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Resumo

O suco misto composto de 21,8% de polpa de uva, 14% de polpa de azedinha e 4,2% de polpa de
acerola, foi avaliado quanto a atividade antioxidante e aos teores de luteina, compostos fenolicos e
vitamina C, durante 100 dias de armazenamento. Os teores de vitamina C e de compostos fenolicos
diminuiram, porém a atividade antioxidante e o teor de luteina permaneceram iguais, indicando
que a luteina é o principal composto responsavel pela atividade antioxidante do suco misto,
justificando o uso de polpa de hortalicas em sucos. Apds 100 dias de armazenamento, 0 suco misto
possuia boa atividade antioxidante, mantendo suas propriedades bioativas de auxilio na prevencao
de doencas causadas pelos radicais livres.
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1 Introducao

O Brasil é um grande exportador de produtos do agronegdcio e a arrecadacdo com esses
produtos cresce a cada ano. Com clima privilegiado e territério fértil disponivel, o Brasil produz as
mais variadas espécies de frutas tropicais, sendo parte da producdo destinada a industria de sucos de
frutas, que correspondeu a cerca de 4% do total das exporta¢des do agronegocio brasileiro em 2007
(BRASIL, 2007).

Enquanto o valor do mercado internacional de frutas frescas em 2006 estava em torno de
US$23 bilhdes, o valor dos produtos processados a partir das frutas correspondia a US$90 bilhdes,
destacando a importancia da agregacao de valor na fruticultura através do processamento (VILELA
e ARAUJO, 2006).
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Estima-se que a producdo atual de hortalicas no Brasil seja superior a 11 milhdes de
toneladas com um valor aproximado de 2,5 bilhdes de dolares (NASCIMENTO, 2009). No mercado
de hortalicas, o excesso de oferta tende a ocasionar queda acentuada de precos, 0 que acarreta
prejuizos aos produtores e problemas para a situacdo econdmica dos municipios onde essas
atividades sdo importantes. A olericultura (cultura de hortalicas) é o ramo da horticultura que tem o
maior nimero de cultivares explorados, possuindo caracteristicas marcantes, como ciclo curto, alta
produtividade, e estd inserida em um contexto de mercado dindmico (CAMARGO FILHO e
MAZZEI, 1994). A producdo de polpa e/ou sucos compostos de hortaligas seria uma alternativa
para aproveitar o excedente da producdo de hortalicas, diminuindo o prejuizo dos produtores
causado pela queda dos pregos durante a safra e, ainda, proporcionar ao produtor a possibilidade de
comercializar o seu produto durante o ano todo.

Os sucos de frutas sdo apreciados ndo sO pelo sabor agradavel, mas também, pelas suas
propriedades nutritivas e funcionais. As vitaminas sdo 0s componentes bioativos mais importantes
da maioria das frutas, porém encontramos também beneficios nos compostos fenolicos, nos
carotenoides e, conseqlientemente, na atividade antioxidante produzida por estes compostos. Os
sucos mistos estdo entrando no mercado pelo desenvolvimento de novos sabores e pela
possibilidade de enriquecimento do valor nutritivo e funcional do suco.

O o6rgéao responsavel pela regulamentacdo de produtos de origem vegetal no Brasil é o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). A Lei n° 8918 do MAPA define
suco misto como o suco obtido pela mistura de duas ou mais frutas e das partes comestiveis de dois
Ou mais vegetais, ou dos seus respectivos sucos, sendo a denominagéo constituida da palavra suco,
seguida da relacdo de frutas e vegetais utilizados, em ordem decrescente das quantidades presentes
na mistura (BRASIL, 1994).

A legislacdo brasileira para suco tropical estabelece a quantidade minima de 50% (m/m) de
polpa para compor o suco pronto para beber, ressalvado o caso de fruta com acidez alta ou contetdo
de polpa muito elevado ou sabor muito forte que, neste caso, o contetdo de polpa ndo deve ser
inferior a 35% (m/m) (BRASIL, 2003).

