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RESUMO

As frutas citricas sdo muito consumidas e apreciadas, ndo s6 devido ao seu
paladar agradavel como também ao valor nutricional que possuem. O Brasil € 0 maior
produtor e exportador mundial de laranjas, suco de laranja concentrado congelado e de
suco de laranja pasteurizado (NFC - Not From Concentrated), sendo o estado de Sé&o
Paulo o maior produtor. Ja outras frutas citricas como limdo Siciliano, Grapefruit e
Lima da Pérsia possuem uma producdo nacional ainda pequena e parte do consumo
interno é importada. Outro grupo de laranjas ainda pouco estudado € o das laranjas de
polpa vermelha que apresentam o carotendide licopeno na sua composi¢cdo. Os
compostos antioxidantes (carotendides, compostos fendlicos, flavondides) apresentam
atividade anti-radical livre e alguns deles também sdo responsaveis pela cor das frutas.
Considerando a importancia das frutas citricas com relacdo aos seus beneficios para a
salde, os objetivos deste trabalho foram avaliar a atividade anti-radical livre (DPPHe e
ABTSe), compostos bioativos (carotendides, flavanonas e acido ascorbico) e parametros
de cor de quatro variedades de frutas citricas de polpa clara (Lima da Pérsia, Grapefruit,
Liméo Siciliano e Hamlin); comparar estes mesmos parametros entre duas variedades
de polpa vermelha (Sanguineas de Mombuca e baia Cara Cara) e uma de polpa clara
(Pera Rio), colhidas no inicio, meio e fim de safra; e verificar o efeito da pasteurizagdo
nos compostos bioativos presentes no suco de laranja de polpa vermelha e de clara. As
variedades Baia Cara Cara (CN486) e Pera Rio foram cultivadas na cidade
Cordeiropolis/SP e a Sanguinea de Mombuca (CV 93) em trés diferentes cidades do
Estado de Sédo Paulo, Sdo Bento do Sapucai, Cordeirdpolis e Mogi Mirim. A variedade
limdo Siciliano apresentou o maior teor de acido ascorbico (78,86mg), Grapefruit e
Hamlin apresentaram o maior conteddo de carotendides totais das quatro frutas (13,58 e
11,32ug/mL) e a capacidade antioxidante foi maior nas frutas que apresentaram
melhores teores de carotendides totais e compostos fendlicos. A hesperidina esteve
presente em trés dessas frutas e a eriocitrina foi encontrada no limdo Siciliano
(91,08mg/L). Para as laranjas vermelhas, concluiu-se que cada fruta cultivada em local
diferente e colhida em época distinta possui constituintes especificos. A flavanona
encontrada em maior quantidade nessas laranjas vermelhas foi a hesperidina com
valores entre 121,07mg/L e 147,37mg/L para a producdo de 2008 e 152,76mg/L e

169,27mg/L para a producdo de 2009. Para os carotendides p-caroteno, B-criptoxantina,



a-criptoxantina, luteina, violaxantina, a variedade Mombuca de Mogi Mirim nos anos
de 2008 e 2009, (73,86 e 68,33 ug/L; 74,88 e 69,57 pg/L; 12,80 e 14,46 pg/L; 106,07 e
104,73 pg/L; 56,87 e 52,07 pg/L, respectivamente) demonstrou ser a fruta que
apresentava 0s maiores teores em sua polpa relacionada as demais estudadas O
carotenoide licopeno foi encontrado apenas nas laranjas de polpa vermelha. A variedade
Sanguinea de Mombuca cultivada em Sdo Bento do Sapucai apresentou média do
carotenoide licopeno maior que as demais frutas estudadas tanto na producéo de 2008
como na de 2009 (81,75 e 77,5ug/L, respectivamente). Para os sucos, os valores de
carotenoides totais se mostraram superiores antes do processo de pasteurizacdo (fresco)
e apenas as flavanonas hesperidina e narirutina foram identificadas nesses sucos. O teor
de hesperidina encontrado nos sucos citricos variou de 103,30£2,23mg/L no suco Péra
fresco a 159,21+7,88mg/L no suco de Mombuca fresco. Apenas o suco da variedade
Sanguinea de Mombuca apresentou o carotendide Licopeno com valores 82,90ug/L
(suco nédo pasteurizado) e 107,60ug/L (suco pasteurizado) ndo presente na outra

variedade.

Palavras-chave: frutas citricas, laranjas de polpa vermelha, constituintes bioativos,

carotendides, flavanonas e atividade antioxidante.



ABSTRACT

Citrus fruits are widely consumed and enjoyed, not only because of its pleasant
taste but also the nutritional value they have. Brazil is the largest producer and exporter
of oranges, frozen concentrated orange juice (FCOJ) and orange juice NFC (Not from
Concentrated), and the state of Sao Paulo largest producer. Yet other citrus fruits like
lemon, grapefruit and Sweet Lime still have a small domestic production and share of
domestic consumption is imported. Another group of oranges still less studied are the
red pulp of oranges that have the carotenoid lycopene in its composition. The
antioxidants (carotenoids, phenolic compounds, flavonoids) have anti-free radical
activity and some of them are also responsible for the color of the fruit. Considering the
importance of citrus fruits in relation to their health benefits, the objectives were to
evaluate the anti-free radical (DPPH « and ABTS ), bioactive compounds (carotenoids,
ascorbic acid, and flavanones) and parameters of color four varieties of citrus pulp clear
(Sweet Lime, Grapefruit, Lemon and Hamlin), to compare these same parameters
between two varieties of red pulp (of Blood and Mombuca Baia Cara Cara) and a clear
pulp (Pera Rio) taken at the beginning, middle and end of harvest, and check the effect
of pasteurization on bioactive compounds in orange juice pulp and red light. Varieties
Baia Cara Cara (CN486) and Pear River were grown in the city Cordeirdpolis / SP and
Blood of Mombuca (CV 93) in three different cities of Sdo Paulo, S&o Bento do
Sapucai, Cordeiropolis and Mogi Mirim. The Sicilian lemon variety had the highest
content of ascorbic acid (78.86 mg), Grapefruit and Hamlin had the highest content of
total carotenoids of the four fruits (13.58 and 11.32 mg / mL) and the antioxidant
capacity was higher in fruit that had best levels of carotenoids and phenolic compounds.
The hesperidin was present in three of these fruits and eriocitrina was found in the
Sicilian lemon (91.08 mg / L). For the red oranges, it was concluded that each fruit
grown and harvested in a different place in time has distinct specific constituents. The
largest amount in flavanone found these red oranges was hesperidin with values
between 121.07 mg / L and 147.37 mg / L for the production of 2008 and 152.76 mg / L
and 169.27 mg / L for 2009 production. For the carotenoids [-carotene, [-
cryptoxanthin, a-cryptoxanthin, lutein, violaxanthin, the variety of Mombuca Mogi
Mirim in the years 2008 and 2009 (73.86 and 68.33 mg / L, 74.88 and 69 57 mg / L,
12.80 and 14.46 mg / L, 106.07 and 104.73 mg / L, 56.87 and 52.07 mg / L,



respectively) proved to be the fruit that had the highest levels in its pulp related to the
other studied the carotenoid lycopene was detected only in the red pulp of oranges. The
variety grown in Mombuca Blood of Sdo Bento do Sapucai carotenoid lycopene had a
mean greater than all other fruits studied both in the 2008 production as in 2009 (81.75
and 77.5 u g/ L, respectively). For juices, the amounts of carotenoids were higher than
before the process of pasteurization (fresh) and flavanones hesperidin and only
narirutina were identified in these juices. The content of hesperidin found in citrus
juices ranged from 103.30 + 2.23 mg / L in fresh pear juice to 159.21 £ 7.88 mg / L in
the fresh juice Mombuca. Only the juice of the variety of Blood Mombuca showed the
carotenoid lycopene values with 82.90 mg / L (unpasteurized juice) and 107.60 mg / L

(pasteurized juice) which is absent in the other variety.

Keywords: Citrus, oranges red pulp, bioactive constituents, carotenoids and HPLC.



INTRODUCAO GERAL

As frutas e os vegetais s@o excelentes fontes de compostos bioativos e as frutas
citricas, importantes fontes de compostos com atividade antioxidante como &cido
ascorbico, polifendis (antioxidantes hidrofilicos) e carotendides (antioxidantes
lipofilicos). Conferem varios beneficios a salde, prevenindo o desenvolvimento de
desordens cronico-degenerativas, tais como canceres, diabetes, doencas cardiovasculares,
inflamacGes, catarata, degeneracdo macular e outras (JOHNSTON et al.,, 2002;
ZULUETA et al.,2009).

A citricultura € um dos setores mais competitivos e de maior potencial de
crescimento do agronegécio (NEVES e JANK, 2006). Com a maior parte de sua
producdo voltada ao mercado externo, a citricultura brasileira traz, anualmente, mais de
US$ 1,0 - 1,5 bilhdo em divisas para o Brasil, sendo um dos principais produtos na
pauta das exportagdes (FNP, 2007). Hoje, a maior parte da producdo brasileira de
laranja destina-se a industria do suco, que esta concentrada no Estado de Sao Paulo.
Como os Estados Unidos se dedicam a abastecer seu mercado interno, o Brasil
transformou-se no maior exportador mundial de suco de laranja. Em 2008/09, o Brasil
exportou cerca de 80% do suco produzido, seguido dos Estados Unidos (9%), México
(1%) e outros (ABECITRUS, 2008; FOODNEWS, 2009).

A producdo mundial de limdo tanto os verdadeiros (Siciliano e Eureka) como as
limas acidas, cujas variedades mais conhecidas sé@o o Tahiti e o Galego, representam
aproximadamente 70% dessa classe (AMARO et al.,2003). Segundo a FAO (2008), o
Brasil é o quarto produtor mundial de limdes, ficando atras apenas de México, india e
Argentina. A Regido Sudeste é a principal produtora, com aproximadamente 88% do

total, sendo que o Estado de Sao Paulo é o principal produtor e exportador do Brasil



(IBGE, 2008). Segundo o IBGE, em 2006, o Estado de S&o Paulo foi responsavel por
80% da producéo brasileira de lima &cida.

Outros citricos, com menor expressdo no paladar e consumo brasileiro, como a
Lima da Pérsia (Citrus aurantiifolia) e Grapefruit (Citrus paradisi), sdo evidenciados
em estudos como sendo fontes benéficas a salde humana e sdo mais consumidos e
apreciados, principalmente, como bebidas, sobremesas, etc.

Com a constante preocupagdo de melhoramento dos citricos frente a fatores
como pragas, doencas e vulnerabilidade genética, hd& um grande interesse na selegéo de
novas variedades de laranjas que atendam tanto para geracdo de frutas mais resistentes a
esses fatores, como na melhoria do seu valor nutricional, quer para 0 consumo in natura
e/ou para a produgdo de suco. Um grupo de laranja ainda pouco explorado
comercialmente no Brasil é o das laranjas vermelhas, cuja coloragdo é devida a presenca
de carotenoides.

Existem diversos métodos para determinar a atividade antioxidante em frutas e
alimentos em geral (ANTOLOVICH et al., 2002; MOREIRA e MANCINI, 2003;
ROBARDS et al., 1999). Esses testes servem para medir a atividade anti-radical livre
em alimentos e sistemas biolégicos e podem ser divididos em dois grupos: métodos
diretos (avaliam a peroxidacdo lipidica usando como substrato um lipidio ou
lipoproteina) e métodos indiretos (que medem a habilidade de capturar radicais livres
podendo ser empregados na avaliacdo da capacidade anti-radical livre de compostos
puros e de extratos complexos como os radicais DPPH® (2,2-difenil-2-picrilidrazilo) e
ABTS® (acido 2,2"-azino-bis-(3-etilbenzoatiazolina)-6-sulfonico) (ROGINSKY e LISSI,
2005). Uma das estratégias mais aplicada nas medidas in vitro da capacidade
antioxidante total de um composto consiste em determinar a atividade do antioxidante

frente a sustancias cromogenas de natureza radical, onde a perda da cor ocorre de forma



proporcional com a concentragdo (ARENA et al., 2001; MOYER et al., 2002;

SCHERER e GODOQY, 2008).
Desta forma, o estudo sobre a composi¢do dos carotendides, flavonoides e
atividade antioxidante de suco fresco e processamento de frutas citricas claras e

vermelhas, torna-se muito importante.



OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho séo:

Geral: Estudar e quantificar os teores dos compostos antioxidantes (fendlicos
totais, acido ascorbico, solidos sollveis totais, acidez total titulavel, flavonoides
totais e carotenoides totais), atividade antioxidante (capacidade sequestrante dos
radicais DPPH e ABTYS), ratio e parametros de cor.

Especificos: a) Determinar a composi¢do dos carotendides e flavondides em
sucos de frutas citricas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), b)
verificar o efeito da regido de cultivo das laranjas de polpa vermelha sobre os
parametros analisados, ¢) comparar a capacidade antioxidante de cada suco com

seus principais compostos bioativos presentes.
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1. CLASSIFICACAO DAS FRUTAS CITRICAS

A fruticultura hoje é um dos segmentos mais importantes da agricultura
brasileira, respondendo por 25% do valor da producdo agricola nacional. Com grande
parte de sua producdo voltada ao mercado externo, a cadeia citricola traz, anualmente,
mais de US$ 1,0 - 1,5 bilh&o em divisas para o Brasil, sendo um dos principais produtos
na pauta das exportacbes (FNP, 2007). A agroindustria brasileira detém a lideranca
mundial na producdo de laranjas, de suco de laranja concentrado congelado (SLCC) e
de suco de laranja NFC (Not From Concentrated), representando mais de 80% das
exportacGes mundiais de suco (FNP, 2007).

Segundo NEVES e LOPES (2005) um dos principais problemas da cadeia
comercial da laranja brasileira € o baixo consumo no mercado interno de frutos e do
suco in natura. No ano de 2002, por exemplo, apenas 17% do total de frutos produzidos
foram comercializados no mercado interno. Varias propostas e acdes foram
apresentadas e consideradas importantes para 0 aumento do consumo, tais como uso de
uma publicidade intensa aliado ao desenvolvimento de novas variedades citricas de
mesa ou suco de laranja pasteurizado (NFC).

As laranjas podem ser divididas em dois grandes grupos de acordo com sua
coloracdo: grupo das laranjas brancas ou claras e grupo das laranjas sanguineas
(BITTERS, 1961). As laranjas claras seriam caracterizadas pela cor laranja na polpa e
no suco, devido a presenca de carotenoides. As variacdes de cor da polpa de frutos
observadas entre as variedades deste grupo seriam devidas as flutuacdes na quantidade
dos diferentes carotenoides presentes (GAMA e SYLOS, 2005). Este grupo inclui,

quase que a totalidade das laranjas comerciais cultivadas no mundo, incluindo as
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variedades de mesa (laranjas Baias, Navel, Baianinhas e outras), variedades usadas para
a extracdo de suco (Péra, Valéncia, Natal, Hamlin e outras) e laranjas sem acidez como
Laranja Lima e Suchari (Figura 1).

Ja as laranjas sanguineas, caracterizadas pela coloracdo vermelha-intensa da
polpa e do suco, devido a presenca do pigmento antocianina, s&o mais cultivadas nas
regides do mediterrdneo e na India, onde apresentam grande aceitacdo comercial
(KELEBEK et al, 2008; MONDELLO et al, 2000). Como exemplos de variedades mais
conhecidas e utilizadas, podem ser citadas a: Tarroco, Moro, Sanguigno doppio,
Sanguinella e Sanguinelo (Citrus sinensis(L.) Osbeck), dentre outras (MONDELLO et
al, 2000).

Nas laranjas sanguineas, a presenca da coloragdo violacea e a sua intensidade
sdo dependentes de varios fatores, mas principalmente do clima da regido em que sdo
cultivadas. Segundo MACKINNEY (1961), as regibes de clima ameno e/ou que
apresentam maior amplitude térmica diaria (dias quentes e noites frias), sdo as que
favorecem a formacdo de frutos com maior teores de antocianina, resultando numa
coloragdo mais intensa.

