hd INSTITUTO

SUPERIOR
DE CIENCIAS
DA SAUDE

EGAS MONIZ

INSTITUTO SUPERIOR DE CIENCIAS DA SAUDE
EGAS MONIZ

MESTRADO EM NUTRICAO CLINICA

CARACTERIZACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE SUMOS VERDES
COMERCIAIS E OS SEUS EQUIVALENTES MANUFATURADOS, AO
LONGO DO TEMPO.

Trabalho submetido por
Joana Kouprianoff Damas Cavaco
para a obten¢ao do grau de Mestre em Nutrigdo Clinica

Janeiro 2017






b d INSTITUTO

SUPERIOR
DE CIENCIAS
DA SAUDE

EGAS MONIZ

INSTITUTO SUPERIOR DE CIENCIAS DA SAUDE
EGAS MONIZ

MESTRADO EM NUTRICAO CLINICA

CARACTERIZACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE SUMOS VERDES
COMERCIAIS E OS SEUS EQUIVALENTES MANUFATURADOS, AO
LONGO DO TEMPO.

Trabalho submetido por
Joana Kouprianoff Damas Cavaco
para a obten¢ao do grau de Mestre em Nutrigdo Clinica

Trabalho orientado por
Professora Doutora Alexandra Bernardo

Janeiro 2017






Dedicatoria

Aos mestres iluminados que me tém inspirado durante a minha

vida.

The path to happiness and a sense of

well being in this very life lies not in
avoiding suffering but in using the conscious,
embodied, direct experience of it as a vehicle
to gain deep insight into the true nature of

life and your own existence.

The Budha






Agradecimentos

A minha orientadora, Professora Doutora Alexandra Bernardo, por todo o seu apoio
insubstituivel, pelo seu profissionalismo e pela sua disponibilidade nos tltimos meses e
por se ter revelado uma pessoa excepcional com elevados valores e ética, trabalhando

comigo mesmo fora de horas e ultrapassando contratempos de forma incomparavel.

A todos os professores do Instituto Superior de Ciéncias da Saude Egas Moniz, com
quem me cruzei nos ultimos anos ¢ que de alguma forma me ajudaram a melhorar o
meu olhar critico e cientifico no mundo e em especial a Professora Doutora Fernanda
Mesquita, por toda a sabedoria transmitida ao longo destes dois anos de Mestrado; a
Professora Doutora Margarida Moncada, pelo seu indispensavel apoio durante a fase
laboratorial; a Professora Doutora Leonor pela sua ajuda na fase final de publicacio
cientifica; e ao Professor Doutor José Brito, pelo seu contributo admiravel na analise

estatistica dos resultados.

Aos meus colegas de mestrado do ISCEM, Rita, Mariana, Diogo, por terem contribuido
para a minha evolugdo no inicio do mestrado e a Filipa e Ana Paula, pela preciosa ajuda

durante a fase laboratorial.

Aos meus pais e irma, Eduardo, Maria Helena e Mariana, por me apoiarem nas minhas
decisdes de estudos e carreira e por me darem for¢a motriz para continuar a perseguir os

meus sonhos, podendo ambicionar tornar-me numa pessoa cada vez mais completa.

Aos meus queridos amigos, que estiveram sempre por perto durante este meu percurso e

mesmo apesar da minha auséncia forcada em diversas situacdes.

Ao Pedro Mar da Slowjuicers Portugal e a Carla Jesus pela confianga e por me cederem
uma maquina de sumos slow juicer, sem 1isso, a experiencia em laboratorio ndo teria

sido tdo completa.

A Lillian Barros, por ter sido uma peca fundamental para conseguir ultrapassar
burocracias e poder desenvolver a experiéncia laboratorial ambicionada. A GO Natural
por ter cedido os sumos e a receita dos mesmos, 0 que permitiu que a experiéncia fosse

possivel.






RESUMO

Enquadramento: As preocupagdes com a saude e a procura de novos produtos tém
crescido por parte de um consumidor mais exigente e informado. No entanto, a
informacdo quantitativa nos roétulos das embalagens, respeitante a capacidade
antioxidante, ¢ frequentemente insuficiente.

Objectivos: Caracterizar ¢ comparar o efeito do tempo na capacidade antioxidante de
um sumo verde comercial e o seu equivalente manufaturado.

Métodos: 7 amostras independentes de um sumo comercial (C) e 7 amostras
independentes do sumo verde equivalente manufaturado (M) foram sujeitas a uma
extragdo hidro-metanolica (1:2). As amostras foram sujeitas a analise para determinar o
teor de Fenodis Totais (FT) e a atividade antioxidante através do teste FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Potential) e do teste de DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl-
hydrate). Os testes foram realizados em triplicado, em 3 momentos: apds
abertura/confeccao (to), apos 24h (t1) e ap6s 72h (t2). Foi aplicado ANOVA de medi¢des
repetidas e avaliada a interagdo entre os fatores independentes e os fatores de medigdes
repetidas.

Resultados: Para os valores de FT e DPPH foi obtida uma interag@o significativa entre
o fator independente do sumo e o de repeticgdo no tempo (p <0.001), logo as
comparagoes devem ser feitas com cuidado. Mesmo assim a poténcia observada
(superior a 80%) sugere que os efeitos observados nao se devem ao acaso. Assim o
tratamento estatistico sugere, para FT que os valores de sumo comercial sdo
significativamente superiores e para o DPPH, os sdo valores significativamente
superiores no sumo comercial apenas para (t1). Sugere ainda que tanto para FT como
para DPPH existe um comportamento significativamente diferente entre os dois sumos
ao longo do tempo. Em relacdo ao FRAP, a auséncia de interagdo entre os fatores
legitima a comparacdo entre os sumos e entre os momentos, de forma independente.
Neste caso foram observadas diferencas entre os sumos, com valores de FRAP
superiores para o sumo comercial (p<0.001).

Conclusio: Os parametros analisados para os sumos comerciais € manuais revelaram
diferengas para os 3 momentos estudados e sugerem vantagens nas propriedades

antioxidantes do sumo verde comercial.

Palavras chave: Sumo Verde, Vegetais, Antioxidantes, Fenois Totais, FRAP, DPPH.






ABSTRACT

Background: The health concerns are growing along with the demands of a more
informed and exigent consumer. Nonetheless, quantitative information in the products
labels, mentioning the effective antioxidant capacity, is frequently insufficient.
Objective: To characterize and compare the time effect on the antioxidant activity of
commercial green juice and its manufactured equivalent.

Methods: 7 independent samples of a commercial green juice and 7 independent
samples of the equivalent manufactured green juice were subjected to a hydro-
methanolic extract (1:2). The homogeneous samples were subjected to chemical
analysis to determine the total phenolic concentration (TPC) and the antioxidant activity
using the Ferric Reducing Antioxidant Potential assay (FRAP) and 2,2-diphenyl-1-
picryl-hydrazyl-hydrate free radical assay (DPPH). The tests were done in triplicated on
3 moments: immediately after opening/preparing (to), after 24h (t1) and after 72h (t2). A
repeated measures ANOVA of mixed type was applied. Interaction between
independent fator and repeated measure fators was also evaluated.

Results: For TPC values, the statistical treatment suggests significantly higher values in
commercial juice than in manufactured juice and a significantly different behaviour.
However, a significant interaction between the independent juice fator and the time-
repeated fator for FPC (p <0.001) was obtained, so comparisons should be made with
caution. Nevertheless the observed power (higher than 80%) shows that the observed
effects are not due to chance.

For DPPH, comparisons also should be made with caution. In this assumption, the
statistical treatment suggests significantly higher values in commercial juice only for
(t1), and a significantly different behaviour of the 2 juices over time.

Regarding the FRAP parameter, the lack of interaction between the fators included in
the model legitimates the comparison between juices and between moments of
evaluation, independently. In this case differences between juices were observed, with
higher FRAP values for commercial juice (p <0.001).

Conclusion: The parameters analysed for commercial and manufaturado juices,
revealed differences for the 3 moments studied and suggested advantage in the studied

antioxidant properties for the commercial green juice.

Keywords: Green Juice, Vegetables, Antioxidants, Total Phenols, FRAP, DPPH.
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Introducdo

1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos tem havido uma crescente preocupagdao com a alimentacao (Klein &
Kiat, 2015) suportada, em parte, pela sensibilizagdo para comportamentos saudaveis e
pelas recomendacdes da organizacdo mundial de saude que aconselham o aumento da
ingestdo de vegetais e produtos naturais em detrimento da carne e produtos processados
(Lassale et al., 2016; Norat et al., 2015). Estas indicacdes tem despertado a populagao,
para uma alteragcdo dos hébitos alimentares bem como um maior interesse ¢ procura de

produtos naturais e vegetais (Kaur & Kapoor, 2001).

