Universidade Estadual Paulista
"Julio de Mesquita Filho™"

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Perfil de compostos fendélicos do suco de
laranja Péra Rio organica

Estela Mesquita Diegues de Oliveira

Dissertacao apresentada ao
Programa de Poés-graduacdo em
Alimentos e Nutricdo para obtencéo
o titulo de Mestre em Alimentos e
Nutricao.

Area de concentracéo: Ciéncia dos
Alimentos

Orientadora: Profa. Dra. Magali
Monteiro da Silva

Araraquara
2017



Perfil de compostos fendlicos do suco de
laranja Péra Rio organica

Estela Mesquita Diegues de Oliveira

Dissertacao apresentada ao
Programa de Poés-graduacdo em
Alimentos e Nutricdo para obtencéo
0 titulo de Mestre em Alimentos e
Nutricao.

Area de concentracéo: Ciéncia dos
Alimentos

Orientadora: Profa. Dra. Magali
Monteiro da Silva

Araraquara
2017



Ficha Catalografica
Elaborada Por Diretoria Técnica de Biblioteca e Documentagdo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
UNESP - Campus de Araraquara

Oliveira, Estela Mesquita Diegues de

0148p Perfil de compostos fendlicos do suco de laranja Péra Rio orgéanica / Estela
Mesquita Diegues de Oliveira. — Araraquara, 2017.
341 il

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Estadual Paulista. “Julio de Mesquita
Filho". Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Programa de Pds Graduagdo em
Alimentos e Nutricdo. Area de Concentragéo: Ciéncias dos Alimentos.

Orientadora: Magali Monteiro da Silva.

1. Compostos fendlicos. 2. CLAE-DAD. 3. Validag&o. 4. Suco de laranja organica.
5. Flavonoides. 6. Acidos fendlicos. |. Silva, Magali Monteiro da, orient. Il. Titulo.

Ficha catalogréafica elaborada por Maria Irani Coito CRB-8/4.440
CAPES: 50700006



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp® ... 5]

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA DISSERTACAO: PERFIL DE COMPOSTOS FENOLICOS DO SUCO DE LARANJA
PERA RIO ORGANICA

AUTORA: ESTELA AMIESQUITA CIEGUES DE CLIVEIRA
ORIENTADORA: MAGALI CONCEICAO MONTEIRO DA SILVA

Aprovada como paste das exigéncias para coiengiac do Titulo de Mestra em ALIMENTOS E
NUTRIGCAO., area: CIENCIA DOS ALIMENTOS pela Comissdo Examinadora:

Profa. Dra. MAGALI JUNCEICAO MONTEIRC DA SILVA
Departamento de Alimentos e Nutricdo / Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do CAmpus de Araraquara da
UNESP
' QAL
Profa. Dra. ADRIANA ZZRLOTTAMERLAUANTE
Departamento de Ciéncias de Al'mentas / Faculdade de Engenharia de Alimentos / UNICAMP / Campinas

Prof. Dr. ALV JOSE DOS SANTOS NETO
Departarmento’ce Quinic:z € Figica Vossoar 1hstituto de Quimica do Campus de Sao Carlos da USP

Araraquara, 24 de novembro de 2017

Eaculonde de Cléncns Famactuncss - CAmpus de Araraquars -
Roadoss Km 1 12800903 Araraquars - Sho Pauo
PUE e LO8praduBcao 1Ctar unesp br/akmentosenutncacdndex ShpCNPJ: 48.031.918/0025-00.



AGRADECIMENTOS

A Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)

pela bolsa concedida.

A Profa. Dra. Magali Monteiro pela orientacdo e dedicacdo a este trabalho,

além de todos os ensinamentos e toda a contribuicdo a minha formacéo.

Ao Dr. Fabio Nascimento, da Waters Technologies, pela disponibilizacdo do
LC-MS e por todo o suporte oferecido, sem 0s quais nao teria sido possivel
concluir este trabalho; a Dra. Marina Ansolin e ao Dr. Alexandre Gomes

pelas analises.
Ao Prof. Dr. Rubens Monti e a Dra. Juliana Bassan pela disponibilizacao e
colaboracdo na utilizacdo do liofilizador para o preparo das amostras

empregadas neste trabalho.

A pesquisadora Daniela Kharfan, da JBT Food Tech, pela ponte para o

contato com os produtores de laranja organica.

Aos srs. Juca e Gabriel Bueno, da Fazenda da Toca, e ao sr. Luiz Fernando,

da Delta Citrus, pelo fornecimento do suco de laranja Péra-Rio organica.

A Profa. Dra. Thais Borges Cesar pelo fornecimento de alguns dos padrdes

analiticos empregados no desenvolvimento deste trabalho.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP) pelo
auxilio concedido (Processos n° 2013/10138-0 e 2014/23303-1).

A Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara - UNESP.



AGRADECIMENTOS PESSOAIS

A equipe do Laboratério de Andlise de Alimentos, em especial & Rafaela,
Luiz e Maria Rita pelo apoio, pelo companheirismo, pela ajuda, e pela

oportunidade de aprender ainda mais ensinando vocés.

