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RESUMO 

Suco de laranja é fonte de compostos benéficos à saúde, como vitamina C, flavonóides 

e carotenóides, que lhe conferem também propriedade antioxidante. Apesar de muito ser 

investigado sobre seus compostos bioativos e consequente capacidade antioxidante, há 

poucos trabalhos que relatem estimação do potencial antioxidante em sucos fresco e 

pasteurizado de laranja, que são as principais formas disponíveis para consumo no 

Brasil. Sendo assim o objetivo desse trabalho foi verificar se há diferença no potencial 

antioxidante nesses dois tipos de sucos. Para isso teores de vitamina C, fenólicos, 

carotenóides, e flavonóides (flavanonas glicosiladas narirutina, naringina, hesperidina, e 

flavonas polimetoxiladas sinensetina, nobiletina e tangeritina) foram medidos, e a 

capacidade antioxidante determinada por três diferentes ensaios, FRAP, ORAC e MTT, 

sendo este último utilizado pela primeira vez com suco de laranja. Dos três ensaios 

utilizados, o ORAC foi o que mostrou maiores resultados (cerca 700 vezes maior que 

MTT e 50 vezes maior que FRAP) e que podem apresentar maior relevância biológica 

por envolver a geração de radicais livres (peroxilas) de significância patológica, apesar 

disso o método MTT demonstrou ser uma alternativa viável para medir a capacidade 

antioxidante de suco de laranja, já que as amostras reduziram o reagente, comprovando 

seu caráter redutor. O processo de pasteurização pareceu influenciar os conteúdos de 

fenólicos e carotenóides totais, tendo os sucos pasteurizados menor concentração em 

relação aos sucos frescos. Em relação ao teor de vitamina C, que variou de 325 a 530 

mg/L, não houve diferença significativa entre os sucos frescos e pasteurizados. Quanto 

aos flavonóides os sucos frescos tiveram maiores concentrações de flavanonas 

glicosiladas, sendo a hesperidina a predominante (2637-3558 mg/L), enquanto os sucos 

pasteurizados tiveram maiores níveis de flavonas polimetoxiladas, tendo a nobiletina as 

maiores concentrações (10,86-16 mg/L). Os sucos demonstraram respostas semelhantes 

dentre os ensaios antioxidantes, indicando que suco de laranja, fresco ou processado, 

tem uma importante contribuição antioxidante para a dieta.  
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ABSTRACT 

Orange juice is source of beneficial compounds to health, such as vitamin C, flavonoids 

and carotenoids, which give also antioxidant properties. Although much be investigated 

on their bioactive compounds and antioxidant capacity resulting, there are few studies 

that report estimating the antioxidant potential in fresh and pasteurized juices of orange, 

which are the main forms available for consumption in Brazil. Thus the aim of this 

study was to observe the differences in the antioxidant potential in these two types of 

juices. For this vitamin C content, phenolics, carotenoids and flavonoids (flavanones 

glycosides narirutin, naringin, hesperidin and flavones polymethoxylated sinensetin, 

nobiletin and tangeritin) were measured, and the antioxidant capacity determined by 

three different assays, FRAP, ORAC, and MTT the latter being used for the first time 

with orange juice. Of the three trials used the ORAC was what showed better results (up 

to 700 times greater than MTT and 50 times greater than FRAP) and that may have 

greater biological relevance because it involves the generation of free radicals (peroxyl) 

of pathological significance, yet the MTT method proved to be a viable alternative to 

measure the antioxidant capacity of orange juice, with the samples reduced the reagent, 

demonstrating its reducing character. Pasteurization seem to influence the phenolic 

content and total carotenoids, with the pasteurized juice lower concentration compared 

to the fresh juice. Regarding the content of vitamin C, ranging 325-530 mg / L, was no 

significant difference between fresh and pasteurized juices. With regard to the fresh 

juice flavonoids had higher concentrations of flavanones glycosides, hesperidin is the 

predominant (2637-3558 mg/L), while the pasteurized juice had higher levels of 

flavones polymethoxylated, nobiletin having the highest concentration (10.86 to 16 

mg/L). The juices showed similar responses from the antioxidant assays, indicating that 

orange juice, fresh or processed, has an important contribution to the antioxidant diet. 
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1. INTRODUÇÃO 

O suco de laranja, o sabor de suco pronto de frutas mais consumido no mundo 

(CITRUS BR, 2014), é fonte de compostos benéficos à saúde, como vitamina C, 

flavonóides e carotenóides (LIU, 2013; FRANKE et al., 2005).  

A sua forma de consumo mais comum no Brasil é o fresco, extraído em 

espremedores manuais, muito freqüente em restaurantes e bares, porém, a tecnologia de 

produção permitiu vantagens na comercialização e consumo do suco, destacando-se o 

suco integral pasteurizado, que por permitir uma maior praticidade de aquisição e 

consumo, tem tido um aumento considerável em sua demanda nos últimos anos 

(NEVES, TROMBIN & KALAKI, 2013).  

Muito vem sendo investigado sobre os compostos bioativos presentes no suco de 

laranja e o seu potencial antioxidante (ESCOBEDO-AVELLANEDA et al., 2014; 

VELÁZQUEZ-ESTRADA et al., 2013; KELEBEK et al., 2009; XU et al., 2008; 

SÁNCHEZ-MORENO et al., 2003), e para isso tem sido cada vez mais freqüente a 

determinação desse potencial baseada em vários ensaios como ABTS, DPPH, FRAP e 

ORAC (BARRECA et al., 2013; BARROS, FERREIRA & GENOVESE, 2012; 

FLOEGEL et al., 2011; ZULUETA, ESTEVE & FRÍGOLA, 2009; FIORE et al., 2005), 

para uma melhor compreensão dos princípios dos antioxidantes da amostra.  

Entretanto estimação do potencial antioxidante em sucos fresco e pasteurizado 

de laranja, disponíveis para consumo no Brasil, pouco foi relatada, além do uso do 

ensaio MTT para essa finalidade em suco de laranja não ter sido descrito. Sendo assim, 

os objetivos desse trabalho foram os citados a seguir. 

2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 

- Verificar se há diferença no potencial antioxidante e no conteúdo dos 

compostos bioativos em sucos frescos e pasteurizados de laranja. 

2.2. Objetivos específicos 

- Determinar conteúdos de vitamina C, fenólicos totais, carotenóides totais e 

flavonóides (flavanonas glicosiladas e flavonas polimetoxiladas);



�

���

�

- Medir capacidade antioxidante dos sucos através de três diferentes métodos, 

FRAP, ORAC e MTT; 

3. REVISÃO DA LITERATURA 

3.1. Suco de Laranja 

A laranjeira é a árvore frutífera mais conhecida e cultivada no mundo, e seus 

pomares mais produtivos estão geograficamente localizados em regiões de clima 

tropical e subtropical, destacando-se o Brasil, Estados Unidos, China, México, Espanha 

e África do Sul (QUEIROZ & MENEZES, 2005). 

Aproximadamente 69 milhões de toneladas de laranja foram produzidas 

mundialmente em 2012, e destas 26% foi proveniente do Brasil, o maior produtor 

mundial (FAO, 2014). Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística 

(IBGE), a produção de laranja em 2013 no Brasil foi de aproximadamente 17 milhões 

de toneladas e se aproximou ao produzido no ano anterior, sendo a região Sudeste 

responsável por 79% de toda a produção, com 92% da região concentrada no estado de 

São Paulo, o maior produtor nacional, contribuindo com 73%. 

Em 2011 no Brasil, 33 mil toneladas de laranja in natura e 440 mil toneladas de 

suco concentrado foram destinadas à exportação (FAO, 2014). Ocorrendo dessa maneira 

a comercialização internacional do suco concentrado, e maior demanda da fruta in 

natura e suco fresco ao mercado interno, preparado regularmente em casas, bares e 

restaurantes (NEVES, TROMBIN & KALAKI, 2013), devido à grande disponibilidade 

da fruta em território nacional a preços acessíveis (PUPIN, DENIS & TOLEDO, 1998). 

