século XIX ultrapassada a praga da filoxera regista-se o retomar da
actividade vinicola, com um forte desenvolvimento nos anos 40. Nos anos 50, a area
viticola mundial ascende aos 8 milhdes de hectares com uma producédo de 200 milhdes
de hectolitros. Nos anos 60 atinge-se os 10 milhdes de hectares com uma producao de
250 milhées de hectolitros. Na década de 70, apesar da area viticola mundial ter
estabilizado, o aperfeicoamento das técnicas de cultura da vinha conduziu a um aumento
da producdo. Embora nesta altura a area de vinha ndo tenha aumentado nos paises
tradicionalmente viticolas como Francga, ltalia e Espanha, em locais como a América do
Sul e os paises anglo-saxdnicos, o seu crescimento foi significativo [18].

Nos anos 90, a produgdo mundial atingiu os 260 milhdes de hectolitros [10]. A
Figura 6 apresenta os consumos anuais de vinho por habitante.
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Legenda:
menos de 1 litro.
de 1 a7 litros.
de 7 a 15 litros.

de 15 a 30 litros.
Mais de 30 litros.

Figura 6 — Consumo anual de vinho por habitante [18].

1.3.4.1 Beneficios para a saude

O que torna o vinho um alimento e uma bebida tao especial, tdo diferente de todas
as outras, sao os polifendis. Mais especificamente, € a sua relagdo com 0s outros
componentes do vinho, sobretudo com o alcool. E justamente essa afinidade a grande
responsavel pelo poder organoléptico e terapéutico desta bebida tida como o néctar dos
deuses.

Os polifendis existem no reino vegetal com a fungao de proteger as plantas. Sao
eles que protegem os vegetais de ataques fisicos, como o dos raios ultravioletas do sol e
de ataques biologicos, como os dos fungos, dos virus e das bactérias. Os polifendis
concentram-se nas folhas, cascas e sementes dos vegetais. Sao eficientes nesta fungao
porque tém um efeito AO e antimicrobiano muito forte. Os cerca de 200 polifendis ja
identificados no vinho provém entre 90 e 95% das cascas e sementes das uvas. Durante
a vinificagao, os vinhos tintos sao fermentados na presenga das cascas e sementes, ao
contrario dos brancos que, quando se inicia a fermentacdo, sdo separados desses
elementos, Figura 7. Sendo o alcool um dos melhores solventes, extractores, dos
polifendis, os vinhos tintos sédo, por isso, mais ricos em polifendis e, como regra, tém mais

beneficios para a saude.
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Figura 7 — Vinho tinto e branco [18].

Os vinhos brancos embora tenham menos polifendis também tém algum poder
terapéutico. De uma maneira geral, sdo mais diuréticos, desintoxicantes e ricos em
potéssio, calcio e magnésio. Os polifendis no vinho branco sdo em menor quantidade,
mas com uma grande CA. Pesquisas realizadas na Universidade de Bufalo, em Nova
lorque, mostraram que as pessoas que tém o habito regular de beber vinho branco
moderadamente, as refeicdes, tém uma melhor fungdo pulmonar. E bem sabido que a
funcao pulmonar tem relagéo directa com a qualidade e quantidade de vida [19].

1.4 Obijectivos do trabalho

O objectivo deste trabalho foi avaliar a CA de bebidas comerciais. Foram analises 50
amostras de diferentes bebidas. As bebidas analisadas foram aguas, refrigerantes,
vinhos e cervejas. A CA das bebidas foi analisada por trés métodos distintos, TRAP,
TEAC e FRAP. Os valores da CA das bebidas analisadas foram comparados com trés
antioxidantes de referéncia, AA, AG e Trolox. Posteriormente foi analisada a influéncia de
cada constituinte da bebidas no valor de CA.
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2 Descricao Experimental

2.1 Amostras

O presente estudo engloba 50 amostras de diversas bebidas, aguas, cervejas,
refrigerantes e vinhos. As amostras incluidas neste estudo constituem uma amostragem
de cada um dos tipos considerados, todas adquiridas no comércio nacional. As bebidas
estudadas sdo as seguintes:

e

Aguas
= Luso natural, Luso lim&o, Luso manga, Luso morango, Luso kiwi, Luso cereais,
Luso péra e cha verde;
= Vitalis natural, Vitalis limao e magnésio, Vitalis maga e cha branco, Vitalis ananas;
= Jana natural, Jana limdo e Jana morango e goiaba.

Vinhos

Cabaninha; Pavao; Taludes Altos; Porta da Ravessa; Convento da Vila e Terras
D’El Rei.
Refrigerantes
= J6i magd, Jéi limao, Joi laranja, J6i ananas;
= Trina macga, Trina lim&o, Trina laranja, Trina ananas;
= Frutis maca, Frutis limao, Frutis laranja, Frutis ananas;
= Sumol laranja, Sumol ananas;
= Frisumo laranja, Frisumo ananas;
= Continente laranja e Continente ananas.
Cervejas
= Super Bock (Sabor Auténtico), Super Bock Stout;
= Sagres, Sagres preta;
= Leffe, Leffe Brune;
= Grimberger, Grimberger Optime brune;
= Imperial; Auchan; Jumbo e Tagus.

2.2 Equipamento e Material

Foi utilizado material corrente de laboratério para a preparagao das varias solugoes.
Estas solugcdes foram preparadas em balées volumétricos de vidro com capacidades
entre 10,0 e 1000,0 mL. As medigbes de volumes rigorosos foram feitas com pipetas
automaticas, modelos P20, P200, P1000 e P5000 da marca Gilson de volume regulavel.
Para a leitura espectofotométrica foram utilizadas cuvetes plasticas de 1 cm de percurso
optico com a capacidade de 3 mL.

20



A Capacidade Antioxidante de Bebidas Comerciais Descrigao Escperimental

O pH das solugdes tampao foi ajustado com um potencidmetro da marca Crison,
modelo pH meter GLP 22, com um eléctrodo de vidro combinado.

Foi utilizado um banho termostizado da marca Shakerbath, modelo SBS 30 para a
dissolucdo de algumas solugdes e para incubacao (de amostras e padrdées no método
FRAP).

Utilizou-se para a pesagem dos reagentes uma balanca analitica da marca
Sartorius, modelo BP211D (+10°®g).

As leituras de absorvancia foram efectuadas num espectofotdmetro UV-Vis da
marca Shimadzu, modelo UV 2102 PC no método TRAP e num espectofotometro UV-Vis
da marca Thermo scientific, modelo Evolution 300 para os métodos TEAC e FRAP.

2.3 Reagentes

Os reagentes utilizados eram de qualidade pro analisis (p.a.).
Foram utilizados 3 padrdes, AA (Riedel-de-Haén), AG (Fluka) e Trolox (Fluka). Para a
dissolugéo do Trolox foi utilizado Etanol absoluto (Merck).
Os reagentes utilizados em cada método e a sua marca comercial encontram-se

na Tabela 3.

Tabela 3 - Reagentes utilizados em cada método e sua marca comercial.

Método Reagente Marca
Acetato de sodio trihidratado Merck
TRAP AAPH Aldrich
ABTS Fluka
Acido acético glacial Merck
ABTS Fluka
TEAC Persulfato de so6dio Fluka
Hidrogenofosfato de di-potassio Merck
Acido fosférico Panreac
Acetato de sédio trihidratado Merck
Cloreto de ferro (Ill) hexahidratado Merck
FRAP Acido acético glacial Merck
TPTZ Fluka
Acido cloridrico comercial Carlo Erba

Para a preparacao de solugdes foi utilizada agua desionizada cuja condutividade
era inferior a 0,054 S cm’™.
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2.4 Procedimentos

241 TRAP

E preparada uma solugdo de reacgdo com uma concentragdo de ABTS de 75 yM
e 2 uM de AAPH, numa solucdo tampao acetato 50 mM a pH 4,3. Esta solucdo é
incubada a 45 °C durante uma hora e, seguidamente, arrefecida a temperatura ambiente.

Junta-se 2400 pL desta solugcdo a 800 uL de amostra directamente numa cuvete.
Mede-se a variacao de absorvancia desta mistura a 734 nm ap6s 15 minutos. A CA das
amostras é calculada com base na absorvancia das solu¢des padrao de AA, AG e Trolox.
Estas sdo determinadas da mesma forma que a CA das amostras e utilizadas para o
tracado da curva de calibracdo correspondente. As solugdes padrao, AA, AG e Trolox
apresentam os intervalos de concentracao 5-140, 10-200 e 5-140 uM, respectivamente. A
CA das amostras sdo expressas em concentragdes relativas as solugdes padrdao em

causa.

2.4.2 TEAC

Preparou-se uma solucdo de reaccao contendo ABTS, 7 mM, e persulfato de
sédio, 2,45 mM, numa solucao tampao fosfato a pH 7. O reagente € incubado durante a
noite num local escuro e seco, formando-se uma coloracdo azul esverdeada muito
intensa. Dissolve-se 15,0 mL deste reagente em 500,0 mL de solugao tampéo. Junta-se
2000 pL desta solugéo a 1000 pL de amostra. A variacao de absorvancia € lida a 734 nm
passados 15 minutos. Os intervalos de concentracdo usados na calibragdo sdao 15-140,
10-125 e 5-140 uM para, respectivamente, os padrées AA, AG e Trolox. A CA das
amostras é determinada de modo equivalente ao indicado para o método anterior.

2.4.3 FRAP

Preparou-se uma solu¢do contendo 20,0 mL de uma solugdo de TPTZ, com a
concentracdo de 20 mM, 20,0 mL de uma solu¢do de cloreto de ferro (lll), com a
concentracao de 20 mM e 12,0 mL de agua desionizada, numa solucao tampao fosfato a
pH 3,6. A solucao de TPTZ é preparada em acido cloridrico 40 mM e dissolvida em
banho maria a 50 °C. Junta-se 1500 uL do reagente a 1300 uL de solugdo tampéao e 200
pL de amostra e mantém-se num banho termostizado a 37 °C. A variacao de absorvancia
¢ lida de 30 em 30 minutos até que o sinal analitico estabilisse. Mais uma vez a CA das
amostras é determinada como nos métodos anteriores. Os intervalos de calibragdo para
os padroes AA, AG e Trolox correspondem as concentragdes 0,83-33,33, 0,83-16,67 e
0,83-33,33 pM, respectivamente.
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3 Resultados e Discussaos

Neste trabalho sdo analisadas 50 amostras de bebidas, entre as quais, 18
refrigerantes, 6 vinhos, 14 aguas e 12 cervejas, todas de diversas marcas comerciais. A
CA destas amostras € determinada por trés métodos diferentes, TRAP, TEAC e FRAP e
recorrendo a comparagdo a trés padrées, AA, AG e Trolox. As amostras séo
caracterizadas segundo os seus constituintes, para que posteriormente seja estudado o

seu efeito sobre a CA.

3.1 Caracterizacao das amostras

Na caracterizacdo das amostras sao utilizadas variaveis estatisticas de frequéncias
gue nos permitem avaliar a natureza das amostras. As frequéncias absolutas indicam o
numero de vezes que cada elemento da variavel se repete. As frequéncias relativas,
exprimem o numero de vezes que a variavel se verifica face ao total de observagoes, séo
normalmente apresentadas em termos percentuais. A frequéncia relativa acumulada da
para cada categoria da variavel a frequéncia de observagdes existentes até esse ponto,
também sao habitualmente expressas em percentagens.
Nas figuras seguintes pode observar-se a distribuicdo percentual por parametro
constituinte das amostras analisadas. Os factores considerados sao os seguintes:

= Categoria da bebida; = Conservantes;

= Tipo de bebida; = Estabilizantes;

= Marca comercial; = Vitaminas;

= Aroma; = Teor de sumo (%);
= Presenca de Gas; = Teor de alcool (%);
= Corantes; = Antioxidante;

= Edulcorantes; = Cor.

= Reguladores de acidez;

As tabelas com a distribuicao de frequéncias absolutas e relativas encontram-se no
Anexo A.
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Das 50 amostras em analise neste trabalho, 18 sao refrigerantes, a que
corresponde uma percentagem de 36%, verificando-se que este grupo apresenta a maior
frequéncia entre todas as amostras. Seguidamente temos as aguas com 28%, com 14
amostras, as cervejas com 24% e por ultimo os vinhos com 12%, como mostra a Figura
8.

Agua

Vinho

Refrigerante
M Cerveja

Figura 8— Distribuigcdo percentual das amostras segundo a categoria das bebidas.

Relativamente a denominagdo das bebidas (ver Figura 9) as amostras podem
dividir-se, dentro da sua categoria, em varios tipos. Dentro das aguas existem aguas
naturais, que representam cerca de 6% das amostras totais e as aguas aromatizadas
com uma frequéncia relativa de 22%. As cervejas podem ser decompostas em cervejas
claras e escuras, sendo as claras aquelas que apresentam a cor amarela e as escuras as
que vulgarmente designamos por “pretas”. As cervejas claras representam 16% enquanto
as escuras 8%. Os vinhos foram distribuidos por vinhos verdes e maduros e apresentam
a mesma frequéncia entre si, 6%.

N Refrigerante de
sumo de fruto

Agua aromatizada
Vinho verde

B Vinho Maduro
Cerveja clara

[l Cerveja escura
Agua Natural

Figura 9— Distribuicdo percentual das amostras segundo a denominacgao das bebidas.
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Foram analisadas 50 amostras de 23 marcas diferentes como se pode observar
na Figura 10. Todas as marcas de aguas, Luso, Vitalis e Jana, sdo constituidas por uma
agua natural e as restantes aromatizadas. A marca que apresenta maior frequéncia € a
marca Luso, com 6 aguas aromatizadas e 1 natural, correspondendo a 14%. As aguas
naturais sao aqui utilizadas como controlo para a avaliagdo da CA. Nas marcas Super
Bock, Sagres, Grimberger e Leffe apenas se incluem 2 cervejas, uma clara e outra
escura, correspondendo a uma frequéncia de 4% cada uma. As amostras que
apresentam uma frequéncia de 2% sao as amostras de vinhos e as amostras de cerveja
das marcas, Imperial, Auchan, Jumbo e Tagus pois para cada marca sé € utilizada uma
amostra. As marcas de refrigerantes, Joi, Trina e Frutis eram constituidos por 4 amostras
cada (8%) e as Sumol, Frisumo e Continente por 2 amostras cada (4%).

M Luso

M vitalis
Jana

M Super Bock
Sagres

M Grimberger
Leffe
Imperial
Auchan

Ml Jumbo
Tagus
Cabaninha

M Pavio
Taludes Altos

M Porta Ravessa

[ Convento da Vila

M Terras D'el Rei
Joi
Trina

M Frutis
Sumol

M Frisumo
Continente

Figura 10— Distribuicdo percentual das amostras segundo a marca das bebidas.