A Lica, técnica de laboratério, professora e amiga, por todos os
conhecimentos transmitidos, pela paciéncia, pelos conselhos e por ter me

acolhido como um membro da familia.
Aos amigos e colegas de profissdo Fernanda, Jhohann, Flavia e José
Fernando por todo o apoio, pelas discussdes e contribuicdes, e pela forca

em todos 0s momentos.

Ao0s meus pais e irmaos por todo o apoio incondicional, pela confianga e por

sempre acreditarem em mim.

Muito obrigada!l



RESUMO

Objetivo: O objetivo deste trabalho foi reunir informacdes sobre compostos
fendlicos em citros, visando compreender suas caracteristicas e
propriedades, a fim de dar suporte ao desenvolvimento de método analitico
para avaliar o perfil de compostos fendlicos do suco de laranja Péra-Rio
organica e convencional durante a safra de 2016. Métodos: As informacdes
sobre os compostos fendlicos foram reunidas considerando sua biossintese,
caracteristicas quimicas e bioatividade, a técnica analitica mais utilizada
para a sua determinacéo em alimentos, e 0s niveis dos principais compostos
presentes em citros. O método analitico foi desenvolvido empregando a
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos
(CLAE-DAD). Para a validacdo foram avaliados os parametros curva de
calibragcédo, linearidade, precisdo, exatiddo, limite de deteccéo, limite de
quantificacdo e robustez. O método validado foi utilizado para avaliar o perfil
de compostos fendlicos do suco de laranja Péra-Rio organica e convencional
do inicio, meio e fim da safra de 2016. Resultados: Os compostos fendlicos
mais importantes em citros sdo os flavonoides, com destaque para as
flavanonas. As principais flavanonas de citros sdo a hesperidina, narirutina,
naringina e neohesperidina, presentes em quantidades variadas no suco, na
fruta e na casca. A determinacdo de compostos fendlicos € realizada
empregando CLAE em fase reversa e modo gradiente, com o uso de
detectores de arranjo de diodos (DAD) e espectrometria de massas (EM). Os
estudos disponiveis na literatura avaliam apenas as flavanonas mais
expressivas, sem considerar outros compostos fendlicos, o que torna
necesséria a realizacdo de estudos que avaliem o perfil e os niveis destes
compostos. A melhor condicdo de separacao foi obtida utilizando coluna de
fase reversa, fase movel composta de agua:acido férmico (99,9:0,1, v/iv) e
acetonitrila em modo gradiente. Os cromatogramas foram adquiridos em
255, 270 e 280 nm. O método apresentou linearidade, ampla faixa linear,
boa precisdo e exatiddo, baixos limites de deteccdo e quantificacdo, e
robustez, considerando 10 flavonoides e 6 acidos fendlicos. As flavonas
rutina, nobiletina e tangeretina, e as flavanonas hesperidina, narirutina e
eriocitrina foram identificadas em todos os sucos organicos e convencionais,
com sua identidade confirmada por espectrometria de massas, e
quantificadas. Derivados de acido cinamico (7), flavanonas (6) e flavonas (6)
foram tentativamente identificadas e quantificadas com base nos espectros
DAD caracteristicos da classe quimica. Conclusao: O perfil dos compostos
fendlicos dos sucos de laranja Péra-Rio mudou durante a safra; os niveis
aumentaram nos sucos de laranja organica e diminuiram ou foram mantidos
aproximadamente os mesmos em sucos de laranja convencional. Os niveis
de compostos fendlicos foram mais elevados nos sucos orgéanicos do que
NOS sSuUcos convencionais. A analise de componentes principais mostrou que
0S sucos organicos foram caracterizados principalmente por niveis mais
elevados de flavanonas e flavonas na safra de 2016.

Palavras-chave: Compostos fendlicos; CLAE-DAD; validacdo; suco de
laranja orgénica; flavonoides; acidos fendlicos.