Porém, o avanço da tecnologia de produção permitiu vantagens na 

comercialização e consumo do suco de laranja, destacando-se o suco integral 

pasteurizado, que é submetido a um tratamento térmico para inativação de enzimas e 

controle microbiológico, garantindo a esse produto maior estabilidade e vida-de-

prateleira. A pasteurização é realizada através de troca térmica entre o suco e o vapor 

d’água, em trocadores tipo placas ou tubulares, a temperatura de 90-95 °C durante 30-

60 segundos, após resfriado pode ser embalado em diferentes tipos de embalagem, 

sendo as mais utilizadas atualmente a cartonada asséptica e garrafas plásticas 

(QUEIROZ & MENEZES, 2005), que permitem maior praticidade de aquisição, por ter 
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um tempo de vida-de-prateleira prolongado, e consumo, não sendo necessário nenhum 

processamento para ingerir o produto, bastando abrir a embalagem. 

Assim como ocorre com o suco fresco, a demanda de consumo do suco 

pasteurizado também vem aumentando (NEVES, TROMBIN & KALAKI, 2013). Em 

2013 foram consumidos 200 milhões de litros de suco integral de frutas no Brasil, e 

destes 60 milhões foram de laranja, com aumento do seu consumo no país nos últimos 

anos, o sabor laranja é um dos sucos mais consumidos no mundo, com 45% do total de 

sucos de frutas prontos para beber (CITRUS BR, 2014).  

Composição do suco é baseada majoritariamente por água, açúcares e ácidos 

orgânicos, possuindo ainda fibras, proteínas, lipídeos, óleos essenciais, pectina e 

minerais (QUEIROZ & MENEZES, 2005), além de uma série de potentes antioxidantes 

como vitamina C, flavonóides e carotenóides, sendo considerado um alimento fonte 

desses fitoquímicos valiosos circulantes no sangue (FRANKE et al., 2005). 

3.2. Compostos bioativos presentes no suco de laranja

3.2.1. Vitamina C 

Vitamina C em suco de laranja é composta pelo L-ácido ascórbico, forma 

predominante e biologicamente ativa, e L-desidroascórbico que é inferior a 10% na 

composição da vitamina (RAPISARDA et al., 2008). Quando oxidado o ácido 

ascórbico é reversivelmente convertido a desidroascórbico (Figura 1), que também 

exibe atividade biológica (HERNÁNDEZ, LOBO & GONZÁLEZ, 2006). 

Figura 1. Esquematização da conversão reversível do ácido ascórbico a 

desidroascórbico. 

L-Ácido ascórbico L-desidroascórbico 
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A principal fonte de vitamina C na dieta humana são frutas e vegetais, e sua 

quantidade varia entre cultivares e tecidos, geralmente estando em maior concentração 

nos tecidos das cascas para proteger o fruto de stress externo causado pela luz e 

oxidação (LEE & KADER, 2000). 

Estudos demonstraram o papel protetor do ácido ascórbico na peroxidação 

lipídica (FREI et al., 1991; FREI, ENGLAND & AMES, 1989), oxidação do DNA 

(FRAGA et al., 1991) e na prevenção de complicações cardiovasculares (ASHOR et al., 

2014; KOTI et al., 2011; SALONEN et al., 2003), possivelmente por ser um efetivo 

redutor encerrando reações oxidativas em cadeia (GULÇIN, 2011), diminuindo assim 

os danos oxidativos causados por radicais livres. 

Segundo Tabart et al. (2010), o ácido ascórbico foi o composto predominante e 

responsável por 50% da capacidade antioxidante medida pelo método DPPH em suco 

de laranja. O mesmo foi constatado por Xu et al. (2008), em que o ácido ascórbico foi o 

principal contribuinte para a capacidade antioxidante total de sucos de Citrus, medida 

pelo ensaio DPPH e FRAP, tendo o suco de laranja maior atividade antioxidante devido 

ao seu maior teor de ácido ascórbico. Sánchez-Moreno et al. (2003), também avaliaram 

o conteúdo de compostos bioativos e sua contribuição à atividade antioxidante em sucos 

de laranja, e perceberam que a vitamina C teve capacidade antioxidante superior a 99%, 

presente em uma concentração média de 450 mg/L de suco, se assemelhando ao teor 

encontrado por Xu et al. (2008). 

3.2.2. Compostos Fenólicos 

Os compostos fenólicos são um dos mais importantes e numerosos grupos de 

metabólitos secundários do reino vegetal, sendo sintetizados pelas plantas durante o 

desenvolvimento normal e em resposta a diferentes situações de estresse e radiação UV 

(LIU, 2013). Estas substâncias são obtidas a partir de hidratos de carbono e possuem 

uma característica estrutural comum: um anel aromático com um ou mais substituintes 

hidroxilas, e é possível classificá-los com base no número de átomos de carbono 

constituintes, em conjunto com a estrutura do esqueleto de base fenólica, incluindo, por 

exemplo, fenóis simples como ácidos fenólicos, cumarinas, e polifenóis como 

flavonóides e taninos (FERNÁNDEZ et al., 2010). 

A ocorrência mais comum de compostos fenólicos em frutas cítricas inclui 

ácidos fenólicos e flavonóides (STINCO et al., 2013; KELEBEK & SELLI, 2011; 
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KELEBEK et al., 2009; XU et al., 2008). Os principais ácidos fenólicos são os ácidos 

hidroxicinâmicos (ácidos ferúlico, caféico, clorogênico, p-cumárico e sinápico), e os 

hidroxibenzóicos (ácidos gálico, vanílico e p–hidroxibenzóico), totalizando uma 

concentração de aproximadamente 80 mg/L de suco (KELEBEK & SELLI, 2011). 

Quanto aos flavonóides ocorrem na forma de flavanonas agliconas e glicosiladas, 

flavonas polimetoxiladas e flavonóis glicosídeos (ESCOBEDO-AVELLANEDA et al., 

2014). 

Propriedades benéficas de compostos fenólicos têm sido relatadas, incluindo 

proteção cancerígena (LIU, 2013; BIRT, HENDRICH & WANG, 2001; KNEKT et al., 

1997; SO et al., 1996) e coronária (LIU, 2013), possivelmente conseqüentes de seu 

potencial antioxidante, devido à presença de hidroxilas ligadas ao anel aromático 

presente em sua estrutura química (GULÇIN, 2011; HOLLMAN, 2001). 

Stella et al. (2011) ao avaliarem os compostos fenólicos totais em sucos de 

laranja industrializados, encontraram um teor de 18 a 54 mg equivalentes em ácido 

gálico/100 mL, e quanto maior a concentração desses compostos, maior atividade 

antioxidante foi observada nos sucos. 

3.2.3. Flavonóides

Os flavonóides são metabólitos secundários de plantas, definidos quimicamente 

como substâncias compostas por um núcleo 1,3-difenilpropano, estrutura base dos 

flavonóides, que consiste de dois anéis aromáticos ligados por uma estrutura de três 

carbonos (Figura 2), e substituintes em uma ou mais hidroxilas (BIRT, HENDRICH & 

WANG, 2001). 

Figura 2. Estrutura química comum dos flavonóides. 
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O número e posição dos substituintes hidroxila e metoxila no anel B influenciam 

a capacidade do flavonóide em doar elétrons, e consequentemente eliminar radicais 

livres (BARRECA et al., 2013). 

Além de atuarem como pigmentos, os flavonóides cítricos possuem propriedades 

antioxidante (BARRECA et al., 2013; BARROS, FERREIRA, GENOVESE, 2012; YE 

et al., 2011), anti-inflamatória (WANG; ZHOU; LIN, 2011), anticarcinogênica 

(ZHANG et al., 2014; WANG; ZHOU; LIN, 2011; PRASAD et al., 2010; WALLE, 

2007; MANTHEY & GUTHRIE, 2002), antiúlcera (BIGONIYA & SINGH, 2014), 

hipolipemiante (KUROWSKA & MANTHEY, 2004), antiaterogênica (MULVIHILL & 

HUFF, 2012; PARMAR & KAR, 2007), antimicrobiana (BARRECA et al., 2013; 

ORTUNO et al., 2006), e vêm despertando interesse em várias investigações científicas 

(GREEN et al., 2013; AVIOR et al., 2013; CHEN et al., 2012; MORAND et al., 2011; 

KANNAPPAN & ANURADHA, 2010).  