As cinquenta amostras continham 9 aromas diferentes, que prefazem 58%. Ao
analisar a Figura 11 conclui-se que o aroma com a maior frequéncia € o de ananas,
representando 14% das amostras e 0s de menor sdo o aroma de péra, kiwi € manga, que
apresentam uma unica referéncia. Existem também amostras que nao contém nenhum

aroma (36%) e as amostras com aroma natural (6%).
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[ Maga

[ Liméo
Laranja

[ Ananas

M Manga

M Morango
Kiwi

M Pera
Natural

M Sem aroma

M Cereais

Figura 11— Distribuicdo percentual das amostras segundo o aroma das bebidas.

Algumas amostras apresentam gas na sua constituicdo. A presenca de gas pode
condicionar os resultados pois pode interferir com o método utilizado. Por outro lado o
gas presente pode interferir com os processos de oxidagao-redugdo da amostra. Este
facto pode condicionar o caracter AO da amostra. De acordo com a Figura 12, 38% das
amostras contém gas, 4% sao gaseificadas e 58 % nao apresentam qualquer gas, natural
ou adicionado.

M Com gas
[ Sem gas
Gaseificado

Figura 12— Distribuicdo percentual das amostras segundo o gas das bebidas.

Algumas amostras como os refrigerantes e as cervejas apresentam corantes na
sua constituicdo. Os mais comuns sao o caramelo e os carotenos e representam 14 e
10% das amostras, respectivamente, como mostra a Figura 13. A maioria das amostras
nao apresenta corantes e é correspondente a uma frequéncia de 72%.
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M E150 - Caramelo
Sem

[ E161- Luteina

M E160 - Carotenos

E110 - Amarelo
sunset, E104 -
Amarelo quinoleno

Figura 13— Distribui¢cdo percentual das amostras segundo o corante das bebidas.

Os edulcorantes sdo substancias que vao dar um sabor agucarado as bebidas e a
utilizagdo de um edulcorante é especifico de uma marca. A marca Luso sé utiliza o
acesulfame de potassio nas suas aguas aromatizadas, a Frutis sé utiliza a conjugacao

acesulfame de potassio, aspartame nos seus refrigerantes e a marca Continente sé

7

utiliza a sacarina. A adicdo de acesulfame de potassio € a que apresenta maior
frequéncia, igual a 12%, (Figura 14). A sacarina e a conjugacao acesulfame de potéassio,

aspartame, apresentam uma frequéncia de 4%.

E950 - Acesulfame
de potéssio
[ E951 - Aspartame
[ E954 - Sacarina
M Sem edulcorante

E951 - Aspartame,
E950 Acesulfame de
potéassio

Figura 14— Distribui¢cdo percentual das amostras segundo o edulcorante das bebidas.

Outros constituintes presentes em bebidas sdo os reguladores de acidez,
aparecendo em 26% das amostras analisadas. O que apresenta maior frequéncia, por
andlise da Figura 15, é o citrato de sédio seguido da conjugagao de acido malico com o
citrato de sddio com 6%. O &cido malico apresenta uma frequéncia relativa de 4%. A
presenca destes constituintes € muito conhecida em refrigerantes, mas nesta analise

verifica-se a sua presenga também em aguas aromatizadas.
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M sem
E331- Citrato de
sodio

[ E296 - Acido malico
E331 - Citrato de
Sédio, E296 - Acido
malico

Figura 15— Distribuicdo percentual das amostras segundo o regulador de acidez das
bebidas.

Nao sdo conhecidas propriedades AO dos conservantes, porém foi considerada
este factor visto que 50 % das amostras contém conservantes e as suas propriedades
podem interferir na determinagdo do valor de CA. Estes aditivos sdo muitas vezes
utilizados em associagdo, como se pode observar na Figura 16. A conjugacédo de
benzoato de sédio e sorbato de potassio € a que apresenta maior frequéncia, igual a
28%. O sorbato de potassio isolado apresenta uma frequéncia de 8%. Seguidamente
encontra-se outra combinagdo do sorbato com dimetil-dicarbonato (6%) e com o
metabisulfito de sodio (4%).

O E202 - Sorbato de
potassio
E223 - Metabisulfito
de sédio

M Sem conservantes
E220 - Di6xido de

M enxofre, E211 -
Benzoato de sédio
E211 - Benzoato de
sodio, E202 -
Sorbato de potassio
E202 - Sorbato de
potassio, E242 -
Dimetil dicarbonato
E202 - Sorbato de
potassio, E211 -

¥ Benzoato de sodio

E223 - Metasulfito de

sodio

Figura 16— Distribuicdo percentual das amostras segundo o conservante das bebidas.
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Os estabilizantes s6 se encontram nos refrigerantes, dai a frequéncia de amostras
sem conservantes ser de 80%. A diversidade destes aditivos é grande e frequentemente,
encontram-se em associa¢oes entre si como nos mostra a Figura 17. A conjugacao de
éster glicerol de “Wood Rosin” com goma ardbica é a que apresenta maior frequéncia,
8%. Como existem varias combinacdes dos varios estabilizantes a frequéncia de algumas
conjugacgdes é muito baixa, na ordem dos 2%.

M sem

M E414 - Goma arabica
E440 - Pectina
E414 - Goma arabica,
E445 - Ester glicerol
de "Wood Rosin"

O E440 - Pectina, E410 -
"Carob bean gum"
E 410 - "Carob bean
gum", E445 - Ester
glicerol de "Wood
Rosin", E414 - Goma
arabica
E 440 - Pectina, E445 -

O Ester glicerol de
"Wood Rosin", E414 -
Goma ardbica

Figura 17— Distribui¢cdo percentual das amostras segundo o estabilizante das bebidas.

A vitamina mais frequente é a vitamina C, com 8%. Estes compostos ndo sao
muito utilizados na adicdo de bebidas, como nos mostra a Figura 18, porém o seu
contributo na avaliacdo da CA é de extrema importancia dada a sua importancia AO. A
vitamina B, ou suas conjugacdes também fazem parte deste estudo e apresentam uma
frequéncia de 4%.

M Sem vitaminas

[ C - Acido Ascérbico
B3- Niacina, B5-
Acido pantoténico,
B6- Piridoxina, B8-
Biotina, B9- Acido
félico, B12-
Cianocobalamina

Figura 18- Distribui¢cdo percentual das amostras segundo as vitaminas das bebidas.
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Os refrigerantes contém uma percentagem de sumo na sua composi¢ao. Este
facto €& importante na medida que os frutos possuem varias substancias com
propriedades antioxidantes. Como ja foi referido anteriormente, o teor minino de sumo de
maga, limao, laranja e anandas adicionado a uma bebida refrigerante € de 16, 6, 8 e 10%,
respectivamente. Segundo a Figura 19, o teor de sumo com maior frequéncia € o de 6%
que apresenta uma frequéncia de 12%. Seguidamente temos com uma frequéncia
relativa de 10%, os refrigerantes com 8% de teor em sumo e com uma frequéncia de 6%
os de 10 e 16% de teor de sumo. Como das bebidas analisadas sé € adicionado sumo

aos refrigerantes, a frequéncia de teor de sumo 0% tém uma frequéncia elevada, 64%.

Figura 19— Distribuigdo percentual das amostras segundo o teor de sumo das bebidas.

As bebidas utilizadas neste estudo que contém alcool na sua constituicdo sao os
vinhos e as cervejas. Como se pode observar na Figura 20, 12 % das amostras contém
um teor alcoolico de 5%, 0 que representa maior frequéncia observada, encontrando-se
aqui a maior parte das cervejas claras. Os refrigerantes e dguas nao possuem alcool e
representam 0s 64% das amostras analisadas, com teor alcoolico de 0%. Os vinhos
maduros apresentam um teor alcoolico de 13% e a sua frequéncia relativa € de 6%,
correspondendo a 3 amostras. Com uma frequéncia de 4% encontram-se as amostras
com teor de alcool de 9 e 10%.

Figura 20— Distribui¢cdo percentual das amostras segundo o teor de alcool das bebidas.
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A algumas bebidas sao adicionadas substancias AOs. O AO mais comum é o AA
que apresenta a frequéncia de 40% da totalidade das amostras analisadas. Por
observacao da Figura 21 verifica-se que 12% das amostras possuem na sua constituicao
sulfitos, nomeadamente os vinhos. As amostras que nao contém nenhum AQO adicionado

representam 48%.

M Sem antioxidante
Acido ascérbico
Sulfitos

Figura 21— Distribui¢cdo percentual das amostras segundo o AO das bebidas.

Apesar da cor da bebida nao influenciar directamente a determinagéo da CA,
devido ao elevado grau de diluigdo, esta pode ser associada a determinado tipo de
bebidas e de caracteristicas dessas bebidas e, neste contexto, fornece-nos uma
informacao relevante ao nivel da CA das mesmas. As bebidas que sao incolores
apresentam uma frequéncia de 28%, sendo a maior frequéncia, como podemos observar
na Figura 22. Seguidamente com 22% temos as amostras amarelas onde podemos
incluir alguns sumos e as cervejas claras. As bebidas com uma coloracdo laranja, sumos
de laranja, representam 18% da amostragem. As amostras verde-amareladas
correspondem aos vinhos e representam 12%. Com uma frequéncia de 14% temos as
amostras que apresentam uma cor acastanhada, estas amostras s@o os sumos de maga

€ as cervejas escuras.

M Incolor
Castanha
Branco

M Amarela
Laranja

[ Verde-amarelada

Figura 22— Distribui¢cdo percentual das amostras segundo a cor das bebidas.
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3.2 Determinacao da capacidade antioxidante

A avaliagéo da CA das bebidas analisadas deve fornecer informagéao relativamente
ao grau de protecgado que as mesmas sao capazes de prover.

Neste trabalho a CA é determinada por trés métodos e em comparagcao com trés
padrdes referéncia, o AA, o AG e o Trolox. Os métodos utilizados sdo o TRAP, o TEAC e
o FRAP. Os valores obtidos ndo devem ser comparados entre si directamente pois estes
dependem na natureza do método associado a sua determinacéo e do padrao utilizado
como referéncia.

O método FRAP é analisado ao longo do tempo, medindo-se a CA de 30 em 30
minutos, do tempo 0 até 240 minutos (ver tabelas 20 a 35 no Anexo B). O processo de
reducao do ferro (lll) a ferro (ll) esta concluido. Findo este periodo consideram-se apenas
os valores obtidos ao fim de 210 minutos, tempo suficiente para se atingir a estabilidade
(ver figuras 1 a 15 do Anexo B).

3.2.1 Refrigerantes

Na Tabela 4 séo indicados os valores da CA para as amostras de refrigerantes
para os trés métodos e para os trés padroes. Os valores obtidos de CA variam entre 101
MM e 7359 uM. Genericamente, 0 método que origina os resultados mais elevados de CA
€ 0 método TEAC. Este é o método que apresenta os valores mais uniformes e proximos
entre si e que compreendem uma amplitude de 3006 pM. Para os métodos FRAP e
TRAP verifica-se que as amostras 1, 5 e 9 sdo as que apresentam valores mais elevados
e, no caso do método TRAP, a diferenca entre estas trés amostras e as restantes é
bastante acentuada. Estas trés amostras sdo de refrigerantes de maga. Observa-se
também que no método FRAP as amostras 13 a 18 apresentam valores relativamente
mais baixos que as restantes amostras, de notar que estas 6 amostras sdo de
refrigerantes com géas ou gaseificados. De uma forma geral, os valores dos padroes AA e
Trolox sdo mais elevados que os do padrao AG.
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Tabela 4 — Valores da CA para as amostras de refrigerante para os varios métodos e padrdes.

Métodos
TRAP TEAC FRAP (t=210 min)
Concentracao (pM) Concentracao (M) Concentracao (M)

N.2 AA AG Trolox AA AG Trolox AA AG Trolox

1 1.709 + 146 1.260 + 168 1.286 + 126 2.942 + 11 2244 + 12 3620 + 15 1.455 + 42 603 + 18 1.462 * 42
2 670 + 2 177 £ 1 557 + 2 3.367 + 8 2710 + 9 4228 + 11 948 + 59 397 + 26 952 + 60
3 555 + 4 143 + 1 454 + 3 3.382 + 45 2727 + 49 4250 + 64 1.072 + 36 451 + 16 1.076 + 36
4 658 + 11 173 £ 3 546 + 10 3.363 £+ 66 2.706 + 73 4223 + 95 1.024 + 34 430 £+ 15 1.028 + 34
5 7.359 + 224 7.067 + 259 5.982 + 194 3562 + 13 2924 + 15 4507 = 19 1421 + 134 588 + 58 1427 + 135
6 628 + 10 164 + 3 520 + 8 3.780 + 24 3162 + 26 4818 + 34 998 + 78 418 + 34 1.001 = 8

7 412 + 11 101 £ 3 328 + 10 3.845 + 5 3234 + 6 4911 + 8 1.041 = 41 437 £+ 18 1.045 + 4

8 646 + 26 170 + 8 536 + 23 3.812 + 27 3197 + 29 4863 + 38 978 + 120 410 + 52 982 + 12
9 5.725 + 170 5.181 + 197 4568 + 148 3.678 + 77 3.051 + 84 4673 = 110 1162 + 229 476 + 99 1.168 * 230
10 648 + 33 170 + 10 537 + 29 2632 + 56 1.905 + 61 3.178 + 80 972 + 123 407 + 53 976 + 123
11 548 + 22 141 £ 7 448 + 20 3.315 + 61 2.653 + 67 4.153 + 87 1.045 + 22 439 + 9 1.049 + 22
12 625 + 6 163 + 2 517 + 5 2.898 + 61 2197 + 67 3559 + 87 1.044 + 17 438 + 7 1.048 + 17
13 442 + 15 110 £ 4 354 + 13 3718 + 74 3.095 + 81 4729 + 106 507 + 59 235 + 28 820 + 95
14 643 + 28 169 + 8 533 + 25 2857 £+ 29 2151 + 32 3.500 = 42 350 + 50 160 + 24 565 + 81
15 646 + 4 170 £ 1 535 + 4 3.731 £+ 66 3.109 + 73 4748 + 95 533 + 103 247 + 49 862 + 167
16 649 + 4 170 + 1 538 + 3 2915 + 80 2215 + 87 3.583 + 114 403 + 76 185 + 36 651 + 123
17 412 + 5 101 + 1 328 + 4 2921 + 50 2221 + 55 3.591 + 72 404 + 125 186 * 60 652 + 203
18 656 + 6 173 + 2 545 + 6 2696 + 72 1975 + 78 3.270 + 102 401 + 81 185 + 39 648 + 132
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3.2.2 Vinhos

Os valores de CA para as amostras de vinho para os trés padrées e para os trés métodos estdo apresentados na Tabela 5 e estéo
compreendidos entre 495 e 22160 uM. Os valores obtidos pelo método TEAC sdo os que apresentam os maiores valores de CA, nos trés
padrdes estudados. No método TRAP os valores mais elevados de CA sao para o padrao de AA enquanto nos outros métodos € o Trolox que
apresenta os valores mais elevados, observando-se uma diferenga significativa entre os padrées de AA e AG e o Trolox no método TEAC.
Apesar de as amostras 19, 20 e 21 serem de vinho verde e as 22, 23 e 24 serem de vinho maduro, ndo se observa uma tendéncia que revele

gue um destes grupos apresente maior CA do que o outro.