ABSTRACT

Objective: The aim of this work was to gather information about phenolic
compounds in citrus, in order to understand their characteristics and
properties, and to support the development of an analytical method to
evaluate the phenolic compounds profile of organic and conventional Péra-
Rio orange juice from the 2016 harvest. Methods: Information on phenolic
compounds was gathered considering their biosynthesis, chemical
characteristics and bioactivity, the most used analytical technique for their
determination in foods, and the levels of the main compounds present in
citrus. The analytical method was developed using high performance liquid
chromatography with a diode array detector (HPLC-DAD). For the validation,
calibration curves, linearity, precision, accuracy, detection limit, quantification
limit and ruggedness were evaluated. The validated method was used to
evaluate the phenolic compounds profile of organic and conventional Péra-
Rio orange juice at the beginning, middle and end of the 2016 harvest.
Results: The most important phenolic compounds in citrus are flavonoids
from the flavanone class. The major citrus flavanones are hesperidin,
narirutin, naringin and neohesperidin, present in varying amounts in juice,
pulp and peel. The determination of phenolic compounds is performed
employing HPLC in reversed phase and gradient mode, using diode array
detectors (DAD) and mass spectrometry (MS). The studies available in the
literature only evaluate the most expressive flavanones without considering
other phenolic compounds, which makes it necessary to carry out studies
that evaluate the profile and levels of these compounds. The best separation
condition was obtained using a reversed phase column, mobile phase
composed of water:formic acid (99.9:0.1, v/v) and acetonitrile in gradient
mode. Chromatograms were acquired at 255, 270 and 280 nm. The method
showed linearity, a wide linear range, good precision and accuracy, low limits
of detection and quantification, and ruggedness for 10 flavonoids and 6
phenolic acids. Flavones rutin, nobiletin and tangeretin, and flavanones
hesperidin, narirutin and eriocitrin were identified in all organic and
conventional juices, with their identity confirmed by mass spectrometry, and
quantified. Cinnamic acid derivatives (7), flavanones (6) and flavones (6)
were tentatively identified and quantified based on the characteristic DAD
spectra of the chemical class. Conclusion: The phenolic compounds profile
of Péra-Rio orange juice changed during the harvest; the levels increased in
organic juices and decreased or were maintained approximately the same in
conventional juices. The levels of phenolic compounds were higher in organic
juices than in conventional juices. Principal component analysis showed that
organic juices were characterized mainly by higher levels of flavanones and
flavones in the 2016 harvest.

Keywords: Phenolic compounds; HPLC-DAD; validation; organic orange
juice; flavonoids; phenolic acids.
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INTRODUCAO

A laranja € a fruta mais produzida no Brasil, com cerca de 450
milhdes de caixas (40,8 kg) em 2017. A maior parte da producao de laranja €
direcionada ao processamento para a producdo de suco NFC (Not From
Concentrate, ou pasteurizado) e FCOJ (Frozen Concentrated Orange Juice,
ou suco concentrado congelado), que sédo destinados a exportacdo. A
producao total de suco de laranja foi de 1,01 milhdes de toneladas em 2016;
921 mil toneladas s6 do estado de Sdo Paulo. Em 2017 foram produzidas
cerca de 848 mil toneladas de suco, 771 mil do estado de Sao Paulo (1,2,3).

A producédo orgéanica de citros representa 0,9% da producéo total
mundial; entre os citros, a laranja é a fruta mais cultivada e o suco de laranja
€ o principal produto (4,5). O Brasil € lider no mercado de produtos
organicos na Ameérica Latina, que detém a maior area de cultivo organico do
mundo (cerca de 15 mil ha). A agricultura organica esta baseada nos
principios de sustentabilidade, viabilidade econbmica e justica social,
integrando o0 homem ao meio ambiente (4,6).

Existe uma crescente preocupacdo do consumidor quanto a
contaminagdo quimica dos alimentos, o que tem levado ao aumento da
demanda de alimentos com apelo pelo saudavel e pelo natural, de maior
seguranca e qualidade, que confiram beneficios a saude (6).

O consumo de suco de laranja vem sendo associado a beneficios
relacionados a modulacdo do metabolismo humano e atividade antioxidante
e antiinflamatodria, que previnem o desenvolvimento de doengas crdnico-

degenerativas como o diabetes e o cancer, entre outras. O suco de laranja €



fonte de &cido ascorbico na dieta e também contém flavonoides e acidos
fendlicos, que previnem o estresse oxidativo ao nivel celular (7,8).

Os compostos fenodlicos do suco de laranja sao influenciados pela
variedade e estadio de maturacéo da fruta, pelas condicbes edafoclimaticas,
pelo sistema de cultivo, pelo periodo pés-colheita e pelas condi¢cdes de
processamento (9,10,11). Os principais compostos fendlicos presentes em
citros sdo flavonoides das classes das flavanonas e flavonas. Dentre as
flavanonas, podem ser destacadas a hesperidina e a narirutina (12,13,14).

Apesar dos estudos sobre os compostos fendlicos de laranjas de
diversas variedades (12,13,14), pouco se conhece sobre o perfil destes
compostos. Ainda, ndo existem estudos disponiveis sobre a variedade Péra-
Rio, que tem grande importancia por ser a principal variedade cultivada no
Brasil e responsavel por grande parte da exportacdo brasileira de suco de
laranja. Laranjas da variedade Péra-Rio sdo exclusivamente cultivadas no
pais e conferem caracteristicas Unicas ao suco de laranja brasileiro.

O objetivo deste trabalho foi reunir informacfes sobre compostos
fendlicos em citros, visando compreender suas caracteristicas e
propriedades, a fim de dar suporte ao desenvolvimento de método analitico
para avaliar o perfil de compostos fendlicos do suco de laranja Péra-Rio

organica e convencional, durante a safra de 2016.
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Capitulo 1.