Principais flavonóides identificados em suco de laranja são as flavanonas 

glicosiladas hesperidina, narirutina, naringina e as flavonas polimetoxiladas nobiletina, 

sinensetina e tangeritina (BAI et al., 2013; STINCO et al., 2013; VELÁZQUEZ-

ESTRADA et al., 2013; KELEBEK et al., 2009; PUPIN, DENNIS & TOLEDO, 1998), 

que estão esquematizados quimicamente na figura 3. 

Figura 3. Estrutura química dos principais flavonóides identificados em suco de 

laranja. 

Estrutura química Flavanonas 

Glicosiladas 

       R1 R2 R3 

Hesperidina Rutinose OH OCH3

Narirutina Rutinose H OH 

Naringina Neohesperidose H OH 
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De acordo com Arabbi, Genovese e Lajolo (2004) a ingestão de flavonóides pela 

população brasileira é de em média 86 mg/dia para homens e 79 mg/dia para mulheres, 

tendo como principal fonte da dieta a laranja.  

3.2.4. Carotenóides

Os carotenóides são uma classe de pigmentos amplamente distribuídos na 

natureza, e que conferem a coloração característica da casca e polpa da laranja (Gama e 

Sylos, 2005). A sua concentração em suco de laranja varia de acordo com a variedade 

da fruta, mas em geral os predominantes são luteína, �-criptoxantina, violaxantina, 

zeaxantina, anteraxantina e �-caroteno (WIBOWO et al., 2015; GAMA & SYLOS, 

2005; LEE & COATES, 2003; SÁNCHEZ-MORENO et al., 2003). 

Possuem grande diversidade estrutural e exercem efeitos benéficos à saúde, 

como atividade antioxidante, influência na comunicação celular por junções de hiato, 

efeito protetor na lesão hepática induzida por álcool, potencial fotoprotetor, atividade 

anticancerígena e prevenção de doenças cardiovasculares (NISHINO et al., 2009; 

TAPIERO, TOWNSEND & TEW, 2004).  

Alguns carotenóides como carotenos (�- �- �- caroteno) e algumas xantofilas (�-

criptoxantina), por possuírem um anel �-ionona em sua estrutura (Figura 4), exercem 

também a atividade de se converterem à vitamina A, muito necessária para manter a 

visão e o tecido superficial da pele saudáveis (MELÉNDEZ-MARTÍNEZ, VICARIO & 

HEREDIA, 2004). 

Estrutura química Flavonas 

Polimetoxiladas 

R1 R2 R3 

Nobiletina OCH3 OCH3 OCH3 

Sinensetina OCH3 H OCH3 

Tangeritina OCH3 OCH3 H 
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Figura 4. Estrutura química de carotenóides comuns em suco de laranja 

(Mélendez-Martínez, Vicario & Heredia, 2007). 

A série de ligações duplas conjugadas de carbono-carbono são também 

denominadas como cromóforos, por conferir aos carotenóides sua coloração 

característica e a propriedade de absorver luz (RODRIGUEZ-AMAYA, 1999). Quando 

a luz é absorvida, a molécula passa do seu estado normal, com pouca energia, para o 

estado excitado, rico em energia (SCHOEFS, 2002). Esses estados de energia 

correspondem às bandas de espectro de absorção, e nos carotenóides há 3 típicas bandas 

em função dos cromóforos (Figura 5), assim quanto maior o número de ligações duplas, 

maior o comprimento de onda máximo (RODRIGUEZ-AMAYA, 1999). Modificações 

nos circuito dos elétrons nessas ligações duplas acarretam em mudanças nos seus 

espectros de absorção (Figura 5), o que permite identificar os diferentes carotenóides 

através de métodos espectrofotométricos (SCHOEFS, 2002). 
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Figura 5. Espectros de absorção de licopeno (__), �-caroteno (- - -), �-caroteno (....), e 

�-caroteno (-.-.-.) em éter de petróleo. (RODRIGUEZ-AMAYA, 1999). 

Essas ligações duplas, características da estrutura dos carotenóides também 

contribuem para sua instabilidade, principalmente na presença de oxigênio, luz e calor, 

por isso autores vêm investigando o efeito do tratamento térmico no seu conteúdo em 

sucos de laranja pasteurizados. Gama e Sylos (2007) constataram uma composição de 

carotenóides semelhantes para suco fresco e pasteurizado, mas apesar dos teores 

individuais terem sido diferentes o conteúdo total entre os sucos não se diferiram 

significativamente. O contrário foi encontrado por Cortés et al. (2006), que observaram 

uma diminuição significativa de 12% no conteúdo total dos carotenóides, nos sucos 

pasteurizados, quando comparado ao suco não tratado termicamente. 

Lee e Coates (2003) constataram uma perda significativa no teor dos 

carotenóides 5,6-epóxidos violaxantina e anteraxantina, que foram isomerizados a 5,8-

epóxidos luteoxantina e mutatoxantina, tendo esses últimos seus conteúdos aumentados. 

O mesmo foi observado por Vervoort et al. (2011). Já os carotenos com pró-atividade 

de vitamina A,  �-caroteno, �-caroteno e �-criptoxantina, não tiveram mudanças 

significativas em seus teores após a pasteurização (LEE & COATES, 2003).  
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3.3. Capacidade antioxidante

Radicais livres são espécies químicas, altamente reativas, que por possuírem um 

ou mais elétrons desemparelhados, capturam elétrons de outras moléculas, como ácidos 

nucléicos, proteínas e lipídeos, para estabilizar sua configuração eletrônica (GULÇIN, 

2011). Quando presentes em altas concentrações no organismo podem provocar danos 

oxidativos (LITESCU, EREMIA & RADU, 2011), resultando em morte celular, e 

consequente doenças degenerativas como câncer, complicações cardiovasculares, 

catarata entre outras (LIU & NAIR, 2010).  

Para evitar que isso aconteça, os compostos antioxidantes desempenham um 

importante papel fisiológico de encerrar as reações de oxidação, através da remoção ou 

neutralização dos radicais livres intermediários, impedindo que reações de oxidação em 

cadeia aconteçam (LIU & NAIR, 2010). 

Espécies reativas de oxigênio (ROS) radicalares, como hidroxila (HO•), 

superóxido (O2•-), peroxila (ROO•), são um tipo de radicais livres, resultantes do 

metabolismo oxidativo normal do organismo, essencial para a sobrevivência das células 

(PASCU et al., 2014; BARREIROS, DAVID & DAVID, 2006). Porém em condições 

de desequilíbrio, com baixos níveis de antioxidantes e elevados de ROS, denominado 

como stress oxidativo, pode haver danos no DNA e conduzir a mutações, câncer, dentre 

outras patologias (GULÇIN, 2011). 

Quando a quantidade de antioxidantes endógenos não atinge um nível mínimo 

adequado para evitar essa condição, torna-se necessário a sua obtenção através da dieta. 

De acordo com Gulçin (2011) os principais antioxidantes da dieta são vitamina C, 

tocoferóis, carotenóides e flavonóides. 

De quinze cultivares de Citrus, dentre eles laranja, toranja, tangerina e limão, 

investigados por Xu et al. (2008), as variedades de laranja foram as que apresentaram 

maior conteúdo de ácido ascórbico, compostos fenólicos totais,  flavanonas glicosiladas 

e conseqüente capacidade antioxidante. Yang et al. (2013) demonstraram a importância 

do consumo do suco de laranja na promoção da saúde, contribuindo significativamente 

com o aumento da ingestão de antioxidantes, em relação aos indivíduos que não 

ingeriram o suco. 

Na estimativa da capacidade antioxidante total, feita por Yang et al. (2011), suco 

de laranja foi o terceiro principal contribuinte da dieta, perdendo apenas para chás e 

suplementos de vitamina C, com resultado de 27 mg equivalentes em vitamina C, 
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medido pelo ensaio ABTS. Stella et al. (2011) também encontraram resultados 

semelhantes, ao medirem a capacidade antioxidante de sucos de laranja prontos para 

consumo, que variaram de 7-40 mg/mL equivalente em vitamina C, medido pelo 

mesmo ensaio. 

Pellegrini et al. (2003) avaliaram a capacidade antioxidante de diversos vegetais, 

frutas, óleos e bebidas. De um total de 34 bebidas, dentre elas alcoólicas e não 

alcoólicas, o suco de laranja foi o que demonstrou maior potencial antioxidante através 

do método de redução do ferro (FRAP).  