Tabela 5 — Valores da CA para as amostras de vinho para os varios métodos e padrdes.

Resultados e Discussao

Métodos
TRAP TEAC FRAP (t=210 min)
Concentracao (uM) Concentracao (uM) Concentracao (uM)
2 AA AG Trolox AA AG Trolox AA AG Trolox
19 6.849 + 94 6.479 + 108 5.541 * 81 16.920 £ 0 13.644 £ 0 21263 + 0 1.498 + 322 495 + 123 1.658 + 333
20 7.506 £ 75 7.237 + 87 6.110 £ 65 17.483 + 106 14.260 + 116 22.066 + 152 2.246 + 518 782 + 199 2432 + 536
21 7.763 + 18 7.533 + 21 6.332 + 16 16.404 + 623 13.079 + 683 20.526 + 890 3.040 + 562 1.086 * 215 3.254 * 581
22 4438 t 4 4408 *+ 4 3.647 + 3 17.548 + 13 14332 + 15 22,160 + 19 1.762 = 106 596 + 41 1.932 + 110
23 7.744 + 117 7511 + 135 6.315 + 101 17258 + 849 14.014 + 930 21.745 + 1212 1126 + 139 353 + 53 1.273 + 144
24 6.360 + 46 5.914 + 53 5.117 + 40 13.573 + 331 9.976 + 363 16.481 + 474 1.611 + 139 539 + 53 1.776 + 144
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3.2.3 Aguas

As amostras 25, 32 e 36 sdo amostras de aguas naturais, pelo que os valores
obtidos de CA sado relativamente baixos. No método FRAP foi mesmo impossivel
quantificar estes valores. Concluiu-se pela observagdo da Tabela 6, que em todos os
métodos e em todos os padrbes as amostras 37 e 38 apresentam os valores mais
elevados de CA. Estas duas amostras de agua sdo as unicas que tém AA adicionado a
sua composicao. As amostras 33 e 34 apresentam também um valor elevado no método
TEAC para os trés padrdes, ja para o TRAP sé a amostra 34 tem um valor alto e no
FRAP sé a amostra 33. Estas duas amostras contém vitaminas adicionadas mas nao se
pode associar exclusivamente o facto de estas amostras conterem vitaminas e o0 seu
valor de CA ser mais elevado porque, primeiro, a comparagao entre os métodos e o0s
padrdes nao o permite e, segundo, existem outras diferencas na composicao destas duas
aguas aromatizadas. A amostra 33 contém aroma de limao e magnésio, enquanto que a
amostra 34 tem aroma de maca e cha branco e ainda contém acido malico.

Verifica-se também que no método FRAP os valores de CA sdo maiores que nos
outros métodos. A amplitude dos seus valores é também superior, sendo de 1684 uM
para este método e de 752 e 873 uyM para os métodos TRAP e TEAC, respectivamente.
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Tabela 6 — Valores da CA para as amostras de agua para os varios métodos e padroes.

Métodos
TRAP TEAC FRAP (t=210 min)
Concentracao (uM) Concentracao (uM) Concentracao (uM)
N.2 AA AG Trolox AA AG Trolox AA AG Trolox
25 43 £ 0 44 + 0 20 £ 0 117 + 4 30 £ 4 108 + 6 ND ND ND
26 75 £ 10 74 £ 10 43 + 7 154 + 2 71 £ 2 162 + 3 704 + 55 347 + 27 726 + 58
27 67 + 31 66 + 30 37 + 22 265 £+ 0 193 £ 0 321 £ 0 732 + 83 361 + 41 754 + 86
28 85 + 8 84 + 8 50 + 6 169 + 2 87 + 2 183 + 3 184 + 34 91 + 17 184 + 35
29 94 + 9 93 + 8 57 + 6 275 + 3 203 + 3 334 + 4 885 + 137 436 + 67 913 + 142
30 103 + 12 101 + 11 63 + 9 223 + 3 146 + 3 260 + 4 839 + 148 413 + 73 865 + 154
31 66 + 1 65 + 1 36 *+ 1 169 + 1 88 + 1 184 + 2 138 + 98 68 + 48 135 + 102
32 47 + 0 48 + 0 23 £ 0 112 + 4 24 + 4 101 £ 5 ND ND ND
33 89 * 15 87 + 14 53 =+ 10 601 + 6 462 + 6 742 + 8 898 + 96 443 + 47 927 + 100
34 222 + 9 214 + 8 147 £ 6 676 + 45 545 + 49 849 + 64 107 + 45 53 + 22 103 + 46
35 40 = 3 41 + 3 18 + 2 256 + 5 182 £+ 5 307 + 7 634 + 68 313 + 34 652 + 71
36 49 + 1 49 + 1 24 + 1 116 + 2 30 £ 2 108 + 3 ND ND ND
37 722 + 9 694 + 8 493 + 6 709 + 1 581 + 1 897 + 2 1.684 + 228 830 + 112 1.737 + 238
38 770 + 10 740 + 9 527 + 7 677 + 1 546 + 1 851 + 2 1.649 + 246 813 + 121 1.701 + 257
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3.2.4 Cervejas

Como se pode observar na Tabela 7, os valores de CA entre os métodos variam grandemente. O método FRAP é aquele que
apresenta os valores mais elevados, apresentando valores 2000 vezes superiores. A amostra que apresenta o maior valor de CA,
independentemente do método ou do padrdo, € a amostra 40. Esta amostra € de uma cerveja escura. Genericamente as amostras que
apresentam os valores mais baixos de CA sdo as amostras 48 e 49. Se compararmos as cervejas claras com as escuras, verificamos que as
escuras apresentam um valor de CA mais elevado do que a sua homéloga clara.

Tabela 7 — Valores da CA para as amostras de cerveja para os varios métodos e padroes.

Métodos
TRAP TEAC FRAP (t=210 min)

Concentracao (uM) Concentragao (uM) Concentracao (uM)
N.2 AA AG Trolox AA AG Trolox AA AG Trolox
39 1502 + 11 452 + 5 1.771 + 15 712 + 82 189 + 26 709 + 102 912.652 + 5 276.876 + 48 819.004 + 174
40 1999 + 7 670 + 3 2437 £ 9 1.099 + 31 313 + 10 1.190 * 38 2.214550 + 13 607.287 + 8 1.805.985 + 38
41 1.603 £ 23 496 + 10 1.906 + 30 630 + 112 163 + 36 606 + 139 1.103.622 + 88 307.612 + 32 910.816 + 119
42 1.767 £ 11 568 + 5 2125 + 15 799 + 15 217 = 5 817 + 19 1.305.608 + 13 373.694 + 10 1.108.212 + 28
43 1555 + 9 475 + 4 1.842 + 12 659 + 14 172 + 4 643 + 17 1.196.702 + 77 568.898 + 37 1.170.485 + 177
44 1971 + 16 657 + 7 2.398 + 21 883 + 38 244 + 12 921 + 47 1.619.138 + 8 769.127 + 4 1.591.780 + 45
45 1.835 + 54 598 + 24 2217 + 72 894 + 18 248 + 6 935 + 22 1.451.257 + 179  689.553 + 85 1.424.352 + 25
46 1.727 + 248 550 + 108 2.072 + 332 982 + 47 276 + 15 1.045 + 59 1.707.373 + 44 810.950 + 21 1.679.777 + 9
47 1510 £ 95 456 + 41 1.782 + 127 651 + 64 170 + 21 632 + 80 1.328.664 + 606  631.446 + 287 1.302.091 + 124
48 1281 £ 5 355 + 2 1475 + 6 709 + 52 188 + 17 705 + 65 890.612 + 194  423.814 + 92 865.222 + 64
49 1542 + 18 470 + 8 1.825 + 24 689 + 25 182 + 8 680 + 31 852.351 + 47 405.679 + 23 827.064 + 196
50 1.145 + 38 296 + 17 1.294 + 51 766 + 27 207 + 8 776 + 33 1.240.429 + 0 589.624 + 0 1.214.094 + 13
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3.3 Influéncia de alguns factores na CA

Considerando que os valores de CA para as mesmas amostras sdo diferentes
quando obtidos por métodos diferentes e quando comparados com padrdes diferentes, é
necessario estudar a influéncia dos varios parametros que diferem de amostra para
amostra, como por exemplo, a marca, 0s aromas, a presenca de gas, os aditivos
adicionados e também o efeito do método e do padrdo utilizado. Esta avaliagao
pressupde uma analise estatistica dos resultados, descritiva e inferencial dos dados.

A andlise descritiva de cada variavel abrange um conjunto de parametros
estatisticos, como a média, variancia no intervalo confianga, desvio padrao, minimo e
maximo adequadas a interpretacdo dos dados, a sua representagao grafica, em caixas
de bigodes e a identificagao de observagdes aberrantes, moderadas ou severas.

A caixa de bigodes € um rectangulo que assinala os quartis da distribuicado. Nos
extremos de cada bigode posicionam-se as observagdes minima e maxima. Todas as
observacoes fora da caixa de bigodes sao observagdes aberrantes. A caixa estende-se
do 12 quartil ao 3° quartil, que sdo respectivamente as bases inferior e superior do
rectangulo, descrevendo as observacgdes centrais, ou seja, que correspondem a 50% das
observacoes totais. A mediana é representada pela linha grossa dentro da caixa. Um dos
bigodes estende-se até a observagdo minima que nao seja uma observacao aberrante e
0 outro estende-se até a observagcdo maxima que nao seja também uma observagao
aberrante. O comprimento maximo dos bigodes vai até 1,5 vezes o valor da amplitude
inter-quartil. As observagbes aberrantes sdo marcadas fora dos limites da caixa de
bigodes com um circulo ou com um asterisco, consoante sejam respectivamente
observacdes aberrantes moderadas ou severas [20].

Em termos inferenciais, ou seja para efeitos da generalidade dos resultados obtidos
na amostra para a totalidade da populagdo de onde provéem, comparam-se as varias
proporgcoes procedendo-se a testes de aderéncia de normalidade, no nosso caso foi
aplicado o teste de Shapiro-Wilk. Este teste permite inferir sobre a normalidade das
distribuicbes de CA. A distribuicdo dos resultados é normal quando o valor de p for
superior a 0,01 para um intervalo de confianga de 99%.

A andlise de comparagao de médias foi efectuada utilizando o Anova univariada, ou
One-Way Anova.

O teste Anova analisa o efeito de um factor na variavel dependente, testando se as
média da variavel dependente em cada categoria do factor sdo ou néo iguais entre si. E
uma extensao do teste t de Student usado na comparagao de duas médias, pois 0 Anova

permite comparar duas ou mais medias.
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Quando se testa a igualdade de duas ou mais médias, e dependendo da natureza
nominal ou ordinal do factor, recorre-se aos testes Post-Hoc, a analise da tendéncia ou
as comparacgdes planeadas, para saber quais as médias que se diferenciam entre si.
Para se inferir sobre a igualdade das dispersdes dos varios grupos utiliza-se o teste de
Levene, ou de homogeneidade de variancias, se p for igual a 0,01 nao se rejeita a
homocedasticidade [20]. Foi necessario, por vezes, recorrer a transformacao logaritmica
dos dados experimentais para ser possivel a analise dos resultados obtidos e para
garantir que os valores de CA estavam distribuidos de modo simétrico. No caso particular
da andlise dos factores método e padrao a transformacao logaritmica dos valores de CA
nao conduziu a normalidade e, para evitar uma andlise ndo-paramétrica, recorreu-se a
transformacao dos valores de CA em seno de CA. Esta transformacado nado é a mais
correcta visto que a fungdo seno € uma fungéao ciclica que varia entre -1 e 1 e permite
sempre a normalidade dos valores.

De seguida apresenta-se a analise da influéncia dos varios factores na
determinagao da CA por tipo de amostra.

3.3.1 Refrigerantes

Existem muitos factores que podem influenciar a determinacdo da CA das
bebidas. Os factores estudados para as bebidas refrigerantes sdo os seguintes: marca
comercial, aroma, presenga de gas, corantes, edulcorantes, reguladores de acidez,
conservantes, estabilizantes, vitaminas, teor de sumo, cor, efeito do método e do padrao.

3.3.1.1 Efeito da marca comercial

Os valores de CA nao se encontram distribuidos de modo simétrico, pois o teste
Shapiro-Wilk apresentado valores de significancia inferiores a 0,01. Neste caso, recorre-
se a transformagao logaritmica dos dados experimentais. Verifica-se que a distribuicdo do
logaritmo de CA (logCA) apresenta normalidade, sendo que os valores de significancia
variam entre 0,042 para a marca Frisumo e 0,259 para a marca Continente.

A caixa de bigodes da variavel CA nao transformada pode ser encontrada na
Figura 16-C, Anexo C. Esta imagem nao € perceptivel e ndao é possivel retirar muitas
conclusdo da mesma. Com a transformagédo indicada obtém-se a caixa de bigodes
representada na Figura 23. Podemos concluir que os valores médios sdo semelhantes
entre todas as marcas. As marcas Trina e Continente apresentam os valores minimos de

CA, a marca Trina apresenta também o valor maximo, o que nos leva a concluir que esta
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marca € a que apresenta a maior amplitude de variagdo de valores de CA. Todos os
parametros estatisticos estao descritos na Tabela 33-C, Anexo C.

4,00

o | I

3,00

2,50

2,00

T T T T T T
Joi Trina Frutis Sumol Frisumo Continente

Figura 23 — Caixa de bigodes dos valores de LogCA, relativa a marca comercial das
bebidas refrigerantes.

Pela aplicagcao do teste Anova, para a comparagao de médias, podemos concluir
que o pressuposto da homocedasticidade é verificado, o valor de p para o teste de
Levene é 0,610. O teste F apresenta um valor de significancia de 0,917, logo sugere que
as amostras sdo semelhantes e, como se pode observar na Tabela 34-C, Anexo C, os
testes Post-Hoc s6 apresentam um sub-conjunto, para o intervalo de confianga de 99%.
Ou seja ndao podemos associar nenhuma marca a possuir uma CA diferenciada. Nao

existem diferencas estatisticamente significativas entre as marcas observadas.

3.3.1.2 Efeito dos aromas

Apds uma abordagem mais detalhada sobre os valores de CA obtidos segundo o
aroma (ver Figura 17-C, Anexo C) parece importante inferir sobre a influéncia deste factor
na CA. Os valores de CA apresentam uma distribuicado normal, com o valor de p a variar
entre 0,01 e 0,984. Todos os parametros estatisticos correspondentes encontram-se na
Tabela 35-C, Anexo C. Observamos que o aroma de maga é o que apresenta o valor
médio de CA mais elevado, 7359 uM e o aroma de laranja apresenta o valor mais baixo,
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101 uyM. O aroma de maca € o que apresenta a maior amplitude de variacdo de
resultados, sendo o valor minimo de 476 uM e 0 maximo de 7359 uM.