Compostos fenolicos em citros
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Compostos fendlicos em citros

Estela Mesquita Diegues de Oliveira
Magali Monteiro

Departamento de Alimentos e Nutricdo, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
— UNESP, 14800-903, Araraquara, SP, Brasil

Resumo

O Brasil € o maior produtor mundial de laranja e de suco de laranja. A
qualidade do suco de laranja estad estreitamente relacionada a variedade e
maturacdo da fruta, as condi¢cdes de cultivo e condi¢cdes edafoclimaticas, e as
condi¢cdes do processamento. O cultivo organico vem ganhando espago no
Brasil e no mundo, acompanhando a tendéncia de consumo de alimentos
saudaveis que conferem beneficios a saude. Dentre os citros, a laranja € a
fruta mais produzida, e o suco de laranja organica € o principal suco de fruta
organica produzido no mundo O consumo de frutas citricas e sucos vem sendo
associado a reducdo do risco de doencas crénico-degenerativas, devido a
presenca de compostos fendlicos, que apresentam atividade antioxidante e
antiinflamatoria. Os acidos fendlicos e flavonoides, sobretudo as flavanonas
narirutina, hesperidina, neohesperidina e naringina, sado 0s principais
compostos fendlicos de citros, presentes em quantidades variadas no suco, na
fruta e na casca. A cromatografia liquida de alta eficiéncia € a técnica analitica
mais largamente utilizada para a determinacdo de compostos fendlicos, com
emprego de colunas de fase reversa e modo gradiente, detectores de arranjo
de diodos e de espectrometria de massas. O espectro de absor¢cdo UV/Vis dos
compostos € caracteristico de cada classe e usualmente apresenta duas
bandas de absorcéo.

Palavras-chave: compostos fendlicos; suco de laranja; agricultura organica,
CLAE
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1. Introducéao

O Brasil € o maior produtor mundial de laranja, fazendo da citricultura um
dos mais importantes setores do agronegocio brasileiro. O estado de Sé&o
Paulo e o Triangulo Mineiro constituem o cinturdo citricola brasileiro,
responsavel por 113 mil ha de cultivo e mais da metade da producdo nacional
de laranja. A laranja doce, da espécie Citrus sinensis (L.) Osbeck, da variedade
Péra-Rio é a principal cultivada no pais, seguida das variedades Valéncia,
Natal, Hamlin, Westin e Rubi (1,2).

A producéao de laranja da safra de 2015/2016 foi de 410 milhdes de
caixas, 351 milhdes do estado de Séao Paulo, e em 2016/2017, foi de 446
milhdes de caixas de laranja, 245 milh6es do estado de S&o Paulo. Cerca de
85% da producao de laranja do pais sdo destinados ao processamento, para a

producéo de suco (1,3).

2. Suco de laranja

O Brasil também é lider mundial na producdo de suco de laranja e
responsavel por cerca de 80% do suco que circula no mundo. O estado de Séo
Paulo responde por cerca de 50% da producdo mundial de suco de laranja,
destinando 98% a exportacdo, principalmente para a Europa e os Estados
Unidos (2,3).

Os principais sucos produzidos no pais sdao o FCOJ (Frozen
Concentrated Orange Juice) e o NFC (Not From Concentrate). Na safra de
2015/2016, foram produzidas 699 mil ton de FCOJ e 222 mil ton de NFC (FCOJ
equivalente). Na safra de 2016/2017, foram produzidos 531 mil ton de FCOJ e
240 mil ton de NFC (FCOJ equivalente) (3).

13



A qualidade do suco de laranja estd4 estreitamente relacionada as
condi¢cdes do processamento, que exercem influencia sobre as caracteristicas
sensoriais e nutricionais do suco. O suco de laranja NFC vem sendo muito
valorizado pelo consumidor frente ao FCOJ, por apresentar sabor e aroma
caracteristicos de laranja, proximos ao do suco espremido na hora do
consumo. Embora o processo de concentragdo do FCOJ confira maior
estabilidade microbiolégica e menor custo de transporte, o emprego de alta
temperatura por periodo de tempo maior que o NFC é capaz de alterar o aroma
e 0 sabor do suco (4-6). Além do processamento, a qualidade do suco de
laranja também é influenciada pela variedade e maturacdo da fruta, condi¢cdes
de cultivo e condi¢des edafocliméticas (7,8). Nesse sentido, o cultivo organico
vem ganhando espaco no Brasil e no mundo, acompanhando a tendéncia de

consumo de alimentos saudaveis que agreguem beneficios a saude (9,10).

3. Sistema de cultivo orgéanico

Existe uma crescente preocupacdo do consumidor quanto a
contaminacdo quimica dos alimentos. O sistema organico de producdo de
alimentos ndo faz uso de insumos quimicos, além de se preocupar, durante
toda a cadeia produtiva, com a salde do produtor e do consumidor, com 0 meio
ambiente, e utilizar recursos naturais renovaveis, promovendo o equilibrio. A
agricultura organica é fundamentada nos principios de sustentabilidade,
viabilidade econémica e justica social, integrando o homem ao meio ambiente

(11-13). Entretanto, ainda existe uma grande lacuna de conhecimento quanto a

influéncia do sistema de cultivo sobre a qualidade dos alimentos (5,7,9,11,13).