Um terceiro grupo de variedades, ndo descrito por BITTERS (1961), sdo as
variedades de laranja com coloracdo vermelha intensa da polpa, chamadas de laranjas
de falsas-sanguineas (Figura 1). Esta coloracdo é devida a presenca de carotenoides:
beta-caroteno e licopeno na polpa, em comparacdo com as laranjas claras (XU et al.,
2006). Como, provavelmente, a polpa destas variedades ndo apresentam o pigmento
antocianina, os sucos obtidos com os frutos das laranja de polpa vermelha néo

apresentam coloracao tdo intensa como os das laranjas sanguineas.
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Figura 1. Fruto de laranja Valéncia e da variedade Mombuca.
Fonte: BAG Citros “Sylvio Moreira”-1AC

O Banco Ativo de Germoplasma (BAG Citros) do Centro APTA Citros “Sylvio
Moreira”-IAC localizado em Cordeir6polis, apresenta trés variedades que podem ser
consideradas como pertencentes a este grupo: as laranjas ‘Sanguinea-de-mombuca’;
Valéncia ‘Puka’ e a Baia ‘Cara-cara’.

Outras frutas, com consumo ainda pouco expressivo para o paladar brasileiro,
sdo a Grapefruit (Citrus paradisi), o limdo Siciliano (Citrus lemon) e a Lima da Pérsia
(Citrus aurantifolia).

As frutas citricas sdo conhecidas como fontes de constituintes antioxidantes
(PERNICE et al.,2009; SANCHEZ-MORENO et al., 2003 ), que apresentam varias
acOes benéficas ao ser humano, como por exemplo a atividade antioxidante (PERNICE

et al.,2009; PUPIN et al., 1999).

2. PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES PRESENTES EM FRUTAS

CITRICAS

As propriedades antioxidantes presentes nos alimentos sdo definidas como
substéncias que, em baixas concentracfes, retardam ou previnem o aparecimento de

alteracdo oxidativa no alimento (Anvisa/portarias, 2009). Enquanto outros autores
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definem, como “substancia sintética ou natural adicionada a produtos para prevenir ou
retardar a deteriorizacdo produzida pela acéo do oxigénio do ar” (HALLIWELL, 1995).

Pela importancia do papel dos alimentos antioxidantes na prevencdo de certas
doencas, fez-se crescente 0 numero de métodos para determinar a capacidade
antioxidante (PEREZ-JIMENEZ e SAURA-CALIXTO, 2006). As frutas citricas se
destacam neste contexto por apresentarem importantes constituintes antioxidantes como
os carotenoides, flavonoides, acidos fendlicos, acido ascérbico (vitamina C) e outros
capazes de prevenirem o organismo humano contra diversas doengas cronicas cardio e
cérebro-vascular, oculares, neuroldgicas e, certos tipos de canceres (GAMA e SYLOS,
2007; GARDNER et al., 2000; JOHNSTON et al., 2002; KLIMCZAK et al, 2007;
PERNICE et al.,2009; SANCHEZ-MORENO et al., 2003).

Atualmente, os antioxidantes também sdo evidenciados na literatura pela
capacidade de conservar os alimentos, retardando a deterioragdo, rancidez e/ou
descoloracéo e, principalmente, devido aos efeitos em relacdo a prevencdo de doencas e

propriedades bioldgicas importantes a satde humana.

2.1. Agentes Antioxidantes

Nas Gltimas décadas, foram realizadas inUmeras pesquisas para esclarecer o
papel dos radicais livres em processos fisiopatoldgicos como envelhecimento e também
doencas degenerativas associadas ao envelhecimento, como céncer, aterosclerose,
inflamacdo, doencas cardiovasculares, catarata, declinio do sistema imune e disfun¢Ges
cerebrais (ATOUI et al., 2005).

Os radicais livres sdo atomos ou grupos de atomos, com um elétron
desemparelhado (R"), sendo altamente reativos e cujos produtos de suas reaces geram

outros radicais livres (reacdo em cadeia). Os radicais s&o gerados normalmente no
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metabolismo e intensificados ap0s exposi¢do ao estresse, luz solar, poluicdo, cigarro,
etc. (YOUNG e LOVE, 2001). Sdo exemplos de radicais livres: as formas toxicas do
oxigénio compreendendo o oxigénio singleto (*O,) e as espécies reativas do oxigénio,
radical hidroxil (OH"), anion superoéxido (O), radical peroxil (ROQ"), radical alcoxil
(RO’) e déxido nitrico (NO") (PEREIRA, 1994; ARUOMA, 1994; YU, 1994; SJIODIN et
al., 1990). Destes radicais livres, 0 OH" e 0 O, sdo 0s que tém maior importancia
bioldgica porque séo formados durante o processo normal ou exacerbado de reducéo do
O, no interior das mitocéndrias (BENZI, 1993).

O estresse oxidativo é o resultado do desequilibrio entre a peroxidacéo e a
antioxidacdo, com maior producdo de espécies reativas de oxigénio e menor producdo
de antioxidantes, caracterizando-se, principalmente, pela peroxidacdo da membrana
lipidica celular (AW et al., 1991; EVELO et al., 1992).

Os alimentos, principalmente as frutas, os vegetais e os condimentos, contém
numerosos fitoquimicos, além dos compostos como as vitaminas A, C e E, os
flavonodides, os carotendides, os tocoferdis, entre outros, com significante capacidade
antioxidante, capazes de restringir a propagacdo das reacOes em cadeia e as lesoes
induzidas pelos radicais livres (DEGASPARI e WASZCZYNSKYJ, 2004; STAVRIC,
1994; FOTSIS et al., 1997; POOL-ZOBEL et al., 1997).

Atividade (capacidade ou potencial) antioxidante é um parametro amplamente
utilizado (isolado ou com mais) para caracterizar diferentes matrizes como 0s vegetais,
vinhos, 0leos, chas, etc.

Os testes para medir a atividade anti-radical livre em alimentos e sistemas
biolégicos podem ser divididos em dois grupos: métodos diretos, que avaliam a
peroxidacdo lipidica no qual sob condi¢Bes padronizadas usa-se um substrato (lipidico,

lipoproteina) e mede-se o grau de inibicdo da oxidacdo, sendo que os mais utilizados
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sdo: TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbiturico) e dienos conjugados
(ROGINSKY e LISSI, 2005), e aqueles indiretos que medem a habilidade de aprisionar
(scavenger) radicais livres e podem ser empregados na avaliacdo da capacidade anti-
radical livre de compostos puros e de extratos complexos. Devido a estabilidade,
facilidade de manipulagéo e simplicidade de procedimento, os radicais mais utilizados
sdo derivados do 1,1-difenil-2-picrilidrazil (DPPH") e do é&cido 2,2-azino-bis-(3-

etilbenzotiazolina)-6-sulfonico (ABTS) (ARNAO, 2000; ROGINSKY e LISSI, 2005).

2.1.1. Método DPPHe
O DPPHe é um radical livre adquirido diretamente sem preparo enquanto que, 0
ABTSe ¢é gerado por reagdes enzimaticas ou quimicas. O DPPHe é um radical muito
estavel, sollvel em meio organico (especialmente alcodlico) e insolivel em meio
aquoso. A reducdo do DPPH" é acompanhada pelo monitoramento do decréscimo da
absorbancia a um determinado comprimento de onda. O DPPH’ absorve a 515 nm, mas
quando reduzido por um antioxidante (AH) ou espécies radiais (R"), a absortividade
diminui (ARNAO, 2000; BRAND-WILLIANS et al., 1995).
DPPH’ + AH — DPPH-H + A’
DPPH’ + R* — DPPH-R
O DPPHe ¢ formado diretamente em solucédo, apresenta coloracdo violeta e na
presenca de doadores de hidrogénio (antioxidantes seqliestrantes de radicais livres) se
reduz tornando-se amarelo o que é monitorado pelo decréscimo na absorbancia durante
a reacdo ou até atingir-se um platd. Esta reacdo & amplamente utilizada para testar a
habilidade de compostos em sequestrarem radicais livres ou doadores de hidrogénio, e
assim, avaliar a atividade antioxidante de alimentos e extratos vegetais (YAMAGUCHI,

1998).
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Usualmente, os métodos utilizados expressam a capacidade antioxidante dos
alimentos testados como capacidade antioxidante equivalente Trolox (TEAC-Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity) ou valor de ECso em unidades molares. O Trolox,
potente antioxidante analogo hidrossolivel da vitamina E, ndo é um composto

naturalmente presente nos alimentos (KIM et al., 2002).

2.1.2. Método ABTSe

A vantagem do método ABTSe € sua simplicidade que permite ser utilizado em
determinagfes de rotina em laboratorio. Porém, o resultado expressa a capacidade da
amostra em reagir com o radical ABTS (ABTS™) e ndo a capacidade de inibir um
processo oxidativo (ROGINSKY e LISSI, 2005).

De acordo com o método de Re et al. (1999), o radical é gerado diretamente por
persulfato de potassio, ou seja, o radical pré-formado ABTS™ forma um croméforo
verde azulado de cor intensa com absor¢do méxima a 645, 734 e 815nm, conforme a

Figura 2 (THOMAS et al., 2004).
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Figura 2. Formacéo do radical ABTS.
A oxidacdo do ABTS comeca imediatamente ap6s a adi¢cdo do persulfato de
potéssio. Depois de formado, 0 ABTSe pode ser reduzido na presenca de antioxidantes
doadores de hidrogénio perdendo sua coloracdo. Através da reducdo do ABTSe serd

determinada a porcentagem de inibicdo em fungéo da concentracdo do antioxidante e o
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calculo da atividade anti-radical livre sera relativo a reatividade do padrdo Trolox, sob
as mesmas condices e o resultado sendo expresso por TEAC.

De acordo com alguns autores, os resultados dos métodos ABTS e DPPH,
realizados para a determinacdo da atividade anti-radical de alguns alimentos e plantas
medicinais (LEONG e SHUI, 2002; MILIAUSKAS et al., 2004) mostraram boa
correlacdo. No entanto, Wang et al. verificaram que alguns compostos que apresentam
atividade em ABTSe podem ndo ter atividade em DPPHe (WANG et al., 1998; citado
por LEONG e SHUI, 2002). Os resultados de atividade anti-radical livre obtidos com
estes dois radicais dependem do solvente, da concentracdo do extrato e do método
empregado (SUN e HO, 2005; PINELO et al., 2004; FRANKEL e MEYER, 2000;

SANCHEZ-MORENO, 2002).

2.2. Compostos Fendlicos

Os fendis sdo uma das maiores classes de metabolitos secundarios das plantas e
0S principais componentes antioxidantes presentes em frutas e vegetais. Constituem
uma ampla classe de compostos como &cidos fenolicos, flavondides e tocoferdis,
podendo apresentar caracteristicas lipofilicas (vitamina E), e caracteristicas hidrofilicas
(Quercetina).

Com mais de 8.000 compostos ja identificados, os compostos fenélicos podem
ser classificados quanto a sua estrutura basica, por exemplo, fendis simples,
benzoquinonas, é&cidos fendlicos, acetofenonas, 4&cidos fenilacéticos, acidos
hidroxicinamicos, fenilpropenos, cumarinas, cromonas, naftoquinonas, Xantonas,
estilbenos, antraquinonas, flavondides, lignanas e lignina (WOLLGAST e ANKLAM,
2000). Também podem ser classificados, de uma forma mais simplificada, de acordo

com seu peso molecular, como, compostos fenolicos de baixo peso molecular (acidos
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hidroxibenzbdicos e acidos hidroxicinamicos), peso molecular intermediario
(flavonoides) e alto peso molecular (taninos condensados e os taninos hidrolizaveis)

(ESCARPA e GONZALEZ, 2001).

Quimicamente, podem ser definidos como substancias que possuem um anel
aromatico contendo um ou mais grupos hidroxila (Figura 3) (DUBICK e OMAYE,

2001).

COOH

H( JH
OH

Acido galico Quercetina

Figura 3. Estrutura quimica de compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sdo efetivos doadores de hidrogénio e sua atividade
antioxidante estd correlacionada com o nimero e a posi¢cdo dos grupos hidroxilicos e
conjugacgdes assim como, com a presenca de elétrons doadores no anel B devido a
capacidade que esse anel aromatico possui de suportar o despareamento de elétrons
deslocalizados do sistema de elétrons 1 (RAMIREZ-TORTOZA et al., 2001).

A metodologia mais utilizada para a quantificacdo de compostos fendlicos em
uma amostra é a determinacdo com o reagente Folin-Ciocalteau, sendo considerada
simples, com reprodutibilidade e reage com varios tipos de fendis encontrados na
natureza. Este reagente contém tungstato de sddio, molibdato de sddio e sulfato de litio
em meio acido, apresentando uma coloracdo amarela. Na presencga do reagente Folin-
Ciocalteau e em meio basico (pH ~10), os compostos fendlicos sdo energeticamente

oxidados, ou seja, pode ocorrer uma reacao de transferéncia de elétrons e a formacao no
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final da reacédo, da coloracdo azul, é devido a presenga do molibdato reduzido formando
6xido de molibdénio, com absorbancia muito intensa proxima a 750nm (SINGLETON

etal., 1999).

2.3. Flavonoides

Os flavonoides constituem o mais importante grupo de compostos fendlicos e o
mais largamente distribuido entre os vegetais, podendo ser divididos nos seguintes
subgrupos: antocianinas (cianidina, delfinidina), flavanas (catequina, epicatequina,
luteoforol, procianidina, theaflavina), flavanonas (hesperidina, naringenina,
neohesperidina, narirutina), flavonas (apigenina, luteolina, diomestina, tangeritina,
nobiletina, tricetina), flavondis (quercetina, rutina, miricetina) e isoflavonoides
(daidzeina, genisteina) (BRAVO, 1998; LOPES et al., 2000).

Estruturalmente, os flavondides constituem substancias arométicas com 15
atomos de carbono no seu esqueleto de difenil propano (Ce-C3-Cg) com dois anéis

benzénicos (A e B) ligado a um anel pirano (C) (Figura 4) (BEHLING et al., 2004).

Figura 4 - Estrutura basica dos flavondides.

Trés tipos de flavondides ocorrem com freqiiéncia em frutas citricas: flavanonas,
flavonas e flavonois (BENAVENTE-GARCIA et al., 1997). As flavanonas existem
como mono ou diglicosidios e contribuem para o sabor dos citricos. Sdo exemplos de
flavanonas: a hesperidina, a narirutina, a naringenina, e a neohesperidina (SIVAM,

2002).
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As flavanonas em Citrus estdo presentes em duas formas, ou seja, na forma
aglicona onde as principais sdo hesperitina e naringenina e na forma glicosidica onde
sdo classificadas como rutinose e neohesperidose (TRIPOLI et al., 2007).

As flavanonas glicosidicas dominantes nas laranjas doces (C. sinensis) sdo a
hesperidina e a narirutina, enquanto que nas laranjas amargas (C. aurantium) as duas
flavanonas glicosidicas predominantes sdo a neohesperidina e a naringina. A principal
diferenca entre as flavanonas glicosidicas de laranjas doces e amargas esta na molécula
de acucar, que influencia o gosto. O agUcar rutinose (6-O-a-A rhaminosyl-B-D-glucose)
apresenta um sabor neutro nas flavanonas hesperidina e narirutina e € relativamente
elevado em laranjas doces, tangerinas e tangor. Enquanto que, o aglcar neohesperidose
(2-O-a-L-rhamnosyl-B-D-glicose) é elevado em tangelos, grapefruits e laranjas amargas
apresentando um sabor amargo ou picante as flavanonas neohesperidina e naringina
(PETERSON et al., 2006).

Como algumas flavanonas sdo especificas de determinadas espécies citricas, elas
sdo usadas como marcadores de adulteragdo em sucos comerciais (GONZALEZ-
MOLINA et al., 2010).

Os flavondides tem se mostrado eficientes antioxidantes em diferentes modelos
(HIDALGO et al., 2010). A atividade antioxidante dos flavonoides depende da sua
estrutura e pode ser determinada por cinco fatores: reatividade como agente doador de
H e elétrons, estabilidade do radical flavanoil formado, reatividade frente a outros
antioxidantes, capacidade de quelar metais de transicdo e solubilidade e interagdo com
as membranas (BARREIROS et al., 2006). A atividade de seqliestro esta diretamente
ligada ao potencial de oxidacdo dos flavondides e das espécies a serem sequestradas.
Quanto menor o potencial de oxidacdo do flavondide, maior é a sua atividade como

sequestrador de radicais livres. Flavonoides com potencial de oxidagdo menor que o do
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Fe+3 e Cu+2 e seus complexos podem reduzir esses metais, sendo potencialmente pro-
oxidantes (RICE-EVANS, 1997). Quanto maior o nimero de hidroxilas, maior a
atividade como agente doador de H e de elétrons (CAO et al., 1997).