A Figura 24 € uma modificagdo da caixa de bigodes original. Todos os valores de
TRAP e FRAP para os aromas de liméo, laranja e ananas foram aumentados 3 vezes, tal
como os valores de FRAP para o aroma de maga. Esta modificagéo foi realizada para
melhorar a observagao das caixas e assim mais facilmente comparar os valores obtidos.

A amostra 15 é uma observagao aberrante severa para o FRAP, em comparagao
com os padroes de AG e AA e moderada para o Trolox.

10.000— 15

] CA medida em fungéo
AA pelo método TRAP
8.000 B CA medida em funcéo
AG pelo método TRAP
CA medida em funcéo
trolox pelo método
TRAP
B CA medida em funcéo
AA pelo método TEAC
] CA medida em funcéo
AG pelo método TEAC
CA medida em funcéo

trolox pelo método
TEAC

’ u u CA medida em fungéo
’ . ’ ] ‘ [ AA pelo método FRAP
LI | o

6.000—

4.000

t=210 minutos

CA medida em fungéo
[] AG pelo método FRAP

2,000 . t=210 minutos

! ' . CA medida em fungéo
|i| [[ trolox pelo método
* FRAP t=210 minutos

0

T T T T
Maga Limao Laranja Ananas

Figura 24 - Caixa de bigodes dos valores de CA, relativa aos aromas das bebidas
refrigerantes.

O valor de significancia do teste de Levene vé associado um nivel superior a 0,01,
confirmando a homocedasticidade. O teste F apresenta uma significancia de 0,007, o que
sugere que exista pelo menos um grupo de amostras que é diferente dos restantes.

Na analise dos teste Post-Hoc (ver Tabela 36-C, Anexo C), verificamos que para
um subset of alpha de 0,01 aparecem dois sub-conjuntos homogéneos de médias. O
grupo de amostras que é diferente é o grupo de amostras com aroma de maga. Podemos
concluir que o aroma de macga se distingue estatisticamente dos restantes, apresentando

de uma forma geral um valor de CA mais elevado.
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3.3.1.3 Efeito da presenca de gas

A presencga de gas carbdnico poderia interferir de forma quimica na determinagao
da CA ou no método e por isso mesmo foi tomada em consideragdo nesta analise. Na
tabela 37-C, Anexo C, sdo apresentados todos os parametros estatisticos referentes a
presenca de gas nas amostras de bebidas refrigerantes. Os valores médios de cada
grupo nédo diferem grandemente uns dos outros, sendo que o mais elevado tem o valor
de 1836 uM para as amostras com gas e o mais baixo tem o valor de 1420 yM para as
amostras gaseificadas.

As amostras 1, 5 e 9 sao observacdes aberrantes para as amostras que nao
contém gas na sua constituicdo, como podemos observar na Figura 25.

De uma forma geral verifica-se que o método TEAC apresenta os valores mais

elevados de CA e normalmente apresenta também uma maior amplitude de valores.

8.000—

] CAmedida em fungdo AA
pelo método TRAP

- *
6.000 *9 m CA medida em fungdo AG
pelo método TRAP

9 O CA medida em fungao
trolox pelo método TRAP

9 ] CA medida em funcé@o AA
pelo método TEAC

O CA medida em funcédo AG
pelo método TEAC

| I ] CA medida em fungédo

4.000-

trolox pelo método TEAC
CA medida em funcé@o AA
[ pelo método FRAP t=210
i minutos
CA medida em funcédo AG
i [ pelo método FRAP t=210
2.000- minutos
1 1 CA medida em fungéo
H [ trolox pelo método FRAP
t=210 minutos

T T T
Com gés Sem gas Gaseificado

Figura 25 - Caixa de bigodes dos valores de CA, relativa a presenga de gas nas bebidas
refrigerantes.

O pressuposto de normalidade n&o é verificado pois os valores de significancia do
teste de Levene sao para a maioria dos métodos inferiores a 0,01. Os valores de CA
foram transformados para logaritmo de CA. Apéds esta transformacao o pressuposto da
normalidade ja se verifica pois os valores de significancia estdo compreendidos entre
0,01 e 0,259.
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Na verificacao do pressuposto da homocedasticidade o teste de Levene apresenta
uma significancia de 0,026, logo existe homocedasticidade.

Com o teste Anova é pretendido aferir, se no conjunto de todas as amostras existe
algum sub-conjunto se destaca. O teste F teve uma significancia de 0,471, conduzindo a
aceitacdo de que nenhum sub-conjunto de amostra apresenta valores de CA que sejam
estatisticamente diferentes (ver dados estatisticos na Tabela 38-C, Anexo C).

3.3.1.4 Efeito dos corantes

Foi necessario analisar o efeito dos corantes adicionados as bebidas refrigerantes
pois varios estudos referem que algumas das substancias que sao utilizadas como
corantes possuem propriedades AOs. Os parametros descritivos relativos aos corantes
podem ser consultados na Tabela 39-C, Anexo C e na Figura 18-C, Anexo C, apresenta-
se a caixa de bigodes original para os valores de CA relativos aos corantes.

O aditivo E150, ou vulgar caramelo, é o corante que apresenta o valor médio de
CA mais elevado com 2370 uM. Verifica-se que o caramelo é o corante que apresenta a
maior amplitude de valores de CA, sendo os seus valores minimo e maximo de 101 e
7359 uM, respectivamente. As amostras 7 e 15 sdo observacdes aberrantes para o
corante E160, ou carotenos. Para o corante caramelo, a amostra 18 é também uma
observagao aberrante, assim como a amostra n.® 13 para as amostras que nao contém
corantes adicionados.

Como o pressuposto de normalidade ndo foi verificado para o teste de Shapiro-
Wilk, procede-se a transformagao dos valores de CA para logCA.

Figura 26 apresenta a caixa de bigodes relativa aos aromas com os valores de
LogCA. Os resultados parecem indicar que nenhum corante apresenta valores
estatisticamente distintos e que os seus valores médios sdao semelhantes. Com esta
transformacéo ja se verifica o pressuposto de normalidade, sendo que os valores de p
variam entre 0,01 e 0,723.

O pressuposto de homocedasticidade € verificado para um nivel de significancia
de 0,222, pelo teste de Levene. Neste estudo Anova pretende-se saber se o valor de CA
seria igual para qualquer corante, utilizando-se para isso o teste F. Os resultados deste
teste indicaram um valor de p igual a 0,145. Neste sentido pode concluir-se que nao
existem grupos com valores de CA estatisticamente diferentes dos restantes.
Consequentemente e assumindo um intervalo de confiangca de 99%, o teste Anova
fornece um sub-conjunto homogéneo de médias (ver Tabela 40-C, Anexos C).
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E150 - Caramelo Sem E161- Luteina E160 - Carotenos E110 - Amarelo
sunset, E104 -
Amarelo quinoleno

Figura 26 - Caixa de bigodes dos valores de LogCA, relativa aos corantes para as
bebidas refrigerantes.

3.3.1.5 Efeito dos edulcorantes

Os parametros estatisticos relativos aos edulcorantes, substancias que pretendem
dar um sabor agucarado as bebidas, encontram-se no Anexo C, Tabela 41-C. O valor
médio mais elevado € o da associacao de edulcorantes, E951, E950, sendo o seu valor
2343 pM. O valor mais baixo, 1420 uM, representa as amostras com o edulcorante E954.

A caixa de bigodes destes dados (Figura 19-C, Anexo C), indica que as amostras
1, 5, 7, 13 e 15 sdo observacbes aberrantes para o conjunto de amostras que nao
contém edulcorantes na sua constituicdo. Observa-se que a conjugacao de edulcorantes
E951 e E950 apresenta a maior dispersao de valores.

Relativamente ao pressuposto de normalidade este nao é verificado e foi
necessario transformar os valores de CA para logaritmico de CA. Os valores relativos ao
teste de normalidade de Shapiro-Wilk com a variavel transformada apresentam valores
de significancia entre 0,01 e 0,637. Na Figura 27 apresenta-se a caixa de bigodes relativa
aos edulcorantes com os valores transformados de CA.
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Os resultados parecem indicar que os valores médios sdo bastante semelhantes
entre si e ndo existe nenhum grupo que se destaque. As amostras que nao contém

edulcorantes s@o as que apresentam as maiores amplitudes de variagéo de LogCA.

4,00

3,50 “V

3,00

2,50

2,00 1

T T T T
E951 - Aspartame E954 - Sacarina Sem edulcorante E951 - Aspartame, E950
Acesulfame de potassio

Figura 27 - Caixa de bigodes dos valores de LogCA, relativa aos edulcorantes para as
bebidas refrigerantes.

As variancias dos valores de CA dos varios edulcorantes ndo sdo consideradas
estatisticamente diferentes entre si. O valor de significancia do teste de Levene teve
associado um nivel de 0,101. O teste F indica um valor de significancia de 0,340 o que
nos permite concluir que n&o existem, grandes diferengas entre os diferentes
edulcorantes. Esta conclusdo pode ser verificada com os resultados dos testes Post-Hoc
(ver Tabela 42-C, Anexo C).

3.3.1.6 Efeito dos reguladores de acidez

Os reguladores de acidez sdo substancias que permitem acidificar ou tornar uma
substancia mais basica, tais como os acidos ou bases derivados do malato e do citrato.

Os valores de CA encontrados foram muito dispersos, especialmente para o
método TRAP aquando da associagcdo E331 e E296 (citrato de s6dio + acido malico).
Para as amostras sem regulador de acidez encontram-se as amostras 1 € 15 com valores
aberrantes. A representacao destes resultados em caixa de bigodes pode ser encontrada
na Figura 20-C, Anexo C.
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Foi necessario fazer a transformagédo dos valores de CA para logaritmo de CA
visto que os valores experimentais ndo apresentavam uma distribuicdo de valores normal
(valores de p para a maior parte das amostras iguais a 0,001). Depois da transformacéao
fez-se a analise estatistica dos resultados que esta descrita na Tabela 43-C, Anexo C. Os
valores médios de LogCA variam entre 2,98 e 3,47. Na Figura 28, esta apresentada a
caixa de bigodes para os valores de LogCA. O valor minimo médio, 2,00 pertence ao
grupo de amostras que na sua constituicdo ndo possuem reguladores de acidez e o
maximo, 3,87, pertence ao regulador E296, ou &cido malico.

4,00

3,50 [

3,00

2,507

2,00

T T T
Sem E331- Citrato de sodio E296 - Acido mélico E331 - Citrato de Sédio,
E296 - Acido maélico

Figura 28 - Caixa de bigodes dos valores de LogCA, relativa aos reguladores de acidez
para as bebidas refrigerantes.

O valor de p para LogCA varia entre 0,01 e 0,401, logo o pressuposto de
normalidade € verificado pelo teste de Shapiro-Wilk. O pressuposto de
homocedasticidade para LogCA também ¢é verificado sendo o valor de p relativo ao teste
de Levene de 0,625. No estudo Anova, utilizando o teste F, avalia-se a possibilidade de
haver algum regulador de acidez que apresentasse o valor de LogCA diferente. Conclui-
se, com um nivel de significancia de 0,015, que existe pelo menos um grupo diferente. Na
Tabela 44-C, Anexo C, estdo indicados para um subset of alpha de 0,01, dois sub-
conjuntos homogéneos. Existem diferencas estatisticamente significativas entre os
valores de LogCA dos diferentes reguladores de acidez. As amostras que contém acido
malico apresentam diferencgas significativas das restantes amostras.
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3.3.1.7 Efeito dos conservantes

As amostras analisadas contém diferentes conservantes. S6 as amostras da
marca Frisumo ndo contém qualquer conservante adicionado. Os conservantes presentes
nas amostras de bebidas refrigerantes sdo o E202—Sorbato de potassio; o E223—
Metassulfito de sodio; o E220-Didxido de enxofre; e o E211—-Benzoato de sodio. Os
conservantes aparecem também em varias associacoes.

O valor médio de CA mais baixo pertence ao sorbato de potassio, 1653 uM e o
mais alto pertence a associacado sorbato de potassio/benzoato de sédio com o valor de
1653 uM. Esta associacdo é a que apresenta a maior amplitude de variacdo de valores
de CA (consultar resultados na Tabela 45-C, Anexo C e na Figura 21-C, Anexo C).

O pressuposto de normalidade néo é verificado para os valor de CA, sendo
necessario proceder a transformacdao dos mesmos para logaritmo de CA. Na Figura 29
esta representada a caixa de bigodes para os valores de LogCA. Segundo o teste de
Shapiro-Wilk, os valores de significancia para LogCA variam entre 0,023 e 0,713, logo
verifica-se o pressuposto da normalidade. O teste de Levene teve associado um nivel de
significancia de 0,151, garantindo o pressuposto de homocedasticidade.

wl ] L |

3,00 | —

2,507

2,00

T T T T T T
E202 - Sorbato E223 - Sem E220 - Diéxido de E211 - Benzoato E202 - Sorbato

de potéssio Metabisulfito de  conservantes  enxofre, E211 - de sédio, E202 -  de potéssio,
sodio Benzoato de Sorbato de E211 - Benzoato
sodio potassio de sédio , E223 -

Metasulfito de
sodio

Figura 29 - Caixa de bigodes para os valores de LogCA, relativa aos conservantes para
as bebidas refrigerantes.
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Para avaliar se os valores de CA se poderiam considerar equivalentes para todos
0S grupos, recorre-se ao teste Anova com base no teste F. O resultado deste teste, indica
um valor de significancia de 0,949, podendo concluir-se que nao existe um grupo distinto
dos restantes. De acordo com o teste Anova, o agrupamento por conservantes so indicou
num unico grupo, como se pode confirmar pelos resultados expressos na Tabela 46-C,
Anexo C.

3.3.1.8 Efeito dos estabilizantes

Existem varios estabilizantes diferentes que sao utilizados nos refrigerantes. Os
que se incluem nesta andlise sdo o E414—Goma arabica; o E440—Pectina; o E445-
Ester glicerol de “Wood Rosin” e o0 E410—-Goma “Carob bean” e as varias associagoes
entre si. Os valores médios variam entre 1270 e 2258 uM (consultar Tabela 47-C, Anexo
C). O valor mais elevado pertence ao grupo de amostras que nao possuem estabilizantes
na sua constituicao, tal como o valor mais baixo, apresentando assim a maior amplitude
de variagao de CA (ver Figura 22-C, Anexo C). A média mais elevada é a da associacgao
de pectina com goma “carob bean”. A maior dispersdao de valores encontra-se nas
amostras sem conservantes. A que apresenta maior dispersdo é a associagao
E410/E414/E445.

O teste de Shapiro-Wilk nao confirmou o pressuposto de normalidade pelo que se
procedeu a transformagao dos valores de CA para logaritmo de CA (Figura 30). Deste
modo a normalidade é verificada, com os valores de p a variarem entre 0,01 e 0,859. O
pressuposto de homocedasticidade é também verificado para um nivel de significancia de
0,341 através do teste de Levene.