14



A area mundial destinada a agricultura organica é de cerca de 50,9
milhdes de hectares, 1,1% da area total da agricultura. O Brasil lidera o maior
mercado de produtos organicos da América Latina, tendo movimentado R$ 3
bilhnbes em 2016, com destaque para a exportacdo de frutas, acucar e
castanhas (9,14).

A producédo de citros organicos do mundo compreende 8,7 milhdes de
ha. A laranja é a fruta mais produzida, e o suco de laranja organica € o principal
suco de fruta citrica organica produzido no mundo (15,16). Apesar do mercado
potencial, ainda n&o existem dados de produgao e consumo de citros organicos

no Brasil.

4. Compostos fendlicos

O metabolismo vegetal priméario € constituido de vias semelhantes entre
todas as espécies e tem como objetivo a sintese, a degradacdo e a conversao
de produtos essenciais para o desenvolvimento e manutencdo do organismo,
como ATP, carboidratos, acidos graxos, proteinas e acidos nucléicos. Os
processos envolvidos no metabolismo primario das plantas se ddo por meio da
fotossintese, da glicdlise, do ciclo do acido citrico, da B-oxidacdo de acidos
graxos, entre outros. O metabolismo secundario envolve vias distintas e
produtos com distribuicdo mais restrita e expressao individual entre grupos e/ou
espécies na natureza. De maneira geral, os metabdlitos secundarios tem
funcdes relacionadas a sobrevivéncia e reproducéo dos vegetais no ambiente,
e sdo consequentemente afetados por essas condi¢des (17,18).

O metabolismo secundario parte de produtos das vias do metabolismo
primario que dao origem a acetil coenzima A, ao acido chiquimico, ao &cido

15



mevaldnico e a 1-desoxixilulose 5-fosfato. Estes produtos dao origem as vias
do metabolismo secundério: acetato, chiquimato, mevalonato e desoxixilulose
fosfato, que resultam na formacdo de oito unidades basicas, que ao se
combinarem entre si, ddao origem a uma vasta gama de compostos com
fungbes distintas e/ou ainda desconhecidas. As unidades de formagao dos

metabdlitos secundarios estédo apresentadas na Figura 1 (17,18).

~ g7 g g

salies e
N N N
CLMN indol GN CN N

Figura 1. Unidades basicas formadoras dos metabolitos secundarios (18).

As principais classes de metabdlitos secundarios sdo o0s acidos
fendlicos, flavonoides, ligninas, lignanas, cumarinas, alcaloides, terpenoides,
taninos, antraquinonas, esteroéis (17,19). Neste trabalho, serdo destacados os
compostos fendlicos, mais especificamente flavonoides e acidos fendlicos, de
importancia em alimentos, e especialmente em citros.

Os compostos fendlicos tem estrutura constituida por um ou mais anéis
aromaticos contendo um ou mais grupos hidroxila, sendo principalmente
classificados como acidos fendlicos (acidos galico, ferulico, cumarico, entre
outros) e polifendis (flavonoides, taninos, ligninas, lignanos, entre outros) (19).

Os acidos fendlicos sdo subclassificados em acidos benzdicos, que

16



possuem estrutura CeC1, € acidos cinamicos ou fenilpropanoides, de estrutura
CsCs. Sao formados pela via do chiquimato, provenientes diretamente do &cido
chiquimico (&cidos galico e protocatecuico) e por meio dos intermediarios
fenilalanina (acido cindmico) e tirosina (acido p-cumérico). Nas plantas, estdo
presentes na forma livre ou conjugada, e também atuam como precursores
para a formacdo de outros compostos, de estrutura mais complexa, como
taninos (acido galico), lignanas e ligninas (&cidos p-cumarico, ferulico e
sindpico) (17-19). A estrutura bésica dos &cidos benzdicos e cindmicos esta

apresentada na Figura 2.

OH
OH
Derivados do acido benzéico: \ Derivados do acido cinamico:
R;=H; R,= OH: dcido protocatecuico Ry = H; R>= H: dcido p-cumdrico
R ;= OH; Ry= OH: acido gdlico R;=H; Ry= OH: acido cafeico
R1 Rz R,=0CH;; Ry= OCH, icido siningico R = OCH; Ry= H: 4cido fenilico
OH R1 Rz
OH

Figura 2. Estrutura bésica dos acidos fendlicos.

Os flavonoides sao a principal classe de polifenéis. Sdo metabdlitos
secundarios derivados das vias do chiquimato e do acetato, organizados em
cadeia CesCs3Cs, € formados a partir da combinacdo do cumaroil coenzima A
(CeCs3) com trés unidades de malonil coenzima A (Cs), e cuja estrutura esta
representada na Figura 3. Tanto a unidade heterociclica quanto os anéis
aromaticos pode sofrer substituicbes; os substituintes do heterociclo
determinam as classes de flavonoides, enquanto os substituintes dos aneéis

aromaticos representam os diferentes compostos de cada classe (17-20).
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Figura 3. Estrutura basica dos flavonoides.