Além de sua atividade antioxidante, esses compostos apresentam diversos
efeitos bioldgicos ao organismo quando na ingestdo de alimentos como frutas e vegetais
e bebidas como chas e vinhos, podendo prevenir contra varios tipos de doencas cronicas
como céancer, doencas degenerativas e cardiovasculares (HIDALGO et al., 2010;
TRIPOLI et al., 2007). Os flavondides também apresentam poder antiviral,
antimicrobiano e atividade antinflamatéria, inibem a agregacdo de plaquetas, séo

antiulcerogénicos e antialergénicos (GATTUSO et al., 2007).

2.4. Carotenoides

Os carotendides sdo importantes compostos isoprendides constituindo uma
classe de pigmentos naturais lipossoltveis amplamente distribuidos na natureza (frutas,
vegetais, flores, peixes, invertebrados, passaros e microrganismos), apresentando
diversidade estrutural e numerosas fungbes bioldgicas e fornecendo uma coloragéo
atrativa em flores e frutas (ALQUEZAR et al., 2008; GUERRA-VARGAS et al., 2001;
OLIVER E PALOU, 2000). Embora sejam micronutrientes (microgramas por grama),

0s carotendides estdo entre os constituintes alimenticios mais importantes.

Mais de 650 -carotendides naturais ja foram encontrados na natureza
(MERCADANTE e EGELAND, 2004), isolados e caracterizados, sem considerar 0s
isbmeros trans e cis. Desses, somente uma pequena fracdo destes foi detectada nos
alimentos (ROCK, 1997; PAIVA e RUSSEL, 1999; OLIVIER e PALOU, 2000). Podem

ser obtidos facilmente por extragdo a frio com solventes organicos (FRANCKI et al.,
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2005). Como os animais sdo incapazes de sintetizar carotendides, adquirem estes

compostos através da dieta ao consumir principalmente vegetais e frutas.

Os carotenodides dos alimentos sdo tetraperndides C4 formados pela unido
cauda-cabeca de oito unidades isoprendides Cs, exceto na posicao central, onde a juncéo
ocorre no sentido cauda-cauda, invertendo assim a ordem e resultando numa molécula
simétrica. A caracteristica de maior destaque nestas moléculas é um sistema extenso de
duplas ligacBes conjugadas, responsaveis por suas propriedades e funcdes tdo especiais.
Este sistema é o cromodforo que confere aos carotendides as suas atraentes cores
(RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2008). A estrutura do licopeno (Fig. 5) é considerada a
estrutura fundamental dos carotendides, da qual podem ser derivadas outras formas
estruturais por reacdo de hidrogenagéo, ciclizagdo, oxidacdo ou a combinacdo dessas

(BRITTON et al., 1995; OLIVER e PALOU, 2000).

Figura 5. Estrutura do licopeno.

Os carotendides estdo presentes em todos os organismos fotossintéticos, tem
coloragdo intensa que varia do amarelo ao vermelho e se dividem em: carotenos,
carotenoides constituidos por carbono e hidrogénio (por exemplo, o B-caroteno e o
licopeno); e xantofilas, derivados do caroteno que possuem um ou mais atomo de
oxigénio (hidroxilicos, os carbonilicos e os epoxidos (Figura 6). Nas plantas, os

carotendides estdo localizados nos plastidios onde sdo sintetizados e podem ser obtidos
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facilmente por extracdo a frio com solventes orgénicos (DIAS et al.,2009; FRANCKI et

al., 2005; FRASER e BRAMLEY, 2004).
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Figura 6-Exemplo de estrutura quimica de um caroteno (B-caroteno) e de uma xantofila

(zeaxantina).

Esses pigmentos sdo importantes para a saude por suas funcGes bioldgicas.
Alguns carotenoides sdo conhecidos por sua atividade pré-vitaminica A, especialmente
0 B-caroteno e, em menor extensdo, 0 o-caroteno, a P-criptoxantina e o <y-caroteno
(DIAS et al.,2009; GUERRA-VARGAS et al., 2001; KHACHIK et al., 1992;
SULAEMAN et al., 2001; TONUCCI et al., 1995).

Em anos mais recentes, outros efeitos promotores da salde tém sido atribuidos
aos carotenoides, como agentes antioxidantes, protegendo o organismo contra doencas
cronicas e certos tipos de cancer, doencas cardiovasculares, degeneracdo macular,
catarata, desordens neurolégicas e apresentar atividade antiGlcera gastrica e
fortalecimento do sistema imunoldgico (DIAS et al.,2009; GAMA e SYLOS, 2007;
TRIPOLI et al., 2007; ZANATTA e MERCADANTE, 2007).

Nos ultimos anos, o licopeno tem recebido a atencdo de muitos pesquisadores,

sendo a evidéncia cientifica mais forte em relacdo ao céncer do pulméo, esdfago e
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prostata. Esse carotendide é normalmente encontrado em alimentos de coloragdo
avermelhada, como tomate, goiaba, melancia e mamdo. Estudos epidemioldgicos
revelaram que o consumo de alimentos ricos em licopeno esta inversamente associado
com o risco de doencas cardiovasculares e aterosclerose, cancer de préstata, alteracfes
cognitivas entre outras (KONG e ISMAIL, 2010). Assim, ha um grande interesse na
exploracdo de fontes alternativas de licopeno em linha com o crescimento da demanda
desse composto. Por isso, a importancia de estudos com o objetivo de investigar novas
espécies de laranjas como fontes de licopeno e antioxidante.

Aproximadamente, 60% do total dos carotendides presentes nas laranjas
encontram-se na casca (MOULY, GAYDOU e CORSETTI, 1999; MOULY et al.,
1999).

A composicdo dos carotenoides nos alimentos pode ser afetada por fatores como
variedade, estadio de maturacdo, localidade geografica ou climatica da produgéo,
manuseio da colheita e pds-colheita, processamento e estocagem. O cultivo em
diferentes regides leva a matizes de cores diversas, na polpa e na casca de uma mesma
variedade (KIMURA e RODRIGUEZ-AMAYA, 2002; PERFETTI et al, 1988;
RODRIGUEZ-AMAYA, 1999).

A luteina e a violaxantina foram os principais carotendides encontrados nos
estadios iniciais do amadurecimento da laranja Budd Blood. A luteina foi o pigmento
majoritario apresentando um declinio em seu contetido durante a maturacdo. O contetido
de PB-criptoxantina aumentou durante o amadurecimento da fruta, tornando-se o
pigmento predominante ao término deste estadio. A violaxantina apresentou um
aumento em seu conteido no inicio da maturacao e depois, um decréscimo (LEE, 2001;

LEE e CASTLE, 2001).
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Os carotendides com mais de sete ligagdes duplas conjugadas sdo capazes de
aprisionar ou desativar (quencher) oxigénio singlete (*O,) e interagir com os radicais
livres, sendo que esta atividade aumenta com o aumento do sistema de ligacGes duplas
conjugadas (DI MASCIO et al. 1989). Existem duas maneiras em que 0s carotenoides
podem desativar o oxigénio singlete: no processo quimico quando, reagindo com ele
forma produtos de oxidacéo ou no processo fisico em que dissipa a energia adquirida do
oxigénio singlete na forma de calor, desta forma, voltam ao estado fundamental. Esta
segunda maneira é a que ocorre preferencialmente (STRATTON et al., 1993).

Os carotendides presentes em citros formam uma mistura complexa de mais de
115 substéncias naturais, mas nem todas essas substancias sdo precursoras da Vitamina
A (KLAUI e BAUERNFEIND, 1981). O suco de laranja é a mais importante fonte
alimentar de vitamina A, carotendides (B-caroteno, a-caroteno e PB-criptoxantina) e
antioxidantes carotendides (B-caroteno, B-criptoxantina, luteina e zeaxantina), devido ao
seu contetdo e ao seu elevado consumo (GIOVANNUCCI, 1999; SLATERRY et al.,

2000; TEMPLE, 2000).

2.5. Acido Ascorbico (Vitamina C)

O éacido ascorbico (AA) é a principal forma biologicamente ativa da vitamina C
(Figura 7), tem diversas funcdes bioldgicas e desempenha um importante papel como
antioxidante, prevenindo danos celulares causados pela oxidagdo (BLOCK, 1993). E o
nome comum dado ao acido 2,3-enediol-L-guldnico, é um solido branco, cristalino,
muito solivel em agua. No estado sélido, é relativamente estavel. No entanto, quando
em solucéo, é facilmente oxidado reversivelmente a &cido dehidroascérbico que, por sua
vez, pode ser oxidado irreversivelmente ao 2,3 acido dicetogulénico com perda da

atividade (RIBEIRO e SERAVALLI, 2004).
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Figura 7. Estrutura quimica do &cido ascérbico

Sendo encontrado no organismo na forma de ascorbato, 0s seres humanos nao
sdo capazes de sintetizar o acido ascorbico, portanto, a principal fonte desta vitamina
vem da dieta através do consumo de vegetais e frutas. O AA é uma vitamina solGvel em
agua, sensivel pH alcalino e facilmente oxidado, principalmente por ions metalicos (em
particular Fe** e Cu®"). Os principais fatores que podem afetar a degradacdo da vitamina
C, em sucos de fruta além de catalisadores metalicos e enzimas, incluem o tipo de
processamento, condicdes de estocagem, tipo de embalagem, pH, presenca de oxigénio
e luz. O AA possui alta atividade antioxidante, pois, de modo geral, quanto maior o
nimero de hidroxilas, maior a atividade como agente antioxidante (AOAC, 1990; LEE
e CHEN, 1998; LEE e COATES, 1999). As propriedades pré-oxidantes (ions Fe2+ e
Cul+) encontradas no ascorbato reagem com o perdxido de hidrogénio gerando o
radical hidroxila. Indiretamente, o ascorbato pode induzir as reacdes de radicais livres.
Porém, em funcdo do ferro encontrar-se, na maior parte do tempo, ligado a proteinas de
transporte ou armazenamento, em situacdo normal, as propriedades antioxidantes do
ascorbato suplantam suas atividades pro-oxidantes (HALLIWEL, 1999; PODMORE et
al, 1998).

A concentracdo de AA nas frutas citricas varia de acordo com o tipo de cultivar,

estadio de maturacdo, condicBes de cultivo entre outras. Alguns autores também relatam
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a influéncia da concentracdo de sais e de agucar, concentracdo inicial de acido ascorbico
e carga microbiana (LEE e CHEN, 1998; LEE e COATES, 1999).

A determinacdo do AA pode ser realizada por titulometria (AOAC, 1990). Este
método é baseado na reducdo do 2-6-diclorofenol-indofenol (DCFI) pelo &cido
ascorbico em meio 4cido. No inicio da titulagdo o DCFI, com coloracdo azul em meio
aquoso neutro, sera reduzido pelo &cido ascorbico passando para a sua forma reduzida,
que é incolor. Ao final da titulagdo, depois que todo AA presente ser consumido, a
solucdo passa para a coloracdo rosa, pois em meio acido o DCFI é rosa, indicando o

ponto final.

3. PARAMETROS DE COR CIELAB

3.1. Medicdo de Cor pelo Sistema CIELAB

O aspecto visual indica a qualidade de um produto e a cor é considerada o
principal atributo na aceitacdo e escolha de um alimento. O sentido da visdo é o
primeiro a ser utilizado na escolha de itens alimentares (ARIAS et al.; 2000; LIMA et
al., 2005).

A percepcdo das cores primarias (vermelho, azul, amarelo) e de suas
combinacbes (laranja, verde, purpura, etc.) torna-se complexa uma vez que,
observadores, tamanhos do objeto, planos de fundo (background) e dire¢fes do olhar
alteram a tonalidade, saturacé&o e luminosidade da cor (LOPEZ CAMELO e GOMEZ,
2004; COLOR GLOSSARY, 2008). Essas trés sensacdes (tonalidade, saturacdo e
luminosidade sdo responsaveis pela natureza tridimensional da cor sendo denominadas

de estimulos cromaticos (MELENDEZ-MARTINEZ et al., 2005).
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A cor pode ser representada numericamente pela escala de cor CIELab. O
sistema CIELab (L*a*b*) (Commission Internationale de I’Eclairage - Lightness,
redness-greenness, and yellowness-blueness) tem sido empregado desde 1976 por
varios autores para caracterizar a cor dos alimentos, onde uma particular cor tem uma
Unica localizagdo, especificada numericamente em um espaco tridimensional esférico,
definido por trés eixos perpendiculares. A cromaticidade é composta pelas coordenadas
retangulares do sistema CIELab (Figura 8) que sdo luminosidade (L*), a* (vermelho-
verde: valor positivo representa vermelho e negativo, verde) e b* (amarelo-azul: valor
positivo representa amarelo e negativo, azul) (OLIVEIRA et al., 2003). Tal relaciona-se
a reflectancia da luz visivel em comprimentos de onda especificos (ARIAS et al., 2000;

KONICA MINOLTA, 2008).

Figura 8: Parametros do sistema de cor CIELAB.
Fonte: http://www.athloneextrusions.ie/athlone/colours/colour.php

A saturacdo (C* ou Chroma) define a vivacidade (proximo de 60) ou opacidade
da cor (préximo de zero) (COLOR GLOSSARY, 2008; KONICA MINOLTA, 2008)
sendo calculado através da equacdo C*=(a*? + b*?)*? (ARIAS et al., 2000).

Hue ou angulo Hue relaciona-se as diferencas de absorbancia em diferentes

comprimentos de onda permitindo distinguir coloragfes de mesma luminosidade,
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calculado a partir de tan-1 (b*/a*), quando a*>0 e b*>0, e 180 + tan-1 (b*/a*), quando
a*<0 (ARIAS et al., 2000). O valor hue de 180° representa o verde puro e 0°, vermelho
puro; quanto mais préximo de zero for este valor mais vermelho sera a cor do alimento
(COLOR GLOSSARY, 2008; KONICA MINOLTA, 2008).

Os parametros do sistema CIELAB fornecem dados quantificaveis e precisos
sobre a cor de frutas e vegetais in natura e processados.

A cor dos sucos citricos € devida, principalmente, a presenca dos pigmentos
carotendides. Citros, em geral, sdo excelentes fontes de carotendides, com uma larga
variedade destes pigmentos (GROSS, 1987). Eles fornecem a cor amarela, laranja e
vermelho de muitos alimentos (MELENDEZ-MARTINEZ et al., 2005; MELENDEZ-
MARTINEZ et al.,2010).

De acordo com Meléndez-Martinez et al. (2010) a tradicional cor amarelada das
laranjas doces é devida a presenca de alguns carotendides. Algumas laranjas
avermelhadas, conhecidas como laranjas sanguineas, também acumulam compostos
antocianos. Ja para as variedades mutantes de polpa vermelha, a cor é devida a presenca
do carotendide licopeno que também foram descritos por Liu et al.(2007).

Através dos dados obtidos no diagrama CIELAB é possivel determinar
diferencas existentes entre um padrédo e uma amostra (L*, a*, b*), por exemplo, se o
valor de a* é positivo a amostra esta mais vermelha que o padrdo. Ou seja, € possivel
verificar se a amostra esta dentro do limite de tolerancia ou mesmo, para realizar ajustes
na cor. Atraves deste sistema também € possivel avaliar a mudanca de cor ocorrida

durante um processamento ou talvez, no processo de amadurecimento de uma fruta.

Segundo Meléndez-Martinez et al. (2007) é possivel avaliar o comportamento de
diversos padrdes de carotendides (anteroxantina, auroxantina, cantaxantina, a-caroteno,

B-caroteno, (-caroteno, B-criptoxantina, luteina, luteina epoxi, luteoxantina, licopeno,
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mutatoxantina, neocromo, neoxantina, violaxantina e zeaxantina) através do CIELAB.
Estes autores verificaram que o licopeno e a cantaxantina possuem valores positivos de
a* e b*, indicando que estes pigmentos sdo mais vermelhos. Os demais carotendides
possuem valores negativos de a* e positivos de b*, apresentando coloragdo mais
alaranjada e amarela (MELENDEZ-MARTINEZ et al., 2010).

Atualmente, este sistema vem sendo empregado no estudo da influéncia da
localidade geografica ou climatica da producio (GOMEZ et al., 2001), dos estadios de
maturacdo (ARIAS et al., 2000; BRANDT et al., 2006; CARVALHO et al., 2005), do
cultivar, da colheita e pds-colheita (GIOVANELLI et al., 1999) e do processamento e
estocagem (SAHLIN et al., 2004; SANCHEZ-MORENO et al., 2006).