Ao investigarem a capacidade antioxidante de polpas e cascas de citrus 

brasileiros, Barros, Ferreira e Genovese (2012) constataram que o método FRAP 

demonstrou maior capacidade antioxidante em polpas de laranjas, quando comparado 

com o método DPPH, além de a capacidade antioxidante observada não ser resultante 

de um único composto fitoquímico, mas sim de uma correlação tanto com ácido 

ascórbico quanto com os compostos fenólicos. O que se assemelha ao encontrado por 

Tounsi et al. (2011) em que ácidos fenólicos e vitamina C desempenharam papel 

importante na capacidade antioxidante de sucos de citrus, dentre eles, limão, tangerina, 

laranja sanguínea e amarga. 

Diferentemente, Seeram et al. (2008) que ao medirem o poder antioxidante de 

suco de laranja, atribuíram essa capacidade somente ao teor de polifenóis.  

Em seu estudo, Zulueta, Esteve e Frígola (2009) demonstraram maiores valores 

de capacidade antioxidante para suco de laranja, medido pelo método ORAC, quando 

comparado ao ensaio TEAC, que utiliza como radical o ABTS�+. Já Barreca et al.

(2013), constataram que suco de tangelo, um híbrido de tangerina e toranja, demonstrou 

maior atividade pelo ensaio de FRAP, seguido pelo ensaio de seqüestro de radicais 

hidroxilas, ABTS e por último DPPH, tendo a fração de flavonóides grande 

contribuição nessa atividade antioxidante, sendo a principal responsável no ensaio de  

eliminação de radicais hidroxilas e ABTS. 

Floegel et al. (2011) ao investigarem frutas, bebidas e vegetais, observaram uma 

capacidade antioxidante maior medida pelo método ABTS em relação ao ensaio DPPH. 

O que corrobora ao encontrado por Fiore et al. (2005), ao avaliarem a capacidade 

antioxidante de sucos de laranja pasteurizado e esterilizado, o ensaio ABTS demonstrou 

maior resultado em relação ao DPPH. 
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Considerando que o ensaio ABTS é baseado na formação de um radical 

aplicável a antioxidantes hidrofílicos e lipofílicos, diferentemente do radical DPPH que 

é dissolvido em solventes orgânicos, sendo mais aplicáveis em sistemas hidrofóbicos, 

poderia se justificar essa baixa estimativa antioxidante observada na maioria dos 

trabalhos que fazem comparação entre os métodos existentes (BARROS, FERREIRA & 

GENOVESE, 2012; FLOEGEL et al., 2011; FIORE et al., 2005). 

As divergências encontradas quanto ao composto bioativo responsável pela 

capacidade antioxidante do suco de laranja, pode ser devida à diversidade estrutural 

desses fitoquímicos, sua concentração, e outros fatores como temperatura, luz, tipo de 

substrato da reação e outros componentes que atuam como pró-oxidantes ou agentes 

sinérgicos (GULÇIN, 2011), além dos diferentes mecanismos de ação exercidos por 

eles, como eliminação dos radicais livres, capacidade quelante, neutralização de 

oxigênio singlete e decomposição de peróxido de hidrogênio (CIZ et al., 2010).  

3.4. Determinação da capacidade antioxidante

O método ideal para determinar a capacidade antioxidante deve avaliar os efeitos 

de um determinado composto em controlar, reduzir ou impedir a oxidação, em 

condições de reação que mimetizem as encontradas em stress oxidativo (GULÇIN, 

2011). 

Para isso um processo de oxidação é induzido, submetendo um substrato a um 

oxidante e um iniciador, e a medição dos produtos intermediários e/ou finais dessa 

reação é utilizada para determinar a possível atividade antioxidante exercida pelo 

composto. Como iniciadores pode-se empregar o aumento da temperatura, exposição à 

luz, agitação para aumentar o contato entre reagentes e fontes de radicais livres, e adição 

de catalisadores como cobre e ferro, sendo estes metais de transição os iniciadores mais 

comuns em sistemas biológicos e alimentares (ANTOLOVICH et al., 2002). 

Gulçin (2011) descreveu os principais métodos comumente usados, sendo 

aqueles que medem o poder de redução do antioxidante, como acontece com o FRAP e 

CUPRAC, que determinam a capacidade de reduzir íons de ferro e cobre, 

respectivamente, os que medem o consumo de oxigênio durante a reação, como ocorre 

com ORAC e TRAP, os que eliminam radicais, como ABTS e DPPH, os que medem a 

capacidade antioxidante total como o Folin-Ciocalteu e o de Tiocianato, tendo ainda os 



�

���

�

eliminadores de radicais aniônicos superóxido, óxido nítrico, peróxido de hidrogênio, 

oxigênio singlete e por fim quelantes de metais. 

A ausência de substrato na reação, como ocorre em ensaios com ABTS, são 

considerados artificiais e não simulam/imitam de forma adequada os processos em 

sistemas fisiológicos (ANTOLOVICH et al., 2002). O método ABTS é baseado na 

geração de um radical ABTS · + (ácido 2,2 '-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico), 

com coloração azul-verde e que pode ser reduzido por antioxidantes, e o ensaio de 

DPPH baseia-se na redução do DPPH (1,1-difenil-2-picril hidrazila), roxo. Ambos os 

testes são convenientes na sua aplicação e amplamente empregados, no entanto, são 

limitados por utilizarem radicais não fisiológicos, não podendo dessa maneira, 

extrapolar os resultados para o sistema biológico (FLOEGEL et al., 2011). 

Os métodos podem ser classificados de acordo com o mecanismo de reação: os 

que são baseados na transferência de elétrons, que medem a capacidade de um 

antioxidante reduzir um oxidante, o que acontece, por exemplo, no método FRAP; e 

aqueles baseados na transferência de átomos de hidrogênio, em que há uma competição 

entre o antioxidante e o substrato por peroxilas gerados termicamente através da 

decomposição de compostos azos, com a quantificação feita a partir de uma curva 

cinética, como é o caso do ORAC (HUANG, OU & PRIOR, 2005).   

Os ensaios existentes se diferem em relação ao mecanismo e condições das 

reações, as espécies oxidantes/radicais utilizados e a forma de expressar os resultados 

(GULÇIN, 2011). Dessa maneira não é recomendado medir a capacidade antioxidante 

através de um único método, e vem sendo cada vez mais freqüente a determinação 

baseada em vários ensaios (ALAM, BRISTI & RAFIQUZZAMAN, 2013), para uma 

melhor compreensão dos princípios dos antioxidantes da amostra (CIZ et al., 2010). 

3.4.1. Ensaio MTT

O MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio] é um ensaio 

colorimétrico estabelecido para medir a atividade de enzimas mitocondriais, com  

monitoramento da formação de Formazan, de coloração púrpura a 570 nm, formado 

como produto de redução enzimática do MTT (Figura 6) com coloração amarela a 410 

nm (LIU & NAIR, 2010).  
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Figura 6. Redução do MTT a Formazan (Liu e Nair, 2010). 

Este método é amplamente utilizado para determinar a toxicidade celular de 

compostos naturais e sintéticos (HÜBSCH et al., 2014; AHMADIAN et al., 2009; 

MAHMOUDI et al., 2009; CETIN & BULLERMAN, 2005), e também foi relatado 

para avaliar qualitativamente o potencial antioxidante de extratos de plantas 

(MURAINA, SULEIMAN & ELOFF, 2009). Sendo assim, Liu e Nair (2010) utilizaram 

estas informações preliminares e refinaram do uso do MTT como uma ferramenta para 

medir quantitativamente o potencial antioxidante de uma variedade de extratos de 

produtos naturais e compostos puros.  

Possui como vantagens ser rápido e pouco dispendioso, pois requer apenas um 

reagente (MTT) e solventes como água e DMSO (dimetilsulfóxido). O tempo de reação 

é relativamente curto e a absorbância pode ser lida usando um leitor de placas ou um 

espectrofotômetro UV-VIS, permitindo a determinação do potencial antioxidante de um 

grande número de amostras (LIU & NAIR, 2010). Além de poder mimetizar o sistema 

biológico, por ser reduzido por enzimas. 