Os flavonoides séo subclassificados em flavanonas, flavonas (incluindo
as polimetoxiflavonas), isoflavonas e antocianidinas. Os flavonoides ocorrem
na forma metoxilada, hidroxilada, e conjugada a C- ou O-glicosideos. Na
natureza, estao sob a forma de agliconas ou glicosideos, quando conjugados a
mono ou dissacarideos. As flavanonas sédo a primeira classe de flavonoides
formada durante o metabolismo, que da origem as outras, e sao a principal
classe de flavonoides dos citros (18,20-22). As classes de flavonoides estéo

apresentadas na Figura 4.
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Ry=H; Ry= OH; Rg= OH: luteolina
Ry= OH; Ry~ H; Ry= H: kaempferol Rz
Ry = OH; Rp= H; Rg= OH: quercetina

OH O R 1= OH; Ry= OH; Ry= OH: erindictiol

Ry = OH; Ry= OMe: petunidina

Figura 4. Classes dos flavonoides (22).

5. Flavonoides em citros

Os flavonoides estdo presentes em diversas espécies de citros, laranjas
doces e azedas, tangerinas, limdes, limas, pomelos, tangores e tangelos, tanto
na fruta quanto no suco e outros subprodutos. Dentre as agliconas, as
principais flavanonas sdo a naringenina e a hesperitina, presentes na casca e
nas sementes, e ausentes no suco de citros. Os principais glicosideos de
flavanonas sé&o a narirutina e a neohesperidina, e a hesperidina e naringina,
presentes no suco de laranjas, limas, limdes, tangerinas e pomelos (Figura 5).
O tipo de acucar conjugado é a maior diferenca entre os flavonoides
glicosilados; a rutinose e a neohesperidose sdo os diglicosideos mais

comumente presentes nas flavanonas (20-24).
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HO

neochesperidina
OH

OH

OH

HO

Figura 5. Principais agliconas e glicosideos de citros (23).

As flavonas, em especial as polimetoxiflavonas, também estéo presentes
nos citros, embora em menor quantidade. Nobiletina, sinensetina,
heptametoxiflavona e tangeretina estdo presentes na casca € no suco de

laranjas (21).
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6. Propriedades dos compostos fendlicos

Os compostos fendlicos apresentam bioatividade, cujo principal
mecanismo esta relacionado a atividade antioxidante, capaz de estabilizar as
espécies reativas produzidas no organismo pelo estresse oxidativo celular.
Estes compostos sdo capazes de reduzir, a partir de seus grupos fendlicos, os
radicais formados, estabilizando-os e inibindo as reacdes destes com o0s
componentes celulares. Ainda, sdo capazes de atuar sobre 0 processo
inflamatoério por meio da modulacéo de enzimas e da inibicdo da producéo de
citocinas pro-inflamatorias e de éxido nitrico (22-28).

O consumo de frutas citricas vem sendo associado a reducédo do risco
de doencas cronico-degenerativas, como cancer, diabetes e doencas
cardiovasculares, o que est4d relacionado a presenca de compostos

antioxidantes, principalmente vitamina C, flavonoides e carotenoides

(22,24,25,30-32).

7. Andlise de compostos fendlicos

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é a técnica analitica
mais largamente utilizada para a determinacdo de compostos fendlicos em
diferentes matrizes, sobretudo em alimentos. O emprego de colunas de fase
reversa, detectores de arranjo de diodos (CLAE-DAD) e de espectrometria de
massas (CLAE-EM e CLAE-EM-EM) é bastante usual, assim como o uso de
solventes polares e acidos. Para a separacdo de compostos com diferentes
polaridades e estruturas diversas, é necessario utilizar o modo gradiente.
Devido a presenca do nucleo fundamental e de substituintes especificos, 0
espectro de absorcao UV/Vis dos flavonoides é caracteristico para cada classe,
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usualmente com duas bandas de absorcdo, entre 240-280 nm (absorcao
méxima; banda I) e entre 300-380 nm (banda IlI). Mais especificamente, as
flavanonas apresentam absorcdo méxima entre 275-290 nm (banda 1), com
ombro de 320-340 nm (banda Il), enquanto as flavonas apresentam absorcéo
méaxima entre 245-260 nm (banda 1), e absor¢cdo também entre 350 e 380 nm
(banda 1l). A variagdo entre as estruturas dentro de uma mesma classe de
flavonoides fornece variacoes discretas de espectro, com efeitos hipsocromicos
ou batocrémicos, de acordo com os substituintes dos anéis aromaticos, o que,
entretanto, ndo é suficiente para a diferenciacdo estrutural. Os espectros de
massas (EM e EM-EM) dos flavonoides também sdo caracteristicos da
estrutura basica e dos nucleos comuns entre as classes. A quebra de ligacdes
produz fragmentos especificos para os glicosideos e para as agliconas. O uso
da espectrometria de massas facilita a elucidacéo estrutural dos flavonoides e
confirmacgéo de identidade (21,33).