Na industria do suco citrico, a variedade Hamlin (C. sinensis) é muito utilizada
por apresentar uma capacidade produtiva maior, mas sua cor, sabor e qualidade sdo
relativamente pobres comparada a outras variedades de laranjas doces. Ao suco é
misturado suco de outras fontes para melhorar a cor e sabor. Lee e Castle (2001)
caracterizaram os carotendides e compararam as mudancas sazonais em sucos de laranja
Hamlin e duas variedades vermelhas. Verificaram que a concentragdo de carotendides
na laranja vermelha A foi de 4.9%, variedade B 4.5% e na Hamlin 3.9%. Verificaram
que mudancas drésticas podem ocorrer com os pigmentos durante a safra e que alguns

pigmentos aumentavam sua concentracdo consideravelmente com a maturacao da fruta.
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Abstract

Citrus varieties cultivated in Brazil — Grapefruit (Citrus paradisi), Sweet Lime (Citrus
aurantiifolia), Sicilian Lemon (Citrus limon) and Hamlin Orange (Citrus sinensis), were
evaluated for physicochemical characterization, total phenolics, total flavonoids, total
carotenoids and ascorbic acid contents, and antioxidant activity based on the capacity of
the citrus varieties aqueous extracts to scavenge DPPH’ and ABTS  radical. The Sicilian
Lemon has the highest total titratable acidity, ascorbic acid and total flavonoides
contents, and the lowest total phenolics and total carotenoids contents. The Grapefruit
showed the highest total carotenoids and total phenolics contents. The antioxidant
activity ranged from 1.53 * 0.04 to 4.47 + 0.09 uM Trolox/g of juice for DPPH’
method, and from 1.71 + 0.17 to 3.71 £ 0.28 uM Trolox/g for ABTS" method. The
ABTS" and DPPH’ radical scavenging capacity of the citrus varieties studied was higher

in the fruits with high content of total carotenoids and phenolic contents.

Keywords: ABTS radical scavenging assay, DPPH, Ascorbic Acid, Carotenoids,

Flavonoids.
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1. Introduction

Citrus fruits are produced all around the world and one of the most important and
consumed mostly because of the juice nutritional value. According to US Department of
Agriculture (USDA) data, in 2009, the largest citrus producers are Brazil, the United
States and China. In Brazil, the state of S&o Paulo is the largest producer of oranges, but
the fruits as grapefruit, lime juice and lemon produced in Brazil are more appreciated in
Europe and North America (Guimarées et. al., 2010).

This paper focus the antioxidant activity of grapefruit, lime, lemon and orange
Hamlin in the genus Citrus. All grapefruits are members of the species C. paradisi the
varieties vary in the color of flesh their owing to the presence (pink / red) or absence
(white) of lycopene. The Hamlin orange (Citrus sinensis) is very much used in industry
to obtain the processed juice. Lemon (Citrus lemon) is a rich source of nutrients, in
particular, to have been associated their vitamin C contents, but it has been recently
shown that may also flavonoids play a role in relation to antioxidant (Gonzalez-Molina
et. al., 2008).

The health benefits of fruits and vegetables have been confirmed by many studies
and have mainly been attributed to the presence of bioactive compounds, such as
phenolics, vitamin C, and flavonoids and others, for the prevention of variety diseases,
particularly cardiovascular diseases, some types of cancer, type-2 diabetes, obesity,
immune-system decline, cataracts, different inflammatory processes and antioxidants
preventing free radicals from damaging proteins, DNA and lipids (Guimardes et. al.,
2010; Isabelle et. al., 2010; Kuljarachanan, et. al., 2009; Lachman et. al., 2010).

In recent years, the total antioxidant capacity of foods has received much attention
due to the potential synergistic action of bioactive compounds present in food (Serafini

et al., 2002). The stable free radicals 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH") and 2,2"-
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azinobis(3-ethyilbenzoathiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS") has been widely used to test
the free radical-scavenging ability of various dietary antioxidant polyphenols (Brand-
Williams et al., 1995; Rufino et al., 2007; Sanchez-Moreno et al., 1998).

Carotenoids act in vivo as deactivators of singlet oxygen or peroxyl radicals as
scaveng, reducing oxidation of DNA and lipids, which is associated with degenerative
diseases such as cancer, heart disease and others. The main antioxidant activity of
carotenoids is the deactivation of singlet oxygen (Burry, 1997; Palace et al., 1999).

The aim of this work was to evaluate the ABTSe and DPPHe radical scavenging
capacity of some citrus varieties cultivated in Brazil - Grapefruit, Persian Lime, Sicilian

Lemon and Hamlin Orange, and to compare their antioxidant compound contents.

2. Materials and Methods
2.1. Chemicals

The chemicals 2,2-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPHe), 2,2 -azino-bis-(3-
ethylbenzo-thiazoline-6- sulfonic acid) (ABTSe), 6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametilchroman-
2-carboxilic acid (Trolox), rutin and quercetin were purchased from Sigma-Aldrich (St.
Louis, Mo, USA). Methanol was purchased from Quemis (Jundiai, SP, Brazil); 2,6-
dichlorophenolindophenol and sodium nitrite were purchased from Vetec (Rio de
Janeiro, RJ, Brazil); sodium carbonate, potassium persulfate and oxalic acid were
purchased from Labsynth (Diadema, SP, Brazil), L-ascorbic acid and gallic acid were
purchased from Mallinckrodt Baker (Phillipsburg, NJ, USA); sodium hydroxide and
Folin—Ciocalteu reagent were purchased from Dinamica Quimica (Diadema, SP,

Brazil).
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2.2. Citrus Varieties Samples

Three lots each of four citrus varieties — Grapefruit Ruby Red (Citrus paradisi),
Sweet Lime (Citrus aurantiifolia), Sicilian Lemon (Citrus limon) and Hamlin Orange
(Citrus sinensis), cultivated in Brazil, were selected for this research. The citrus
varieties were purchased from supermarkets of the municipal district of Araraquara (Sao
Paulo, Brazil) and the Hamlin Oranges were supplied by an industry of the region. The
juices from citrus varieties were bottled, leaving a minimum amount of headspace, and
wrapped in aluminum paper. Once filled, the bottles were sealed and stored at -18°C

until analysed, the analyses being carried out in triplicate.

2.3. Titratable Acidity (TA)
The solution of juice from citrus varieties was titrated with 0.1N NaOH and the

results were expressed as % of citric acid (AOAC, 1990).

2.4. Total Soluble Solids (TSS)
The total soluble solids (°Brix) content was determined according to the Association

of Official Analytical Chemistis (1990).

2.5. Ascorbic Acid (AA)

The ascorbic acid content of the samples was determined using the 2,6-
dichlorophenolindophenol titrimetric method from the Official Methods of Analysis of
the Association of Official Analytical Chemists (1990). The results were expressed as

mg of ascorbic acid/100mL of juice.
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2.6. Total Phenolics

The total phenolics were extracted using a modification of the method describe by
Yu and Dahegren (2000). Juices from citrus varieties were vortexed with 10mL of 80%
acetone for 1 min. All samples were held for 1h in the dark, at room temperature,
followed by centrifugation at 6500 rpm for 2 min. The total phenolic content was
determined spectrophotometrically using the Folin—Ciocalteu colorimetric method
(Singleton and Rossi, 1965) as modified by Scalbert et al. (1989). The supernatant
(0.5mL) was mixed with 2.5 mL of freshly diluted 0.2 N Folin-Ciocalteau reagent, and
incubated at 50°C for 5 min. The reaction was then neutralized by adding 2.0mL of
7.5% Na,CO3; and the samples incubated at 50°C for 5 min before reading the
absorbance of the resulting blue color at 760 nm in a UV/Vis spectrophotometer
(Beckman DU® 640, Fullerton, CA, USA). A linear standard curve was prepared using
gallic acid in the range from 5 to 25 pug/mL. The total phenolic content of sample was

expressed as g of gallic acid equivalents/100mL of juice.

2.7. Total Flavonoids

The total flavonoids were extracted using a modification of the method described
by Yu and Dahegren (2000), as describe above for total phenolics. The total flavonoid
content was measured using the colorimetric assay developed by Zhishen et al. (1999).
A known volume (5 ml) of the supernatant was added to a test tube and at zero time, 0.3
ml of 5% NaNO, was added. After 5 min, 0.6 ml of 10% AICIl; was added, and, after
6min, 2 ml of 1 M NaOH, followed by the addition of 2.1 ml distilled water. Sample
absorbance was read at 510 nm using a UV/Vis spectrophotometer. A linear standard

curve was obtained using rutin and quercetin in the range from 100 to 500 pg/mL, and
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the total flavonoids content expressed as mg rutin equivalents/100mL and mg quercetin

equivalents/100mL of juice.

2.8. Total Carotenoids

The carotenoids were extracted according to Rodriguez-Amaya (1999). Thirty
milliliter of each juice from citrus varieties was placed in a nalgene vessel and mixed
with thirty milliliter of the acetone, centrifuged and repeating the procedure until the
white precipitate. Upon centrifugation, the upper colored layers containing the
carotenoid pigments were recovered and washed with water to remove any trace of
acetone. To obtain saponified carotenoids, the extracts were treated with ethanolic KOH
solution (10% w/v) for 16 hours under dim light and at room temperature, after which
they were washed wit water to remove any trace of base. The pigment extract was
partition to petroleum ether. The total carotenoid content was determined by measuring
the absorbance at 450nm in a UV/Vis spectrophotometer and it was calculated
according to Rodriguez-Amaya (1999) using the absorption coefficient of -carotene

(A1 = 2592). The total carotenoids content was expressed as pg/mL of juice.

2.9. ABTSe and DPPHe Radical Scavenging Capacity
2.9.1. Extraction

Each sample of juice from citrus varieties (40g) was centrifuged at 6500 rpm for 3
min and different volumes of the supernatants were transferred into a 5 mL volumetric

flasks and water were added up to mark — aqueous extract.
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2.9.2. Antioxidant Capacity by DPPH" Method

The procedure followed was according to Brand-Williams et al. (1995) with some
modifications. An aliquot (0.1 ml) of different concentrations for each extract, prepared
in 2.9.1, was added to 2.46 mL of methanolic DPPHe solution (0.025g/L) and kept in
the dark for 30 min. Absorbance was measured at 515 nm. The absorbance of the
DPPH’ solution was measured daily, until an absorbance value of 0.80+0.05. A linear
standard curve from 100 to 500 uM of trolox was prepared and the results were

expressed as pMol of Trolox equivalents/g of juice from citrus variety.

2.9.3. Antioxidant Capacity by ABTS" Method

The procedure followed was according to Rufino et al. (2007) with some
modifications. An aliquot (30 pl) of different concentrations for each extract, prepared
in 2.9.1, was added to 3.0 mL of radical ABTS  solution, and kept in the dark for 6 min.
Absorbance was measured at 734 nm. The radical ABTS’ solution was prepared by
reaction of 5mL 7mM aqueous ABTS’ solution and 88pL potassium persulfate solution
and stored in the dark for 16 hours at room temperature. The radical ABTS solution was
further diluted in methanol until an absorbance value of 0.70+0.05. A linear standard
curve from 100 to 2000 uM of trolox was prepared and the results were expressed as

1Mol of Trolox equivalents/g of juice from citrus variety.

2.10. Statistical Analysis

All the results were submitted to an analysis of variance (ANOVA). Differences
amongst the citrus varieties were determined using the Tukey test with the significance
defined as p < 0.05. All data were reported as the mean * standard deviation of the

mean of three replicates.
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3. Results and Discussion
3.1. Physicochemical Characterization

The quality parameters, TSS and TA, of each citrus variety studied are presented in
Table 1. The highest total soluble solid contents were found in the Grapefruit and
Hamlin Orange, and these were significantly different from the Sweet Lime and Sicilian
Lemon. The lowest total soluble solid content was found in the Sweet Lime.

The Sicilian Lemon was the fruit that had the highest titratable acidity content (6.60
g of acid citric/2100mL juice) followed by Grapefruit (1.74 g of acid citric/200mL juice),
while the Sweet Lime had the lowest content (0.53 g of acid citric/100mL juice) along
with Hamlin Orange (0.65 g of acid citric/100mL juice).

Duzzioni et al. (2009) reported titratable acidity content (0.75 + 0.09 %) in the Pera

Orange close to that found in the Hamlin Orange (0.65+0.02%) of the present study.

Table I. Total Soluble Solids (TSS), Titratable Acidity (TA) and Ratio of Citrus
Varieties Cultivated in Brazil.

Scientific name TSS (%) TTA (%) Ratio

(TSS/TTA)

Sweet Lime Citrus aurantiifolia 7.29 £ 0.41b  0.53 £0.09a 13.75
Hamlin Orange Citrus sinensis 12.30 £ 0.14a 0.65 = 0.02a 18.92
Grapefruit Citrus paradisi 1291 +£0.87a 1.74 £0.04b 7.41

Sicilian Lemon Citrus limon 9.25+0.15¢ 6.60 +0.08c 1.40

Values are expressed as the mean + standard deviation of three replicates for each value.

Different letters in the same column indicate a significant difference (p < 0.05).

3.2. Antioxidant Compound Contents
The ascorbic acid, total carotenoids, total phenolics and total flavonoids contents

of some citrus varieties cultivated in Brazil are presented in the Table II.
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The content of ascorbic acid in citrus varieties ranged from 11.57 mg ascorbic
acid/100mL of juice (Sweet Lime) to 78.85 mg ascorbic acid/100mL of juice (Sicilian
Lemon). The ascorbic acid content of the Sicilian Lemon was close to that reported in
the variety Lima Orange (80.94 mg/100mL) by Duzzioni et al. (2009). The variety
Grapefruit showed ascorbic acid content (42.06 mg/100mL) close to that in the variety
Ponkan Tangerine (45.67 mg/100mL) described by Duzzioni et al. (2009). Dhuique-
Mayer et al. (2005) reported ascorbic acid content in the variety Pera Orange of the 58.8
mg/100mL, its similar to that found in the variety Hamlin Orange (58.89 mg/100mL) of
the present study. The ascorbic acid concentration in citrus fruits varies with the type of
cultivar, maturity stage, growing conditions and others factors (Lee and Chen, 1998;
Lee and Coates, 1999).

There is evidence that the spectrophotometric method overestimates the
polyphenolic content relative to the chromatographic method. However, it has been
shown to be a useful analytical tool for the routine analysis of polyphenols and it is
widely used in many laboratories for the determination of differences among fruits and
vegetables and their products (Bartolomé et al., 1998).

The Sicilian Lemon and Sweet Lime had the lowest total phenolics contents
(1.00 g and 1.07 g GAE/100mL of juice, respectively). The highest total phenolics
content was found in variety Grapefruit (1.72 g GAE/100mL of juice).

The highest total flavonoids contents were of the Sicilian Lemon and Grapefruit
(42.34 and 41.64 mg RE/100mL of juice, respectively), while that the Hamlin Orange
had the lowest content (23.66 mg RE/100mL of juice). Also for the total flavonoids
content expressed as mg of quercetin equivalent per 100mL of juice, the varieties that
showed the highest contents were Sicilian Lemon and Grapefruit, and the lowest content

was found in the Hamlin Orange.
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Total carotenoids contents of the citrus varieties studied ranged from 0.29 + 1.09
to 13.58 £ 2.18 pg/mL. The varieties Grapefruit and Hamlin Orange contained higher
total carotenoids contents and were significantly different from the other citrus varieties.
The composition of carotenoids in food may be affected by factors such as variety,
maturity stage, geographic location or climate of the production, handling, harvesting
and post harvest processing and storage. The cultivation in different regions leads to
different shades of color, in the pulp and peel of the same variety (Kimura and

Rodriguez-Amaya, 2002; Perfetti et al., 1988; Rodriguez-Amaya, 1999).

Table Il. Ascorbic Acid, Total Phenolics, Total Flavonoids and Total Carotenoids
Contents of Citrus Varieties Cultivated in Brazil.

Ascorbic Acid Total Phenolics Total Flavonoids Total Carotenoids
(mg/100mL) (g GAE/100mL) (mg RE/100mL)  (ug p-caroteno/mL)
(mg QE/100mL)

Sweet Lime 1157 +0.1d 1.07 +2.12c 33.22+1.23c 0.35+ 1.26b
55.27 £ 1.43b

Hamlin Orange  58.89 + 0.41b 1.50 + 3.02b 23.66 + 0.98d 11.32 £ 2.21a
38.53 + 2.56¢C

Grapefruit 42.06 + 0.54c 1.72 + 1.06a 41.64 £2.79b 13.58 + 2.18a
69.38 £ 0.97a

Sicilian Lemon  78.85+1.37a 1.00 + 1.93d 42.34 + 4,95a 0.29 £1.09b
70.51 +0.91a

Values are expressed as the mean + standard deviation of three replicates for each value.
Different letters in the same column indicate a significant difference (p < 0.05). GAE:
gallic acid equivalent; RE: rutin equivalent; QE: quercetin equivalent.