Para se avaliar se os valores de CA se podem considerar equivalentes para todos
0S grupos recorre-se ao teste Anova. O teste F apresenta uma significancia de 0,488 o
que leva a concluir que os grupos sao semelhantes. O teste Anova indica, por isso, um
sub-conjunto homogéneo (ver Tabela 48-C, Anexo C).
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Figura 30 - Caixa de bigodes para os valores de LogCA, relativa aos estabilizantes para
as bebidas refrigerantes.

3.3.1.9 Efeito das vitaminas

As vitaminas sdao um factor muito importante na determinacdo da CA, visto que
elas sdao as substancias naturais com maior CA. Todos os parametros estatisticos
correspondentes a este agrupamento de resultados podem ser consultados na Tabela
49-C, Anexo C. Os valores médios dos dois grupos existentes sdo praticamente iguais,
sendo a sua diferenga de apenas 14 pyM. Por observagao da Figura 31 verifica-se que as
amostras 1, 5, 9 e 18 sdo observacdes aberrantes. As das amostras 1, 5 e 9 sdo severas
e a da 18 & moderada. O método que apresenta os valores mais elevados de CA é o
TEAC.

O pressuposto de normalidade ndo é verificado pois os valores de p sao inferiores
a 0,005 e é necessario recorrer a transformagdo dos valores de CA em Logaritmo,
LogCA. Os valores de LogCA apresentam ja normalidade, com significancias de 0,01, o
teste de Levene tem uma significancia de 0,275. O teste Anova, com uma significancia de
0,963, permite concluir que os grupos nao apresentam diferencas substanciais.

Como sé existem dois grupos de amostras néo € possivel efectuar os testes Post-

Hoc visto que s@o necessarios um minimo de trés grupos.
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Figura 31 - Caixa de bigodes dos valores de CA, relativa as vitaminas para as bebidas

refrigerantes.

3.3.1.10 Efeito do teor de sumo

O teor de sumo difere consoante o tipo de fruta que constituiu o refrigerante

podendo contribuir para alteragdes ao nivel das CA observadas. A Figura 32 representa a

caixa de bigodes relativa ao teor de sumo que as bebidas refrigerantes possuem. O teor

de sumo 14% refere-se a uma amostra isolada e por isso a caixa de bigodes é

imperceptivel para este teor. Os valores mais elevados e também mais dispersos sao os

valores para as amostras com teor de sumo de 16%. A grande maioria das amostras

possuem valores de CA entre 2000 e 4000 uM. Todos os parametros estatisticos

correspondentes estdo descritos na Tabela 50-C, Anexo C. Os valores médios estao

compreendidos entre 1500 e 3004 M.
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Figura 32 - Caixa de bigodes dos valores de CA, relativa ao teor de sumo para as

sendo o valor mais baixo de significancia igual

bebidas refrigerantes.

Através do teste de Shapiro-Wilk o pressuposto de normalidade é verificado,
a 0,091.

O pressuposto da

homocedasticidade também é verificado através do teste de Levene, sendo o seu valor

de significancia de 0,275. O teste Anova fornece-nos dois sub-conjuntos de médias para

um subset of alpha =0,01. O sub-conjunto de 16% de teor de sumo é estatisticamente

diferente dos restantes, apresentando os valores de CA mais elevados (ver Tabela 51-C,

Anexo C).
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3.3.1.11 Efeito da cor

A cor esta directamente ligada ao teor de sumo. As amostras que apresentam a
cor castanha sdo as amostras que contém 16% de teor de sumo na bebida, as amostras
amarelas sédo as que contém 10% sumo, as de 6% sao as amostras brancas e as de 8%
sdao as cor de laranja. As amostras sdo de maga, ananas, limdo e laranja,
respectivamente. Na Figura 33 apresenta-se a caixa de bigodes relativa a cor que a
bebida apresenta. Ao comparar esta figura com a Figura 32, verifica-se algumas
semelhancas. As amostras castanhas sdo as que apresentam os valores mais elevados e
os mais dispersos. O método TEAC € o que apresenta maior regularidade pois para
todas as amostras os valores de CA estdo compreendidos entre 2000 e 5000 uM. Na
Tabela 52-C, Anexo C, estao descritos todos os parametros estatisticos relativos as cores
das amostras. Estes valores sdo muito semelhantes aos parametros relativos ao teor de
sumo na amostra. O pressuposto de normalidade é verificado pelo teste de Shapiro-Wilk.
Os valores de p variam entre 0,035 e 0,984. Quanto ao valor de significAncia do teste de
Levene, este verifica a homocedasticidade, com um valor de 0,029.

8.000

] CA medida em fungao
AA pelo método TRAP

| CA medida em fungéo
6.000 = AG pelo método TRAP

CA medida em fungéo
trolox pelo método
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o~ M trolox pelo método
o TEAC
15 CA medida em fungéo
[ AA pelo método FRAP
t=210 minutos
2.000 CA medida em fungéo
AG pelo método FRAP
? ? ] t=210 minutos
* CA medida em fungéo
trolox pelo método
' .. - . i |!| FRAP t=210 minutos

T T T T
Castanha Branco Amarela Laranja

Figura 33 - Caixa de bigodes dos valores de CA, relativa a cor para as bebidas

refrigerantes.
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Recorre-se ao teste Anova para analisar as médias e verificou-se que o teste de F
teve um valor de p=0,000, que nos da a informacgéo de que existe pelo menos um grupo
de amostras que é estatisticamente diferente dos outros. Os resultados indicam dois sub-
conjuntos homogéneos de médias, em que as amostras castanhas séo estatisticamente
diferentes das restantes e apresentam os valores de CA mais elevados. (ver Tabela 53-
C, Anexo C).

3.3.1.12 Efeito do método

Estudar o efeito do método é importante visto que, os resultados obtidos em cada
método sao distintos para a mesma amostra. O efeito do método é analisado segundo o
padrao utilizado. Assim apresenta-se de seguida o efeito do método no padrao de AA,
seguidamente no padrao AG e depois no Trolox. Para o efeito do método em fungéao de
AA, foi necessario transformar os valores de CA para que estes assegurassem a
normalidade e homocedasticidade, a transformagao em logaritmo nao foi eficaz, tendo-se
optado pela transformacgao dos valores de CA em seno, senCA, ver ponto 3.3 na pagina
39.

Pelo teste de Shapiro-Wilk, testa-se a normalidade para os valores de senCA. O
pressuposto de normalidade é aqui verificado com valores de significancia de 0,01. Na
Figura 34 encontra-se a caixa de bigodes relativa ao efeito do método para o padréao de
AA. Verifica-se que o método TEAC apresenta o valor médio mais baixo para valores de
senCA, enquanto que o FRAP apresenta o valor mais alto.

Os parametros estatisticos relativos ao efeito do método para o padrao AA
encontram-se na Tabela 54-C, Anexo C.
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Figura 34 - Caixa de bigodes para os valores de senCA, relativa ao efeito do método para
o padrao de AA, para as bebidas refrigerantes.

A homocedasticidade ¢é verificada segundo o teste de Levene com uma
significancia de 0,033. O teste F do Anova indica um valor de p de 0,819 o que pressupde
gue nao exista diferengas consideraveis, ao nivel estatistico.

Na Tabela 55-C, Anexo C encontra-se o sub-conjunto homogéneo encontrado
para um subset of alpha de 0,01. Como todos 0s grupos se encontram no mesmo sub-
conjunto, podemos concluir que os métodos ndo apresentam diferengas significativas
entre si.

Relativamente ao efeito do método, e para o padrdao AG, os valores de CA
verificam os pressuposto de normalidade e homocedasticidade. Os valores de p foram
0,01 e 0,114 para os testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Todos o0s
parametros estatisticos se encontram na Tabela 56-C, Anexo C.

Por analise da Figura 35, a caixa de bigodes relativa ao efeito do método em
funcdo do padrao AG, apuramos que o método FRAP parece muito distinto do método
TEAC, visto que o valor minimo de FRAP ¢é praticamente igual ao valor maximo de TEAC.

O valor médio de senCA mais elevado é para o método FRAP, 4134 uM, e o mais
baixo é para o TEAC, 2638 uM. A amplitude de valores para o TRAP varia entre 2632 e
3845 uM. O teste Anova permite averiguar a semelhanga entre estes 3 grupos.
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O teste F indica um valor de p=0,000, o que indica que pelo menos um grupo é
estatisticamente diferente dos restantes. O teste Anova fornece trés sub-conjuntos
homogéneos para um intervalo de confianga de 99% indicando que os trés métodos tém
diferencas estatisticamente significativas entre si (ver Tabela 57-C, Anexo C).

5000,00

4000,00—

3000,00

2000,00

1000,00

T T T
TRAP TEAC FRAP

Figura 35 - Caixa de bigodes para os valores de senCA, relativa ao efeito do método para
o padrao de AG, para as bebidas refrigerantes.

Para o padréo Trolox a anélise é semelhante a do efeito do método para o padrao
AA, os valores de CA sao transformados em senCA e posteriormente verifica-se se estes
valores obedecem aos pressupostos de normalidade e de homocedasticidade. O teste de
Shapiro-Wilk indicou uma significAncia com valores compreendidos entre 0,01 e 0,16. O
teste de Levene teve um valor de p=0,481. Na caixa de bigodes representada na Figura
36, podem comparar-se os valores de senCA para os trés métodos em fungao do Trolox.
Verificamos que o método TRAP e FRAP apresentam uma distribuicdo de valores
semelhante enquanto que o TEAC, apesar de 0s seus valores minimo e maximo serem
proximos dos outros dois métodos, os valores do 1% quartil sdo mais elevados e os
valores do 3° quartil sdo mais baixos. Todos os parametros estatisticos dos valores de
senCA encontram-se na Tabela 58-C, Anexo C.

O teste Anova permite aferir sobre a igualdade ou desigualdade dos diferentes
métodos. O teste F indicou um valor de p=0,470, 0 que nos permite concluir que s6
existe um sub-conjunto homogéneo de médias onde se inclui os trés métodos (ver Tabela
59-C, Anexo C).
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Figura 36 - Caixa de bigodes para os valores de senCA, relativa ao efeito do método para
o padrao de Trolox, para as bebidas refrigerantes.

3.3.1.13 Efeito do padrao

Deve ser analisado o efeito do padrdo nos valores de CA visto que na observagao
dos resultados obtidos se verificou que estes ndo sdo homogéneos em todos os padroes.
Nesta analise os padrées sdao agrupados por métodos, ou seja, o efeito do padrao é
analisado em funcao do método TRAP, TEAC e FRAP.

Relativamente ao efeito do padrao pelo método TRAP, para que os presssupostos
de normalidade e homocedasticidade sejam verificados € necessério transformar os
valores de CA em senCA, ver ponto 3.3 na pagina 39. Os valores de p segundo o teste
de Shapiro-Wilk e de Levene apresentam, assim, uma significancia de 0,01 e 0,51,
respectivamente. Na Tabela 60-C, Anexo C, encontram-se todos os parametros
estatisticos relativos ao efeito do padrédo em fungédo do método TRAP.

A Figura 37 apresenta a caixa de bigodes para o estudo do efeito do padrao em
funcdo do método TRAP. Os valores médios variam de -0,11 para o Trolox a 0,15 para o
AA. A dispersao dos valores de senCA é semelhante nos trés padroes.
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Figura 37 - Caixa de bigodes para os valores de senCA, relativa ao efeito do padrao para
o método TRAP, para as bebidas refrigerantes.

O teste Anova permite estudar se alguns dos padrdes apresentam diferengas
significativas dos restantes. O teste F origina uma significancia de 0,449 (ver Tabela 61-
C, Anexo C). Consequentemente, o teste Anova indica sub-conjunto onde todos os
padrées sao agrupados, ou seja, ndao existem diferencas estatisticamente significativas
entre os padrdes.

A analise do efeito do padrao para o método TEAC é semelhante a anterior. Os
valores de CA sao também transformados em senCA, para que 0s pressupostos de
normalidade e homocedasticidade sejam verificados. O teste de normalidade da variavel
transformada origina valores de significancia entre 0,01 e 0,16. Pela anélise da caixa de
bigodes posteriormente indicada, Figura 38, e da Tabela 62-C, Anexo C, € possivel
comparar os trés padrdes. O valor médio maximo pertence ao padréao AA, com o valor de
0,15, e o valor mais baixo ao Trolox (-0,01).

No estudo Anova pretende-se saber se os valores médios de senCA sao iguais
para qualquer padrdo, utilizando-se para isso o teste F. O valor de significancia deste
teste foi de 0,192. Como o teste apresenta um valor superior a 0,01 pode concluir-se que
nenhum dos grupos é significativamente diferente dos outros. Para um subset of alpha
=0,01 o teste Anova fornece apenas um sub-conjunto (Tabela 63-C, Anexo C).
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Figura 38 - Caixa de bigodes para os valores de senCA, relativa ao efeito do padréo para
o método TEAC, para as bebidas refrigerantes.

Finalmente, é efectuada a analise do efeito do padrdao em funcao de FRAP. Tal
como nas analises anteriores do efeito do padrao foi necessaria a transformagéo dos
valores de CA para senCA para garantir a normalidade. Na tabela 64, Anexo C,
encontram-se descritos os valores estatisticos para o estudo deste efeito. Na Figura 39,
apresenta-se a caixa de bigodes relativa ao efeito do método para o método FRAP. O
valor médio mais elevado pertence ao padrdao AA e o mais baixo ao Trolox. O valor
minimo é de -1,00 para todos os padrdes e o0 maximo é de 1 para o Trolox.
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Figura 39 - Caixa de bigodes para os valores de senCA, relativa ao efeito do padréo para
o método FRAP, para as bebidas refrigerantes.

Neste sentido, é possivel averiguar pelo teste Anova, se existe algum padrao que
apresente diferengas estatisticamente diferentes dos outros. O pressuposto de
homocedasticidade € valido pelo teste de Levene, obteve-se um valor de p=0,542.

O teste F apresenta um valor de significancia de 0,80, pelo que o Anova fornece
um sub-conjunto homogéneo, para um intervalo de confianga de 99% (Tabela 65-C,
Anexo C).
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3.3.2 Vinho

Para as amostras de vinho, os factores considerados neste estudo sao a presenga
de gas, o teor de alcool, o tipo de vinho e o efeito do método e do padrao utilizado na

analise.

3.3.2.1 Efeito do tipo de vinho (Denominacao)

Os vinhos aqui estudados dividem-se em vinhos verdes e vinhos maduros. Para
os varios métodos estudados, registam-se valores de CA muito distintos. A caixa de
bigodes correspondente pode ser consultada na Figura 23-D, Anexo D. O método que
apresenta os valores de CA mais elevados é o TEAC, sendo os seus valores minimos
mais elevados do que os valores maximos de CA para os outros métodos. Os seus
valores médios variam entre 13661 e 21285 uyM. O método que apresenta os valores
mais baixos de CA é o FRAP, com valores médios comprendidos entre 214 e 749 uM.
Para facilitar a visualizagdo e a comparacao entre os métodos apresenta-se na Figura 40
uma caixa de bigodes onde os valores de FRAP foram multiplicados por 10.
Genericamente, os vinhos maduros apresentam amplitudes inter-quartis maiores do que
os vinhos verdes e, dentro dos vinhos maduros, sao os métodos TEAC e TRAP onde se
verificam as maiores amplitudes.