Neste contexto a dieta mediterranica tem ganho relevancia pois encontra-se associada a
estilos de vida saudéaveis onde se incluem alimentos frescos com elevado contetido em
antioxidantes (Bonaccio et al., 2013). O crescente protagonismo desta dieta, conjugado
com a globalizacdo, tem conduzido a uma maior diversidade de alimentos frescos
assistindo-se atualmente a introducao de “novos” alimentos nos habitos alimentares da
populagdo, nomeadamente das categorias de vegetais e fruta (Katalinic, Milos, Kulisic,
& Jukic, 2006). A introducdo destes alimentos ¢ fundamentada pela atribuicao de
propriedades antioxidantes e a associa¢do a efeitos benéficos para a saude como a
reducdo do risco de doencas cronicas (Borges, Mullen, & Crozier, 2010), a diminui¢do
do risco de doengas degenerativas e certos tipos de cancro (Tian et al., 2016), redugdo
de estados inflamatorios (Prior, 2005) e de doenca coronaria (Kafatos, Verhagen,
Moschandreas, Apostolaki, & Westerop, 2016), e a prevencdo de diversas patologias
como o cancro do pulmio (Packer, Hiramatsu, & Yoshikawa, 1999), doengas
cardiovasculares (Oliveira et al., 2009) e doencas neurodegenerativas (Knekt, 1999;

Traber, Serbinova, & Packer, 1999).

A lista de antioxidantes conhecidos pelos seus efeitos protetores incorporados na dieta
alimentar sob a forma de frutas e vegetais ¢ bastante vasta. No entanto, podem ser
sistematizados em trés grupos: vitaminas (vitamina E, e o seu maior constituinte o alfa-
tocopherol, e a vitamina C), fendis e carotendides (Halliwell, 1996). Os seus locais de
atuacdo distinguem-se pela sua diferente solubilidade em meios aquosos ou organicos,
assim o 4cido ascorbico e os compostos fenolicos sdo conhecidos como antioxidantes
hidrofilicos atuando essencialmente no compartimento celular, enquanto os

carotenoides sdo conhecidos como antioxidantes lipofilicos atuando essencialmente a
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Caracteriza¢do da atividade antioxidante de sumos verdes comerciais e os seus equivalentes manufaturados, ao
longo do tempo.

nivel membranar (Halliwell, 1996; Thaipong, Boonprakob, Crosby, Cisneros-Zevallos,

& Hawkins Byrne, 2006).

O interesse no conteudo em compostos antioxidantes e nas suas propriedades
antioxidantes dos alimentos tem vindo a aumentar e diversos testes in vitro t€m sido
desenvolvidos com esse objectivo. O teste mais comum para caracterizagdo do contetido
baseia-se numa avaliagdo dos fenois totais (FT) da amostra através do teste de Folin-
Ciocalteu onde este reagente ¢ reduzido pelos compostos fendlicos passando a exibir

uma cor azul (Lallianrawna, Muthukumaran, Ralte, Gurusubramanian, & Kumar, 2013).

Quanto a caracterizagdo das propriedades antioxidantes, presentemente, nao existe ainda
um método abrangente e de referéncia pelo que se recomenda que esta avaliagdo seja
feita com diferentes métodos e condicdes oxidativas (Pisoschi & Negulescu, 2012).
Atualmente existe uma grande diversidade de testes, sendo os mais usuais o teste ABTS
(acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazoline-6-sulfonico), o teste DPPH (radical livre 2 2-
difenil-1-picrihidrazil), o teste FRAP (“Ferric Reducing Antioxidant Power”™) e o teste
ORAC (“Oxygen Radical Absorption Capacity”), que tém revelado elevada
reprodutibilidade e correlagdo entre si (Monica H Carlsen et al., 2010; Katalinic et al.,

2006; Thaipong et al., 2006).

De acordo com o seu mecanismo de acdo, os testes podem ser classificados em 2
grupos: métodos baseados na transferéncia de protdo (TP) e métodos baseados na

transferéncia de electrdao (TE) (Zulueta, Esteve, & Frigola, 2009).

Dentro dos testes TE destacam-se o ABTS (quantifica a redugdo do catido radicalar
ABTS " na presenga de antioxidantes), FRAP (quantifica a redu¢do do complexo férrico

na presenc¢a de antioxidantes) (Pisoschi & Negulescu, 2012).

Dentro dos testes TP destacam-se o DPPH, que ¢ um radical livre estavel aceitador de
protdo e que quantifica a capacidade de uma substancia antioxidante sequestrar radicais

livres (Kedare & Singh, 2011).

Apesar de estes testes serem considerados adequados para a determinacao da atividade
antioxidante em véarios produtos alimentares, e em particular em extratos de plantas,
Tirzitis e col., defendem que deverd distinguir-se a diferenga entre atividade antirradical

e antioxidante pois estas podem corresponder a diferentes processos (Tirzitis & Bartosz,
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2010). A atividade antirradical caracteriza-se pela capacidade de reagir com radicais
livres (uma Unica reagdo) enquanto que a atividade antioxidante corresponde a
capacidade de inibir um processo de oxidagdo (a qual pode corresponder a uma cascata
de reagdes, como no caso dos lipidos). Assim todos os testes que baseados num radical
livre estavel ddo informagdo sobre atividade antirradicalar, a qual pode ndo
corresponder a uma atividade antioxidante. Segundo os mesmos autores para se obter
informacao sobre a atividade antioxidante de lipidos ou de estabilizagdo dos alimentos ¢

necessario efetuar estudos no nos alimentos originais (Tirzitis & Bartosz, 2010).

Apesar da controvérsia o conteudo em compostos antioxidantes e respectivas atividades
antioxidantes, nos diversos alimentos, tém sido exaustivamente estudados nos ultimos
anos, destacando-se na tabela 1, os resultados da andlise quimica de alguns dos sumos,

chas, frutas e vegetais presentes nos habitos alimentares atuais.

Na tabela 1 destaca-se o rico contetido e capacidade antioxidante dos sumos a base de
legumes verdes o que suporta a recomenda¢do de muitos profissionais de satide para a
ingestdo de sumos ‘“verdes” (Kaur & Kapoor, 2001) pois constituem uma forma
conveniente de atingir as recomendacdes diarias de consumo de vegetais e fruta > 5

pecas por dia (Nantz, Rowe, Nieves Carmelo, & Percival, 2006).
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Tabela 1 — Dados das propriedades antioxidantes de diferentes alimentos sujeitos a diferentes condi¢gdes de processamento e armazenamento.

Alimentos
/suplementos

Cha

Fruta

Temperatura
Referéncia/Ano Vegetais/Fruta Processamento armazenamento/ Resultados Conclusoes
Tempo
FRAP! mmol TE/100g As especiarias, ervas ¢ suplementos
Picados, preparados Aipo - 0,810 sd0 as categorias que incluem os
MH Carlsen,‘ 3100 alimentos, bebidas, em liquido  ou 4°C3 dias ou - Espingfres -0,89 alimeqtos mais rigos em
Halvorsen, Willett, .. desidratados e o Gengibre — 3,93 antioxidantes. As plantas introduzem
& Phillips, 2010 especiarias ¢ suplementos transformados  em 20°C /4 semanas Limao — 1,02 significativamente mais
po. Pepino — 0,04 antioxidantes na dieta alimentar que

Mix Magés — 0,31

qualquer outra categoria.

Nekvapil et al., 2012

Cha verde, preto e branco

Bebidas comerciais

4°Ce22°C/0,4¢
7 dias

ACW? — quantidade AA
9,793 mmol/L

Decréscimo da atividade
antioxidante ao longo do tempo, com
dependéncia significativa (P>0,05)
entre o tempo de armazenamento € a
temperatura.

Bernardo et al., 2015

Cha de canela C. Burmannii

6g canela/100mL

22°C/0

FT? - 2286,3 mg/L AG
FRAP'- 11853,4 pmol
Trolox/L

A canela tem efeitos
hipoglicemiantes e ¢ bastante rica em
antioxidantes.

Piga, Del Caro,
Pinna, & Agabbio,
2003

Figo do cato opuctia ficus

Fruta descascada e
embalada

4°C/ 3, 6 € 9 dias

AA; *~ 1,82 mg/g dry mass
AAr *~1.85 mg/g dry mass
DPPH; >~ 2,26 TE/g dry mass
DPPH; - 2,30 TE/g dry mass

Fendis totais decresceram
significativamente passados 6 dias.
Acido ascorbico é a principal fonte
de antioxidantes.

Del Caro, Piga,
Vacca, & Agabbio,
2004

Toranja red blush, Mandarina
palazzelli, tangelo? Minneola e
laranjas salustiana e shamouti

Sumos  preparados
com maquina de
sumos citricos

4°C / até 12 ou 15
dias

AA* g 5,15 — 5,02¢mg/g
dry mass

Flav® orange— 1,54i — 3,12rmg/g
dry mass

A capacidade antioxidante estava
claramente mais correlacionada com
r=0.97 e r=0.89 o acido ascorbico do
que com a presenga de flavonoides.