3.3. ABTSe and DPPHe Radical Scavenging Capacity
The DPPHe radical scavenging capacity ranged from 1.53 + 0.04 to 4.47 = 0.09
pHMol Trolox/g of juice and for ABTSe radical method the levels ranged from 1.71 +

0.17 to 3.71 = 0.28 uMol Trolox/g of juice (Figure 1). The lowest radical scavenging
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capacity was found in the Sweet Lime (1.53 + 0.04 pMol Trolox/g of juice) for ABTSe
method, and Sicilian Lemon (1.71 £ 0.17 pMol Trolox/g of juice) for DPPHe method.
The Sweet Lime had the lowest ascorbic acid content (11.57 mg/100mL) and
intermediate total flavonoid content (33.22 mg RE/100mL and 55.27 mg RQ/100mL),
and the Sicilian Lemon had the lowest total phenolic content (1.00 g GAE/100mL).

The highest radical scavenging capacity was found in the variety Grapefruit for both
methods (4.47 + 0.09 uMol Trolox/g of juice for DPPH method and 3.71 £ 0.28 pMol
Trolox/g of juice for ABTS method). The Grapefruit had the higher total phenolics
(1.72g GAE/100mL) and total carotenoids contents (13.58 pg/mL). These results
suggest that phenolics compounds and carotenoids are the main contributors to the
antioxidant capacity of citrus.

Comparing both the methods for evaluate the radical scavenging capacity of citrus
varieties, can see that the varieties Sweet Lime, Grapefruit and Sicilian Lemon showed
significant difference in the antioxidant capacity between the methods. There was not
significant difference between both the methods only in the variety Hamlin Orange. But
if to compare the radical scavenging capacities between the citrus varieties studied, for
the ABTSe method only the Grapefruit differed significantly from the other varieties,
and for the DPPHe method all the citrus varieties were significantly different (Figure 1).

The antioxidant activity shown by citrus fruit extracts may has been ascribed to the
presence of flavonoids, carotenoids and ascorbic acid (Gorenstein et al.,, 2004).
However, some studies (Arena et al., 2001; Caro et al., 2004; Gardner et al., 2000; Yoo
et al., 2004) have suggested that ascorbic acid, and not phenolic compounds, is the main
contributor to the total antioxidant capacity of citrus juices, while others have suggested
that phenolic compounds dominate the total antioxidant capacity of citrus juice

(Rapisarda et al., 1999; Sun et al., 2002; Wang et al., 2007). It appears that some
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factors, such as the citrus variety, maturity, material preparation and analyzing methods

may cause these divergences (Ghihua et al., 2008).
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Figure 1. ABTSe and DPPHe radical scavenging capacity of the citrus varieties

cultivated in Brazil.

*Values are expressed as the mean + standard deviation of three replicates for each value. Different
lowercase letters indicate a significant difference (p < 0.05) between the methods for each citrus variety.
Different capital letters indicate a significant difference (p < 0.05) between the citrus varieties for each

method.

4- Conclusion

The Sicilian Lemon had the highest total titratable acidity, ascorbic acid and
total flavonoides contents, and the lowest total phenolics and total carotenoids contents.
The Grapefruit showed the highest total carotenoids and total phenolics contents.
Among the citrus varieties analyzed in the present study, the Grapefruit showed higher
radical scavenging capacity. These results suggest that the phenolics compounds and

carotenoids are the main contributors to the total antioxidant capacity of citrus.
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CAPITULO 3

QUANTIFICACAO DE CAROTENOIDES,
FLAVANONAS E COR EM FRUTAS

CITRICAS
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RESUMO

O Brasil é o maior produtor mundial de laranjas e de suco de laranja concentrado
sendo o primeiro lugar em produgdo ocupado pelo estado de Sdo Paulo.
Algumas frutas citricas, mesmo ndo sendo popularmente conhecidas como as
laranjas doces, demonstram grande interesse por parte de pesquisadores e
produtores. A cor é um importante fator de qualidade nos alimentos, pois dela
depende a aceitagdo ou ndo pelos consumidores e influencia ainda a percepgéo
do aroma, sabor e textura dos alimentos. S&o fontes de compostos antioxidantes
como carotendides e flavonoides que atuam em defesa ao nosso organismo. O
objetivo deste trabalho foi avaliar os teores de carotendides, flavanonas e cor nas
variedades citricas grapefruit, limdo Siciliano, laranja Hamlin e lima da Pérsia.
As variedades Lima da Pérsia e limdo Siciliano apresentaram coloragdo menos
amarelada em relacdo a Hamlin e a Grapefruit apresentou uma coloragdo mais
avermelhada que as demais. A hesperidina foi a flavanona encontrada em trés
das quatro frutas estudadas e o limdo Siciliano foi a Unica fruta que apresentou a
flavanona eriocitrina (91,08 mg/L). A laranja Hamlin apresentou todos os

carotenoides estudados e o limdo Siciliano apenas p-caroteno e B-criptoxantina.

Palavras-chave: frutas citricas, Cor; Flavanonas e Carotendides
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Introducéo

As frutas citricas sdo importantes fontes de compostos antioxidantes como o
acido ascorbico, carotenoides e compostos fenolicos, podendo trazer varios beneficios a
salde e associados a prevencao de varias doencas degenerativas, como cancer, diabetes,
doencas cardiovasculares e neuroldgicas, catarata, degeneracdo macular associada a
idade entre outras (MULLER et al, 2010, WATADA, ABE e YAMAUCH]I, 1990).

Estudos tém demonstrado que ndo s6 o valor nutricional é de fundamental
importancia para a determinacdo da qualidade dos alimentos, mas também a cor € um
atributo decisivo na escolha de um produto (LIMA et al., 2005). Cor mental é uma
resposta ao estimulo que produz uma radiagdo visivel sobre a retina, que € transmitida
ao cérebro através do nervo optico (MELENDEZ-MARTINEZ et al., 2005).

O sistema CIELab (Comission Internationale de I"Eclairage, International
Comission on Illumination —Lightness, redness-greenness, and yellowness-blueness)
fundado em 1976, tem sido empregado por varios autores para caracterizar a cor dos
alimentos. As coordenadas retangulares do sistema CIELab sdo luminosidade (L*),
vermelho-verde (a*), amarelo-azul (b*) e as coordenadas cilindricas Chroma (C*) e o
angulo Hue (OLIVEIRA et al., 2003).

A cor dos sucos citricos é devida principalmente a presenca dos pigmentos
carotenodides. Citros em geral, sdo excelentes fontes de carotendides, com uma larga
variedade destes pigmentos. Eles fornecem a cor amarela, laranja e vermelho de muitos
alimentos (MELENDEZ-MARTINEZ et al., 2005). Os carotendides apresentam
estrutura basica tetraterpénica com 40 atomos de carbono, formada por oito unidades
isoprendides de cinco carbonos, ligados de tal forma que a molécula é linear com

simetria invertida no centro.
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O suco de laranja é a mais importante fonte alimentar de pro-vitamina A (B-
caroteno, a-caroteno e B-criptoxantina) e antioxidantes carotenoides (jB-caroteno, B-
criptoxantina, luteina e zeaxantina), devido ao seu conteudo e elevado consumo
(GIOVANNUCCI, 1999; SLATERRY et al., 2000; TEMPLE, 2000). As pré-vitaminas
A constituem a maior fonte de vitamina A da dieta, contribuindo com uma média de
68% mundialmente e 82% nos paises em desenvolvimento (SIMPSON, 1983). Esses
carotenoides tém sido indicados na diminuicdo de doencas degenerativas, como cancer e
doencas cardio e neurovasculares (TIBLE, 1998) devido a sua propriedade antioxidante
(De ANCOS et al., 2002), cataratas e degenera¢do macular, como também melhora do
sistema imunoldgico (VAN DEN BERG et al., 2000; MAOKA et al., 2001).

Os flavonoides constituem o mais importante grupo de compostos fendlicos,
onde trés tipos de flavonodides ocorrem com freqliéncia em frutas citricas: flavanonas,
flavonas e flavonois (BENAVENTE-GARCIA et al., 1997, CALABRO et al., 2004;
MOURA et al, 2008). A maior parte dos flavondides encontrados nos alimentos ocorre
na forma de glicosidio, isto &, com alguma molécula de agucar ligada a sua estrutura,
podendo ser encontrados como glicose e outros aglcares, tais como glicoramnose,
arabinose, galactose e ramnose (COOK e SAMMAN, 1996; HEIN et al., 2002). Os
flavondides que ndo se encontram ligados a nenhuma substancia quimica sao chamados
de agliconas.

A importancia dos flavondides na saide humana se deve as inUmeras fungdes
bioldgicas, verificadas tanto in vitro como in vivo (EDWARDS e BERNIER, 1996;
HOLLMAN et al., 1996; KAWAII et al., 1999; SIVAM, 2002). Dentre os efeitos
potencialmente benéficos atribuidos aos flavondides estdo: antialergénico,
antinflamatério, antiviral, antiulcerogénico, antiproliferativo, anticarcinogénico,

atividade antihepatotoxica, preventivo na formacdo de plaquetas (aterosclerose), acéo

60



antitrombotica, antiespasmolitico e, também, efeitos antihipertensivo e antiarritmicos
(SANCHEZ-MORENO et al., 2003, MIDDLETON Jr. e KANDASWAMI, 1994; DEL
RIO et al., 2004; FORMICA e REGELSON, 1995; LARRAURI et al., 1996,
CAMARDA et al., 2007; DI CARLO et al., 1999).

Estudos epidemioldgicos tém reportado uma significante associagdo positiva
entre 0 consumo de frutas citricas e a reducdo do risco de doencas coronarias
(CALABRO et al., 2004; HERTOG et al., 1993; STAVRIC, 1993). A hesperidina,
principal flavanona em algumas frutas citricas, possui grande capacidade
antinflamatoria e analgésica e também efeito antioxidante nos radicais livres envolvidos
em cancer (DEL RIO et al., 2004).

O Brasil é o maior produtor mundial de laranjas e maior exportador de suco de
laranjas, atendendo hoje cerca de 50% da demanda e 75% das transagdes internacionais
(ABECITRUS, 2009). As frutas citricas sdo produzidas em todo o mundo e de acordo
com os dados de 2009 do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), os
maiores produtores de citricos sdo Brasil, Estados Unidos, a China e os paises do
Mediterraneo. No Brasil, o estado de Sdo Paulo é o maior produtor de laranjas, mas
frutas como grapefruit, lima e limdo Siciliano mesmo sendo produzidos no Brasil, séo
mais apreciadas na Europa e América do Norte (GUIMARAES et al., 2010).

As grapefruits pertencem a C. paradisi e as variedades variam de cor na sua
polpa, devido a presenca (rosa/vermelho) ou auséncia (branco) de licopeno. A laranja
Hamlin (Citrus sinensis) é muito usada na industria para obtengdo de suco processado.
O limdo (Citrus lemon) é uma fonte rica de nutrientes antioxidantes e tem sido
associado ao contetdo de vitamina C, mas foi recentemente demonstrado que 0s
flavondides podem igualmente desempenhar um importante papel em relacdo a

atividade antioxidante (GONZALEZ-MOLINA et al. 2008).
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Por serem frutas pouco conhecidas e apreciadas no Brasil sdo escassos 0s
estudos brasileiros destas frutas. O objetivo deste trabalho € avaliar os teores de alguns
constituintes quimicos que apresentam funcionalidade como carotendides, flavanonas,
assim como os parametros de corr nas variedades citricas grapefruit, limdo Siciliano,

laranja Hamlin e lima da Pérsia.

Material e Métodos

Amostras

Foram selecionados trés lotes de quatro variedade citricas: grapefruit Ruby Red,
lima da Pérsia, limdo Siciliano e laranja Hamlin. As frutas foram adquiridas em
industria e supermercados da regido de Araraquara (Sao Paulo, Brasil), sendo escolhidas
aleatoriamente, independentemente do seu grau de maturacdo, onde cada lote continha
aproximadamente 15 frutos. O suco das frutas foi obtido a partir de um extrator manual
de suco. O indice de maturidade (solidos soluveis/acidez total titulavel) do suco das
frutas foi: Hamlin=18,65; lima da Pérsia=13,21; limao Siciliano=1,17 e Grapefruit =

7,46.

Métodos
Determinacéo da cor

A medida da cor foi realizada segundo os parametros de CIELab, sendo 0s
valores de L* (luminosidade), a* (indice de saturacdo vermelho) e b*(indice de
saturacdo amarelo) obtidos apés leitura das amostras em colorimetro espectrofotdmetro

Hunter (Color Quest 1l Sphere, CQIIUNI 1200) em reflectancia, em um angulo de 10° e
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iluminante D65. Os valores de L*, a* e b* matematicamente combinados permitem
calcular as razées a*/b* e (a*/b*)?. Os angulo hue e Chroma foram calculados segundo

as equacdes (ARIAS et al., 2000):
Hue=tan*(b*/a*), quando a*>0 e b*>0

Hue=180+tan™ (b*/a*), quando a*<0

Extragdo dos carotendides

Os carotendides foram extraidos com acetona fria, os pigmentos transferidos
para éter de petréleo, saponificados com KOH metandlico por 16 horas. O extrato foi
diluido com éter de petrdleo e a leitura da absorbancia da solugdo foi realizada a 450nm.
O teor de carotendides totais foi expresso em termos de -caroteno (Al%lcm de 2592, em

éter de petréleo), aplicando-se a Lei de Beer (RODRIGUEZ-AMAYA, 1998).

Determinagdo do teor dos carotenoides por CLAE

Os pigmentos carotendides foram analisados por RP-HPLC usando gradiente
ternario de eluicdo e uma coluna Symmetry Cig (4.6 x 150 mm 1.D., 3.5um) da Waters.
O sistema cromatografico era equipado com detector por arranjo de fotodiodos (DAD) e
a fase movel consistia de acetonitrila: metanol: acetato de etila contendo 0.05% de
trietilamina com vazao de 0.6 mL/min. Um gradiente foi aplicado a partir de 99:1:0 para
64:1:35 em 30 minutos e 99:1:0 em 60 min. O volume de injecdo foi de 20 pL.
Deteccéo realizada de 350 a 550 nm. As amostras e as solucdes foram filtradas em

membrana de 0.22 pm antes da injecé&o.
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Os carotenoides isolados individualmente em amostras foram identificados por
comparacdo de seu tempo de retencdo no HPLC e pelas caracteristicas dos espectros do

arranjo de diodos com padrdes e também valores na literatura.

Determinagdo do teor das flavanonas glicosidicas (FGS)

A extragcdo das flavanonas foi de acordo com BOCCO et al. (1998). Foram
misturados 3,0mL de suco com 5,0mL de metanol e agitado em um vortex por
aproximadamente 2 minutos, seguido de aquecimento a 55°C por 15 minutos, resfriado
e centrifugacdo a 3150 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi recolhido e todo o
procedimento foi repetido mais uma vez. Os extratos metandélicos foram misturados e
evaporados em banho-maria a 50°C sob fluxo de nitrogénio, sendo levados a um
volume final de 10mL com metanol.

A coluna empregada na separacdo das flavanonas foi C18 Shimadzu Shimpack
CLC-ODS (M) (4,6 x 250 mm, 5um) e como fase mdvel, a mistura acetonitrila:agua
(ajustada para o pH 2,5 com &cido acético) e vazdo de 0,7mL/min com detector por
arranjo de fotodiodos (DAD). O tempo de corrida foi de 30minutos e a detecgéo
realizada a 280nm. As amostras e as solucdes padrédo foram filtradas em membrana
0,22um antes da injegéao.

Todos os solventes utilizados foram previamente filtrados em sistema Millipore
de filtracdo a vacuo com membrana filtrante Nylon 66 para solvente organico de
0,45um (Schleicher & Schuell RC-L 55).

A identificagéo das flavanonas foi feita pela comparacéo dos tempos de retengéo
e dos espectros obtidos pelo detector por arranjo de fotodiodos (DAD) das amostras
com os dos respectivos padrdes (eriocitrina, naringina, neohesperidina, hesperidina e

narirutina) entre 200 e 450nm. Os resultados foram expressos como mg/L.

64



Anélise estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada através de analise de variancia
(ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de Tukey. As diferencas que apresentaram
niveis de probabilidade menores e iguais a 5% (p<0,05) foram consideradas

estatisticamente significativas.