3.4.2. Ensaio FRAP

O ensaio “Habilidade do plasma em reduzir o ferro” (FRAP) foi desenvolvido 

por Benzie e Strain (1996) para determinar o poder antioxidante do plasma de humanos 

através do mecanismo de redução do ferro, já que importantes espécies reativas 

biológicas (oxidantes) são inativadas por agentes redutores, que é o que ocorre nas 

denominadas reações de oxirredução.  
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Os antioxidantes presentes na amostra reduzem o complexo [Fe3+-(TPTZ)2]
3+ a 

[Fe2+-(TPTZ)2]2+ (Figura 7), causando alteração de cor na reação. Essa alteração é 

determinada pelo aumento da absorbância e é proporcional à concentração de 

antioxidantes obtendo-se uma curva linear, quando a mudança de cor pára é atingido o 

ponto final da reação (HUANG, OU & PRIOR, 2005). 

Figura 7. Reação de redução para ensaio FRAP (GULÇIN, 2011). 

  

Resultados tem sido expressos em μmol equivalentes de ferro (SEERAM et al., 

2008; PELLEGRINI et al., 2003) ou trolox (BARROS, FERREIRA & GENOVESE, 

2012). 

3.4.3. Ensaio ORAC 

Ensaio ORAC (Capacidade de Absorção de Radical Oxigênio) mede a 

diminuição da fluorescência, de uma sonda fluorescente, como resultado da perda de 

sua conformação quando sofre danos oxidativos, causados por uma fonte de radicais 

peroxilas (ZULUETA, ESTEVE & FRÍGOLA, 2009). 

A reação é baseada na transferência de átomos de hidrogênio, e para que ela 

aconteça são necessários um iniciador de radical azo, normalmente AAPH (2,2’- Azobis 

(2-metilpropionamidin) dihidroclorido), uma sonda molecular de UV ou fluorescência, 

como ß-ficoeritrina e fluoresceína, para monitoração do progresso da reação, o 

antioxidante, e parâmetros cinéticos de reação para quantificar a capacidade 

antioxidante (HUANG, OU & PRIOR, 2005). 

Fluoresceína (FL) (3 ', 6'-dihydroxyspiro [isobenzofurano-1 [3 H ], 9 '[9 H ]-

xanten]-3-ona) uma sonda sintética não protéica, proposta por Ou, Hampsch-Woodill, e 

Prior (2001), supera as limitações de  inconstância entre lotes, instabilidade à luz e 

interações com polifenóis da ß-ficoeritrina (B-PE), uma proteína fluorescente que era 

utilizada na primeira versão do método desenvolvido por Cao, Alessio e Cutler (1993).  
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CAPÍTULO II: COMPOSTOS BIOATIVOS E CAPACIDADE 

ANTIOXIDANTE EM SUCOS FRESCOS E COMERCIAIS 

PASTEURIZADOS DE LARANJA 



�

�	�

�

RESUMO 

Sucos frescos e pasteurizados de laranja foram analisados para verificar se seus 

compostos bioativos e potencial antioxidante se diferenciavam. Foram determinados 

seus teores de vitamina C, compostos fenólicos totais, carotenóides totais, flavanonas 

glicosiladas (narirutina, naringina e hesperidina), flavonas polimetoxiladas (sinensetina, 

nobiletina e tangeritina), e capacidade antioxidante por três diferentes ensaios, FRAP, 

ORAC e MTT. Sucos frescos tiveram concentração significativamente maior de 

fenólicos e carotenóides totais, indicando que o processo de pasteurização pode ter 

influenciado em seus conteúdos. Quanto ao teor de vitamina C não houve diferença 

significativa entre os sucos frescos e pasteurizados, variando de 325 a 530 mg/L. 

Quanto aos flavonóides os sucos frescos tiveram maiores concentrações de flavanonas 

glicosiladas, sendo a hesperidina a predominante (2637-3558 mg/L), enquanto os sucos 

pasteurizados tiveram maiores níveis de flavonas polimetoxiladas, tendo a nobiletina as 

maiores concentrações (10,86-16 mg/L). Os sucos demonstraram respostas semelhantes 

dentre os ensaios antioxidantes, e com maior potencial quando comparado ao suco de 

outras frutas, indicando que suco de laranja, fresco ou processado, tem uma importante 

contribuição antioxidante para a dieta.  
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ABSTRACT 

Fresh juices and orange pasteurized were analyzed to see if their bioactive compounds 

and antioxidant potential differed. Were determined their vitamin C content, total 

phenolic compounds, total carotenoids, flavanones glycosides (narirutin, naringin and 

hesperidin), flavones polymethoxylated (sinensetin, nobiletin and tangeritin), and 

antioxidant capacity of three different tests, FRAP, ORAC and MTT. Fresh juice had 

significantly higher concentrations of phenolics and carotenoids, indicating that 

pasteurization may have influenced its content. As for the vitamin C content was no 

significant difference between fresh and pasteurized juices, ranging 325-530 mg/L. 

With regard to the fresh juice flavonoids had higher concentrations of flavanones 

glycosides, hesperidin is the predominant (2637-3558 mg/L), while the pasteurized 

juice had higher levels of flavones polymethoxylated, nobiletin having the highest 

concentration (10.86 to 16 mg/L). The juices showed similar responses from the 

antioxidant assays and greater potential compared to other fruit juice, indicating that 

orange juice, fresh or processed, has an important contribution antioxidant to the diet. 
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1. INTRODUÇÃO 

O stress oxidativo, causado pelo desequilíbrio entre os níveis endógenos de 

antioxidantes e radicais livres, desencadeia um processo inflamatório crônico no 

organismo, que por sua vez acarreta em várias patologias, dentre elas asma 

(ZANATTA, MICHELOTTO JUNIOR & NISHIYAMA, 2012), diabetes, doenças 

cardiovasculares e câncer (MARNETT, 2012).

O Brasil é um dos principais produtores mundiais de suco de laranja, que tem 

demonstrado relevante capacidade antioxidante devido aos seus compostos bioativos 

como vitamina C, ácidos fenólicos, flavonóides e carotenóides, que isoladamente 

também demonstraram efeitos benéficos como proteção na oxidação do DNA, na 

carcinogênese, na degeneração macular relacionada à idade, na peroxidação lipídica, 

prevenção de complicações cardiovasculares, ação anti-inflamatória, anti-úlcera e 

hipolipemiante (FRAGA et al., 1991; ZHANG, 2014; SANGIOVANNI et al., 2007;

FREI et al., 1991; MULVIHILL & HUFF, 2012; WANG, ZHOU & LIN, 2011; 

BIGONIYA & SINGH, 2014; KUROWSKA & MANTHEY, 2004). 

A importância do consumo de suco de laranja na promoção da saúde 

(FOROUDI et al., 2014; APTEKMANN & CESAR, 2013; YANG et al., 2013; O’NEIL 

et al., 2012; MORAND et al., 2011; GHANIM et al., 2010) e seu papel antioxidante 

(FOROUDI et al., 2014; YANG et al., 2011; NASSER et al., 2011; PELLEGRINI et 

al., 2003; SÁNCHEZ-MORENO et al., 2003a) vêm sendo relatada na literatura, mas há 

poucos estudos sobre estimação do potencial antioxidante em sucos fresco e 

pasteurizado de laranja, que são as principais formas disponíveis para consumo no 

Brasil.  

A capacidade antioxidante de suco de laranja tem sido determinada por mais de 

um ensaio (BARRECA et al., 2013; VELÁZQUEZ-ESTRADA et al., 2013; BARROS, 

FERREIRA & GENOVESE, 2012; KLIMCZAK et al., 2007; FIORE et al., 2005), para 

uma melhor compreensão dos princípios dos antioxidantes presentes no suco. 

Recentemente foi relatada a possibilidade do uso do método colorimétrico MTT, 

amplamente aplicado em ensaios de toxicidade celular, para se determinar atividade 

antioxidante de compostos puros e extratos de plantas (LUI & NAIR, 2010). 

Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi verificar se há diferença no conteúdo 

dos compostos bioativos e capacidade antioxidante em dois tipos de sucos de laranja, 



�

���

�

fresco e pasteurizado, determinando essa capacidade antioxidante por três diferentes 

métodos, FRAP, ORAC e MTT.  

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1. Amostras 

As amostras consistiram de sucos integrais de laranja, sem adição de água, 

açúcares e conservantes. Para isso sucos comerciais pasteurizados de duas diferentes 

marcas, e laranjas das principais variedades (Pera e Lima) disponíveis no varejo do 

município de Araraquara (SP, Brasil), foram adquiridos. Para obtenção dos sucos 

frescos, as laranjas com as sementes retiradas foram espremidas manualmente em 

extrator Skymsen® (Brusque, SC, Brasil). Três lotes de cada tipo de suco foram 

analisados. 