Alvarez, Pastoriza,
Alonso-Olalla,
Delgado-Andrade,
2014

34 Sumos citricos
23 de Laranja, 5 de toranja,
4 de mandarinas e 2 de limao.

Bebidas comerciais e
sumos  preparados
com maquina de
sumos citricos

4°C e 22°C / 3 dias
ou -50°C

FT? - 372 e 224 mgGA/L
ABTS’—-2.31¢€9,11 mmol
TE/L

FRAP* - 8,6 € 32,3 mmol
TE/L

Atividade antioxidante presente em
sumo de laranja manual ¢ superior ao
comercial. Os sumos representam
12% do total de antioxidantes
ingeridos na dieta espanhola.

' FRAP — Ferric reducing antioxidant power, 2ACW- water soluble antioxidant capacity, 3FT - Fenbis totais, 4AA — 4cido ascorbico, SDPPH - radical livre 2 2-diphenyl-1-picryhydrazyl, SFlav— F lavondides, TOSC
— total oxidant scavenging capacity.
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Tabela 1 (cont.) — Dados das propriedades antioxidantes de diferentes alimentos sujeitos a diferentes condigdes de processamento e armazenamento.

Temperatura
Referéncia/Ano | Vegetais/Fruta Processamento armazenamento/ | Resultados Conclusoes
Tempo
A Vitamina C foi a mais afectada
ﬁllr;lciak, AA' - 409, 337, 266 mg/L dur.antz 0 ,arrpazergrgent(?, f:omdo
Lot . Bebidas 18, 28 e 38°C/ 6 | FT? - 684,619, 582 mg/L MAlo] JeCTEseID: 7 PoeTest e e
Szlachta, & Sumos de laranja .. ; quantidade de FT e AA refletiram-
. , comerciais meses DPPH- — 49, 53,43 % s
Gliszczynska- FRAP® 7.5 6.5 5.5 mM se na diminuicio da CA.
Swigto, 2007 e Flavonoides apresentam elevada
< estabilidade.
~—
= FT?-36,3 mg EAG/100g firesh
£ mass.
. ABTS’— 31,11 mM TE/g fresh Os testes ABTS, DPPH, FMP e
Thaipong et al., . 0 . Fruta congelada e o ORAC com resultados comparaveis
Goiaba (Psidium guajava L.) | . -20°C/0 mass ~ ,
2006 picada. DPPH® 252 uM TE/ i com forte correlacdo com contetdo
=252 pMTE/g freshmass | 4o Ap 0,61 <r<0,92
FRAP*-26,1 uM TE/g fiesh mass
ORAC®-21,3 mM TE/g
Picados FT2egpinafres — 107 72¢ mgGA/L Mesmo quando congelados depois
. . Broculos, rama da beterraba, L FT2al~po —13F 15¢ mgGA/L de serem '"selados" os vegetais
Biologica et al., . desidratados e o . P o
cebola, aipo, cenouras, .-20°C/3 dias ORAC spingfes — 7357 420c mmol conservam um valor inferior de CA
.2 | 2003 . transformados P .
= espinafres. em b6 TE/L do que nos vegetais apenas
?D po- ORACS,,, — 180r 100c mmol TE/L conservados a 4°C.
o
> Angelica utilis makino e | Picados, 4°C / 0, | FT?—218.49; 187.29, ug/mL Decréscimo da atividade
Kim, 2015 couve tipo Kale (Brassica | adicionada agua | 1,2,4,7,14,21,28 ABTS’ —38.51;42.18;, % antioxidante ao longo do tempo a
oleraceae L. var. Acephala) | e filtrado. dias DPPH? — 84.83;15.36¢ % partir do 4° dia.

'AA — 4cido ascorbico, 2FT - Fenois totais, >DPPH - radical livre 2 2-diphenyl-1-picryhydrazyl, 4FRAP - Ferric reducing antioxidant power, SABTS - 2,2- azinobis (3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonic acid), %0RAC
— Capacidade de absorgao do radical oxigénio, TTOSC - total oxidant scavenging capacity.
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Tabela 1 (cont.) — Dados das propriedades antioxidantes de diferentes alimentos sujeitos a diferentes condi¢des de processamento e armazenamento.

Temperatura
Referéncia/Ano | Vegetais/Fruta Processamento armazenamento Resultados Conclusoes
/Tempo
. . FT'-0,31, mg GAE/mL
L.u ja . acutangulq, Lagenaria . ABTS?-6,71 uM TE/mL Todos os sumos se mostraram
siceraria, Cucumis melo var. | Bebidas 3 .
L e .. o DPPH° - 33,67 pM AAE/mL mais potentes que os valores de
Tiwari et al., | utilissimus, Solanum melongena L, | comerciais e | 22°C temperatura . . .
. . . . Flavonoides — 0,03 mg referencia dos testes realizados.
2011 Benincasa  hispida,  Cucurbita | preparadas com | ambiente /0 .
. . L rutina/mL Os valores apresentados
maxima, Trichosanthes | liquidificadora. 5 ;
. . NBT - 14,06 pM AAE/mL correspondem ao pepino.
cucumerina e Sechium edule.
[
Zl};ngiOz’ 2216 ’1612 71 FIEISIA"FémL O sumo de beterraba apresentou
Wootton-Beard | Beterraba, tomate, cenoura, magd e | Bebidas 4°C /0 a7 dias DPPH? - 0,9 0,9 0,9 mM TE gg tsel;?:ngé H&?ﬁgegfiﬁgiﬁz
& Ryan, 2012 misturas de vegetais comerciais FRAP*-0,20,202mMTE positiva ‘entre os resu%ta dos dos
6 _
CUPRACT— 0,39 0.44 046 mM 1 testes 0.68<r<0.96: p<0.01.
S Angelica utilis makino e couve tipo | Picados, 229C temperatura FT!-423,14pg/mL Folhas com maior valor de FT do
3 Kim, 2012 Kale (Brassica oleraceae L. var. | adicionada agua ambienteI; 0 ABTS? - 66,09% que restantes partes em ambas as
S Acephala) e filtrado. DPPH? - 84,83% plantas.

Wojdyto, L Observou-se uma alteragdo
Teleszko, & . . Picados, filtrado, | 4°C e 30°C / 6 FT]’ 1878 mg/100mL significativa no contetido de FT
e Cydonia obolonga Miller . FT's — 1427 mg/100mL .. .
Oszmianski, aquecido. meses e atividade antioxidante

2014 (diminuiu) ap6s 6 meses.
Picados,
Uddin et al, ) desidratados e 22°C temperatura F lav011301des -112,1 CE/g Tem propriedades a.nfuox1~dantes
2015 Vanda Roxburghii Rbn root transformados ambiente / 0 DPPH’ - 24,86 pg/mL que suportam a utilizagdo em
em po6. Extracdo FRAP* - 0,333 100ug/mL tratamento de Alzeimer's.
de 7 dias.
. FT! - 255 mgAGE/100g
Guldiken et al., Plga'dos, , 22°C temperatura | DPPH? — 137 mgTE/100g A beterraba' fresca apres enta
Beterraba fresca e em sumo adicionada 4gua . 4 valores superiores em relagdo ao
2016 e filtrado ambiente / 0 FRAP* - 190 mgTE/100g sumo de beterraba
) CUPRAC® - 3889 mgTE/100g )

IFT — Fendis totais, 2ABTS - 2,2- azinobis (3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonic acid), 3DPPH - radical livre 2 2-diphenyl-1-picryhydrazyl, 4FRAP - Ferric reducing antioxidant power, SNBT- Nitroblue tetrazolium
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A crescente informagdo disponivel sobre as propriedades benéficas de diversos
alimentos e suplementos, tabela 1, conjugado com a procura de alternativas saudaveis
facilmente adotadas na rotina diaria, tem conduzido ao surgimento de novos produtos
constituidos essencialmente por ingredientes vegetais. Apesar de ndo existir evidéncia
clinica dos efeitos destes novos produtos (Klein & Kiat, 2015), estes sdo muitas vezes
indicados por profissionais de saude, com base nas propriedades estudadas para os seus
ingredientes individuais, com o objetivo de enriquecer a alimentacdo com alimentos

potencialmente benéficos e que habitualmente os individuos ndo incluem na sua dieta.

Para além desta informag¢do, a recomendacdo de sumos de frutas e vegetais, onde se
destacam os sumos verdes, ¢ também suportada pelos resultados de alguns ensaios
clinicos, onde se estuda o efeito de vegetais e frutas em alguns parametros sanguineos,
tabela 2, e que sugerem que os fitonutrientes de frutas e vegetais poderdo ter um papel

protetor em relacdo as espécies reativas de oxigénio. (Hollman & Katan, 1997; Ozer,

Taha, Stocker, & Azzi, 1999).
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Tabela 2 — Ensaios clinicos e experimentais que estudaram o efeito de sumos verdes em varios parametros clinicos.