Resultados e discussao
Medida da cor

Na Figura 1 estdo representados os valores de L* (luminosidade), a* (vermelho-
verde), b* (amarelo-azul), C* (Chroma) e o h (Hue), valores estes que representam 0s
parametros de cor CIELab. Todas as quatro variedades de frutas citricas avaliadas
apresentaram parametros significativamente diferentes. A variedade Lima da Pérsia
apresentou o maior valor negativo de a* e a Grapefruit valor positivo de a*, indicando
que, a maior saturacdo da cor vermelha (valor positivo a*) demonstra que o suco da
Grapefruit é mais vermelho que as demais, ou seja, os carotendides mais amarelos
presentes nos sucos apresentam-se com valor negativo de a* e positivo de b*. O mesmo
comportamento foi observado por Meléndez-Martinez et al. (2007), os carotendides
vermelhos, licopeno e cantaxantina apontaram valor positivo de a* e b*, enquanto que,
0s mais amarelos apresentaram valor negativo de a* e positivo de b*. Os valores
referentes ao pardmetro b* foram positivos para todas as variedades, no entanto os
valores das variedades Lima da Pérsia e Hamlin se destacaram o que indica a presenga
mais amarelada destes sucos. O pardmetro h mostra a localizagdo da cor em um
diagrama, onde o angulo 0° representa vermelho puro; 90°, o amarelo puro; 180°, o
verde puro e 0 270°, o azul puro. As frutas Grapefruit, Lima da Pérsia e limao Siciliano

apresentaram angulo préximo a 25° (tonalidade pouco amarelada) e a variedade Hamlin
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préximo a 80° (tonalidade amarelada). O Chroma é definido pela distancia de h ao
centro do diagrama tridimensional, sendo o 0 no centro e aumentando de acordo com a
distancia (OLIVEIRA, 2002). Das quatro variedades de frutas citricas estudadas, os

valores mais proximos de zero sdo os das variedades Grapefruit e Liméao Siciliano.

i
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Figura 1: Valores de cor do sistema CIELAB para 0s quatro tipos de sucos citricos. Os
valores representam médiastDP. Médias com letras iguais ndo diferem

significativamente (p<0,05) entre si pelo teste de Tukey.

Com os resultados da cor do suco das frutas obtidos neste estudo, pode-se
observar que os valores dos parametros b* e C* estdo proporcionalmente ligados, pois
as variedades que contiveram um valor menor do parametro b* também apresentaram
um valor menor do parametro C*, enquanto que os parametros C e h foram

inversamente proporcionais.

Conteldo de Carotendides por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia)
Os carotendides presentes nas quatro frutas foram o p-caroteno e f-

criptoxantina, sendo que a variedade Grapefruit apresentou teores de [(-caroteno
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(1483,24 pg/L) bem acima das demais e a variedade Hamlin, apresentou o carotendide
B-criptoxantina (400,18 ug/L), superior as outras trés variedades (Tabela 1), sendo que
este carotendide é o principal de muitas frutas de polpa alaranjada.

A variedade Hamlin foi a Gnica fruta que apresentou todos os carotendides
estudados e a fruta limao Siciliano apresentou somente dois carotendides.

Ao tentar correlacionar o teor do carotendide com valores do parametro a* das
frutas das variedades Lima da Pérsia e limdo Siciliano, percebe-se que o teor de B-
caroteno dessas duas frutas é menor indicando o valor do pardmetro a* negativo, ou
seja, apresentando suco mais claro em relacdo a Grapefruit e Hamlin.

Sanchez-Moreno et al., (2003) em seus estudos com sucos comerciais de
laranjas, ndo encontraram uma correlagdo significativa entre a concentracdo total de
carotendide e os parametros a* e b*. No entanto, segundo 0s autores, hd uma possivel
relacdo entre o parametro h* e a estrutura quimica do carotenoide.

Para os carotenoides luteina, violaxantina, B-criptoxantina e zeaxantina, a
variedade Hamlin (252,98 pg/L; 234,69 pg/L; 400,18 pg/L; 443,05 pg/L,
respectivamente) demonstrou ser a fruta que apresentava os maiores teores em sua polpa
relacionada as demais frutas estudadas.

Embora as implicacbes da violaxantina na salde ainda ndo tenham sido
demonstradas, esse carotendide representa um dos principais por estar largamente
distribuido em alguns alimentos, tendo em conta que a violaxantina é um carotendide

que pode ser perdido facilmente durante a analise (Rodriguez-Amaya et al., 2008).
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Tabela 1: Conteddo de carotendides (pg/L) nas variedades de frutas Grapefruit Ruby

Red, Lima da Pérsia, Liméo Siciliano e Hamlin.

Grapefruit Lima da Liméo Hamlin

Ruby Red Pérsia Siciliano
B-caroteno 1483,24+210,02a | 6,34+0,5b 6,06+0,86b 90,03+4,9b
B-criptoxantina 101,13+40,62b 75,5¢58b | 21,04+0,12c | 400,18+7,0a
a-criptoxantina 36,42+22,75a -* -* 60,07+3,87a
Zeaxantina 194,38+5,48b -* -* 443,05+39,4a
Luteina 42,2+2,19b 5,45+0,5b -* 252,98+67,2a
Violaxantina -* 2,54+0,0b -* 234,69+52,2a

Os valores representam médias de trés lotestDP. Linhas com diferentes letras sdo significativamente
diferentes no teste de Tukey (p<0,05).
- *ndo determinado.

Conteldo de flavanonas glicosidicas (FGS)

Quatro diferentes tipos de flavanonas glicosidicas (eriocitrina, naringina,
hesperidina e narirutina) foram analisados nas quatro variedades de frutas citricas
(Tabela 2). A naringina, flavanona tipica de frutas amargas, foi detectada somente na
grapefruit e no limédo Siciliano. A hesperidina e a narirutina foram encontradas em trés
das quatro frutas citricas em questao.

O teor de hesperidina encontrado nas frutas citricas analisadas variou de 55,80 a
287,38 mg/L. A variedade Hamlin apresentou o maior teor deste constituinte (p<0,05)
diferindo das demais variedades, enquanto que a variedade Limao Siciliano apresentou

0 menor teor (p<0,05).
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Tabela 2: Conteudo de flavanonas glicosidicas (mg/L) nas variedades de frutas

Grapefruit, Lima da Pérsia, Limé&o Siciliano e Hamlin.

Grapefruit Lima da Liméo Hamlin
Ruby Red Pérsia Siciliano
Eriocitrina nd - 91,08+0,1 Nd
Naringina 965,14+3,1b nd 1005,59+4,8a Nd
Hesperidina nd 58,60+0,8b 55,80+0,7b 287,3818,3a
Narirutina 55,09+02b 12,09+1,56¢ nd 64,01+1,8b

Os valores representam médias de trés lotestDP. Linhas com diferentes letras sdo significativamente
diferentes no teste de Tukey (p<0,05).
nd - ndo determinado.

Segundo Xu et al., (2008) as principais flavanonas glicosidicas presentes no suco
de laranjas e tangerinas cultivadas na China foram a hesperidina e a narirutina, sendo
gue a naringina e a neohesperidina ndo foram detectadas. Em seus estudos, o teor de
hesperidina nas frutas variou entre 304,46 a 533,64 mg/L, valores estes bem acima do
encontrado no presente trabalho. No entanto, Sanchez-Moreno et al., (2003)
encontraram na variedade valéncia um teor de hesperidina igual a 76,61 mg/L, sendo
que a variedade Hamlin, neste estudo, conteve um valor superior deste constituinte

(287,38 mg/L).

Grapefruit ndo é uma fruta citrica muito consumida e produzida no Brasil,
embora esteja disponivel no comércio para consumo. Assim como o limédo Siciliano,
apresenta uma composi¢do de flavanona diferente das laranjas doces, tendo como
flavanona principal a naringina que ndo é encontrada em laranjas doces. Assim, foi
possivel avaliar a separacdo de flavanonas de uma fruta citrica com uma composigdo

diferente das demais.
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O teor de naringina encontrado foi de 965,14 mg/L para Grapefruit Ruby Red e
1005,59 mg/L no limé&o Siciliano. E o teor de eriocitrina encontrado no limdo Siciliano

foi de 91,08 mg/L.

Marin et al., (2002) estudaram duas variedades de limé&o cultivadas na Espanha e
encontraram duas flavanonas, a eriocitrina e a hesperidina com teores variando de
81,545 a 111+12 mg/L e 104+15 a 224+20 mg/L respectivamente, estando de acordo
com nossos resultados para a flavanona eriocitrina, mas para a hesperidina, em nossos
resultados apresentou teores mais baixos. No entanto, alguns fatores tais como
variedades de citros e grau de maturidade da fruta entre outros, podem causar estas

divergéncias nos valores encontrados.

De acordo com Vanamala et al., 2006 o teor de naringina encontrado em suco
pasteurizado de Grapefruit variou de 230,50 a 370,20 mg/L, valores bem abaixo do que
foi encontrado neste trabalho (965,14 mg/L), no entanto estes mesmos autores
encontraram teores de narirutina nesta fruta (90,1 a 110,7 mg/L), a qual ndo foi

detectada neste estudo.

Entre as limas doces ou comuns, a variedade Lima da Pérsia se encontra
disponivel no mercado brasileiro, mas existem poucos relatos na literatura sobre a
composicdo de flavanonas nessa variedade. O teor médio de hesperidina encontrado foi

de 58,60 mg/L e a narirutina 12,9 mg/L.
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Figura 3: Cromatogramas caracteristicos obtidos por CLAE das flavanonas das
variedades Grapefruit, limdo Siciliano, laranja Hamlin e lima da Pérsia.
Identificacdo dos picos: 1- Eriocitrina; 2- Hesperidina; 3- Naringina; 4-

Narirutina.

Conclusodes

Com os resultados obtidos das analises das quatro variedades citricas, pode-se
concluir que a variedade Hamlin apresentou em seu suco todos os carotenoides
analisados. Para os parametros de cor, percebeu-se que as quatro variedades de frutas
citricas avaliadas apresentaram parametros significativamente diferentes. A fruta

Grapefruit obteve um conteddo de B-caroteno superior (p<0.05) as demais variedades.
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A flavanona hesperidina foi encontrada em maior quantidade na fruta Hamlin. O limdo

Siciliano foi a fruta que apresentou trés das quatro flavanonas estudadas.
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CAPITULO 4

DETERMINACAO DA ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE E CONSTITUINTES BIOATIVOS
EM LARANJAS DE POLPA VERMELHA
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RESUMO

As frutas citricas sdo muito consumidas e apreciadas por todo o mundo, nao sé
devido ao seu paladar agradavel como também ao seu valor nutricional. Sdo
fontes de constituintes bioativos que podem atuar como antioxidantes em defesa
ao nosso organismo. Existem relatos principalmente sobre os fitoquimicos e o
potencial antioxidante das laranja claras, no entanto as laranjas de polpa
vermelha, ainda sdo pouco estudadas. O Brasil se destaca na producdo e
exportacdo do suco das laranjas, sendo o maior exportador mundial do suco da
fruta. O &cido ascérbico, os compostos fenolicos totais e carotenodides séo alguns
dos componentes bioativos presentes nas frutas citricas. Considerando a
importancia das frutas citricas com relacdo aos seus beneficios para a salde, 0s
objetivos deste estudo foram analisar quatro frutas vermelhas, sendo trés
Sanguineas de mombuca cultivadas em lugares distintos, uma baia Cara Cara
(CCSM - Cordeiropolis) e a fruta controle Péra Rio, quanto aos principais
constituintes bioativos e atividade antioxidante via radical livre DPPHe e ABTSe
colhidas no inicio, meio e fim de safra. A variedade mombuca cultivada em S&o
Bento do Sapucai apresentou o maior teor de acido ascorbico no 1°lote tanto de
2008 como de 2009 e o menor de flavonoides totais, ja as variedades Sanguinea
de Mombuca de Mogi Mirim e Baia Cara Cara contiveram 0s maiores teores de
fendlicos totais. Para o0s teores de carotendides totais, a mombuca de
Cordeiropolis (CV93) apresentou no 1° e 2° lotes os maiores teores. A atividade
antioxidante de cada fruta analisada demonstrou ser o DPPHe 0 método mais
ideal avaliado, sendo que na fruta controle foi o inverso, ou seja, 0 ABTSe

mostrou-se mais adequado.

Palavras-chave: frutas citricas, DPPHe, ABTSe, fendlicos totais, acido ascérbico

e carotendides totais.
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Introducéo

O aumento da demanda dos consumidores por alimentos que apresentam
propriedades funcionais tem impulsionado o interesse de pesquisadores e industria pelo
segmento de novos produtos. Nos Gltimos anos, tém se observado um aumento
significativo no consumo de frutos tropicais, principalmente frutas citricas. Atualmente
a maior parte da producdo de laranja destina-se a industria do suco. O Brasil é o maior
exportador mundial de suco de laranja, atendendo cerca de 50% da demanda e 75% das
transacOes internacionais (ABECITRUS, 2008). O Estado de S&o Paulo é o maior
produtor brasileiro de laranjas com 80% da producdo, seguido da Bahia (4%), Sergipe
(4%) e Minas Gerais (3%) (NEVES e LOPES, 2005).

As laranjas podem ser divididas em dois grandes grupos de acordo com sua
coloragdo: grupo das laranjas brancas ou claras e grupo das laranjas sanguineas
(BITTERS, 1961). A coloragdo na polpa e no suco das laranjas é devido a presenca de
carotenoides, podendo variar de cor na polpa entre as variedades devidas as variaces na
quantidade dos diferentes carotendides presentes (GAMA e SYLOS, 2005). O grupo
das laranjas claras inclui quase todas as laranjas comerciais cultivadas no mundo,
incluindo as variedades de mesa (laranjas Baias, Navel, Baianinhas e outras), variedades
usadas para a extracdo de suco (Péra, Valéncia, Natal, Hamlin e outras) e laranjas sem
acidez como Laranja Lima e Suchari.

Ja as laranjas sanguineas sdao mais cultivadas nas regifes do mediterraneo e na
India, onde apresentam grande aceitagdo comercial e apresentam colora¢do vermelha-
intensa na polpa e no suco, devido a presenca do pigmento antocianina sendo muito
apreciadas ndo sO pela coloracdo e sabor, como também pelo benficio a salde
(BERNARDI et al., 2010; KELEBEK et al, 2008; MONDELLO et al, 2000). Como

exemplos de variedades mais conhecidas e utilizadas, podem ser citadas: Tarroco,
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Moro, Sanguigno doppio, Sanguinella e Sanguinelo (Citrus sinensis(L.) Osbeck), dentre
outras (MONDELLO et al, 2000).

Um terceiro grupo de variedades, ndo descrito por BITTERS (1961), sdo as
variedades de laranja com coloracdo vermelha intensa da polpa, chamadas de laranjas
falsas-sanguineas ou de polpa vermelha que é devida a presenca de teores dos
carotenoides: beta-caroteno e licopeno na polpa, em comparacdo com as laranjas claras
(XU et al., 2006).

As frutas citricas sdo conhecidas como importantes fontes de compostos com
atividade antioxidante como acido ascorbico e compostos fendlicos, e que podem trazer
varios beneficios a saude, estando associados & prevencdo de desenvolver doengas
degenerativas, como cancer, diabetes, doencas cardiovasculares e neuroldgicas
(BERNARDI et al., 2010; SANCHEZ-MORENO et al., 2003).

Nos ultimos anos, a capacidade antioxidante total dos alimentos tem recebido
grande destaque em trabalhos cientificos devido ao potencial sinergistico de compostos
bioativos presentes (SERAFINI et al., 2002). Os radicais livres estavel 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH ¢) e 2,2 '-azinobis (acido 3-ethyilbenzoathiazoline-6-sulfénico)
(ABTS) » tem sido amplamente utilizados para testar a habilidade dos radicais livres de
varios polifendis antioxidantes na dieta (BRAND-WILLIAMS et al., 1995; RUFINO et
al., 2007; SANCHEZ-MORENO et al., 1998).

A citricultura brasileira tem apresentado nos Ultimos anos novas tecnologias
para melhoria no uso de mudas com qualidade e novos materiais genéticos. E como sédo
novas as variedades de polpa vermelha cultivadas no Brasil, estudos dessas frutas ainda
sdo muito raros. O objetivo deste trabalho é avaliar a importancia dos compostos
bioativos, bem como, as varia¢cdes dos teores em diferentes épocas e sua atividade

antioxidante via radical livre DPPHe e ABTSe.
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Material e Métodos

Amostras

Foram selecionados trés lotes no ano de 2008 e trés lotes no ano de 2009 das
variedades de laranjas vermelhas: Sanguinea de Mombuca (de Sdo Bento do Sapucai
(MSBS), Cordeirdpolis (CV 93) e Mogi Mirim (MMM) e Baia Cara Cara CN486
(Cordeirdpolis). As frutas foram fornecidas pelo Instituto Agronémico de Campinas
(IAC), sendo escolhidas aleatoriamente, independentemente do seu grau de maturacéo,
onde cada lote continha aproximadamente 15 frutos. O suco das frutas foi obtido a partir

de um extrator manual de suco.