Para todos os métodos e para todos os padroes verifica-se o presuposto da
normalidade (p>0,01), com valores compreendidos entre 0,125 para o método TEAC,
sendo igual para todos os padrbes, e 0,968 para o método TRAP com o AG. A
homocedasticidade é verificada por um valor de p igual a 0,892 no teste de Levene.

Os valores estatisticos relativos a comparacao dos diferentes tipos de vinho
encontram-se descritos na Tabela 66-D, Anexos D. Os valores médios entre os diferentes
tipos de vinho sdo muito préximos, mas verifica-se que os vinhos verdes apresentam
valores de CA mais elevados, sendo o valor médio de 8195 uM.

No estudo Anova o teste F apresenta um valor de significancia de 0,722, o que
significa que os dois grupos apresentam valores de CA semelhantes. Nao existem,
assim, diferencgas significativas entre os diferentes tipos de vinho. Como s6 existem dois
tipos diferentes de vinhos nao é possivel efectuar os testes Post-Hoc, sendo necessério o
minimo de 3 grupos para efectuar essa andlise.
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Figura 40 — Caixa de bigodes para os valores de CA relativos a denominacéao para os

vinhos.

3.3.2.2 Efeito da presenca de gas

A analise da presenga de gas é muito semelhante a andlise anterior visto que os
vinhos verdes sdo os que apresentam gas e 0s vinhos maduros sao 0s que nao
apresentam gas na sua constituigdo. Na Figura 24-D, Anexo D, encontra-se a caixa de
bigodes com os valores de CA experimentais. Mais uma vez, para facilitar a visualiza¢ao
e a comparacao entre os métodos, apresenta-se na Figura 41 uma caixa de bigodes
onde os valores de FRAP foram multiplicados por 10.

Relativamente ao teste de normalidade para a presenca de gas, todos os métodos
e todos os padrbes verificam o presuposto da normalidade (p>0,01), com valores
compreendidos entre 0,125 para o método TEAC, sendo igual para todos os padrdes e
0,968 para o método TRAP com o AG. Na analise da homogeneidade de variancias entre
0S grupos, com e sem gas, as variancias de CA das varias amostras sao considerados
estatisticamente semelhantes com um valor de significancia de 0,892, tal como na andlise
anterior dos diferentes tipos de vinho.

Os valores de estatistica descritiva dos grupos com e sem gas encontram-se
descritos na Tabela 67-D, Anexos D. As médias encontradas sdo muito semelhantes
entre si. O estudo Anova sugere a existéncia de um Unico sub-conjunto de médias, para
um valor de p superior a 0,01. Nao foram, por isso, encontradas diferencas

estatisticamente significativas entre os vinhos com e sem gas.
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Figura 41 — Caixa de bigodes para os valores de CA relativos a presenga de gas para os

vinhos.

3.3.2.3 Efeito do teor de alcool

Os teores de alcool que as amostras de vinho possuem sdo 9, 10 e 13%. A
andlise do teor de alcool é também muito semelhante as andlises anteriores porque 0s
vinhos que apresentam o teor de 9% sao os vinhos verdes e 0s que apresentam gas na
sua constituicdo enquanto que os vinhos maduros, que ndo contém gas, contém o teor
mais elevado de alcool, 13%. Na Figura 25-D, Anexo D, encontra-se a caixa de bigodes
original. Para facilitar a visualizagdo e a comparagao entre os métodos, os valores do
método FRAP sao mais uma vez, multiplicados por 10, e o teor de 10% de éalcool, um
valor Unico, é retirado. Na Figura 42 representa-se a caixa de bigodes sem os valores da
CA para o teor de 10% de éalcool e com os novos valores para o método FRAP.

O teor de alcool de 13% apresenta a maior amplitude de variagdo de CA e o método
FRAP os valores mais reduzidos de CA.

Para todos os métodos e para todos os padroes verifica-se o presuposto da
normalidade (p>0,01) com valores compreendidos entre 0,125 para o método TEAC,
sendo igual para todos os padroes, e 0,968 para o método TRAP com o AG. Verifica-se o
pressuposto da homocedasticidade que foi obtida através do teste de Levene, com um
valor de significancia de 0,957.
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Figura 42 — Caixa de bigodes para os valores de CA relativos ao teor de alcool, para os

vinhos.

Os valores estatisticos relativos ao teor de alcool nas varias amostras de vinho
podem ser consultados na Tabela 68-D, Anexo D. O valor mais baixo de CA revela-se
para as amostras que tém um teor de alcool mais elevado. O teor para o qual o valor de
CA é mais elevado é o de 10%, que corresponde a amostra n.? 20. De uma forma geral,
as amplitudes entre os valores minimo e maximo séo bastante elevadas.

No estudo Anova o teste F apresenta uma significancia de 0,933, o que significa
que os dois grupos apresentam valores de CA semelhantes. Nao existem assim
diferengas significativas entre os vinhos com diferentes teores de alcool. Neste sentido,
para um intervalo de confian¢a de 99%, subset of alpha=0,01, o teste Anova fornece um

Unico subconjunto homogéneo de médias (ver na Tabela 69-D, Anexo D).

3.3.2.4 Efeito do método

E importante analisar o efeito do método pois os resultados obtidos sdo muito
diferentes para as mesmas amostras. Na Figura 43 representa-se a caixa de bigodes
relativa ao efeito do método para as amostras de vinho. O método que apresenta a maior
amplitude de valores é o método FRAP e o que apresenta o menor valor € o TEAC.

Verifica-se que a mediana € mais baixa para o FRAP.
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Na comparagdo dos valores médios dos trés métodos (Tabela 70-D, Anexo D)
identifica-se o valor minimo que pertence ao método TEAC e o valor maximo que
pertence ao método FRAP, sendo respectivamente, 160 e 22160 uM. Relativamente ao
teste de normalidade realizado através do teste de Shapiro-Wilk, ndo se verifica o
pressuposto da normalidade (p>0,01) para todos os métodos, nomeadamente para o
método FRAP, sendo o valor de p=0,000889. Como o numero de amostras observadas
para cada método € igual, a ndo normalidade tem consequéncias minimas na
interpretacdo dos resultados e nao foi necessaria a transformacao dos valores de CA. A
homocedasticidade é verificada através do teste de Levene. As variancias dos valores de
CA dos varios métodos sao considerados estatisticamente semelhantes, ja que o valor de
significancia é de 0,023.

25000

20000

15000

10000

5000

0—

T T T
TRAP TEAC FRAP

Figura 43 — Caixa de bigodes para os valores de CA relativos efeito do método, para os

vinhos.
Como o teste F apresenta um valor de significancia de 0,630, pode concluir-se

que os grupos sdo semelhantes entre si. O teste Anova sugere, por isso, um sub-
conjunto homogéneo de médias (ver Tabela 71-D, Anexo D).
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3.3.2.5 Efeito do padrao

O efeito do padrao também deve ser analisado visto que os resultados de CA
obtidos diferem de padrao para padrao. A Figura 44 mostra a caixa de bigodes relativa as
amostras de vinho agrupadas por padrdo. Observa-se que os valores médios sdo muito
diferentes entre si, sendo para o padrdo de AG de 16818 puM, para o Trolox de 444 uyM e
para o TRAP 6267uM. O AG é o padrdo que apresenta a maior amplitude de valores,
variando de 9976 a 22160 uM. O Trolox é o que apresenta a menor amplitude com uma
variacao de 702 uM (ver Tabela 72-D, Anexo D). Relativamente a normalidade, verifica-
se pelo teste de Shapiro-Wilk que este pressuposto se verifica para todos os padrdes e a
sua significancia varia de 0,152 para o AA a 0,228 para o AG. O teste de Levene tem
uma significancia inferior a 0,005, mas como o numero de amostras em cada grupo é
igual, este pressuposto pode ser violado de acordo com Everitt e Brian [20]. Everitt e
Brian, em 1996 tomaram a seguinte consideracdo, se 0 niumero de observacdes para
cada conjunto de amostras for igual ou semelhante a verificacdo da homocedasticidade
pode ser violado e a andlise do teste F pode ser efectuada. O teste F apresenta uma
significancia de 0,000 o que leva a concluir que existe pelo menos um grupo com valores
de CA diferentes dos restantes. O teste Anova sugere trés subset of alpha=0,01
indicando que cada padrdo fornece resultados estatisticamente diferentes dos restantes
(ver Tabela 73-D, Anexo D).

25000,00

20000,00

15000,00—

10000,00—

5000,00] l

0,00

AA AG TR

Figura 44 — Caixa de bigodes para os valores de CA relativos efeito do padrao, para os

vinhos.
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3.3.3 Aguas

As aguas aromatizadas contém aromas de frutos que parecem ser determinantes
nos valores de CA. As aguas naturais ndo contém aromas nem qualquer aditivo e
funcionam como controlo neste estudo. Os factores tidos em conta nesta andlise séo, a
marca comercial, os aromas, 0s edulcorantes, o0s reguladores de acidez, os

conservantes, as vitaminas, os antioxidantes, os métodos e os padrdes.

3.3.3.1 Efeito da marca comercial

Este estudo considera trés marcas comerciais diferentes: Luso, Vitalis e Jana. Por
questdes de natureza comercial as marcas serao omitidas desta discussao, e substiuidas
por incognitas. Os parametros estatisticos relativos a marca comercial estdo descritos na
Tabela 74-E, Anexo E. Os valores médios variam entre 220 e 629 uM. O valor minimo é
zero, que se verifica para as aguas naturais, € o valor maximo é de 1737 uyM. Na Figura
45 encontra-se a caixa de bigodes relativa a marca comercial. Verifica-se que a marca C
apresenta os maiores valores e mais dispersos de CA para o método FRAP, nos padrdes
de AAeTR.
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] CA medida em fungao
AA pelo método TRAP

) CA medida em fungao
1.500-] AG pelo método TRAP

CA medida em fungéo
do trolox pelo método
TRAP

] CA medida em fungéo
AA pelo método TEAC

] CA medida em fungao
AG pelo método TEAC
CA medida em fungao
trolox pelo método
TEAC
CA medida em fungao

[ AA pelo método FRAP
t=210 minutos

500 CA medida em fungao

AG pelo método FRAP

t=210 minutos

CA medida em fungao

trolox pelo método

' g ‘ . i FRAP t=210 minutos
ey I!]

1.000

T T T

A B C
Figura 45 — Caixa de bigodes para os valores de CA relativos a marca comercial, para as
aguas.
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Os valores mais baixos sdo para a marca A, no método TRAP. Genericamente o
método FRAP é o que apresenta os maiores valores de CA para todas as marcas.

Os pressupostos de normalidade e de homocedasticidade sao verificados pelos
teste de Shapiro-Wilk e Levene, com valores de significancia entre 0,035 e 0,930 para o
teste de normalidade e de 0,01 no teste de homogeneidade de variancias.

Recorre-se ao teste Anova para verificar se alguma das marcas apresenta
diferengas significativas em relagdo as restantes, O teste F decorrente indica uma
significancia de 0,000. Este resultado propde que pelo menos um dos grupos é
significativamente diferente dos outros. O teste Anova identifica dois sub-conjuntos
homogéneos de médias onde se verifica que a marca C apresenta diferengas
estatisticamente diferentes das outras duas e os valores de CA médio elevados (ver
Tabela 75-E, Anexo E).

3.3.3.2 Efeito dos aromas

Os aromas sao um factor importante relativamente a CA pois os frutos contém
muitas substancias com propriedades antioxidantes. Os valores médios agrupados de
acordo com este factor variam entre 40 e 553 uM (ver tabela 76-D, Anexo E). O valor
minimo, 0 pM, é para as 4guas naturais, e o maximo, 1737 yM é para o aroma de
morango. Na Figura 26-E, Anexo E, encontra-se a caixa de bigodes relativa aos valores
experimentais de CA. De seguida apresenta-se uma caixa de bigodes s6 com os aromas
de morango e limdo visto que todos os outros aromas sdo amostras unicas e nao
permitem a facil interpretacao dos resultados (ver Figura 46). Na generalidade os valores
de CA variam na gama de 0 a 1000 uM, sendo que para o método FRAP, padrées AA e
Trolox existem valores superiores a 1000 uM.

Relativamente ao teste de normalidade realizado através do teste de Shapiro-
Wilk, verifica-se o pressuposto da normalidade (p>0,01) para todos os métodos, com os
valores de p a variar entre 0,032 e 0,377. A verificagdo da homocedasticidade é realizada
através do teste de Levene. As variancias dos valores de CA dos varios métodos sao
considerados estatisticamente semelhantes, com o valor de significancia igual a 0,01.
Como o teste F apresenta um valor de significancia de 0,024, pode concluir-se que 0s
grupos sao semelhantes entre si. O teste Anova sugere, por isso, um sub-conjunto
homogéneo de médias (ver Tabela 77-E, Anexo E).
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Figura 46 — Caixa de bigodes para os valores de CA relativos aos aromas de morango e

limao, para as aguas

3.3.3.3 Efeito dos edulcorantes

O Unico edulcorante presente nas aguas aromatizadas € o E950- Acesulfame de
potassio. S6 a marca A utiliza este edulcorante. A caixa de bigodes relativa aos
edulcorantes encontra-se na Figura 47. Verifica-se que a amostra n.2 11 é uma
observagao aberrante severa. Os valores de CA para o método FRAP, padrdes AA e
Trolox, apresentam os valores mais elevados, quer para as amostras sem edulcorante,
como para as que contém edulcorante. Todos os parametros estatisticos encontram-se
na Tabela 78-E, Anexos E. Os valores de CA para as amostras sem edulcorantes variam
entre 0 e 1737 puM, os valores das amostras que contém o E950 variam entre 36 e 913
MM. O valor médio mais elevado é para as amostras sem edulcorante, 380 pM.

Os pressupostos de normalidade e de homocedasticidade sao verificados, através
dos testes de Shapiro-Wilk e Levene. Os valores de significancia para o teste de
normalidade variam entre 0,025 e 0,547 e para o teste de homogeneidade de variancias
o valor de p é de 0,05.
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Figura 47 — Caixa de bigodes para os valores de CA relativos aos edulcorantes, para as

aguas.

O teste Anova apresenta um valor de significancia para o teste F de 0,057. Este

valor de p indica a auséncia de diferencas estatisticamente significativas entre as aguas

com e sem edulcorante.