Referéncia/ . .
Ano Amostra Desenho Tipo de vegetais fruta usados Processamento | Resultados
Bet teno — 562; —2476¢ ug/L
Estudo cross-over ? acaroweno rHe
Homens ® | duplamente Magca, laranja, ananas apaia, | Capsulas de po Vit. C=3,1i - 8,3, p g/mL
) Mulheres P &4, A v, - bapaia, P P Vit. E — 14,8 — 19,61, ug/L
Kiefer et al., L. mascarado, arandos, péssego, cenoura, salsa, | concentrado de L.
saudaveis (40 , . Selénio — 93; — 95,5¢ e pug/L
2004 controlado por | beterraba, broculos, couve kale, | vegetais e de
aos 60 anos) . Folato — 8,7; — 15¢ ug/mL
placebo couve, espinafres e tomate. fruta. ) .
N=59 Observou-se um aumento efetivo nos niveis
(7+7semanas) . .
plasmaticos de antioxidantes.
Nant Ensaio clinico Betacaroteno — 55,8; - 56,9¢nmol/L
z . . , .
R ’ Homens e | randomizado Acerola, magd, laranja, ananas, Capsulas de na Vit. C — 54; - 49, umol/L
owe, . R apsulas de po
) Mulheres duplamente papaia, arandos, péssego, P PO dano DNA — 2,61i—1,62¢ %
Nieves Car L. , concentrado de ..
saudaveis (21 | mascarado cenoura, salsa, beterraba, broculos, . Status antioxidante — 1,55; — 2,337 %
melo, & . vegetais e . .
Percival aos 53 anos) controlado por | couve kale, couve, espinafres e fruta Observou-se um aumento efetivo nos niveis
2006 ’ N=59 placebo tomate. ’ plasmaticos de antioxidantes ¢ uma tendéncia para
(11 semanas) reduzir o nimero de sintomas e doengas.
o Ratos Wistar . N L.uﬁ’a . acutdngulc.z, Lagenaria .
Tiwari et al., Ensaio clinico | siceraria, Cucumis melo var. | Bebidas N L .
(180 -220 g) . . .. Observou-se uma redugdo significativa nos
2011 randomizado utilissimus, Solanum melongena L, | comerciais e L. , . ,
G1 (N=6) ] o . valores da glicémica poés-prandial apds a
controlado  por | Benincasa  hispida,  Cucurbita | preparadas com . N
G2 (N=6) . . . .. administragdo dos sumos em ratos.
placebo maxima, Trichosanthes cucumerina | liquidificadora.

e Sechium edule.
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Os sumos verdes tém ganho protagonismo podendo ja ser encontrados disponiveis no
mercado. Estes sumos sdo maioritariamente constituidos por vegetais de folha verde,
especiarias ou ervas aromaticas e, por vezes, algumas frutas ¢ podem ser normalmente
consumidos ao pequeno-almog¢o. S3o considerados semelhantes a sopas, com a
diferenga de ndo terem sido cozinhados e de serem ingeridos, na maior parte dos casos,
apds a sua preparacdo, o que podera ser uma vantagem do ponto de vista do contetido
em antioxidantes (Vanhanen & Savage, 2015). Também estdo disponiveis no mercado
sumos verdes comerciais, com diferentes formas de preparacdo, o que suscita a
preocupagdo com a manutencdo da capacidade antioxidante dos sumos ao longo do
tempo e com a busca do método de preparagdo mais adequado a conservagao ou a nao
destruicdo da capacidade antioxidante por um periodo mais prolongado (Tiwari et al.,

2014).

Esta oferta pré-confecionada juntamente com a maior consciencializagdo e
disponibilidade de informacao relativa ao valor nutricional e seguranga dos alimentos,
tem conduzido o consumidor informado a preferéncia por alimentos naturais e
ingredientes alimentares mais seguros € saudaveis em contraste com uma menor procura
dos seus equivalentes sintéticos (Agrocluster Ribatejo, 2015; Kim, 2012), coloca ao

consumidor perante uma escolha que podera ser complexa.

O processamento dos sumos verdes ¢ também alvo de controvérsia no que diz respeito a
manutencdo das propriedades antioxidantes. Tem-se sugerido que os diferentes
processos € equipamentos usados para a execucdo dos sumos verdes poderdo alterar
estas propriedades. Assim, os processos mais utilizados atualmente sdo: slow juicers,
método que por ser mais lento, ndo promove o aquecimento das hélices ao quebrar as
fibras do sumo; maquinas de sumo que separam a polpa do sumo; misturadoras,
centrifugadoras, pasteurizagdo e o processamento por alta pressdo HPP (High Pressure
Processing). Sabe-se, a partida, que a pasteurizacdo tem como consequéncia a perda de
muitos nutrientes, € estudos indicam que HPP tem melhores resultados que o tratamento
termal em niveis de acido ascorbico, fendis totais e atividade antioxidante total (Chen et

al., 2015).

O HPP ¢ uma nova tecnologia nao termal, que tem sido analisada, pois tem a

capacidade de destruir o microbiota indesejavel e inativar enzimas, enquanto reduz os
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efeitos adversos ao adicionar calor produzido sobre a qualidade dos alimentos. Foram
conduzidos muitos estudos para avaliar os beneficios de HPP e tem-se mostrado efetivo
em manter os niveis de compostos bioativos ¢ a atividade antioxidante em alguns sumos
de frutas e de vegetais (Del Socorro Cruz-Cansino et al., 2015; Keenan, Derek F.,
Gormley, Butler, & Brunton, 2012). Outros mostram que os efeitos do processamento
na cor, sabor e textura devem ser analisados futuramente, pois dependem do HPP mas
também do método de armazenamento utilizado (Barba, Esteve, & Frigola, 2012; Chen
et al., 2015; Oey, Lille, Van Loey, & Hendrickx, 2008; Patras, Brunton, Da Pieve, &
Butler, 2009; Sila et al., 2008).

No entanto a utilizagdo de vegetais sem serem cozinhados pode conduzir a efeitos
adversos j4 que ndo permite a redu¢do de anti-nutrientes potencialmente toxicos, tais
como oxalatos, que podem ser encontrados em muitos tipos de plantas comestiveis em
concentragdes varidveis e, se consumidos em grandes quantidades, podem ser
prejudiciais para a saide humana (Ayogu, Nnam, & Mbah, 2015) ingestdo de grandes
quantidades de oxalatos pode aumentar o risco de pedras nos rins (Vanhanen & Savage,
2015) ou, tal como sugerido no estudo de Getting, estar associado a nefropatia apds
ingestdo de sumos de espinafre durante seis semanas (Getting, Gregoire, Phul, &
Kasten, 2013). Estes resultados estdo na base da recomendacao da utilizagdo de vegetais
de folha verde ndo muito ricos em oxalatos ou da sua cozedura prévia e individual,

antes da preparagdo dos sumos.

Os efeitos mencionados estdo na origem de investigacdo que permita elucidar, para
além do efeito do processamento no contetido dos alimentos, o efeito e metabolizacao
dos constituintes durante o processo de digestivo, determinando biodisponibilidade e

sua acao durante todo o metabolismo (Guldiken et al., 2016).

Atualmente, tornou-se cada vez mais comum encontrar informacdes sobre propriedades
antioxidantes nos rotulos dos novos produtos. A recente recomendacao de sumos de
vegetais verdes, por profissionais de saude (Vanhanen & Savage, 2015) ¢ parcialmente
responsavel pelo surgimento de novas marcas de sumos verdes, que afirmam ter uma
grande biodisponibilidade de antioxidantes (de Boer, Vos, & Bast, 2014; Gilsenan,
2011). O uso de sumos verdes permite a ingestdo de vegetais crus € nao apenas a
ingestdo de fruta, que ¢ a sua vantagem sobre os outros sumos de fruta conhecidos

(Chen et al., 2015), pois a carga em frutose ¢ inferior no caso dos sumos de vegetais,
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forma esta que ¢ conhecida por ter maior biodisponibilidade de antioxidantes (Chen et
al., 2015). No entanto, a informacdo qualitativa e quantitativa sobre antioxidantes

presentes nos sumos ¢ frequentemente insuficiente.

Por outro lado a estabilidade destes compostos ¢ reduzida (Wojdyto et al., 2014) o que
conduz a alteracdes do contetido antioxidante destes sumos. Assim o consumidor em
geral deverd também ter acesso a essa informagao ja que o conteudo antioxidante varia
com fatores como o tempo de exposicao ao ar ¢ alteragdes de temperaturas (Nekvapil et
al., 2012). Torna-se assim pertinente caracterizar, para além das propriedades
antioxidantes dos diferentes sumos sujeitos a diferentes processamentos, a sua variacao

em funcao do processamento ¢ do tempo de armazenamento.