Existem diversos estudos sobre a composi¢cdo e o teor de compostos
fendlicos de citros, sobretudo flavanonas, disponiveis na literatura. Foram
estudadas laranjas doces (C. sinensis) das variedades Salustiana, Maltaise,
Sanguinello, Valencia, Navel, Washington Sanguinello, Thomson, Hamlin,
Shamouti, Pera, Cara-Cara, Baia, Lima, Moro e Tarocco, laranjas azedas (C.
aurantium e C. bergamia), toranjas (C. paradisi), limas e limdes, além de outros
citros resultantes de cruzamentos entre essas espécies. Vale ressaltar que
muitos estudos ndo especificam as variedades estudadas (21,25).

De maneira geral, as flavanonas séo a classe mais abundante, das quais
a hesperidina e narirutina, e naringina e neohesperidina sdo os compostos
mais importantes, presentes principalmente em laranjas doces e azedas,
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respectivamente. Eriocitrina, didimina, poncirina e neoeriocitrina também foram
identificadas em laranjas e sucos de laranja das diferentes espécies
supracitadas, e estao presentes em quantidades menores (20,21,23).

Os dados disponiveis sobre as flavonas tratam principalmente das
polimetoxiflavonas nobiletina, sinensetina, heptametoxiflavona e tangeretina,
também presentes em todas as espécies e variedades de citros supracitadas,
de acordo com Gattuso et al. (21). Em relacdo aos acidos fendlicos, os dados
disponiveis sdo mais escassos. Rapisarda et al. (34,35) identificaram os &cidos
sindpico, cumaérico, ferdlico e cafeico em suco de laranjas doces das
variedades Moro, Sanguinello, Tarocco, Valencia, Washington Navel, Naveline
e Ovale calabrese. Gil-lzquierdo et al. (36) identificaram derivados dos &cidos
sinépico, cafeico, ferdlico e cumarico em sucos de laranja Navel.

Embora existam estudos sobre os principais compostos fendlicos de
citros e seus teores nas frutas e no suco, ainda existe uma grande lacuna com
relacdo a diversidade de compostos fendlicos presentes, o que corrobora a
necessidade de estudos que avaliem o perfil de compostos fendlicos dos citros

em funcao da variedade, da maturacgéo, do cultivo e do processamento.

8. Conclusbes

Os flavonoides e os &cidos fendlicos sdo os principais compostos
fendlicos dos citros, com destaque para as flavanonas. As principais flavanonas
de citros sé@o hesperidina, narirutina, naringina e neohesperidina, presentes em
guantidades variadas no suco, na fruta e na casca.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia, em fase reversa e modo
gradiente, é a técnica mais utlizada para a determinagdo de compostos
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fendlicos, com a utilizacdo de detectores de arranjo de diodos e espectrometria
de massas. Os estudos disponiveis na literatura avaliam apenas as principais
flavanonas de citros, sem considerar outros compostos fendlicos importantes, o
que torna necessaria a realizacdo de estudos que avaliem o perfil e 0s niveis

destes compostos.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The aim of this study was to develop and validate an HPLC-DAD method to evaluate the phenolic compounds
Phenolic compounds profile of organic and conventional Péra-Rio orange juice. The proposed method was validated for 10 flavonoids
HPLC-DAD and 6 phenolic acids. A wide linear range (0.01-223.4 pg-g~ '), good accuracy (79.5-129.2%) and precision
Valida'tion oo (CV = 3.8%), low limits of detection (1-22 ngg~ ') and quantification (0.7-7.4 pg), and overall ruggedness
l?lii‘:zizzange JCE were attained. Good recovery was achieved for all phenolic compounds after extraction and cleanup. The

method was applied to organic and conventional Péra-Rio orange juices from beginning, middle and end of the
2016 harvest. Flavones rutin, nobiletin and tangeretin, and flavanones hesperidin, narirutin and eriocitrin were
identified and quantified in all organic and conventional juices. Identity was confirmed by mass spectrometry.
Nineteen non-identified phenolic compounds were quantified based on DAD spectra characteristic of the che-
mical class: 7 cinnamic acid derivatives, 6 flavanones and 6 flavones. The phenolic compounds profile of Péra-
Rio orange juices changed during the harvest; levels increased in organic orange juices, and decreased or were
about the same in conventional orange juices. Phenolic compounds levels were higher in organic
(0.5-1143.7 mg:100 g~ ') than in conventional orange juices (0.5-689.7 mg:100 g~ '). PCA differentiated or-
ganic from conventional FS and NFC juices, and conventional FCOJ from conventional FS and NFC juices, thus

Phenolic acids

differentiating cultivation and processing.