Métodos

Determinacéo de sélidos soluveis totais (SST), de acidez titulavel total (ATT) e do ratio

O teor de solidos soluveis totais (°Brix) e de acidez total titulavel (expressa em
% de &cido citrico) das amostras foi realizado de acordo com os métodos da Association
of Official Analytical Chemists,(1995) e o ratio pela relacdo de sélidos soltveis/acidez

total titulavel.

Determinacéo de acido ascorbico (AA)

O contetdo de acido ascérbico foi determinado por titulometria, método que se
baseia na reducdo do 2,6-diclorofenol-indofenol pelo acido ascorbico, e os resultados

expressos em mg de acido ascorbico/100mL de suco (AOAC, 1995).
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Determinagdo de compostos fenolicos

O teor de fenodlicos totais foi determinado pelo método de Folin—-Ciocalteu,
usando &cido galico como padrdo. A leitura da absorbéancia foi realizada a 760 nm em
um espectrofotdmetro Beckman DU® 640. A curva analitica foi construida nas
concentragdes entre 5 a 25 ug de acido galico por mL. Os resultados foram expressos

em mg de &cido galico por 100 mL de suco.

Determinacéo do teor de flavonoides totais

A extracdo dos flavondides foi efetuada com acetona de acordo com Yu e
Dahegren (2000). O conteudo de flavonoides totais foi determinado pelo método
colorimétrico segundo Zhishen et al., (1999), com leitura de absorbancia a 510 nm. A
rutina foi utilizada como padrdo para a obtencdo da curva de calibragdo. Os resultados

foram expressos em mg equivalente de rutina/mL.

Atividade Sequestrante do Radical Livre
Extragdo para os métodos DPPHe e ABTSe

Duplicata de cada amostra (40g) foi centrifugada a 6500 rpm por 3 min e
diferentes volumes do sobrenadante foram transferidos para baldes volumétricos de 5

mL, adicionando agua destilada.

Determinacdo da atividade antioxidante pelo método de DPPHe

A determinacdo da atividade antioxidante foi determinada via radical livre

DPPHe segundo Brand-Willians, Cuvelier e Berset (1995) com algumas modificagoes.
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Uma aliquota (0,1mL) de diferentes concentraces do sobrenadante obtido na extragdo
(concentragbes do suco em agua) de cada suco foi misturada com 2,46 mL da solugédo
metandlica de DPPH® (0,025g/L) e incubados por 30 minutos no escuro. A leitura da
absorbancia foi realizada a 515 nm. A partir da curva de calibracdo do DPPH® em
Trolox e dos valores da absorbéncia de cada concentragdo, os resultados foram
expressos em TEAC (atividade antioxidante equivalente em Trolox) como pMol

Trolox/g.

Determinacdo da atividade antioxidante pelo método de ABTSe

O procedimento seguido foi de acordo com Rufino et al. (2007) com algumas
modifica¢bes. Uma aliquota (30 puL) do sobrenadante obtido na extracdo de diferentes
concentracdes, preparada na extracdo, foi adicionada pela reacdo de 5 mL de solugéo
etandlica de ABTS’, esta preparada a partir da solucdo aquosa de ABTSe 7mM e
persulfato de potéssio (140mM), tal como proposto por Rufino et al. Essa solugdo mista
foi armazenada no escuro por 16 horas, a solucédo radical cation foi diluido em metanol
até o valor de absorbancia inicial de 0.70nm = 0.05nm em 734nm, seguido de repouso
por 6 minutos no escuro. Os resultados foram expressos em TEAC como pMol

Trolox/g.

Anélise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi realizada através de analise de variancia
(ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de Tukey. As diferencas que apresentaram
niveis de probabilidade menores e iguais a 5% (p<0,05) foram consideradas

estatisticamente significativas.
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Resultados e Discussao

Solidos soluveis totais (SST), de acidez titulavel total (ATT) e do ratio

Os valores para 0s SST encontrados nas frutas citricas mostraram que a
Mombuca de Cordeirdpolis (9,2+0,02) ndo diferiu significativamente da laranja controle
(9£0,02), obtendo essas duas variedades o menor valor, enquanto que as demais
contiveram significativamente (p<0,05) os maiores valores na colheita do ano de 2008
(Tabela 1). Ja na colheita do ano de 2009, apenas o 2° e 3° lotes da Mombuca de Mogi
Mirim, apresentaram diferenca estatisticamente (p<0,05) maior que no ano de 2008 para

0S mesmos lotes.

Segundo Navarro et al. (2010), a variagdo dos valores de SST pode ser devido a
umidade do local de plantio, ou seja, a hidratacdo da fruta; a maturagdo da fruta e outros

fatores.

O teor de sélidos soluveis totais (SST), expresso como percentagem do peso da
matéria fresca (AULENBACH e WORHINGTON, 1974), pode ser utilizado como
indicador da qualidade de varios frutos. Em alguns frutos, o SST é de grande
importancia tanto para 0 consumo in natura como para o0 processamento industrial, visto
que teores elevados na matéria prima implicam em menor adicdo de agucares, menor
tempo de evaporacdo da agua, menor gasto de energia e maior rendimento do produto,

resultando em maior economia no processamento (PINHEIRO et al., 1984).

Os teores de Soélidos sollveis totais, acidez total titulavel e o ratio, das frutas

estudadas, estdo apresentados na Tabela 1.

Das quatro laranjas de polpa vermelha estudadas, a variedade Baia Cara Cara
(CN486) apresentou no 2°lote valores maiores do teor de acidez (Tabela 1) nos dois

anos, diferindo significativamente (p<0,05) das mombucas de Cordeiropolis (CV93) e
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de Sdo Bento de Sapucai (MSBS) no mesmo lote no ano de 2008. Enguanto que no ano
de 2009, as variedades Baia Cara Cara (CN486) e Mombuca de Mogi Mirim (MMM),
diferiram significativamente das Mombucas cultivadas em Cordeirdpolis (CV93) e Séo
Bento do Sapucai (MSBS), sendo que no 2°lote de 2009 foram as variedades CV93 e a

Baia Cara Cara (CN486) que apresentaram diferenca significativa (p<0,05).

Para o ratio, um pardmetro muito utilizado pelas industrias de sucos, a variedade
Mombuca cultivada em Cordeirdpolis apresentou o maior valor no 3°lote do ano de
2008 devido ao seu teor de acidez. Foi observado também que, como as variedades
foram colhidas no inicio, meio e fim de safra, os maiores valores do ratio observados

foram no inicio e fim da safra para quase todas as laranjas.

Acido ascérbico, fenolicos totais, flavondides totais e carotendides totais

O teor de &cido ascorbico encontrado nas variedades ndo diferiu estatisticamente
no 1° lote de 2008, apresentando diferenca significativa no 2° lote em relagdo ao 1°
assim como, no 3° lote. No ano de 2009, apenas a variedade Mombuca de Cordeirépolis
(CV93) ndo diferiu estatisticamente do controle, mas apresentou diferenga significativa
das demais (p<0,05) (Tabela 2). E no 3° lote do ano de 2009, a Unica laranja estudada
com diferenga significativa foi a Mombuca de Sdo Bento do Sapucai (MSBS). Por outro
lado, o conteudo dos fendlicos totais diferiu estaticamente entre todas as variedades
estudadas nos anos de 2008 e 2009. A Mombuca de Sdo Bento do Sapucai (MSBS) foi a
Unica variedade de 2008 que ndo apresentou diferenca significativa do controle, sendo

que em 2009 essa diferenca foi observada nos trés lotes.
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Para os flavonodides totais expressos em equivalente Rutina, ndo foi verificado
diferenca significativa no 3° lote de 2008, sendo que no ano de 2009 apenas a Mombuca
de Cordeiropolis (CV93) foi estatisticamente diferente no 3°lote.

Analisando os dados obtidos dos principais constituintes bioativos presentes nas
quatro variedades de polpa vermelha e controle, pode-se concluir que ndo existe uma
Unica fruta que contenha um alto teor de todos os compostos de interesse. Por exemplo,
a variedade Baia Cara Cara (CN486) apresentou o menor teor de Acido Ascérbico no
ano de 2008, enquanto que a variedade Mombuca de Cordeirépolis (CV93) apresentou
0 menor valor do composto no ano de 2009 e um dos maiores valores de carotendides
totais juntamente com a Mombuca de Sdo Bento do Sapucai (MSBS) nos dois anos
estudados (Tabela 2).

Os resultados de carotendides totais apontam que as laranjas de polpa vermelha
apresentam maiores teores em relacdo ao controle, isto justifica-se pelo fato de
apresentarem o carotendide licopeno em seu suco. Observa-se claramente que ha uma
queda nos teores deste constituinte no meio da safra, ou seja, no 2° lote tanto do ano de
2008 como no de 2009 e que a variedade mombuca de Cordeirdpolis (CV93) apresentou

os melhores resultados.

84



a8

‘Ao ap 2159] ojad IS anua (Gp'0>d) S310] @ SBPLPaLIBA SE 211US SIUBLIEINSITLISA WaJallp OBU ‘OUR BPRI WS BUN|OD BLUSSW BU SBINISNIBW SeJ1a| WO SeIpaiA
‘Kayn_L ap 2159) ojad Is anua (50'0>d) S310] SO 841U SIUBLLILIIISITEISS WSIAJIP OBU ‘OUE BPED WS BYUI| BLUSSLU BU SBINOSNUILL SBJ18] WOJ SRIPIIA

76'6T £8'6T d200‘0F.S0 @d20‘0¥85'0 qo0‘0FF'TT qT0'0F9'TT 810] of (reondes "g's)
29'LT 66'GT aqoo‘0F9'0 aqTo‘0F¥9'0 qT0'0%¢'TT qT0'0F€'0T 810] oZ VONgGNOW
12T A DJBT00FLL'0 geT0‘0¥6.'0 aTO'0FTT qT0'0FT'0T 810] ,T
06'LT 1072 3900'0¥05'0 397007870 ©00'0%6 eT0'0F0T 810] £ (s1j0doa1apa0))
68'ST 29'cT aeT0‘0¥T9'0 Aage0'0¥89'0 eT0'0FY'S ©20'0%2'6 810] o2 VONgGNOW
99'0T 6T'CT ae00‘0¥29'0 DeT0'0FSL0 eT0'0%9'9 200'0T'6 810] T
v0'8T 291 DJeT0'0FV.'0 D9T0'0¥69'0 OTO'0FV'ET qT0'0¥FZ'TT 810] of (Wi 16oN)
8y'vT 96'€T 20T0'0¥98'0 DeT0'0¥28'0 900'0F1'2T 020'0FS'TT 810] o2 VONgGNOW
Z8'€T 6€'GT g900°0¥58°0 20700220 Jo0‘0¥8'TT aTO'0FTT 810] ,T

(98¥ND)
69'ST 60vT 990007580 €00'0788'0 OTO'0FF'ET 9000F1'CT 810] of Vv VavO
66'6 LE0T geT0'0F¥0'T gez0'0Fv0'T aT0'0F#'0T qT0'0¥8'0T 810] o2 vIvd
1T'7T v.'6T VAT0'0¥.6'0 @adT0'0%09'0 020'0¥8'0T aT0'0%6'TT 810] T
£5'6 16'L V000‘0FET'T ge10'0782'T qT0'0¥8'0T qT0'0%¢'0T 810] £ 01y eJad
12, 6L Ve00'0F8E'T VIT0'0702'T ©00'078'6 ©20'0%6 810] o2
Z€'6 £0'9 V900'0FL6'0 VeZ0'0F61'T eT0'0%6 eT0'0%6 810] T
6002 8002 6002 8002 6002 8002

(L1W/1SS) (lwooT/6w) (2-02 ® %)
oney |aAg|N1I} [B10] ZBpPIDY SIB10] SISAN|0S SOP1|0S

‘6002 @ 800Z 9p SOU® SOU ele) eIe) eleg
9 s110d0J18pI0D 8p 8 WA 160\ ap ‘1eandes op oluag 0BS ap BINQUIOIA SSPEPaLIBA Sep S310] S3J1 SOP SOAINLOIq S01SodWod ap S3409] ‘T BJage.l



98

‘Ao ap a1sa1 0jad 1s 811U (G0*0>d) $310] @ SOPEPSLIBA SB 811U8 B)UBLUERIIISITRISA LBJa)IP OBU ‘OUR BPED LS BUNJOD BLUSSW BU SBINISNIBW SB18] WO SBIP3IA

‘Ao ap a1sa) 0jad 1s 811U (G0*0>d) S310] SO 8JJUS IUBLIELIISIILISA WAJSLIP OBU ‘OUR BPED WA BYUI| BLUSSW BU SBINISNUIW Sel1a] WOoJ SeIpaiA

ge68'07€6'6  OHQ1E'0788'0T 220'0742'6T 2QT'076T'6T ®00'0F66'T  G00'0FLS'T | @98L'TFC0M9  @ore'oFes'ss | Orolof (reondes g's)
Ve65'0789'TT Veg0'0F6T' VT 0S0'0%.G'ET 9T0'0FLZ'ET 400'0F.L'T 900'0FLE'T | VU00'ZFTL'9L 8061'z¥9,'08 | 301 | L ynqanOnW
VeES TF8T'TT VOST'TF08'TT 9%0'0FLE'0T 0400'0F9.'vT 900'07G/'T eT0'0F/9'T | Ver9'z¥20'v6 Ge6T'Z¥IE'Z6 | 910] oT
Vey9'0F8Y'eT VeTT'TFZ 02 q10'0%T2'LT ©/0'0FV1'82 200'0F9Y'T eT0'0FEY'T | Ve0O'TFTL'OL vo16'07e0'z, | 1Ol o€ (s110d0.13p105)
€922'078.'6 a06.'2¥12'8 ey0'072S'LT av0'0¥20'22 400'0%6€'T 900'0¥T0'T aqse' vFrT'T9 gazg'Tvee's. | MO1eC | Usngnon
Ve/Y'0F22'TT V0S/'0F0T'2T 9€0'0FTH'0T 920'0%12'9T 900'0%92'T 400'0FYE'T |  €900'vF09'%9 0ge6T'Z¥E8'68 | 910] oT
gesT'0FVT'6 0986 TFE'0T ©00'TF18'E ©00'0FE8'0F 200'0F70'2 eT0'0FLL'T | VeSE'vFeL'9L o16'07.8'sy | O30l o€ (Wi 160)
geps'0FEE'0T awve0T'0%20'0T 080'0F60'T qT0'0¥16'ST 000'0F.8'T 900'0FT2'T | 9Ve09'SF08'69 D068'TF70'0L Ml | uyngNON
VeG8'0FES'6 ges/ 0702, q/€'079.'vT 920'0796'GT 900'0769'T qT0'0¥8€'T | dvese'v¥Sy's.  ADBOT'TFL9'98 | 810] oT
996'07.9' O0er0'T798'S ®T0'07£9'22 ®T0'07T2'€2 200'0T98'T  ©T0'0T69'T | Aves/T¥89'z.  aore'0Toe'ee | oi0le€ <m@w\@w&o
avers'0¥6< 0T avez9'1¥5€'0T U62'075G'6T qT0'0FTH'1Z 9TO'0FTL'T 900'0F9%'T | V®00'SFER'EL ageo't¥eL'eg | 901 vIve
VeGZ' TFES'6 400G TFEY'S 920'0¥28'6 920'078E'6T 400'07€8'T 0400'0¥95'T 9e66'6786'7. QeOT'T¥/8'28 | 910] 0T
D06€'0705'2 aezL'TTre'e ey0'0FES'TZ ©/2'078L'T2 400'0FLY'T U20'0FTE'T | VerZ'9¥09'6L vo00'0795'z, | 3Ol o€ .
DEZE'0F6T'E DBY9'0FER'E 020'0¥20'6T q10'0F¥Z'6T 200'0%F¢i'T 9T0'0F12'T | dvav9'zF0T'eL VUZ8'T¥69'G6 910] .¢ ’
g0902'07€2'2 De0E'0762'2 9€0'0%2S VT 95'0¥29'GT 200'061'T 200'0¥2V'T | 9vOer9'z¥Sy'8.  VEOT'TFIZ'TOT | 910] oT
6002 8002 6002 8002 6002 8002 6002 8002
(TwyBri ousyoaed (TwooT/Bw eunny) (Twoot/6 '3VD) (TwoT/Bw)
-d) sre10] sapiouslored SIe10] SaPIQUOAR| SIe10| SOOI|oUd
‘6002 @ 800Z 9p Sou® sou

eyjaw.aA edjod ap sein.y op sapepalieA se eled S1e10} SapIQUS]0.IeD 8 S[el0) SBPIQUOAR]S ‘SIEI0]} SO1|QUS) ‘0100ISY OPIdY 8p OPNaJU0D “Z Blage L



Atividade Antioxidante por DPPHe e ABTSe

As frutas e os vegetais, de um modo geral, apresentam em sua constitui¢éo
varios compostos com acdo antioxidante, como o acido ascoérbico, os carotendides e 0s
polifendis, importantes componentes na reducdo do risco de doencas degenerativas
(NAVARRO et al., 2010). A quantidade e o perfil desses fitoquimicos variam em
funcdo do tipo, variedade e grau de maturacdo da fruta bem como das condigdes
climaticas e edaficas do cultivo (LEONG E SHUI, 2002).