Neste contexto, o presente trabalho, pretendeu analisar, ndo sé a atividade antioxidante
dos sumos verdes ao longo do tempo, como também fazer uma comparagdo entre os

sumos manufaturados e os industrializados.

Este trabalho visa, assim, responder a seguinte questdo de investigacdo: Existe diferenca
entre a atividade antioxidante de sumos verdes comerciais e os seus equivalentes

manufaturados ao longo do tempo?
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2. OBJECTIVOS

2.1. Objectivo geral do estudo

Comparar o teor em fenois totais (FT) e a atividade antioxidante (teste
FRAP e teste DPPH entre um sumo verde comercial € o seu equivalente
manufaturado, ao longo do tempo nos momentos: inicial (To); apds 24h

(T1) e apds 72h (T2).

2.2, Objectivos especificos do estudo
2.2.1.  Comparacao dos 2 sumos no que respeita aos valores de FT, FRAP e
DPPH.
2.2.2.  Comparacao dos valores obtidos dos sumos imediatamente apds execucao

manufaturado/abertura do pacote (To), apds armazenamento de 24h (T1) a
4°C e apos armazenamento de 72h (T2) a 4°C dos parametros FT, FRAP e
DPPH.
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3. MATERIAIS E METODOS

Foram analisados 7 sumos comerciais (de uma marca do mercado) e 7 sumos
manufaturados (executados com a receita fornecida pela marca), Figura 1. Cada teste foi
realizado em triplicado em cada amostra de sumo comercial e de sumo manufaturado.
Foi realizada a caracterizagdo laboratorial dos sumos verdes com objectivo de se
quantificar o teor em Fendis Totais (Rama Prabha & Vasantha, 2011) e a atividade
antioxidante pelos métodos de sequestro do radical (teste DPPH) e de transferéncia de
electrao (teste FRAP), ambos adaptados de Thaipong (Thaipong et al., 2006). Na tabela
3 encontra-se identificado o radical livre interveniente na reagdo analisada em cada um

dos testes, respectivos comprimentos de onda de leitura e pH.

Tabela 3 — Resumos de métodos mais utilizados por medi¢do de absorvancia para aferi¢do da
atividade antioxidante adaptado de (Gupta, 2015).

TESTE RADICAL/CROMOFORO C.D.O. (nm) pH
DPPH ‘ 2,2-Difenil-1-picril-hidrazil 515 nm 7.0-7.4
FRAP ‘ I8es de Fe** quelado 595 nm 3.6
FT ‘ Mo®"(amarelo)—» Mo>*(azul) 765 nm 10

Nas andlises ao longo do tempo, as amostras apds 24h (t1) e 72h (t2), foram
armazenados a temperatura de 4°C no dia da extragdo (to), dado que de acordo com
Nekvapil a capacidade antioxidante diminui significativamente durante o

armazenamento sem refrigeracao (temperatura ambiente) (Nekvapil et al., 2012).

3.1. Reagentes e equipamentos

3.1.1.  Reagentes e Soluc¢des

O reagente de folin-ciocalteu (2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acidosulfonico) foi
adquirido a Applichem Pancreac ITW Companies. Os reagentes TPTZ 2,4,6-tri(2-
piridil)-1,3,5-triazina Ci1sHi2Ns, Cloreto de Ferro (III) hexahidratado (FeCls3.6H>0),
Metanol (CH30OH), Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico) e
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Figura 1 — Fluxograma de trabalho laboratorial: foram analisados 7 sumos comerciais ¢ 7 sumos manufaturados, em triplicado para os 3 testes (FT, FRAP ¢ DPPH) em

3 momentos diferentes (To, T1 e T2).
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DPPH (2,2-Diphenyl-1-picryl-hydrazyl) foram adquiridos a Sigma-Aldrich. O acido
galico-1-hidratado (CsH2(OH);COOH.H>O) foi adquirido a PA-ACS-Pancreac
Quimica S.A. A solugdo aquosa de carbonato de calcio (NaxCO3) foi adquirida a ICS

Science Group.

Foram efetuadas as solugdes de tampao acetato 300mM pH=3,6 (NaCH3COO.3H,0 ¢
CH3COOH) e de acido cloridrico 40mM HCI 37% adquiridos a AnalaR Normapur.

3.1.2. Equipamentos

Foram utilizados:

e Agitador magnético Agimatic-N P selecta 50Hz;

e Vilvula de filtragem Heldolph Instruments D91126 Schwaback PUOTAVAC
VALV;

e Banho-maria Memmert. Vortex VELP Scientifica 20 Htz;

e Espectrofotometro UV-visivel Perkin—Elmer Lambda 25;

e Balangas analiticas Sartorius CPA 225D (+0,000001g) e Sartorius Cubis
(£0,0001g).

Para a realizacdo do sumo manufaturado foi utilizado um espremedor de vegetais e

frutas slow juicer SANA Juicer OMEGA EUIJ-707.

3.2. Sumos Verdes

3.2.1. Sumo Verde Comercial

Os sumos comerciais foram recolhidos numa loja da marca selecionada, em Lisboa, no
dia da extragdo. Cada amostra foi feita a partir de um frasco de 250 ml, tendo sido
usados 7 frascos diferentes (mas do mesmo lote). Este sumo € processado através do
método de processamento de sumos por alta pressao (HPP), que permite um periodo de

armazenamento mais longo, sem acrescentar quaisquer conservantes. Segundo Patras, o
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HPP, a temperaturas moderadas, ¢ apropriado para produzir sumos e purés de fruta

fresca (Patras et al 2008).

A lista de ingredientes, tal como comunicado no rétulo comercial, € como tal ndo sujeita

a sigilo, encontra-se na tabela 4.

Tabela 4 — Lista de ingredientes tal como encontrado no rétulo do sumo comercial.

Ingredientes Percentagem
Maca 43%
Pepino 29%
Aipo 11%
Infusdo de gengibre 8%
(Agua, gengibre
0,3%)

Espinafres 5%
Limao 4%
Acido ascérbico n.a.

3.2.2.  Preparacio do Sumo Verde Manufaturado

Os sumos manufaturados equivalentes ao sumo comercial foram reproduzidos com a
maquina de sumos slow juicer, procedimento que permite a extracdo de sumo dos
alimentos, sem aquecimento e consequente destruicdo dos nutrientes. Este método foi
escolhido de modo a reproduzir o que poderia ter sido utilizado para preparar sumos
caseiros, usando um espremedor onde ndo s6 a fragdo de celulose ¢ descartada no
processo como os legumes e frutas nao sofrem de aquecimento como o que acontece em
processos mais habituais como liquidificadoras ou varinhas magicas (Vanhanen &

Savage, 2015).

Os legumes e frutas foram comprados num mercado biolodgico local em Lisboa, no dia
da extracdao. Os ingredientes foram lavados, preparados e pesados, com uma balanca
analitica Sartorius Cubis (+0,0001g) a temperatura ambiente. Cada ingrediente foi
espremido separadamente pela slow juicer para um gobelet de 500mL e, em seguida,

misturados de acordo com a receita confidencial fornecida pelo fabricante num gobelet
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de 1000mL. O sumo manufaturado foi colocado no frigorifico a 4°C até a preparacao do

extracto protegido por pelicula durante 60 minutos.

3.3. Preparacao dos extratos

Para a analise quimica, os sumos foram sujeitos a tratamento prévio de forma a poderem
ser obtidas amostras homogéneas e sem precipitados. Os extratos para o ensaio de
compostos fendlicos, ensaio de DPPH e de FRAP foram obtidos através de uma
extragdo dupla por homogeneizacdo de 10 mL de sumo (de cada uma das amostras) e 20
mL de metanol com agitacdo durante 30 minutos. Em seguida, cada mistura foi filtrada
individualmente a pressao reduzida utilizando papel de filtro S 150mm da Filtres RS e
da bomba de valvula Heldolph Instruments. Os homogeneizados apresentam uma

proporg¢do (1:2) dgua:metanol e foram armazenados no frigorifico a 4°C.

34. Quantificacdo de Fenois Totais

O contetido em FT nos extratos foi determinado por adapta¢do do método de Prabha e
Vasantha (Rama Prabha & Vasantha, 2011). Os feno6is sofrem uma reacdo complexa
com o acido fosfotingstico-fosfomolibdico do reagente folin ciocalteau em meio

alcalino resultando um complexo azul de molibdénio-tungsténio.