3.3.3.4 Efeito dos conservantes

Quando existem conservantes as aguas apresentam duas associacbes com dois

conservantes cada. Na Figura 48 encontra-se a caixa de bigodes relativa as CA

observadas, encontrando-se todos os parametros estatisticos correspondentes descritos

na Tabela 79-E, Anexo E. Os valores médios variam entre 250 e 394 pM, para as

amostras com a associagdo de conservantes E202/E211

€ sem conservantes,

respectivamente. O valor minimo e maximo sao 0 e 1737 uyM e pertencem as amostras

que n&o apresentam conservantes na sua constituicao.
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Figura 48 - Caixa de bigodes para os valores de CA relativos aos conservantes, para as
aguas.

Para todos os métodos e para todos os padrdes verifica-se o presuposto da
normalidade (p>0,01) com valores compreendidos entre 0,01 para o método TRAP,
sendo igual para todos os padrées, e 0,639 para o método FRAP, também para todos os
padroes. Verifica-se 0 pressuposto da homocedasticidade, obtido através do teste de
Levene. Os valores variancia de CA das varias amostras sdo considerados
estatisticamente semelhantes com um valor de significancia de 0,01.

O teste Anova compara os valores medios obtidos entre varios grupos. Utiliza e
indica, para o teste F, uma significancia de 0,152. Os testes Post-Hoc, para o intervalo de
confiangca de 99%, concluem que ndo existe nenhum grupo que seja consideravelmente

diferente, ver Tabela 80-E, Anexo E.

3.3.3.5 Efeito das vitaminas

As vitaminas, como ja foi referenciado anteriormente, sdo substancias que
possuem propriedades antioxidantes e por isso sao susceptiveis de aumentar os valores
de CA. S6 duas amostras da marca B possuem vitaminas, a gua com aroma de liméo e
com aroma de macga, amostras n.? 33 e 34. Na Figura 49, representa-se a caixa de
bigodes relativa as vitaminas. De uma forma geral, o método FRAP é o que apresenta os

valores mais elevados e dispersos.
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Como os pressupostos de normalidade e homocedasticidade nao se verificam, é

Y

necessario proceder a transformacdo dos valores de CA para LogCA. Apds a
transformacéo ja se verificam estes pressupostos; os valores de significancia para o teste
de Shapiro-Wilk variam de 0,01 a 0,045, e para o teste de Levene p=0,198.

Os valores médios de LogCA variam entre 2,25, para as amostras que nao
contém vitaminas e 2,42 para as que possuem. Na Tabela 81-E, Anexo E, encontra-se a
tabela com os parametros estatisticos relativos as vitaminas.

O valor minimo e maximo sao 1,26 e 3,24, respectivamente, e pertencem as
amostras sem vitaminas na sua constituicdo. Verificamos que as amostras 13 e 14 sdo
observacoes aberrantes. Estas duas amostras s&o as que apresentam sempre os valores
mais elevados de CA, independentemente do método e do padrao considerados.
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Figura 49 — Caixa de bigodes para os valores de CA relativos as vitaminas, para as

aguas
O teste F fornece um valor de significancia de 0,186, o que indica que nenhum

dos grupos se destaca. Este resultado sugere a auséncia de diferengas estatisticamente
significativas entre as aguas com e sem vitaminas.
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3.3.3.6 Efeito do antioxidante

As Unicas amostras que possuem AA na sua constituicdo sdo as amostras n.® 37
e 38, aguas aromatizadas da marca C. Como os pressupostos de normalidade e de
homocedasticidade ndo se verificam procede-se a transformagao dos valores de CA para
LogCA. O teste de Shapiro-Wilk apresenta para a variavel transformada um valor de
significancia de 0,01 e para o teste de Levene uma significancia de 0,02.

Na Figura 50 representa-se a caixa de bigodes relativa aos grupos para o factor
AO. As amostras 9 e 10, aguas aromatizadas da marca B com aroma de limao e maca,
respectivamente, sdo observagdes aberrantes. As amostras que contém AA, C limao e
morango, sdo as que apresentam os maiores valores de CA. Os valores de FRAP para
as amostras que ndo contém AOs sdo 0s que apresentam os valores mais elevados e
mais dispersos. Na tabela 82-E, Anexo E encontra-se a descricdo dos parametros
estatisticos. O valor minimo é de 1,26, para as amostras sem AO, e 0 maximo é de 3,24
para as amostras com AO.

O teste F tem uma significancia de 0,000, o que indica que 0S grupos sao
estatisticamente diferentes. Naturalmente, seria ja esperado que o AO adicionado as
amostras aumentasse a CA dessas amostras, originando um grupo estatisticamente
diferente daquele sem AQO.
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Figura 50 — Caixa de bigodes para os valores de CA relativos aos antioxidantes, para as
aguas.
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3.3.3.7 Efeito do método

Tal como o efectuado para os refrigerantes e os vinhos, o efeito do método é um
parametro a analisar, visto que os valores de CA ndo sdo constantes para todos os
métodos.

Os valores de CA foram transformados para logaritmo de CA pois os valores de
CA tinham um nivel de significancia, para o teste de normalidade, inferior a 0,005. Na
Tabela 83-E, Anexo E, encontram-se descritos os parametros estatisticos relativos aos
métodos. Os valores médios de LogCA variam de 2,18 a 2,36. O valor minimo é 1,26
para o FRAP e o maximo é 3,24 para o mesmo método. Na Figura 51, encontra-se a
caixa de bigodes relativa a estes dados.

O teste de Shapiro-Wilk, indica uma significancia de 0,195 e o teste de Levene
uma significancia de 0,274. Os pressupostos de normalidade e de homocedasticidade

sao assim verificados.
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Figura 51 — Caixa de bigodes para os valores de LogCA relativos ao método, para as
aguas.

O teste F origina uma significancia de 0,274, o que indica que ndo ha nenhum

método que seja estatisticamente diferentes dos restantes. O teste Anova sugere, por
isso, um unico sub-conjunto homogéneo de médias (ver Tabela 84-E, Anexo E).
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3.3.3.8 Efeito do padrao

O efeito do padrao é também um parametro a ter em conta ja que os resultados
de CA nado sdao homogéneos em todos os padrées. Na impossibilidade de garantir a
normalidade e homocedasticidade de todos os resultados, o estudo foi efectuado para
valores de CA agrupados por métodos, ou seja, foi analisado o efeito do padrdo em
funcdo do método TRAP, TEAC e FRAP. Mesmo assim, € necessario transformar os
valores de CA para LogCA.

Os resultados relativos ao estudo do efeito do padrao para o TRAP estdo
representados na Figura 52. As amostras 13 e 14 sdo observagbes aberrantes. Os
valores médios sdo mais elevados para o padrdao Trolox e mais baixos para o AA. Na
Tabela 85-E, Anexo E, encontram-se descritos os parametros estatisticos relativos aos
trés padrées. O valor minimo, 1,61 regista-se para o TRAP e o maximo, 3,23 para o
FRAP. Os valores médios variam entre 2,01 e 2,75.

3,50
3,00 “V
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814
2,50
2,00
1,50
I I T
AA AG TR

Figura 52 — Caixa de bigodes para os valores de LogCA relativos ao padrao, para o
método TRAP, para as aguas.

Os pressupostos de normalidade sao verificados, encontrando-se valores de p

entre 0,01 e 0,051. O teste de homogeneidade de variancias origina uma significancia de
0,628.
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Recorre-se ao teste F no Anova para apurar se algum dos padrdes apresentava
diferencas significativas dos restantes. O valor de p é de 0,000 o que indicia que pelo
menos um dos padrdes se destaca dos restantes. O teste Anova fornece 2 sub-conjuntos
(ver Tabela 86-E, Anexo E) em que a média relativa do padrao AA é considerada
estatisticamente diferente e inferior a média do padréo Trolox.

Relativamente ao efeito do padrdo em relagdo ao método TEAC, também se
transformam os valores de CA em logaritmo de CA. Os pressupostos de normalidade e
de homocedasticidade sao verificados pelos teste de Shapiro-Wilk e de Levene,
respectivamente. Os valores de p para o teste de normalidade variam entre 0,01 e 0,183
e o valor de significancia do teste de Levene é de 0,538.

Pela andlise da Figura 53 (ver também Tabela 87-E, Anexo E) podemos concluir
que as amostras 55 e 56 sdo observagdes aberrantes moderadas. Os valores minimo e
maximo médios variam entre 1,38 e 2,92. O padrao AG é o que apresenta a maior
dispersao de valores. O padrao que apresenta o maior valor médio € o Trolox.
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1,50
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Figura 53 — Caixa de bigodes para os valores de LogCA relativos ao padrao, para o
método TEAC, para as aguas.
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O teste F do Anova indica um valor de significancia de 0,054. O Anova s6 fornece
um sub-conjunto homogéneo de médias, confirmando que nenhum dos padrdes se
destaca dos restantes (ver Tabela 88-E, Anexo E).

Finalmente a andlise do efeito do padrdo para o método FRAP revela, pela analise
da caixa de bigodes representada na Figura 54, que o padrdo AA parece ser
significativamente diferente dos restantes. Na Tabela 89-E, Anexo E, estdo descritos os
valores estatisticos relativos ao efeito do padrao para o método FRAP. Os valores médios

variam entre 1,26 e 3,24.
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Figura 54 — Caixa de bigodes para os valores de LogCA relativos ao padrao, para o
método FRAP, para as aguas.

Tal como para os métodos anteriores procede-se a transformagéao dos valores de
CA para LogCA, para que os pressupostos de normalidade e homocedasticidade sejam
verificados. Para o teste de Shapiro-Wilk os valores de significancia variam entre 0,02 e
0,096. O teste de Levene apresenta uma significancia de 0,822. O teste F indica um valor
de p=0,000, permitindo concluir que pelo menos um dos padrdes é estatisticamente
diferente dos restantes. O teste Anova sugere 2 sub-conjuntos homogéneos de médias,
indicando que os valores de CA fornecidos pelo AA sao inferiores e estatisticamente
diferentes dos produzidos pelos demais padrdes (ver Tabela 90-E, Anexo E).
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3.3.4 Cerveja

De todas as bebidas analisadas a cerveja é aquela que, independentemento do
método e do padrdo utilizado para andlise, apresenta os maiores valores de CA. E
portanto necessario proceder ao estudo da influéncia dos factores que podem determinar
o valor da CA. Neste estudo sao analisados os seguintes factores: marca, tipo de cerveja,
presenca de corantes, o teor de alcool, a cor da cerveja e o efeito do método e do
padrao.

3.3.4.1 Efeito da marca comercial

Este estudo contempla 8 marcas comerciais de cerveja: Super Bock, Sagres,
Leffe, Grimberger, Auchan, Jumbo, Imperial e Tagus. Estas ultimas quatro marcas
apresentam apenas uma amostra neste estudo, pelo que foram omitidas da
representagao tipica em caixa de bigodes (Figura 55). A presenga destas apenas dificulta
a apresentacdo dos resultados em forma gréfica (ver caixa de bigodes na Figura 27-F,
Anexo F). O pressuposto de normalidade nao € verificado para os valores de CA.
Procede-se, por isso, a varias transformagbes, mas o valor de p é sempre inferior a
0,005. Visto que os valores de CA apresentam uma grande amplitude, variam entre 163 e
912652 uM e que nenhum dos pressupostos permite a violagdo da normalidade, ndo é

possivel tirar conclusdes em relacéo a este factor.
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Figura 55 — Caixa de bigodes para os valores de CA relativos a marca comercial, para as

cervejas.
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3.3.4.2 Efeito do tipo de cerveja

Quanto a cor, as cervejas podem classificar-se em claras ou escuras. Nesta
andlise existem 8 cervejas claras e 4 escuras. As marcas Super Bock, Sagres, Leffe e
Grimberger possuem uma cerveja clara e uma escura, as restantes possuem sé uma
cerveja clara.

Na Figura 56, encontra-se a caixa de bigodes relativa a denoninacdo das
cervejas. Nesta figura os valores de FRAP sao divididos, por 1000 de modo a permitir a
comparacgao entre os métodos, na Figura 28-F, Anexo F, apresenta-se a caixa de bigodes
original. A amostra 7 € uma observacado aberrante moderada no grupo das cervejas
claras para o método TEAC. O método FRAP é o que apresenta os valores mais
elevados (de notar que nesta figura os valores de FRAP estdo divididos por 1000). De
uma forma geral, os valores de FRAP sao também os mais dispersos.
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Figura 56 — Caixa de bigodes para os valores de CA relativos a denominacéo, para as

cervejas.

Na Tabela 91-F, Anexo F, encontram-se os parametros estatisticos relativos ao
tipo de cerveja. Os valores médios sdo para as cervejas claras, 297854 uM e para as
escuras, 433922 pM. Os valores minimo e maximo sao 163 e 2214550 uM,

respectivamente.
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Antes de se apurar quaisquer conclusées a partir dos resultados observados
verificaram-se previamente os pressupostos de normalidade e de homocedasticidade
para aplicagdo do teste F do Anova. O teste de normalidade de Shapiro-Wilk fornece
valores de significancia entre 0,113 e 0,948. O teste de Levene origina uma significancia
de 0,01. Realizado o teste F, os resultados indicam um valor de p=0,232, o que leva a
concluir que nenhum dos dois grupos apresenta diferengas estatisticamente significativas
entre si.

3.3.4.3 Efeito dos corantes

O unico corante presentes nas amostras analisadas é o caramelo (E150). S6 duas
amostras possuem este corante, as amostras 40 e 43. Na Tabela 92, Anexo F,
encontram-se descritos os parametros estatisticos relativos aos corantes. O valor médio
mais elevado pertence as cervejas claras, sendo 420942 uM. Os valores variam entre,
163 e 2214550 uM. A Figura 29 mostra a caixa de bigodes original. Para facilitar a analise
dos resultados apresenta-se uma caixa de bigodes onde os valores de FRAP foram
divididos por 1000 (ver Figura 57). Verifica-se que as amostras que contém caramelo
apresentam os valores mais elevados de CA. Genericamente os valores fornecidos pelo
método TRAP s@o mais elevados do que os do TEAC. O FRAP é que apresenta sempre
os valores mais elevados, tanto para as amostras que contém corantes como para as que
nao contém.
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Figura 57 — Caixa de bigodes para os valores de CA relativos aos corantes, para as

cervejas.
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Os pressupostos de normalidade e de homocedasticidade sao verificados para
estes resultados, os valores de significAncia do teste de normalidade variaram entre
0,273 e 0,923 e o do teste de homogeneidade de variancias € de 0,126. O teste F do
Anova apresenta uma significAncia de 0,518. Este resultado indica que os grupos

constituidos nao apresentam valores valores médios estatisticamente diferentes.

3.3.4.4 Efeito do teor de alcool

O teor de élcool presente nas cervejas, varia de 4 a 10%. A representacdo em
caixa de bigodes destes resultados é de dificil interpretacdo, dados os elevados valores
decorrentes do método FRAP (ver Figura 30-F, Anexo F). Neste sentido, opta-se,
novamente, pela divisdo desse valor por 1000, originando a caixa de bigodes
representada na Figura 58. Os valores de teores de alcool, 4, 6 e 10% sao também
retirados desta figura. A amostra 1 é uma observacdo aberrante para as amostras com
5% de teor de alcool. As amostras com um teor de &lcool de 7%, apresentam de uma
forma geral, valores de CA mais elevados do que as amostras que contém 5% (ver
Tabela 93-F, Anexo F).