Atualmente existe um grande interesse no estudo dos antioxidantes devido, principalmente,
as descobertas sobre o efeito dos radicais livres no organismo. A oxidacdo é parte fundamental da
vida aerdbica e do nosso metabolismo e, assim, os radicais livres sdo produzidos naturalmente ou
por alguma disfuncdo bioldgica (BARREIROS et al., 2006). O envelhecimento da célula, dos
tecidos e do organismo como um todo, é uma acdo destes radicais livres, que por possuirem um
elétron livre na Ultima camada sdo muito instaveis e reativos. Para se estabilizar eles podem ganhar
um elétron (reacdo de reducdo) ou perder um elétron (reagdo de oxidagdo). Os seus efeitos sobre o

organismo sdo, de maneira geral, nocivos e estdo relacionados hé cerca de 60 condigdes clinicas,
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entre elas a catarata, a aterosclerose, o cancer, isquemia e alteracbes no sistema nervoso
(LANGSETH, 1995).

Os responsaveis pelo combate a agdo nociva dessas substancias no organismo sdo 0s
varredores de radicais livres ou antioxidantes (SILVA 2003). Os antioxidantes atuam em diferentes
niveis na protecdo dos organismos. O primeiro mecanismo de defesa contra os radicais livres é
impedir a sua formag&o, principalmente pela inibicdo das reacbes em cadeia com o ferro e o cobre.
Eles sdo capazes de interceptar os radicais livres gerados pelo metabolismo celular ou por fontes
exdgenas, impedindo o ataque sobre os lipideos, os aminoacidos das proteinas, a dupla ligacdo dos
acidos graxos poliinsaturados e as bases do DNA, evitando a formacdo de lesdes e perda da
integridade celular. Os antioxidantes obtidos da dieta, tais como as vitaminas C, E e A, os polifenois
e carotendides sdo extremamente importantes na interceptacdo dos radicais livres (BIANCH e
ANTUNES, 1999)

A vitamina C é hidrossoltvel e termolabil. Os seres humanos e outros primatas sdo 0s
unicos mamiferos incapazes de sintetiza-la (NISHIKIMI et al., 1994). Considerada um excelente
antioxidante, os beneficios obtidos na utilizacdo terapéutica da vitamina C em ensaios bioldgicos
com animais incluem o efeito protetor contra os danos causados pela exposicdo as radiacoes e
medicamentos (AMARA-MOKRANE et al., 1996). A vitamina C participa dos processos celulares
de oxi-reducdo, previne o escorbuto, é importante na defesa do organismo contra infeccdes e
fundamental na integridade das paredes dos vasos sanglineos (MANELA-AZULAY et al., 2003).

Os possiveis efeitos anticarcinogénicos da vitamina C estdo relacionados com sua habilidade
em detoxicar substancias carcinogénicas e por sua atividade antioxidante (STAHL e SIES, 1997).
Além disso, tem-se constatado que a vitamina C pode inibir a formacao de nitrosaminas in vivo a
partir de nitratos e nitritos usados como conservantes, sendo adicionada a muitos produtos
alimentares industrializados para prevenir a formacdo desses compostos reconhecidamente
carcinogénicos (KUHN et al.,1991; BIANCHI e ANTUNES, 1999). As maiores fontes alimentares
sdo as frutas, especialmente a acerola, o caju e a goiaba, e hortalicas como brécolis, couve e couve-
flor.

Os compostos fenélicos séo produtos do metabolismo secundario das plantas (SANCHEZ-
MORENO, 2002). Alimentos comuns, como uva e seus produtos derivados, contém uma grande
variedade de compostos fenodlicos em quantidades variando de tracos a alguns gramas por
quilograma do alimento fresco. Tem sido relatado que estes compostos possuem maltiplos efeitos
biolégicos como atividade antioxidante, acdo antiinflamatéria, inibicdo da agregacdo de plaquetas
nos vasos sanguineos e atividade antimicrobiana (MAZZA et al, 1999). Incluem-se,
principalmente, na categoria de sequestradores de radicais livres (HASLAM, 1996; SOARES,

2002), ainda que também possam exercer sua acdo antioxidante através de outros mecanismos,
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como quelantes de ions metalicos que catalisam reacdes de oxidacdo. Esses compostos interferem
na oxidacdo dos lipideos e de outras moléculas por uma rapida doacdo de um atomo de hidrogénio
aos radicais livres. Os radicais fendxidos formados sdo intermediarios bastante estaveis (ressonancia
com o anel benzénico) e dificilmente iniciam uma nova reagdo em cadeia. Esses radicais
intermediérios fendxidos atuam reagindo com outros radicais livres, culminando com a terminagéo
das reacdes de propagacio (SANCHEZ-MORENO, 2002).