As amostras foram analisadas em triplicado e diluidas em solvente metanol:agua com a
propor¢ao (2:1). Pipetaram-se, para tubos de ensaio rolhados, 50uL de amostra em
metanol:agua (2:1) ao qual se adicionou 200uL de solvente, 2,5mL da solucao reagente
de Folin-Ciocalteu (1:10 diluido com agua) e 2mL da solugdo aquosa Na,CO3; 1M. O
branco foi realizado substituindo a amostra pelo solvente. Agitaram-se os tubos de
ensaio no Vortex e aguardaram-se 15 minutos, apds os quais se leu a absorvancia a

765nm.

Com o mesmo procedimento foi realizada uma curva padrdo usando o acido galico com

concentragdes conhecidas e os resultados foram expressos em mg de acido gélico/L.
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3.5. Quantificacio da Capacidade Antioxidante

3.5.1. Método FRAP

A quantificagdo da capacidade antioxidante pelo método FRAP foi adaptado de
Thaipong e col. baseando-se na capacidade dos compostos antioxidantes de reduzirem
em meio 4acido o Fe** em Fe?" na presenca de 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina (TPTZ)

formando um intenso complexo azul Fe** (TPTZ) (Thaipong et al., 2006).

Foi preparada previamente uma solucdo para o FRAP, adicionando 25ml de tampao
acetato 300 mM pH=3,6 a 2,5 ml de TPTZ 10 mM em HCL 40 mM e a 2,5mL de
FeCl3.6H2O 20 mM. Foi necessario aquecer esta solucdo a 37°C antes de ser usada. As
amostras foram analisadas em triplicado e diluidas em solvente metanol:dgua com a
propor¢do (2:1). Pipetaram-se para tubos de ensaio rolhados 15uL da amostra e 135uL
de solvente aos quais se adicionaram 2850uL da solucdo FRAP. Agitaram-se os tubos
de ensaio no Vortex. Para que a reacdo ocorresse, os tubos foram conservados no
escuro, durante 30 minutos. O branco foi realizado substituindo a amostra pelo solvente.
Leu-se a absorvancia a 593nm. Para a determinacdo da curva padrao foi utilizado o
Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-carboxilico) com concentragdes

conhecidas e os resultados expressos em uM TE/g de massa fresca.

3.5.2. Método DPPH

A quantificagdo da capacidade antioxidante pelo método DPPH foi adaptado de
Thaipong e col. e pode de ser determinada pelo sequestro do radical DPPH (Thaipong et
al., 2006). A presenca de antioxidantes causa a diminui¢do da sua absorvancia a 517nm
devido a neutraliza¢do deste radical pela captagdo de protdes e electrdes cedidos pelo

antioxidante.

Foi preparada anteriormente uma solucdo stock, adicionando 240mg de DPPH (2,2-
difenil-1 picrilhidrazil) em 1000mL de metanol e conservada a -20°C até a sua
utilizacdo. A solug¢do de DPPH utilizada foi obtida a partir de 100mL da solugao stock e
450mL de metanol, obtendo uma absorvancia de 1,1 a 515nm. As amostras foram

analisadas em triplicado e diluidas em solvente metanol:agua com a propor¢do (2:1).
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Materiais e métodos

Pipetaram-se para tubos de ensaio rolhados 15uL da amostra e 135uL de solvente aos
quais se adicionaram 2850uL da solugdo DPPH. Agitaram-se os tubos de ensaio no
Vortex. Para que a reacdo ocorresse, os tubos foram conservados no escuro, durante 24
horas. O branco foi realizado substituindo a amostra pelo solvente. Leu-se a absorvancia
a 515nm. Para a determinagdo da curva padrdo foi utilizado o Trolox (acido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcromo-2-carboxilico) com concentracdes de 25uM a 800uM e os

resultados expressos em uM TE/g de massa fresca.

3.6. Tratamento dos dados

Todos os dados obtidos das amostras de sumos analisados foram inseridos e
organizados no software Microsoft Excel para Mac 2011 e posteriormente transferidos
para o programa informatico IBM SPSS (Statistical Package do Social Sciences) versao

20.0 para Mac.

Foi construida uma tabela onde constavam o cédigo de identificacao do sumo, FT to, FT

t;, FT t,, FRAP to, FRAP t;, FRAP t;, DPPH to, DPPH t; ¢ DPPH t,.

3.6.1. Analise Descritiva

Procedeu-se a analise das variaveis de atributo quanto a medidas de tendéncia central,

utilizando a Média, e medidas de precisdo, como o erro padrao da média (SEM).

3.6.2. Analise Estatistica

Aplicou-se a ANOVA de medigdes repetidas de tipo misto e avaliou-se a interagao
entre o fator independente e o fator de medigdes repetidas em cada um dos objectivos

do estudo e para cada pardmetro analisado.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.

4.1.1.

Quantificaciao de fendis totais

Analise descritiva

Resultados e discussao

Para a quantificagdo do teor em fendis totais (FT) foi determinada a reta de calibragdo a

partir de solucdes padrdo de acido galico, Figura 2.
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Figura 2 — Reta de calibragio de Acido Galico para determinacio do teor em fendis
totais presentes nas amostras dos sumos estudados.

Esta reta permitiu relacionar os valores das absorvancias das amostras estudadas, com

os valores de teor em fenois totais, nos diferentes tempos de armazenamento, tabela 5.

Tabela 5 — Teor médio em Fenois Totais (FT) das amostras de sumo comercial e de sumo manufaturado, expresso em
valores médios e erro padrao da média (SEM).

Fenois totais (equivalente acido galico mg /L) + SEM
(y=0,007x + 0,0182; R?=0,9981)

Sumo verde comercial Sumo verde manufaturado
Amostra To T T2 Amostra To T T
C: 297,2+63,5 | 423,9+479 342,5+20,2 M; 152,7 £13,3 | 163,4+16,5 221,5+ 54,1
C; 268,9 +26,7 375,1£10,3 371,8+27,6 M, 181,0+ 17,1 146,0 + 2,7 184,9 £27,9
C; 298,2 + 14,1 360,3 + 36,9 4253+49.2 M; 182,5+ 14,5 132,2+2,2 208,4 £49,4
C, 318,2+£29,3 409,4 + 18,6 452,7 £ 28,7 M, 182,7+ 1,0 126,0 £ 1,2 204,6 + 30,4
Cs 300,1 £ 10,6 438,9+6,3 405,1 +£20,0 M; 156,5+ 11,2 126,3 £2.,5 1249 +8.3
Cs 337,7+6,7 505,8+119,8 343,1 £63,0 Me 192,0+7,5 1294+53 | 221,3+11,5
C; 339,0+ 10,2 398,4 + 63,0 4475+ 28,7 M, 164,4 £ 6,8 134,2+0 251,0 £ 15,5
Cmédio 308.47+£9.5*% | 415.97+18.1* | 398.29+17.6* Mmedio 173.11+5.7 136.79+5.1 202.37£15.0

* valores com diferenca significativa
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Caracteriza¢do da atividade antioxidante de sumos verdes comerciais e os seus equivalentes manufaturados, ao
longo do tempo.

Globalmente podemos observar que o sumo manufaturado apresenta um teor mais baixo
em fendis totais do que o sumo comercial. Ao longo do tempo de armazenamento
observa-se que para ambos os sumos, o teor em fenois totais, aumenta quando se

compara os valores finais T> com os valores iniciais To, tabela 5 e Figura 3.
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Figura 3 — Contetdo médio de Fendis Totais (FT) das 7 amostras de cada
sumo, nos 3 tempos To, T1, Ta.

Os resultados referentes ao conteido médio de FT obtidos para o sumo comercial
estudado estdo de acordo com os resultados encontrados em varios estudos. O sumo
comercial apresenta um valor, no tempo To, de 0.308mg GAE/mL tal como o
encontrado para o pepino (0.31 + 0.01 mg GAE/mL) no estudo de Tiwari e col (Tiwari
et al., 2011), e um valor de de 308 pg/mL que se aproxima dos valores encontrados no
trabalho de Kim e col., 423 pg/mL e 218 pg/mL para as folhas de couve Shinseoncho e
de couve Kale, respectivamente (Kim, 2015). O sumo manufaturado apresenta

globalmente valores inferiores aos da literatura.

Os resultados obtidos neste trabalho, referentes a variagao do conteido médio de FT no
sumo comercial ao longo do tempo, estdo de acordo com os resultados encontrados no
trabalho equivalente de Kim e col., onde também se verifica um aumento de Fenois
Totais ap6s 2 dias de armazenamento (Kim, 2015). Os resultados referentes ao
comportamento do contetdo médio de FT no sumo manufaturado aparentam ser
contraditorios, no entanto, esta situagao também ¢é descrita no mesmo estudo de Kim

onde se observam flutuagdes do contetido de FT (Kim, 2015).
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Resultados e discussao

Este decréscimo ¢ também observado por Wojdylo e col, para janelas temporais longas,
que ao estudar sumos manufaturados de varias espécies de couve regista um decréscimo
na quantidade de FT apds 6 meses em congelagdo (To=1878 mg/100 mL e T1=1427
mg/100 mL).