Imediatamente após a extração dos sucos frescos, e abertura da embalagem dos 

sucos pasteurizados, foram determinados o conteúdo de vitamina C e características 

físico-químicas. Os sucos foram mantidos a temperatura -20 ºC, até o término das 

demais análises. 

2.2. Reagentes e padrões 

Acetonitrila e metanol grau-HPLC foram adquiridos de J. T. Baker (México); 

ácido ferúlico, [3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] (MTT), 

6-hidroxi-2-ácido carboxílico-2 ,5,7,8-tetrametilcromano (Trolox), 2,4,6-tripiridil-s-

triazina (TPTZ), 2,2-Azobis(2-metilpropionamidina) dihidroclorida (AAPH), naringina 

e hesperidina foram da Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, Missouri, EUA); 

narirutina, sinensetina, nobiletina e tangeritina foram de Chromadex (Irvine, CA, EUA); 

ácido ascórbico, ácido oxálico, acetato de sódio, carbonato de sódio, dimetilsulfóxido 

(DMSO), dimetilformamida (DMF), éter de petróleo e metanol foram da Synth 

(Diadema, SP, Brasil); diclorofenol-2,6-indofenol, cloreto de ferro III, hidróxido de 

sódio e ácido acético foram obtidos da Vetec (RJ, Brasil); ácido clorídrico e fosfato de 

potássio foram da Qhemis (SP, Brasil); reagente Folin-Ciocalteau de Dinâmica (SP, 

Brasil); ácido gálico foi obtido de Mallinckrodt Chemicals (Phillipsburg, NJ, EUA); e 

fluoresceína de Acros Organics (Nova Jersey, EUA). 
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2.3. Determinações físico-químicas 

A fim de caracterizar as amostras, sólidos solúveis, acidez total titulável, ratio e 

pH foram determinados. Sólidos solúveis e acidez total titulável foram determinados de 

acordo com AOAC (1990), Ratio foi calculado através da relação entre °Brix/acidez e 

valor de pH medido por pHmetro Marconi®, modelo PA 200.  

2.4. Determinação de compostos bioativos 

2.4.1. Determinação de vitamina C 

O conteúdo de ácido ascórbico foi determinado através de titulometria, que se 

baseia na redução do 2,6-diclorofenol indofenol pelo ácido ascórbico, segundo AOAC 

(1990), com substituição do solvente extrator ácido metafosfórico por ácido oxálico, de 

acordo com Benassi e Antunes (1988). 

2.4.2. Determinação fenólicos totais 

Fenólicos totais foram determinados de acordo com Singleton e Rossi (1965). 

Para isso, extratos das amostras foram obtidos da seguinte maneira: 2 mL de suco e 10 

mL de mistura metanol:água (30:70, v/v) foram mantidos em banho ultrassom por 15 

minutos. Em seguida, centrifugou-se a 10.000 rpm durante 15 minutos. Alíquotas de 0,5 

mL do sobrenadante e 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu 10% foram misturados e 

deixados em repouso por 5 minutos. Decorrido esse tempo, 2 mL de Na2CO3 7,5% 

foram adicionados, seguido de aquecimento em banho-maria durante 5 minutos a 50 ºC. 

Depois de resfriado, absorbância foi medida a 760 nm em espectrofotômetro Beckman 

(DU® 640). 

Os resultados expressos em mg/100 mL de suco foram calculados através de 

curvas de calibração de soluções aquosas de ácido ferúlico (20 a 100 μg/mL) e ácido 

gálico (20 a 70 μg/mL), vide anexo 1 e 2, respectivamente.

2.4.3. Determinação de carotenóides totais 

O conteúdo de carotenóides totais foi medido espectrofotometricamente como 

procedeu Lima et al. (2005). A extração dos carotenóides foi realizada centrifugando as 

amostras com metanol a 10.000 rpm a 20 ºC durante 10 minutos, repetindo esse 
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procedimento até que o precipitado ficasse incolor. Os extratos metanólicos foram 

misturados e separados por partição em funil de separação contendo éter de petróleo.  

A fração etérica obtida contendo os pigmentos foi lavada exaustivamente com 

água até a retirada total do metanol, e levada a um volume em balão volumétrico. A 

absorbância foi medida em espectrofotômetro Beckman (DU® 640) a 450 nm, os 

resultados foram expressos em (mg/L) equivalentes �-caroteno, usando o coeficiente de 

absortividade em éter de petróleo de 2592 (RODRIGUEZ-AMAYA, 1999). 

2.4.4. Identificação e quantificação de flavonóides 

A identificação e quantificação dos flavonóides foi realizada usando HPLC 

Shimadzu (Kyoto, Japão) modelo Prominence, acoplado com detector de arranjo 

fotodiodo (SPD-20A), injetor automático (SIL-20A), e coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 

μm) Thermo Scientific (Waltham, MA, EUA) a 30 ºC. As condições cromatográficas 

consistiram de gradiente com água (A) e acetonitrila (B) como se segue: 5-25% de B (0-

25 min), 25-100% de B (25-35 min), 100% de B (35-40 min), 100-5% de B (40-45 

min), permanecendo 5% de B (45-55 min) como feito por Barreca et al. (2013). O 

volume de injeção foi 20 μL a um fluxo de 1 mL/min. A detecção das flavanonas 

glicosiladas (FGs) foi a 280 nm e das flavonas polimetoxiladas (FPMs) a 330 nm. 

Os sucos foram extraídos com DMF (1,25:1) e submetidos a aquecimento em 

banho-maria por 10 min a 90 ºC. Depois de resfriadas, as soluções foram centrifugadas 

a 5.000 rpm por 10 min, e as alíquotas do sobrenadante filtradas em membrana 0,20 μ  e 

injetadas no cromatógrafo. 

FGs e FPMs contidos nos sucos foram identificados por comparação do seu 

tempo de retenção e o espectro UV com os dos padrões. A quantificação foi feita 

através de curva de calibração (vide anexo 3 a 8) de soluções padrões preparadas de 

acordo com Mouly, Gaydou e Auffray (1998), com faixas de concentração de: 

narirutina (5-80 μg), naringina (0,5-4 μg), hesperidina (100-1000 μg), sinensetina (0,05-

1,25 μg), nobiletina (0,25-1,25 μg) e tangeritina (0,03-0,25 μg). 

2.5. Determinação atividade antioxidante 

2.5.1. MTT 

O ensaio MTT foi realizado como descrito por Liu e Nair (2010), em que 190 

μL de MTT (1 mg/mL) dissolvido em água, juntamente com 50 μL de suco ou padrão 
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ácido ascórbico e 1 mL de DMSO, foram misturados em vórtex e incubados a 37 ºC 

durante 6 horas. Decorrido esse tempo, 200 μL da mistura de reação foi pipetada para 

microplaca de 96 poços, e a formação de coloração púrpura em comparação com um 

branco (sem amostra) foi medida a 570 nm, em espectrofotômetro leitor de placas 

BioTek® (Sinergy H1).  

Os resultados foram expressos em μM equivalentes de ácido ascórbico/mL de 

suco, e calculados através de uma curva de calibração (vide anexo 13) de ácido 

ascórbico diluído em DMSO com concentração de 2 a 28 μM.  

2.5.2. FRAP 

A determinação antioxidante por FRAP foi feita segundo Benzie e Strain (1996), 

com algumas modificações. Uma alíquota de 150 μL solução de reagente FRAP, 

recentemente preparada, foi incubada em microplaca de 96 poços, a 37 ºC por 30 

minutos. Em seguida, foram adicionados 10 μL de suco, diluído em água (1:10 v/v), e 

30 μL de água, a leitura da absorbância foi feita a 593 nm em espectrofotômetro leitor 

de placas BioTek® (Sinergy H1), a cada 4 minutos até a estabilização da 

reação/absorbância. A diferença da absorbância entre a última leitura e o branco, 

somente com o reagente FRAP, foi calculada para cada amostra e os resultados foram 

expressos em μM equivalentes de ácido ascórbico e Trolox por mL de suco, obtidos 

através de curva de calibração com concentração de 0,9 a 1,25 μM e 0,2 a 0,7 μM, de 

soluções aquosas de ácido ascórbico e Trolox (vide anexo 14 e 15), respectivamente. 