A luteina € um carotendide encontrado em frutas e, principalmente, hortalicas verdes.
Estudos epidemioldgicos recentes demonstram uma associacdo entre elevados niveis de
carotendides na dieta ou no sangue e um efeito protetor contra o desenvolvimento de doencas
cronicas, como certos tipos de cancer, doengas cardiovasculares, doencas degenerativas da méacula e
cataratas (EDGE et al., 1997).

De todos os carotendides presentes no plasma humano, luteina e zeaxantina sdo os dois
encontrados em maior quantidade no globo ocular, mais especificamente na area central da retina e
na méacula, constituindo o pigmento macular (PM). Eles séo responsaveis pela coloracdo amarela na
regido da retina (BEATTY et al., 2004). A luteina é considerada o antioxidante predominante no
olho, protegendo os tecidos da oxidacdo ao filtrar a luz azul e ao neutralizar os radicais livres. A
méacula é um dos tecidos mais metabolicamente ativos de todo o organismo, tem grande
concentracdo de &cidos graxos polinsaturados, € bastante susceptivel a danos, e possui baixa
capacidade de regeneracdo (DAVIES e MORLAND, 2004).

A degeneracdo macular relacionada a idade (DMRI) € a principal causa de perda de visdo
irreversivel na populacdo de idade avancada nos EUA e no mundo Ocidental. Dados do Conselho
Brasileiro de Oftalmologia estimam que, aproximadamente, 2,9 milhGes de brasileiros com mais de
65 anos de idade apresentam casos de DMRI. Essa doenca ocular, grave e irreversivel, causa
cegueira em pessoas na faixa etaria acima de 65 anos. Com o0 aumento da expectativa de vida é
natural que o nimero de casos se eleve, tornando o impacto da DMRI na saude publica mais severo
(LAJOULO, 2004; MOZZAFARIEH et al., 2003).

Uma vez estabelecida a degeneracdo macular, ndo ha retorno a visdo normal, mesmo com o
incremento desses carotendides na dieta. Quando ha suplementacdo de luteina ou zeaxantina apds o
inicio do quadro, ocorre apenas uma diminuicdo ou estabilizacdo na perda progressiva da visao. O
efeito protetor pode ser explicado pelo acimulo seletivo destes carotendides na retina e por sua
densidade na macula (LANDRUM et al., 1997; BERENDSCHOT et al., 2000). A luteina, ndo é
sintetizada pelo organismo, sendo necessario que ela seja suprida pela ingestdo alimentar (DAVIES
e MORLAND, 2004).

O objetivo deste trabalho foi avaliar, ao longo de 100 dias, a propriedade antioxidante e 0s

teores de luteina, vitamina C e compostos fendlicos de suco misto de uva, acerola e azedinha.
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2 Material e Métodos

Na formulacdo do suco misto, foram utilizadas polpas das frutas uva e acerola,
industrializadas e pasteurizadas pela empresa Bela Ischia, juntamente com a polpa da hortalica
azedinha (Rumex acetosa), produzida no laboratério. As folhas de azedinha foram higienizadas e
sanitizadas em &gua clorada a 150 mg L™ de cloro residual livre e sua polpa foi extraida em uma
centrifuga Walita, modelo R1 1861. Em seguida foi peneirada, pasteurizada a 90°C 60s™
(FREITAS et al., 2006a), envasada a quente em garrafas de vidro esterilizadas por 30 minutos em
agua fervente, resfriada em agua corrente e congelada até posterior utilizacao.

O suco foi formulado com polpas de uva (21,8%), acerola (4,2%) e azedinha (14%) e o teor
de solidos soltveis ajustado para 14°Brix com sacarose. Adicionou-se 0s conservantes benzoato de
s6dio (260 mg L™) e metabissulfito de sédio (40mg SO, L™). Em seguida, o suco foi pasteurizado a
90°C 60s™ (FREITAS et al., 2006a), envasado a quente (hot fill) em garrafas de vidro e
armazenados a temperatura ambiente.