4.1.2. Analise Estatistica

Os dados foram tratados estatisticamente com o objectivo de comparar:
a) Os 2 sumos no que respeita aos valores de FT definindo “sumo” como fator
independente: sumo: 0 — comercial; 1 — manufaturado;
b) Os valores iniciais, intermédio e final de FT definindo “tempo” como fator de

medigdes repetidas: 0 — inicial; 1 — intermédio; 2 — final.

Foi aplicada uma ANOVA de medigdes repetidas de tipo misto que revelou uma
interacdo significativa entre o fator independente “sumo” e o fator de medigdes
repetidas “tempo”, para FT (p < 0.001). No entanto, a poténcia observada foi superior a

80%, o que demonstra que os efeitos observados ndo se devem ao acaso.

Salienta-se, por outro lado, que a existéncia de interacdo no modelo de ANOVA de
medicdes repetidas para FT domina o modelo analitico, pelo que as comparagdes entre

sumos e entre momentos ignorando essa interagdo devem ser feitas com cautela.

Nestas condigdes, procedeu-se aos contrastes planeados na comparagao desse parametro
entre sumos, em cada um dos momentos definidos por “tempo”, e na comparacdo dos
valores iniciais, intermédios e finais desse parametro para cada um dos sumos, grafico

da figura 4.
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Caracteriza¢do da atividade antioxidante de sumos verdes comerciais e os seus equivalentes manufaturados, ao
longo do tempo.
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Figura 4 — Comparagdo das médias marginais estimadas em fun¢do do tempo para o teste FT.

Desta andlise foram obtidos os seguintes resultados:

Os valores médios de FT sdo significativamente mais elevados no sumo comercial do

que no manufaturado, com p < 0.001 nos 3 momentos (T0, T1 e T2).

No sumo comercial, os valores médios de FT aumentam significativamente de TO para
T1 (p < 0.001), diminuindo ndo significativamente de T1 para T2 (p = 0.481),

mantendo-se no entanto mais elevados em T2 comparativamente a TO (p <0.001).

No sumo manufaturado, os valores médios de FT diminuem significativamente de TO
para T1 (p = 0.014), aumentando significativamente de T1 para T2 (p = 0.019),
revelando um aumento sem significado estatistico de T2 comparativamente a TO (p =

0.097).

O tratamento estatistico sugere, assim, valores significativamente mais elevados no
sumo comercial do que no sumo manufaturado e também um comportamento
significativamente diferente, no que respeita ao teor em fendis totais, dos 2 sumos ao

longo do tempo.
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4.2.

4.2.1.

Analise descritiva

Atividade Antioxidante — Teste FRAP

Resultados e discussdo

Para a quantificagdo da capacidade antioxidante através do teste FRAP foi determinada

a reta de calibragao a partir de solugdes padrao de Trolox, Figura 5.
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Figura 5 — Reta de calibracdo de Trolox para determinagdo da atividade antioxidante através do
teste FRAP das amostras dos sumos estudados

Esta reta permitiu relacionar os valores das absorvancias das amostras estudadas, com

os valores equivalentes a Trolox, nos diferentes tempos de armazenamento, tabela 6.

Tabela 6 — Valores médios do teste FRAP das amostras de sumo comercial e de sumo manufaturado, expresso
em valores médios e erro padrao da média (SEM).

FRAP (equivalente Trolox umol /L) = SEM
(y=0,0022x - 0,0101; R*2=1)

Sumo verde comercial Sumo verde manufaturado
Amostra To Ti T2 Amostra To Ti T
C, 2,26+0,11 2,52+0,14 1,94 £ 0,08 M, 1,19 £0,35 0,58 £ 0,01 1,18 £ 0,06
C, 2,34 +0,57 2,41+0,36 1,80+0,14 M, 1,04 + 0,28 0,70 £ 0,06 1,13+ 0,04
C; 1,94+ 135 2,28 +£0,47 2,31+0,11 M; 1,10+ 0,31 0,75+0,10 1,06 £ 0,03
C, 1,91 +£0,12 2,27+0,50 3,40+ 0,27 M, 1,08 £ 0,18 1,23 +0,28 1,15+ 0,06
Cs 1,88+ 0,17 1,88 + 0,15 2,04 +£0,22 M; 1,19+£0,22 0,63 +0,10 1,05+ 0,02
Cs 2,55+ 0,08 2,47+0,49 2,52+ 0,24 M 0,87 + 0,04 0,59 + 0,06 1,11 +£0,01
C, 1,84 + 0,07 1,86 + 0,48 2,66 + 0,24 M; 1,06 + 0,09 1,00+ 0,10 1,29+0,10
Cmédio 2.10+0.11%* 2.2440.10%* 2.38+0.21% Mmédio 1.08+0.04 0.78+0.09 1.14+0.03
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Caracteriza¢do da atividade antioxidante de sumos verdes comerciais e os seus equivalentes manufaturados, ao
longo do tempo.

* valores com diferenca significativa

Globalmente, podemos observar que o teste FRAP para o sumo manufaturado revela
uma atividade antioxidante mais baixa do que o sumo comercial. Ao longo do tempo de
armazenamento observa-se que para ambos os sumos, a atividade antioxidante ndo

apresenta valores muito diferentes, Figura 6.
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Figura 6 — Atividade antioxidante média resultante do teste FRAP das 7 amostras de cada sumo,
nos 3 tempos To, T1, T>.

Os resultados relativos a atividade antioxidante avaliada pelo teste FRAP para o sumo
comercial no To (0,62 mmol TE/100g de sumo) estdo de acordo com o encontrado no
estudo equivalente de Carlsen e col. onde € reportado o valor de 0,31 mmol TE/100g
para mix de macas semelhante ao sumo analisado no presente estudo e para os seus
constituintes individuais os valores de 0,810 mmol TE/100g para aipo, 0,89 mmol
TE/100g para espinafres, 3,93 mmol TE/100g para gengibre, 1,02 mmol TE/100g para
limdo e de 0,04 mmol TE/100g para pepino (Monica H Carlsen et al., 2010).

No entanto os valores de FRAP obtidos neste estudo (6,3 mM TE /g) sdo inferiores aos

reportados para a goiaba 26,1 mM TE/g (Thaipong et al., 2006).

No presente estudo o tempo de armazenamento parece nao ter tido influéncia nos
valores médios de FRAP obtidos, ao contrario do observado para uma janela temporal
mais longa nos trabalhos de Wojdylo e col. onde se reporta um decréscimo na atividade

antioxidante passados 6 meses em congelacdo em sumos de varias espécies de couve
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(To - 1,00 mM Trolox/100 mL € Temeses — 0,75 mM Trolox/100 mL) (Wojdyto et al.,
2014).

4.2.2. Analise Estatistica

Os dados foram tratados estatisticamente com os mesmos objectivos de comparar:
a) Os 2 sumos no que respeita aos valores de FRAP definindo “sumo” como fator
independente: sumo: 0 — comercial; 1 — manufaturado;
b) Os valores iniciais, intermédio e final de FRAP definindo “tempo” como fator

de medigdes repetidas: 0 — inicial; 1 — intermédio; 2 — final.

No que se refere ao pardmetro FRAP, a inexisténcia de interagdo entre os fatores,
incluidos no modelo legitima a comparacao entre sumos e entre momentos de avaliagdo,
de forma independente. Em todo o caso, apenas se registam diferengas significativas
entre sumos, com valores de FRAP mais elevados no sumo comercial (p < 0.001), com
uma poténcia observada superior a 80%, ndo se observando diferencas significativas

entre os momentos estudados, Figura 7.
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Figura 7 — Comparagao das médias marginais estimadas em fun¢ao do tempo para o teste FRAP.

O tratamento estatistico sugere assim valores significativamente mais elevados no sumo

comercial do que no sumo manufaturado.
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longo do tempo.

4.3. Atividade Antioxidante — Teste DPPH

4.3.1. Analise descritiva

Para a quantificagdo da atividade antioxidante através do teste DPPH foi determinada a

reta de calibragdo a partir de solucdes padrdo de Trolox, Figura 8.
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Figura 8 — Reta de calibracdo de Trolox para determinagdo da atividade antioxidante através do
teste DPPH das amostras dos sumos estudados.

Esta reta permitiu relacionar os valores das absorvancias das amostras estudadas, com

os valores equivalentes a Trolox, nos diferentes tempos de armazenamento, tabela 7.

Tabela 7 — Valores médios do teste DPPH das amostras de sumo comercial € de sumo
manufaturado, expresso em valores médios e erro padrdo da média (SEM).