2.5.3. ORAC 

Em microplaca de 96 poços foram adicionados 50 μL de fluoresceína (78nM) e 

50 μL de amostra diluída em água (1:500 v/v), seguido de incubação a 37 ºC durante 30 

minutos, 25 μL de AAPH (221mM) foram adicionados, e imediatamente após a adição 

do radical, o decaimento da fluorescência foi medido a cada 5 minutos até a perda de 

95% da fluorescência inicial (ZULUETA, ESTEVE & FRÍGOLA, 2009). Reações com 

soluções de ácido ascórbico e Trolox em tampão fosfato, ambos de concentração 20 

μM, e um branco com tampão fosfato de potássio, também foram feitas. 
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A leitura da fluorescência foi realizada em espectrofotômetro leitor de placas 

BioTek® (Sinergy H1), com filtros de fluorescência para comprimento de onda de 

excitação 480 nm e emissão 520 nm. 

Os valores ORAC, expressos como μM equivalentes de ácido ascórbico ou 

Trolox, foram calculados através da seguinte fórmula: 

ORAC = 20 * (AUC amostra – AUC branco) * k

                         (AUC padrão – AUC branco) 

Onde: 20 é a concentração dos padrões ácido ascórbico e Trolox utilizados (20 

μM), e k o fator de diluição da amostra. AUC é a área abaixo da curva de decaimento da 

fluorescência da amostra, padrão e do branco, calculada pela seguinte fórmula: 

AUC = (0,5 + f5/f0+ f10/f0 + .... + fn/f0) * 5 

Onde, f0 é a fluorescência inicial no tempo 0 e fn é a fluorescência no tempo n. 

2.6. Análise estatística 

Todas as determinações foram feitas em triplicata, e as médias foram 

comparadas através da análise de variância ANOVA complementada com pós-teste 

Tukey, pelo programa BioEstat 5.3 (Ayres et al., 2007). Diferenças significativas foram 

determinadas ao nível de 5% de significância. 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. Determinações físico-químicas 

O teor de sólidos solúveis das amostras variou de 10,65 a 12,00 °Brix, sendo o 

suco pasteurizado marca B o que apresentou o maior valor, diferindo significativamente 

dos demais sucos (Tabela 1).  

Quanto à acidez, o suco fresco de laranja Lima teve significativamente menor 

valor (0,25g de ácido cítrico/100 mL) em relação às demais amostras, o que era 

esperado, uma vez que é uma variedade de laranja com sabor mais doce. Já o suco 

fresco de laranja Pera apresentou significativamente o maior valor (1,19g de ácido 

cítrico/100 mL), o que consequentemente acarretou em menor valor de ratio. Apesar dos 

sucos frescos terem se diferido significativamente em quase todas as características 
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físico-químicas, os parâmetros se assemelharam aos encontrados por Barros, Ferreira e 

Genovese, (2012). 

Tabela 1. Caracterização físico-química em sucos frescos (SF) e pasteurizados (SP) 

de laranjas. 

�� ������������ ���������	
��� ����� ���
�
���
����������
����
�
��� ��������������� ����
����������� ���

��������� ��������������

��
�����
�������������
�������
�� !""��	�� �����
��������� ������������� ���	��������� �������������

#��
�������$%���
�
������
����� ��	�
�������	�� �����������
�� ����������	��� �����������
����

&'� ��������������� ��	���������� ��	���������� ���
���������

Média ± desvio-padrão de três repetições. Letras diferentes na mesma linha 

indicam diferença significativa para p<0,05. 

Já entre os sucos industrializados, houve diferença significativa apenas no teor 

de sólidos solúveis e pH, o que ressalta a padronização da indústria para os parâmetros 

de acidez e ratio, que vão influenciar diretamente na aceitação sensorial do sabor ácido 

do suco. 

3.2. Determinação compostos bioativos 

3.2.1. Vitamina C, Fenólicos e Carotenóides Totais 

Quanto ao conteúdo de vitamina C (Tabela 2), resultados semelhantes foram 

encontrados para os sucos frescos (SANCHÉZ-MORENO et al., 2003b; RAPISARDA 

et al., 2008) e pasteurizados (VELÁZQUEZ-ESTRADA et al., 2013) também todos 

medidos por HPLC. O suco fresco Pera apresentou teor significativamente maior em 

relação aos demais, com exceção do pasteurizado marca B, tendo o pasteurizado marca 

A o menor conteúdo, que poderia ser devido ao tratamento térmico submetido, como 

constatou Velázques-Estrada et al., (2013) e Leizerson e Shimoni, (2005), mas 

controverso ao achado por Tiwari et al., (2009); Cortés, Esteve e Frígola (2008); Gil-

Izquierdo, Gil e Ferreres (2002) e Yeom et al., (2000). Assim, essa diferença também 

poderia ser explicada pelo fato dos sucos serem obtidos de laranjas de variedade, 

genótipo, estádio de maturação, condições climáticas de plantio e colheita diferentes, já 
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que esses fatores influenciam o teor de ácido ascórbico na fruta (LEE & KADER, 

2000). 

Tabela 2. Conteúdos de vitamina C, fenólicos e carotenóides totais, em sucos frescos e 

pasteurizados de laranja. 
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¹Média ± desvio-padrão de três repetições. Letras diferentes na mesma coluna 

indicam diferença significativa para p<0,05. 

Sabendo-se que o reagente Folin-Ciocalteu não reage apenas com fenólicos, mas 

também com outros compostos como aminoácidos e ácido ascórbico (KLIMCZAK et 

al., 2007; ESCARPA & GONZÁLES, 2001), e que o suco de laranja possui relevante 

quantidade de ácido ascórbico, a concentração de fenólicos totais foi corrigida 

descontando a contribuição do ácido ascórbico na reação, considerando a quantidade de 

vitamina C presente nos sucos.  

A concentração de fenólicos totais entre os sucos se diferiu significativamente, 

sendo maior nos sucos frescos, já os sucos pasteurizados não se diferiram entre si 

(Tabela 2). Velázquez-Estrada et al., (2013) também constataram teor 

significativamente menor de fenólicos totais no suco pasteurizado em relação ao suco 

fresco, em contrário, Gil-Izquierdo, Gil e Ferreres (2002) encontraram maior teor no 

suco pasteurizado. 

A contribuição do ácido ascórbico na redução do Folin-Ciocalteu foi semelhante 

entre os sucos, com 11% e 9,74% para suco fresco de laranja Pera e Lima 

respectivamente, e 12% e 13% para os sucos pasteurizados da marca A e B, 

respectivamente. 
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Pelo fato do ácido ferúlico ser o ácido fenólico mais predominante em suco de 

laranja (KELEBEK et al., 2009; KELEBEK & SELLI, 2011; STINCO et al., 2013), fez 

com que os resultados expressos nele fossem maiores, podendo torná-los até mais 

relevantes. Há divergências na literatura quanto ao fenólico em que os resultados são 

expressos, o que dificulta a comparação dos dados, Barros, Ferreira e Genovese (2012) 

e Rapisarda et al., (2008) expressaram em mg equivalentes de catequina; Klimczak et 

al., (2007) em mg equivalentes de ácido caféico; Stella et al., (2011) e Tounsi et al., 

(2011) em mg equivalentes de ácido gálico, todos com concentrações inferiores ao 

constatado nesse trabalho. Entretanto, a concentração de fenólicos totais dos sucos 

pasteurizados se assemelhou ao encontrado por Gil-Izquierdo, Gil e Ferreres (2002), 

medido por HPLC, de aproximadamente 92 mg/100 mL de suco. 

Com exceção do suco de laranja Lima, suco fresco teve uma concentração 

significativamente maior de carotenóides, em relação aos sucos pasteurizados (Tabela 

2), o que provavelmente foi devido ao tratamento térmico por esses últimos submetidos, 

como constatado por Esteve et al., (2009); Cortés et al. (2006); Lee e Coates (2003). O 

que difere ao achado por Sanchéz-Moreno et al. (2003b) que constataram igual 

conteúdo total de carotenóides entre o sucos pasteurizados e fresco. 