A luteina foi extraida seguindo metodologia descrita por Nachtigall (2007), utilizando
acetona como solvente extrator. A quantificacdo do teor de luteina foi efetuada por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) de acordo com Nunes e Mercadante (2004), com coluna de fase
reversa Czp YMC, fase movel metanol (0,1% de trimetilamina/ metil-terc-butil éter 95:5) e fluxo de
1mL min™ em modo isocrético, injecdo de 50 pL e leitura em comprimento de onda de 450 nm.

As condicOes para extracdo e analise da vitamina C seguiram as condicdes desenvolvidas por
Campos (2006). A quantificacdo de vitamina C no suco foi realizada por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE), RP-18; detector espectrofotométrico de arranjos de diodos, fase mével
agua ultrapura contendo 1 mM de fosfato monobésico de sddio, 1mM de EDTA e pH ajustado para
3,0 com &cido fosférico, com fluxo de 1,0 mL min™ e leitura em comprimento de onda de 245 nm
(CAMPOS, 2006).

Na determinacdo dos compostos fendlicos seguiu-se a metodologia do reagente de Folin-
Denis, modificada por Silva (2003). O solvente extrator utilizado foi acetona:agua (70:30). A
quantidade de polifendis totais foi calculada com base na curva padrdo de acido galico P.A.
preparada com solugées do padrdo variando entre 0 e 170 mg L™. O contetido fendlico total foi
expresso em AGE (acido galico equivalente).

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada seguindo a metodologia de avaliacdo
da capacidade sequestrante de radicais 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH"), descrita por Espin et al.
(2000) e Pukalskas et al. (2002) com modificagdes, sendo analisada a porcentagem de moléculas do

radical DPPH seqlestrado, apds determinado tempo, pelos extratos a 50 ppm de polifendis
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expressos em AGE. . Foi previamente preparada uma solucdo etanolica 95% de DPPH (0,1mM) e
misturada em cubeta de vidro com extratos fendlicos do suco misto nas propor¢des de 3,5 para 0,5
respectivamente, em temperatura ambiente. A absorbancia foi lida em 517 nm em
espectrofotdbmetro no tempo zero e ap6s 7 minutos de reacdo, no escuro e a temperatura ambiente.
A quantificacdo foi realizada de acordo com a Equacéo 1, onde (DPPH")¢é a absorbancia medida no
tempo 7 minutos e (DPPH"), aabsorbancia medida no tempo zero.

% atividade sequestrante = [1 — (DPPH’)¢/( DPPH"),] x 100 (Eq.1)

O processamento do suco se realizou em trés repeticdes conforme delineamento estatistico.
Todas as determinacOes foram realizadas nos tempos zero, 20, 40, 60, 80 e 100 dias de
armazenamento. Os dados experimentais foram processados por regressao em termos de valores de
F (p<0,01) utilizando o Programa SAEG 9.1, licenciado pela UFV.

3 Resultados e Discussao

Na Tabela 1 encontram-se as médias aritméticas e desvio padrdo de 3 repeticbes das

respostas obtidas nas analises de luteina, vitamina C, compostos fendlicos e atividade antioxidante.

Tabela 1 — Valores médios dos compostos bioativos: luteina, vitamina C e fendlicos e da % atividade sequestrante

Luteina™ Vitamina C** Fenolicos** % Atividade
Tempo mg/100mL mg/100g mgAGE/100mL antioxidante™
0 0,033 + 0,07 20,29+£0,31 39,83 £ 4,11 61,0+ 3,48
20 0,039 + 0,16 22,48+0,39 35,20 + 0,74 63,9 + 4,49
40 0,033 0,16 19,16 £2,86 35,03 + 2,34 53,5 + 10,16
60 0,043 0,12 8,80+1,73 33,99 + 3,34 75,1 +19,72
80 0,036 £ 0,18 14,76 £2,75 29,14 +1,10 67,4 + 4,60
100 0,036 + 0,12 11,45+ 5,77 28,05 + 0,76 69,8 + 11,39

** diferenca significativa; ns:F ndo significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

As determinacGes de luteina e atividade antioxidante ndo foram afetadas pelo tempo de
armazenamento de 100 dias. Mesmo que nado tenha sido detectada diferenca significativa ao longo
do tempo do contetdo de luteina e dos valores de atividade antioxidante, podemos observar na
Tabela 1 que, quando os valores de luteina aumentam, os valores da atividade antioxidante
aumentam, sendo o inverso verdadeiro.