1. Introduction

Orange is the main fruit produced in Brazil, with ca 450 million
boxes in 2017. The majority of oranges are delivered for NFC (Not From
Concentrate) and FCOJ (Frozen Concentrated Orange Juice) production
and exportation. Of the total 1.01 million ton juice produced in 2016,
921,000 ton were from Sao Paulo, of which 699,000 ton FCOJ and
222,000 ton NFC (FCOJ equivalent). The prediction is 848,000 ton in
2017, 771,000 from Sao Paulo; 531,000 ton FCOJ and 240,000 ton NFC
(FCOJ equivalent). More than 80% of the juice is exported to Europe
and the USA (Fundecitrus, 2017; Neves et al., 2010; USDA, 2016).

Organic citrus fruit represents 0.9% of the total worldly production;
amongst it, oranges are the most cultivated fruit and orange juice is the
main organic product. Latin America holds the biggest area of organic
cultivation in the world (ca 15,000 ha), where Brazil has a strong po-
sition as a productor and a potential consumption market (FAO, 2003;
IFOAM, 2015).

There is still very little knowledge about the influence of the culti-
vation system on food quality, despite the increasing consumption of
organic foods especially by environment-friendly and health-conscious
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E-mail address: monteiro@fcfar.unesp.br (M. Monteiro).
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consumers (Janzantti, Santos, & Monteiro, 2012; Macoris, De Marchi,
Janzantti, & Monteiro, 2011; Macoris, Janzantti, Garruti, & Monteiro,
2011; Santos & Monteiro, 2004). It is necessary to assess organic foods
from the chemical, nutritional and sensory points of view, to evaluate
the characteristics and verify the potential health benefits associated
with consumption.

Orange juice consumption has been associated with health benefits,
mainly related to modulation of the human metabolism, and anti-
oxidant and anti-inflammatory activities, which prevent chronic-de-
generative diseases such as cardiovascular diseases, diabetes and
cancer. Orange juice is a dietary source of ascorbic acid, and also
contains flavonoids and phenolic acids, which highly prevent oxidative
stress (Barreca et al.,, 2017; Khan, Huma, & Dangles, 2014; Medina-
Remon, Estruch, Tresserra-Rimbau, Vallverdi-Queralt, & Lamuela-
Raventos, 2013; Peterson et al., 2006; Tripoli, La Guardia, Giammanco,
Di Majo, & Giammanco, 2007).

The phenolic composition of orange juice is influenced by the
variety and maturity of the fruit, edaphoclimatic conditions, cultivation
system, post-harvest and processing conditions (Baldwin, Scott,
Shewmaker, & Schuch, 2000; Haard, 1984; Macoris, De Marchi, et al.,

Received 11 October 2017; Received in revised form 8 December 2017; Accepted 12 December 2017

Available online 14 December 2017
0963-9969/ © 2017 Published by Elsevier Ltd.



CONSIDERACOES FINAIS

Os flavonoides e os &cidos fendlicos sdo os principais compostos
fendlicos dos citros, com destaque para as flavanonas. As principais flavanonas
de citros sé@o hesperidina, narirutina, naringina e neohesperidina, presentes em
quantidades variadas no suco, na fruta e na casca de diferentes citros.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia, em fase reversa e modo
gradiente, é a técnica mais utilizada para a determinacdo de compostos
fendlicos, com a utilizacdo de detectores de arranjo de diodos e espectrometria
de massas. Os estudos disponiveis na literatura avaliam apenas as principais
flavanonas de citros, sem considerar outros compostos fendlicos importantes, o
que torna necessaria a realizacdo de estudos que avaliem o perfil e os niveis
destes compostos.

Foi desenvolvido e validado um método empregando CLAE-DAD para a
determinacdo do perfil de compostos fendlicos do suco de laranja Péra-Rio.
Linearidade, faixa linear ampla para a aplicacdo proposta, boa precisédo e
exatidao, baixos limites de deteccédo e quantificacdo e robustez foram obtidas.
O procedimento de extracdo e limpeza também mostrou recuperacao suficiente
para todos os compostos fendlicos avaliados.

Hesperidina, narirutina, eriocitrina, nobiletina, rutina e tangeretina foram
identificadas, com sua identidade confirmada por espectrometria de massas, e
quantificadas em todos 0s sucos organicos e convencionais da safra de 2016.
Derivados de acido cinamico (7), flavanonas (6) e flavonas (6) foram
tentativamente identificados pela classe. Houve alteragdes no perfil de

compostos fendlicos de suco de laranja organico e convencional durante a
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safra, e 0s niveis nos sucos organicos foram mais elevados do que nos sucos
convencionais.

A andlise de componentes principais foi capaz de diferenciar os sucos
recém-extraido e NFC organicos e o FCOJ convencional dos demais sucos
convencionais, possibilitando assim a separagao por cultivo e processamento.
Os sucos organicos da safra de 2016 foram caracterizados por niveis mais

elevados de flavanonas e flavonas.
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