Dentre os sucos frescos o de laranja Pêra foi o que demonstrou maior 

concentração de carotenóides totais. Pupin, Dennis e Toledo (1999) também 

constataram teor de carotenóides menor em suco fresco de laranja Lima em relação ao 

suco fresco de laranja Pêra. O que é visivelmente explicado pelo fato de a laranja Lima 

possuir uma coloração amarelada mais clara, em relação à laranja da variedade Pêra. Já 

em relação aos sucos pasteurizados não houve diferença significativa entre os seus 

conteúdos, que se assemelharam aos encontrados por Sanchéz-Moreno et al. (2003b). 

3.2.2. Flavonóides 

Flavanonas glicosiladas (FG) e flavonas polimetoxiladas (FPM) foram separadas 

e identificadas na mesma corrida (Figura 1) em dois diferentes comprimentos de onda, 

de acordo com suas características espectrais. 

Com exceção de hesperidina, em que o suco de Lima teve maior concentração, 

os sucos frescos não se diferiram significativamente quanto ao perfil de flavonóides, 

dentre os pasteurizados, com exceção de naringina, os sucos foram significativamente 

diferentes, tendo o pasteurizado da marca A os maiores conteúdos (Tabela 3). Já ao 
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considerar o conteúdo total, obtido pela somatória de cada flavonóide quantificado, 

todos os sucos se diferiram significativamente, tendo o suco fresco de laranja Lima o 

maior teor, seguido pelo pasteurizado da marca A, com 3744,10 mg/L e 3063,98 mg/L, 

respectivamente (Tabela 3). 

De maneira geral, os sucos frescos tiveram maiores concentrações das FG, 

enquanto os sucos pasteurizados tiveram maiores teores das FPM, o que leva a crer, que 

o processo de extração da indústria proporcionou maior remoção das FPM, que se 

localizam na casca da laranja, e que os flavonóides não são degradados pelo tratamento 

térmico, como também constatado por Velázquez-Estrada et al. (2013) e Gil-Izquierdo, 

Gil e Ferreres (2002). Já Bai et al. (2013) observaram maiores concentrações de FG e 

FPM no suco pasteurizado em relação ao suco fresco espremido manualmente, que 

justificaram ser devido ao aumento da solubilidade desses compostos, proporcionado 

pelo tratamento térmico. Em contrário Feng et al. (2012) ao avaliar sucos frescos 

espremidos manualmente e sucos comerciais de laranja, constataram que os sucos 

frescos tiveram maiores concentrações de FG e FPM analisados. Essas diferenças 

encontradas provavelmente se devem às diferentes variedades de laranja utilizadas e às 

diferentes técnicas de extrair o suco, que influenciam qualitativa e quantitativamente o 

conteúdo dos compostos bioativos. 
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3.3. Determinação capacidade antioxidante 

Em geral os sucos não tiveram capacidade antioxidante significativamente 

diferente, com exceção do suco fresco de laranja Pera que apresentou capacidade 

antioxidante significativamente maior apenas em relação ao suco pasteurizado da marca 

B, medida pelo ensaio FRAP (Tabela 4). Velázquez-Estrada et al., (2013) também 

constataram capacidade antioxidante menor para suco pasteurizado em relação ao suco 

fresco, medida pelo mesmo ensaio. 

O contrário aconteceu pelo ensaio MTT, em que houve diferença significativa 

entre a capacidade antioxidante dos sucos, com exceção do suco fresco Pera e 

pasteurizado marca B que não se diferiram significativamente. 

Tabela 4. Determinação da capacidade antioxidante por MTT (eq.� μM ác. 

ascórbico/mL de suco), FRAP (μM ác. ascórbico e Trolox/mL de suco), e ORAC 

(valores ORAC eq. μM ác. ascórbico e Trolox), em sucos frescos (SF) e pasteurizados 

(SP) de laranjas. 
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Média ± desvio-padrão de três repetições. Letras diferentes na mesma coluna 

indicam diferença significativa para p<0,05. 

Suco fresco de laranja Lima foi o que teve maior potencial antioxidante medido 

por MTT e também maior conteúdo de flavonóides e fenólicos, já medido por FRAP e 

ORAC foi o suco fresco de laranja Pera que demonstrou maior valor, e que teve também 

maiores teores de vitamina C e carotenóides, indicando que os compostos bioativos 

reagiram de maneira diferente em resposta aos diferentes ensaios, o que dificulta 

determinar o composto responsável pelo potencial antioxidante dos sucos.  

Os resultados foram expressos em μM equivalentes de ácido ascórbico e Trolox, 

com exceção do ensaio MTT pelo fato do padrão Trolox mesmo em altas concentrações 
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ter reduzido muito fracamente o reagente MTT, sendo os resultados expressos em ácido 

ascórbico maiores que os equivalentes em Trolox, tornando os resultados mais 

relevantes, já que o ácido ascórbico é um composto presente no suco. 

Apesar de os resultados obtidos pelo ensaio MTT serem menores quando 

comparados com outros dois ensaios, esse método demonstrou ser uma alternativa 

viável para medir a capacidade antioxidante de suco de laranja, já que as amostras 

reduziram o reagente MTT, comprovando seu caráter redutor. Assim como ocorreu com 

MTT, o ensaio FRAP também determinou a capacidade de redução dos sucos, através 

da doação de elétrons, que seria o possível mecanismo para neutralizar os radicais e 

assim proteger o sistema biológico contra os danos oxidativos.  

Os sucos de laranja demonstraram relevante proteção oxidativa pelo ensaio 

ORAC, uma vez que retardaram a deformação completa da fluoresceína caracterizada 

pela perda de sua fluorescência, comparados com a ausência de antioxidante (branco) 

(Figura 2). Os sucos tiveram comportamento muito semelhante quanto ao tempo de 

inibição da oxidação, o que caracterizou em capacidades antioxidantes estatisticamente 

iguais (Tabela 4).  

Figura 2. Curva de decaimento do percentual de fluorescência medido por 

ORAC em sucos frescos (SF) e pasteurizados (SP) de laranja, em paralelo com um 

branco, no decorrer do tempo em minutos. 
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Os valores de capacidade antioxidante entre os métodos se diferiram apesar de 

serem expressos da mesma maneira, isso porque os ensaios se diferem quanto às 

condições e mecanismos de reação, radical empregado e maneira de calcular os 

resultados. Entretanto, demonstraram que suco de laranja, fresco ou processado, é uma 

importante fonte de antioxidantes entre os sucos de frutas, já que apresentou maiores 

resultados em relação aos encontrados para suco de cranberry (KRAUJALYTE et al., 

2013), medido por FRAP e ORAC, Shiikuwasha, uma espécie de Citrus, (ASIKIN et 

al., 2014), cereja (OU et al., 2012), e uva (DÁVALOS, BARTOLOMÉ & GÓMEZ-

CORDOVÉS, 2005), medidos por ORAC. 

       

4. CONCLUSÕES  

O processo de pasteurização pareceu influenciar os conteúdos de fenólicos e 

carotenóides totais, tendo os sucos pasteurizados menor concentração em relação aos 

sucos frescos. O que não foi observado para vitamina C, flavonóides e capacidade 

antioxidante, indicando que suco de laranja, fresco ou processado, tem uma importante 

contribuição antioxidante para a dieta. 

Dos três ensaios utilizados para medir a capacidade antioxidante, o ORAC foi o 

que mostrou maiores resultados e que podem apresentrar maior relevância biológica por 

envolver a geração de radicais livres (peroxilas) de significância patológica.  
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ANEXOS 

Anexo 1. Curva de calibração padrão ácido ferúlico para determinação de fenólicos 
totais. 

Anexo 2. Curva de calibração padrão ácido gálico para determinação de fenólicos totais. 
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Anexo 3. Curva de calibração padrão narirutina. 

   

Anexo 4. Curva de calibração padrão naringina. 
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Anexo 5. Curva de calibração padrão hesperidina. 

Anexo 6. Curva de calibração padrão sinensetina. 



�

���

�

Anexo 7. Curva de calibração padrão nobiletina. 

Anexo 8. Curva de calibração padrão tangeritina. 
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Anexo 13. Curva de calibração padrão ácido ascórbico para ensaio MTT. 

Anexo 14. Curva de calibração padrão ácido ascórbico para ensaio FRAP. 
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Anexo 15. Curva de calibração padrão Trolox para ensaio FRAP.