DPPH (equivalente Trolox pM TE /L) £ SEM
(y =-0,0011x + 0,0237; R =0,993)

Sumo verde comercial Sumo verde manufaturado
Amostra To Ti T2 Amostra To Ti T2
C, 8,64 +£ 0,23 10,13+0,30 | 8,75+0,09 M, 9,07 £0,28 8,36 + 0,09 9,39+0,11
C, 8,32+ 0,38 9,70 £ 0,11 8,86+ 0,14 M, 9,14+ 0,08 | 8,65+0,08 9,31 +0,12
C; 8,35+0,12 10,32 + 0,24 9,01 £0,02 M; 9,27+0,12 8,73+ 0,09 9,21 +£0,09
C, 8,47+ 0,25 9,70 £ 0,16 9,19+ 0,09 M, 9,05+0,10 8,45+ 0,13 9,25+ 0,03
Cs 8,04 + 0,30 9,76 £ 0,18 9,24 £ 0,31 M3 9,22 £0,22 8,42+ 0,12 9,33+0,17
Cs 8,23 +£ 0,03 8,15+ 0,01 8,02+ 0,01 M, 8,53+ 0,00 8,54+ 0,00 8,53 £ 0,00
C, 8,20+ 0,01 8,13 +0,01 7,99 £ 0,01 M, 8,53+ 0,00 8,53+ 0,00 8,53+ 0,00
Cmédio 8.32+0.07 9.41+0.34* 8.72+0,20 Mmedio 8.97+0.12 8.53+0.05 9.03+0.15
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* valores com diferenca significativa

Globalmente podemos observar que os valores médios obtidos do teste DPPH para os
sumos (manufaturado e comercial) variam de forma inversa ao longo do tempo e que os

valores iniciais e finais ndo parecem ser diferentes, Figura 9.
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Figura 9 — Atividade antioxidante média resultante do teste DPPH das 7 amostras de cada sumo,
nos 3 tempos To, T1, Ts.

Os resultados do presente estudo apresentam de uma forma geral valores médios de
DPPH (24,7 mM TE /g) s@o comparaveis aos reportados para a goiaba 25,2 mM TE/g
(Thaipong et al., 2006). No entanto estes resultados diferem dos reportados noutros
estudos onde se observaram valores mais baixos que no caso do pepino 33,67 mM
AAE/mL, (Tiwari et al., 2011) e mais elevados que os valores observados para sumos

verdes comerciais 0,95 mM TE (Wootton-Beard & Ryan, 2012).

Estes resultados devem no entanto ser comparados com cautela dado que de acordo com
G. Marinova e col. os valores de DPPH obtidos em diferentes estudos variam
substancialmente com os solventes usados, com as concentracdes das solucdes de
trabalho para o teste e com a razdo de volumes amostra/reagente DPPH (G. & V.,

2011).

4.3.2. Analise Estatistica

Os dados foram tratados estatisticamente com os mesmos objectivos de comparar:
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Caracteriza¢do da atividade antioxidante de sumos verdes comerciais e os seus equivalentes manufaturados, ao
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a) Os 2 sumos no que respeita aos valores de DPPH definindo “sumo” como fator
independente: sumo: 0 — comercial; 1 — manufaturado;
b) Os valores iniciais, intermédio e final de DPPH definindo “tempo” como fator

de medigdes repetidas: 0 — inicial; 1 — intermédio; 2 — final.

Tal como no caso dos FT verificou-se para o DPPH a existéncia de interagdo no modelo
de ANOVA de medigdes repetidas, pelo que as comparagdes entre sumos € entre
momentos ignorando essa interagdo devem ser feitas com cautela. Nesse pressuposto,
apos aplicagcdo do modelo ANOVA, os dados revelam uma interagdo significativa entre
o fator independente “sumo” e o fator de medicdes repetidas “tempo”, DPPH (p =
0.009). Saliente-se que, também neste caso, a poténcia observada foi superior a 80% o

que mostra que os efeitos observados ndo se devem ao acaso.

Salienta-se, no entanto, que a existéncia de interacdo no modelo de ANOVA de
medicoes repetidas para FT domina o modelo analitico, pelo que as comparagdes entre

sumos e entre momentos ignorando essa interacdo devem ser feitas com cautela.

Nestas condigdes, procedeu-se aos contrastes planeados na comparagao desse parametro
entre sumos, em cada um dos momentos definidos por “tempo”, e na comparacao dos
valores iniciais, intermédios e finais desse parametro para cada um dos sumos, grafico

na Figura 10.

Média marginal estimada de tempo
9200 -
9000 -
8800 -

8600 - manual
8400 === comercial

8200

Média marginal estimada

1 2 3
Tempo

Figura 10 — Comparagao das médias marginais estimadas em fun¢ao do tempo para o

teste DPPH.
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Verifica-se que em To, os valores médios de DPPH no sumo manufaturado sao
significativamente mais elevados do que no sumo comercial (p < 0.001), ndo se

registando diferengas significativas entre sumos nos restantes momentos de avaliagao.

No sumo comercial, os valores de DPPH aumentam significativamente de TO para T1 (p
= 0.004), diminuem nao significativamente de T1 para T2 (p = 0.094), mas mantém-se

mais elevados em T2 do que em TO (p = 0.017).

No sumo manufaturado verifica-se apenas aumento significativo de DPPH de T1 para

T2 (p = 0.050).

O tratamento estatistico sugere assim valores significativamente mais elevados no sumo
manufaturado do que no sumo comercial apenas no inicio, € também um

comportamento significativamente diferente, dos 2 sumos ao longo do tempo.
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4.4. Limitacoes e melhorias do trabalho

Existem poucos estudos que analisem sumos verdes ao longo do tempo, existindo assim

poucos dados de comparacao para o efeito do tempo observado neste estudo.

A falta de uniformidade nas condi¢des e nas variaveis estudadas nos estudos analisados
podem justificar a existéncia de resultados contraditdrios em alguns casos. Na maioria
dos estudos analisados apenas se analisou cada legume/vegetal separadamente e nao

qual o efeito do sumo, usando também varias unidades de medida diferentes.

Alguns estudos apresentam resultados contraditorios, apresentando apenas decréscimo
da capacidade antioxidante ao longo do tempo, como acontece no estudo de Nekvapil

sobre bebidas feitas a base de cha (Nekvapil et al., 2012).

De uma forma geral fatores como a espécie dos ingredientes utlizados, e o facto de os
sumos verdes comerciais terem acido ascorbico adicionado, podem ser fatores de
confundimento responsaveis pelas diferengas de comportamento dos resultados de
fenodis totais e capacidade antioxidante entre os sumos verdes comerciais € 0s SUmMos

verdes manufaturados.

Para se obter uma caracterizagdo correspondente a totalidade das propriedades
antioxidantes seria desejavel a realizagdo de mais testes de analise da atividade
antioxidante, analise dos extratos lipofilicos e hidrofilicos e de analise de mais métodos

de preparagao de sumos.

Numa fase posterior sugere-se o esclarecimento do efeito da ingestdo destes sumos em
parametros fisiologicos afim de avaliar a existéncia ou inexisténcia de beneficio para
saude, uma vez que a quantidade de alimentos antioxidantes ingerida ndo ¢

determinante do efeito benéfico expectavel (Tirzitis & Bartosz, 2010).
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5. CONCLUSAO

Globalmente este estudo revelou que os sumos analisados, especialmente o comercial,

contem uma quantidade de fendis totais e atividade antioxidante e apreciaveis.

O tratamento estatistico sugere valores significativamente mais elevados no sumo
comercial do que no sumo manufaturado e também um comportamento
significativamente diferente, no que respeita ao teor em fendis totais, dos 2 sumos ao

longo do tempo.

Os valores obtidos dos sumos comerciais ¢ manuais, imediatamente apds execucio
manufaturado/abertura do pacote, apresentam diferencas significativas no contetido
em fendis totais e nos valores de FRAP, tendo o sumo comercial valores superiores. No
teste de DPPH o sumo manufaturado apresenta valores significativamente mais

elevados.

Os valores obtidos apds 24h de armazenamento a 4°C revelam valores superiores para
o sumo comercial no que diz respeito ao conteudo em fenodis totais, teste FRAP e
DPPH. No teste de DPPH os sumos apresentam comportamentos diferentes (sumo

manufaturado com decréscimo e sumo comercial com aumento).

Os valores obtidos apés 72h de armazenamento a 4°C, revelam que mais uma vez o
conteido em fenois totais e teste FRAP do sumo comercial sdo significativamente
superiores a0 sumo manufaturado. No teste de DPPH o sumo manufaturado apresenta

valores significativamente mais elevados.

Os resultados obtidos permitem assim sugerir que, globalmente, a quantidade de fendis
totais e a atividade antioxidante dos sumos comerciais elaborados através do método

HPP e refrigerados a 4° C, ¢ superior a dos sumos elaborados por manufatura.
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