Os testes de Shapiro-Wilk e Levene originam valores p entre 0,018 e 0,997, para
o teste de normalidad, e p=0,197, para o teste de homogeneidade de variancias. Como
estes pressupostos sdo verificados é possivel aplicar o teste F do Anova para a
comparacdo de médias. Este teste tem o valor de significancia de 0,906. Através dos
testes de Post-Hoc o Anova fornece um Unico sub-conjunto homogéneo (ver Figura 94-F,
Anexo F).
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Figura 58 — Caixa de bigodes para os valores de CA relativos ao teor de alcool, para as

cervejas.

3.3.4.5 Efeito da cor

Resultados e Discussao
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A cor da cerveja esta directamente associada ao tipo de cerveja, visto que o tipo

de cerveja é caracterizado pela sua cor da cerveja. O efeito da cor pode encontrar-se, por

isso, associado ao efeito do tipo de cerveja. Na Figura 59 encontra-se a caixa de bigodes

relativa ao efeito da cor. Os valores de FRAP sdo também aqui divididos por 1000. A

caixa de bigodes original encontra-se na Figura 31-F, Anexo F. Todos os valores dos

parametros estatisticos estdo representados na Tabela 95-F, Anexo F. Os valores

minimo e maximo sao 163 e 2214550 yM. O valor médio mais elevado é de 433922 uM e

pertence ao grupo das amostras castanhas. Observa-se que a amostra 7, que representa

a cerveja clara da marca Leffe, € uma observagéao aberrante moderada.
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Figura 59 — Caixa de bigodes para os valores de CA relativos a cor, para as cervejas.

Ambos os pressupostos de normalidade e homocedastacidade sao verificados. Os
valores de significancia para o teste de normalidade estdao compreendidos entre 0,113 e
0,948. Ja para o teste de Levene, o p tem o valor de 0,013. O Anova efectuou o teste F
onde obteve uma significancia de 0,232, indicando a auséncia estatistica de diferengas
entre o grupo da cerveja castanha e o da cerveja amarela..

3.3.4.6 Efeito do método

Na analise do efeito do método é necessario agrupar os valores de CA por
padrdo. Assim, primeiro analisa-se o efeito do método para o padrao de AA,
seguidamente para o padrao AG e por ultimo para o Trolox.

A Figura 60 mostra a caixa de bigodes para o efeito do método para o padrédo de
AA. Pode concluir-se que o método TEAC parece diferente dos outros dois métodos,
porque nenhum dos valores do método TEAC, que compreendem a sua caixa de
bigodes, é coincidente com o TRAP ou FRAP. Na Tabela 96-F, Anexo F, encontram-se
0s parametros estatisticos relativos a esta analise. Os valores médios variam de 504 a
1929 puM. O valor minimo e maximo sdo respectivamente, 296 e 2437 pM.
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Figura 60 — Caixa de bigodes para os valores de CA, relativa ao efeito do método para o
padréo de AA, para as cervejas.

O teste de Shapiro-Wilk fornece uma significancia de 0,822 e o teste de Levene
0,018. Os pressupostos de normalidade e homocedasticidade sao verificados e a analise
do teste F pode ser efectuada pelo Anova. Este teste tem uma significancia de 0,000, o
que nos indica que pelo menos um dos grupos é diferente dos restantes. Na Tabela 97-F,
Anexo F, encontram-se os sub-conjuntos homogéneos que o Anova fornece. Existem
dois sub-grupos, um que inclui o TRAP e FRAP e o outro com o TEAC. Pode afirmar-se
que o TEAC é estatisticamente diferente dos outros dois métodos fornecendo os valores
mais reduzidos de CA.

Relativamente ao efeito do método para o padrdo de AG, na Figura 61 pode ver-
se a caixa de bigodes relativa a esta analise. Mais uma vez verifica-se que o método
TEAC apresenta os valores de CA mais baixos e menos dispersos. O valor maximo
partence ao método FRAP, sendo de 1190 uM. Todos os parametros estatisticos
correspondentes estdo descritos na Tabela 98-F, Anexo F. Os valores médios de CA
variam entre 214 e 805 pM.
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Figura 61 — Caixa de bigodes para os valores de CA, relativa ao efeito do método para o
padrdo de AG, para as cervejas.

O presssuposto de normalidade é verificado para um valor de p é igual a 0,171. O
valor de significancia do teste de Levene é 0,003. Como este valor é inferior a 0,005, o
pressuposto de homocedasticidade néo é verificado. Contudo, e baseado na deducéao de
Everitt e Brian, a homocedasticidade pode ser violada. O teste Anova, indicou um valor
de significancia para o teste F de 0,000, o que nos indica que pelo menos um dos grupos
de amostras € diferente. Pela andlise da Tabela 99-F, Anexo F, que descreve os sub-
conjuntos homogéneos de médias, conclui-se que o método que apresenta diferencas
estatisticamente significativas é, mais uma vez, o TEAC.

Finalmente na analise do efeito do método para o padrao Trolox, verifica-se que o
método TEAC ja ndo apresenta diferencas tdo acentuadas. Na tabela, 100-F, Anexo F,
estdo descritos todos os parametros estatisticos relativos ao efeito do método para o
padrdo Trolox e a Figura 62 mostra a caixa de bigodes relativa ao efeito do método para
o padrao Trolox. Os valores médios variam entre 537880 e 1318580 uM, para o método
TEAC e TRAP, respectivamente. O valor minimo pertence ao TEAC e o maximo ao
TRAP, sendo o valor minimo, 276.876 uM e 0 maximo, 2.214.550 uM.
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Figura 62 — Caixa de bigodes para os valores de CA, relativa ao efeito do método para o
padrao de Trolox, para as cervejas.

O valor de p para o teste de Shapiro-Wilk varia de 0,606 a 0,336, pelo que o
pressuposto de normalidade é verificado. Para verificar o pressuposto de
homocedasticidade foi efectuado o teste de Levene, que teve uma significancia de 0,143.
Recorre-se ao Anova, por aplicacao do teste F para o estudo de comparagdo de médias.
O teste F origina um valor de p=0,000. Isto indica que existe pelo menos um grupo de
amostras que se destaca dos restantes. O teste Anova propde dois sub-conjuntos
homogéneos (apresentados na Tabela 101-F, Anexo F). Mais uma vez se verifica que o
TEAC apresenta diferencas estatisticas diferentes do TRAP e FRAP e fornece os valores
de CA mais reduzidos.

3.3.4.7 Efeito do padrao

Tal como para o estudo do efeito do método, para ser possivel a andlise do efeito
do padrao, é necessario agrupar os padroes pelos métodos. Assim analisou-se o efeito
do padrao para o método TRAP, depois para o TEAC e por fim para o FRAP. Também se
torna necessario transformar os valores de CA em logaritmo de CA, para que estes
obedececam aos pressupostos de normalidade e homocedasticidade.
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A caixa de bigodes apresentada na Figura 63 representa os valores de LogCA
para os trés padrbes, AA, AG e Trolox, para o método TRAP. Verifica-se que o padrao
Trolox é significativamente diferente do AA e do AG. O padrao Trolox apresenta os
valores mais elevados e mais dispersos. A amostra 12, representa uma observacao
aberrante moderada para o padrdo AA. Na Tabela 102-F, Anexo F, encontram-se 0s
parametros estatisticos relativos ao efeito do padrdo para o método TRAP. Os valores
médios variam entre 2,89 e 6,10. O valor minimo pertence ao AG e o maximo ao Trolox e
sao respectivamente, 2,80 e 6,35.
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3,00 ..ii.l
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Figura 63 — Caixa de bigodes para os valores de LogCA relativos ao padrao, para o
método TRAP, para as cervejas.

Os valores de significancia para o teste de normalidade variam entre 0,357 e
0,835. Para o teste de homogeneidade de variancias p tem o valor de 0,185. O teste F do
Anova indica um valor de significancia de 0,000, o que revela que existe pelo menos um
grupo de amostras que € diferentes dos outros. Na Tabela 103-F, Anexo F, encontram-se
0s sub-conjuntos homogéneos fornecidos pelo Anova. Pode observar-se que existem
diferencas significativas entre os trés padrdes, visto que o Anova forneceu trés sub-
conjuntos.

A variavel de CA transformada para a analise do efeito do padrao para o método
TEAC encontra-se representada na Figura 64.
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Os trés padrdes parecem apresentar diferengas significativas entre si, sendo que
o Trolox apresenta as maiores diferencas (consultar valores na Tabela 104-F, Anexos F).
Os valores médios variam entre 2,32 e 5,71. O valor minimo é 2,21 para o AG e o
maximo é de 5,91 para o Trolox.
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Figura 64 — Caixa de bigodes para os valores de LogCA relativos ao padrao, para o
método TEAC, para as cervejas.

Os testes de Shapiro-Wilk e Levene sao efectuados e originam valores de
significancia entre 0,397 e 0,439, para o teste de normalidade, e 0,043, para o teste de
homogeneidade de variancias. Procedeu-se assim com a analise de comparacao de
médias com a aplicacéo do teste F. O valor de p para este teste € de 0,000. Pela analise
da Tabela 105-F, Anexos F, pode concluir-se que os trés padroes apresentam diferencas

significativas entre si.

A andlise do efeito do padrao para o FRAP é efectuada de modo semelhante as
anteriores. Os valores de CA sdo mais uma vez transformados em LogCA. Na Figura 65
representa-se a caixa de bigodes relativa ao efeito do padrdao para o método FRAP. Os
parametros estatisticos estao indicados na Tabela 106-F, Anexos F.
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Os valores médios séo, por ordem crescente; 2,90, 3,28 e 6,07 e correspondem
aos padrées AG, AA e Trolox, respectivamente. O Trolox é o que apresenta os valores

mais altos e mais dispersos.
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Figura 65 — Caixa de bigodes para os valores de LogCA relativos ao padrao, para o
método FRAP, para as cervejas.

Os valores de significancia para o teste de Shapiro-Wilk variam entre 0,379 e
0,551. O valor de p para o teste de Levene é igual a 0,228.

Mais uma vez o teste F do Anova apresenta um valor de p igual a 0,000. Na
Tabela 107-F, Anexo F, estdo descritos os trés sub-conjuntos que o Anova fornece
confirmando o comportamento ja observado para os métodos anteriores. Genericamente,
a utilizagdo de padrdes diferentes promove diferengas entre os resultados com
significado estatistico.
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4 Conclusoes

Entre quatro tipos de bebidas analisadas, a cerveja € a bebida que apresenta os
valores de CA mais elevados. A amostras n.? 40, uma cerveja Stout, é aquela que tem os
valores de CA mais elevados, independentemente do método utilizado na analise e do
padrdo utilizado para a comparagdo. Comparando as cervejas claras com as escuras,
verifica-se que as escuras apresentam, de uma forma geral, valores de CA mais altos do
que a cerveja clara pertencente @ mesma marca comercial. Fazendo a analogia da cor
com o tipo de cerveja, concluiu-se que as cervejas que apresentam a coloragao castanha
sao as que apresentam também os valores de CA mais elevados. Relativamente ao
efeito da marca nao é possivel concluir sobre a sua influéncia na CA dada a elevada
diversidade de resultados. Os factores cor, tipo, teor de alcool e corantes nao justificaram
quaisquer diferengcas de CA observadas entre as amostras. Os estudos indicam que o
método utilizado na andlise é importante pois os valores de CA diferem de método para
método; existem, para um intervalo de 99% de confianga, dois sub-conjuntos
homogéneos de médias, em que os métodos TRAP e FRAP apresentam diferencas
significativas do método TEAC. Em relacdo ao efeito do padrdo, os trés padrbes
utilizados, AA, AG e Trolox sao estatisticamente diferentes entre si.

As amostras de vinho revelam que esta bebida apresenta, genericamente, elevada
CA. A maioria dos valores de CA encontra-se na gama 7000-22000 uM. O método que
origina os valores mais elevados é o TEAC, apesar de ndo serem encontradas diferencas
significativas entre os trés métodos, ao contrario dos padrées que apresentam grandes
diferencas entre si, sendo indicados trés sub-conjuntos homogéneos de médias. Os
outros factores analisados, tipo de vinho, teor de alcool e presenga de gas, nao parecem
influenciar os resultados obtidos de CA.

As amostras de agua sdo as que apresentam os valores de CA mais baixos. As
aguas naturais apresentam valores de CA muito baixos. Os valores médios mais
elevados de CA sao produzidos pelas amostras n.? 37 e 38, 4guas com aromas de
morango e limdo da marca C, para todos os métodos e padrdes. Nos estudos estatisticos
efectuados s6 se pode concluir a existéncia de diferengas estatisticamente significativas
para os factores marca, padrdo e AO. Para a marca a que se distingue é a marca C. Para
os padroes existem diferengas significativas quando os métodos sdo o TRAP e o FRAP.
O primeiro indica diferencas significativas entre os padrdes AA e Trolox e os segundo
indica diferencas entre o AA e os restantes padrées. Naturalmente, a presenca de AOs
favorece o aumento de CA das amostras.
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Todos os outros factores estudados, aroma, edulcorantes, conservantes, vitaminas e
método ndo produzem diferencas significativas nos valores de CA das amostras.

Quanto as bebidas refrigerantes, as amostras n.? 1, 5 e 9 apresentam os valores
médios de CA mais elevados. Estas amostras sdo de refrigerantes de maca sem gas. Os
factores que parecem ser mais preponderantes em relacdo a CA sdo o aroma, o
regulador de acidez, o teor de sumo, a cor da bebida e o0 método utilizado. Pode fazer-se
a analogia teor de sumo/cor, visto que as cores das bebidas se associam a um teor de
sumo especifico. As bebidas de cor castanha, que sdo as que contém 16% de teor de
sumo de fruta, sdo as que apresentam diferencas estatisticamente significativas das
restantes. Quanto ao regulador de acidez utilizado sdo encontrados dois sub-conjuntos
homogéneos de médias, um que compreende o acido malico e outro com o citrato de
sodio e as amostras sem reguladores de acidez. Na avaliagao do método concluiu-se que
para os padrdes AA e Trolox ndo conduzem a diferengas significativas entre os métodos,
mas para o AG sao encontrados trés sub-conjuntos diferentes, um para cada método.

Este trabalho conclui, por isso, que existem no mercado varias bebidas que
apresentam propriedades AOs muito diversas. Alguns aspectos da sua constituicao
podem ser determinantes para a obtencao de valores de CA superiores. No presente
estudo, o sumo de macga e a presenca de acido malico favorece a CA dos refrigerantes e
a marca e a presenca de AOs podem produzir aguas aromatizadas de maior CA. Para os
vinhos e as cervejas ndo se encontraram factores intrinsecos que originam aumento ou
decréscimo de CA. Genericamente, 0 método e o padrdo utilizados podem produzir
resultados diferentes, ou ndo, dependendo das amostras consideradas.
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