Bernstein et al. (2002) demonstraram que em individuos com degeneracdo macular, a
suplementacdo diaria de 4 mg de luteina, resultou em um maior nivel de concentracdo de tal

pigmento na macula, quando comparado ao grupo controle, no qual ndo foi administrada a
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suplementacdo. O valor médio de luteina encontrado foi 0,036 mg/100mL de suco. Dois copos de
300 mL deste suco suprem 3,6% das necessidades diarias de consumo de luteina que é de 6 a 20 mg
dia™ (KRINSKY et al., 2003; KRINSKY e JOHNSON, 2005).

O armazenamento produziu efeito negativo para os teores de compostos fendlicos e de

vitamina C, reduzindo-0s com o passar dos dias, conforme mostram as Figuras 1 e 2.

Figura 1 - Comportamento do teor de vitamina C ao longo do tempo de armazenamento R” = 0,6
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Figura 2 — Comportamento do teor de compostos fenélicos ao longo do tempo de armazenamento R? = 0,93
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Logo apds a fabricacdo do suco misto, 300 mL dele possuia cerca de 65% das necessidades
diarias de vitamina C para um adulto (90mg dia™). Ao final dos 100 dias de armazenamento, esse
teor representava 38% das necessidades diarias, sendo considerado alimento fonte de vitamina C. A
ingestdo de dois copos (300 mL) do suco misto por dia supriria quase 80% das necessidades diarias
de vitamina C de um adulto, podendo ser classificado como um alimento fonte deste nutriente. De
acordo com a Portaria n° 27, de 13 de janeiro de 1998, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), para que alimentos liquidos e prontos para consumo sejam considerados fonte de
determinado nutriente, deve atingir 15% da IDR (Ingestdo Dietética de Referéncia) (BRASIL,
1998).
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Apesar da diminuicéo nos teores de vitamina C e compostos fenolicos, ndo houve queda da
atividade antioxidante ap6s 100 dias de armazenamento. Os teores de luteina também
permaneceram iguais, sugerindo que a luteina é o composto principal na atividade antioxidante. A
luteina pode ter sido protegida, pela vitamina C e pelos compostos fendlicos, da reacdo com os
radicais livres, indicando efeito sinérgico entre os antioxidantes presentes no suco, em que um reage
com o radical livre protegendo o outro. Um estudo feito por Tanumihardjo et al (2005) sobre a
absorcdo de luteina, observou que o aumento de luteina no sangue foi significativo quando esse
carotendide foi co-suplementado com vitamina C.

As polpas de acerola e uva se destacaram na avaliacdo da atividade antioxidante com mais
de 90% de sequestro de radical DPPH (SAUTTER et al., 2005; VARGAS et al., 2008), enquanto
Mantle et al. (2000) encontraram elevada atividade antioxidante nas folhas de Rumex acetosa
quando comparada com extrato de Ginkgo biloba, geralmente considerado um potente antioxidante.

O valor médio encontrado para a atividade antioxidante do suco misto foi de 65% indicando
bom poder antioxidante, que foi mantido ao longo do tempo de armazenamento. A vantagem desse
resultado esta em poder estocar por pelo menos 100 dias o0 suco, sem o auxilio de refrigeracéo,
diminuindo o custo de armazenamento e, mesmo assim, mantendo os beneficios a saude do

consumidor tdo desejados nos sucos de frutas.

Abstract

Blend composed of 21.8% pulp of grapes, 14% pulp of “azedinha’ and 4.2% pulp of acerola, was
evaluated as the parameters of lutein, vitamin C and phenolic compounds and antioxidant activity,
during 100 days of storage. The levels of vitamin C and phenolic compounds decreased, but the
antioxidant activity and content of lutein remained the same, indicating that lutein is the main
component responsible for the antioxidant activity of blend, justifying the use of pulp from
vegetables into juices. After 100 days of storage, the juice mixture had good antioxidant activity,
keeping its bioactive properties of aid in the prevention of diseases caused by free radicals.

Key-words: blend; lutein; ascorbic acid, antioxidant activity
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