Os valores da atividade antioxidante realizadas por dois métodos diferentes
DPPHe e ABTSe para as variedades de frutas citricas em estudo, estdo representados nas
Figuras 1 e 2.

A Figura 1 representa a capacidade antioxidante pelos métodos DPPHe e ABTSe
para a media dos 3 lotes dos anos de 2008 e 2009 nas variedades de laranja de polpa
vermelha e controle. Os valores expressos como médiatSD demonstraram que para
ambos os métodos houveram algumas diferencas para as variedades em relacdo ao

métodos.
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Figura 1. Valores da atividade antioxidante expressa em pMol Trolox/g do suco das frutas. Os
valores representam médias+SD dos 3 lotes dos anos de 2008 e 2009. Colunas com diferentes letras sao

significativamente diferentes no teste de Tukey (p<0,05).

Se observarmos o perfil da figura, nota-se que para todas as variedades
vermelhas, o melhor método para demonstrar a capacidade antioxidante nos dois anos
estudados foi o DPPHe. Diferenga notada no controle onde, no ano de 2008, o0 método
ABTSe mostrou-se melhor para avaliar a capacidade antioxidante.

No trabalho de Kuskoski et al. (2005), os autores verificaram que o método
ABTSe é um método de elevada sensibilidade, mostrando assim ser melhor que o
método DPPHe. Uma das explicacbes dada foi que no método DPPHe o tempo de
medida de 30minutos foi insuficiente comparado com os resultados do DPPHe lido
depois de 60 minutos, sendo desvantagem & sua aplicagdo e tornando-o mais demorado

e de mais alto custo em relagéo ao ABTSe.
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Podemos concluir que, dados obtidos confirmam claramente que um U(nico
método antioxidante pode refletir o potencial antioxidante de cada matriz alimentar, isto

porque 0s compostos antioxidantes podem agir diferentemente para diversos testes.

CONCLUSAO

Deste presente estudo, pode-se concluir que cada fruta citrica cultivada em
locais diferentes e colhida em épocas distintas, possui seus constituintes especificos e,
sendo assim, ndo existe uma fruta que apresente todos ou a maior quantidade de
compostos bioativos.

Para melhor conhecer a capacidade antioxidante de uma fruta, faz-se necessario
isolar e quantificar o maior nimero de compostos bioativos presentes, assim como
também utilizar outros métodos possiveis que possam avaliar a sua atividade
antioxidante.

S&d0 necessarias mais pesquisas relacionadas a essas frutas de polpa vermelha

para que se possam comparar com outros estudos os resultados obtidos nesse trabalho.
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CAPITULO5

CAROTENOIDES E FLAVANONAS E
PARAMETROS DE COR EM LARANJAS DE POLPA
VERMELHA
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RESUMO

Como a citricultura brasileira detém a lideranca mundial, ha um grande interesse
no desenvolvimento de variedades citricas de melhor qualidade ou que
despertam o interesse dos consumidores. Diante disso, as laranjas de polpa
vermelhas oferecem ateng@o especial tanto nutricional como atrativas. Foram
avaliados o contetido dos carotenoides e de flavanonas e os parametros de de cor
em duas variedades de laranjas de polpa vermelha (Mombuca e Baia Cara Cara)
e em relacdo a laranja de polpa clara, no caso a variedade Péra Rio. As amostras
foram cultivadas em trés locais diferentes do Estado de S&o Paulo. Os
parametros de cor b* e Chroma nas frutas aqui estudadas apresentaram valores
diretamente proporcionais. Apenas as flavanonas narirutina e hesperidina
estiveram presentes em todas as variedades estudadas. O carotendide licopeno
foi encontrado apenas nas variedades de polpa vermelha. Aplicando a Analise de
Componentes Principais (ACP), verifica-se que 0 primeiro componente
principal explicou 52,77% e o segundo componente principal, 21,77% da
variagdo observada. Juntos, 0s dois primeiros componentes explicaram 74,54%

das variacdes.

Palavras-chave: CIELab, laranja de polpa vermelha, carotenoides, flavondides,

Analise de Componentes Principais.
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Introducéo

A citricultura ¢ um dos setores mais competitivos e de maior potencial de
crescimento do agronegocio (NEVES e JANK, 2006). Com grande parte de sua
producdo voltada ao mercado externo, a cadeia citricola traz anualmente mais de US$
1,0-1,5 bilh&o em divisas para o Brasil, sendo um dos principais produtos na pauta das
exportacdes (FNP, 2007). O estado de Sdo Paulo é o maior produtor brasileiro de
laranjas com 80% da sua producéo, seguido da Bahia (4%), Sergipe (4%) e Minas
Gerais (3%) (NEVES e LOPES, 2005).

De acordo com Neves e Lopes (2005) um dos principais problemas da cadeia
comercial da laranja brasileira é a queda do consumo no mercado interno de frutos e
suco in natura. Diante disso, 0s mesmos autores propuseram varias acdes consideradas
importantes para 0 aumento do consumo desses produtos como uso de propaganda
intensa e desenvolvimento de produtos e processos para a producdo de novas variedades
citricas de mesa ou para producéo de suco.

Diante do exposto, novas variedades de laranja doce para o consumo como fruta
de mesa e/ou para producdo de suco tem despertado o interesse de varios pesquisadores.
Além dos grupos das laranjas claras e as sanguineas descritas por BITTERS (1961),
outro grupo de laranjas com coloragdo vermelha em sua polpa é devido & presenga de
teores de carotendides (B-caroteno e licopeno) (XU et al.,2006).

Nos Ultimos anos, tém-se observado um aumento no consumo de frutas em
virtude do potencial na prevencdo de doencas cardiovasculares, cancer, diabetes, uma
vez que estes alimentos sdo fontes diferenciadas de compostos bioativos, compostos
estes que apresentam atividade antioxidante, como acido ascérbico, carotendides e

compostos fendlicos.
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Estudos tém demonstrado que ndo s6 o valor nutricional é de fundamental
importéncia para a determinacdo da qualidade dos alimentos, mas também a cor é um
atributo decisivo na escolha de um produto (LIMA et al., 2005). Cor mental é uma
resposta ao estimulo que produz uma radiacdo visivel sobre a retina, que é transmitida
ao cérebro através do nervo optico (MELENDEZ-MARTINEZ et al., 2005).

O sistema CIELab (Comission Internationale de I"Eclairage, International
Comission on Illumination —Lightness, redness-greenness, and yellowness-blueness)
fundado em 1976, tem sido empregado por varios autores para caracterizar a cor dos
alimentos. As coordenadas retangulares do sistema CIELab s&o luminosidade (L*),
vermelho-verde (a*), amarelo-azul (b*) e as coordenadas cilindricas Chroma (C*) e o
angulo Hue (OLIVEIRA et al., 2003).

A cor dos sucos citricos é devida principalmente & presenca dos pigmentos
carotendides. Citros em geral, sdo excelentes fontes de carotendides, com uma larga
variedade destes pigmentos. Eles fornecem a cor amarela, laranja e vermelho de muitos
alimentos (MELENDEZ-MARTINEZ et al., 2005).

Com o aparecimento de novas tecnologias para melhoria no uso de mudas com
qualidade e novos materiais genéticos na citricultura como as variedades de polpa
vermelha cultivadas no Brasil, estudos das laranjas de polpa vermelha séo
importantissimos. O objetivo deste trabalho é avaliar a importancia dos compostos
bioativos, bem como, as variagdes dos teores em diferentes épocas.

Por serem frutas pouco conhecidas, sdo escassos 0s estudos brasileiros destas
frutas de polpa vermelha. O objetivo deste trabalho é realizar uma avaliagdo dos teores
de alguns constituintes quimicos que apresentam funcionalidade como carotendides,
flavanonas, assim como os parametros de cor em duas variedades de laranja de polpa

vermelha: Baia Cara Cara, cultivada em Cordeiropolis/SP e Mombuca, cultivadas em
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trés regides diferentes do Estado de Sdo Paulo (Cordeirépolis, Mogi Mirim e Sdo Bento
do Sapucai); e comparar com a variedade Pera, que € uma variedade de laranja de polpa

clara.

Material e Métodos
Amostras

As frutas foram fornecidas pelo Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), sendo
escolhidas aleatoriamente, independentemente do seu grau de maturagéo, onde cada lote
continha aproximadamente 15 frutos. As amostras foram coletadas em trés épocas
diferentes correspondendo ao inicio, meio e final da safra, e em dois anos consecutivos,
2008 e 2009.

A variedade Baia Cara Cara (polpa vermelha) era proveniente da cidade de
Cordeiropolis enquanto que a variedade Mombuca (polpa vermelha) vinha de trés
cidades paulistas diferentes: Sdo Bento do Sapucai, Cordeirdpolis e Mogi Mirim. A
variedade de polpa clara Péra Rio era proveniente da cidade de Cordeirdpolis foi
utilizada como controle para comparagdo. O suco das frutas foi obtido a partir de um

extrator manual de suco e as analises realizadas em triplicata.

Métodos

Determinacéo da cor

A medida da cor foi realizada segundo os parametros de CIELab, sendo os
valores de L* (luminosidade), a* (indice de saturacdo vermelho) e b* (indice de
saturacdo amarelo) obtidos apds leitura das amostras em colorimetroespectrofotdmetro
Hunter (Color Quest Il Sphere, CQII/UNI 1200) em reflectancia, em um angulo de 10° e

iluminante D65. Os valores de L*, a* e b* matematicamente combinados permitem
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calcular as razdes a*/b* e (a*/b*)?. Os angulos hue e Chroma foram calculados segundo
as equacdes (ARIAS et al., 2000):
hue = tan™* (b*/a*), quando a* > 0 e b* > 0 (Equacéo 1)

hue = 180 + tan™ (b*/a*), quando a* < 0 (Equacio 2)

Extragdo dos carotendides

Os carotendides foram extraidos com acetona fria, os pigmentos transferidos
para éter de petréleo, saponificados com KOH metandlico por 16 horas. O extrato foi
diluido com éter de petrdleo e a leitura da absorbancia da solugdo foi realizada a 450nm.
O teor de carotendides totais foi expresso em termos de p-caroteno (Al%lcm de 2592, em

éter de petréleo), aplicando-se a Lei de Beer (RODRIGUEZ-AMAYA, 1999).

Determinacdo do teor dos carotenoides por CLAE

Os pigmentos carotenodides foram analisados por RP-HPLC usando gradiente
ternario de eluicdo e uma coluna Symmetry Cig (4.6 x 150 mm 1.D., 3.5um) da Waters.
O sistema cromatografico era equipado com detector por arranjo de fotodiodos (DAD) e
a fase movel consistia de acetonitrila: metanol: acetato de etila contendo 0.05% de
trietilamina com vazao de 0.6 mL/min. Um gradiente foi aplicado a partir de 99:1:0 para
64:1:35 em 30 minutos e 99:1:0 em 60 min. O volume de injecdo foi de 20 pL.
Deteccdo realizada de 350 a 550 nm. As amostras e as solucdes foram filtradas em

membrana de 0.22um antes da injecao.

Os carotenoides isolados individualmente em amostras foram identificados por
comparacdo de seu tempo de retencdo no HPLC e pelas caracteristicas dos espectros do

arranjo de diodos com padrdes e também valores na literatura.
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Deteminacdo do teor das flavanonas glicosidicas (FGS)

A extracdo das flavanonas foi de acordo com BOCCO et al., (1998). Foram
misturados 3,0 mL de suco com 5,0 mL de metanol e agitado em um vortex por 2
minutos, sequido de aquecimento a 55°C por 15 minutos e centrifugacdo a 3150 rpm por
15 minutos. O sobrenadante foi recolhido e todo procedimento foi repetido mais duas
vezes. Os extratos metanélicos foram misturados e evaporados em banho-maria a 50°C
sob fluxo de nitrogénio, sendo levados a um volume final de 10mL com metanol.

A coluna empregada na separacdo das cinco flavanonas foi de C;g Shimadzu
Shim-pack CLC-ODS (M) (4,6 x 250 mm, 5um) e como fase mdvel, a mistura
acetonitrila: agua: acido acético (21:75:4) (v/viv) com vazdo de 1,0 mL/min com
detector por arranjo de fotodiodos (DAD) Waters 996. O tempo de corrida foi de 30
minutos e a deteccéo realizada a 280 nm.

Todos os solventes utilizados foram previamente filtrados em sistema Millipore
de filtragdo a vacuo com membrana filtrante Nylon 66 para solvente organico de 0,45
um (Schleicher & Schuell RC-L 55).

A identificagéo das flavanonas foi feita pela comparacéo dos tempos de retencéo
e dos espectros obtidos pelo detector por arranjo de fotodiodos (DAD) das amostras

com os dos respectivos padrdes entre 200 e 450nm.

Anélise estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada através de analise de variancia
(ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de Tukey. As diferencas que apresentaram
niveis de probabilidade menores e iguais a 5% (p<0,05) foram consideradas

estatisticamente significativas. Os dados dos constituintes quimicos e atividade anti-
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radical em frutas foram avaliados pela analise de Componentes Principais do programa

computacional SAS (Statistical Analysis System)/STAT.

Resultados e Discussdo

O indice de maturidade ratio do suco das frutas foi expresso em média dos 3
lotes de 2008 e os de 2009, respectivamente: Mombuca de Sdo Bento do Sapucai
(MSBS) = 16,29 e 17,26; Mombuca de Mogi Mirim (MMM) = 1525 e 15,47,
Mombuca de Cordeiropolis (MC) = 15,65 e 14,22; Baia Cara Cara (BCC) =14,77 e
12,30 e a Péra Rio (PR) = 7,17 ¢ 8,7.

Nas tabelas 1 e 2 estdo representados os valores dos parametros de cor do
sistema CIELab. As variedades Péra Rio, Mombuca (trés locais de cultivo) e Baia Cara
Cara apresentaram parametros significativamente diferentes. Ao observarmos entre
lotes, notamos que a variedade Péra Rio controle, apresentava o valor de a* maior no
inicio da safra, indicando maior saturagdo do amarelo nesta variedade, ou seja, maior
quantidade de carotendides amarelos. Os valores referentes ao parametro b* foram
positivos para todas as variedades, no entanto os valores das variedades Péra Rio,
Mombuca de Mogi Mirim e Mombuca de Sdo Bento do Sapucai, se destacaram 0 que
indica a presenca mais amarelada destes sucos, devido a maior concentracdo de
carotendides neste suco (Tabelas 3 e 4). Como, provavelmente, a polpa destas
variedades ndo apresentam o pigmento antocianina, os sucos obtidos com os frutos das
laranja de polpa vermelha ndo apresentam coloracdo tdo intensa como os das laranjas
sanguineas. Esta coloracdo é devida a presenca de elevados teores dos carotendides:
beta-caroteno e licopeno na polpa, em comparacdo com as laranjas claras (XU et al.,

2006).
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O pardmetro h mostra a localizagdo da cor em um diagrama, onde o angulo 0°
representa vermelho puro; 90°, o amarelo puro; 180°, o verde puro e o 270°, o azul
puro. Todas as variedades apresentaram angulo proximo a 80° (tonalidade amarelada).
O Chroma ¢é definido pela distancia de h ao centro do diagrama tridimensional, sendo o
0 no centro e aumentando de acordo com a distancia (OLIVEIRA, 2002). Também
podemos observar que com os resultados da cor do suco das frutas obtidos neste estudo,
os valores dos parametros b* e C* estdo proporcionalmente ligados, pois as variedades
que contiveram um valor menor do parametro b* também apresentaram um valor menor
do parametro C*, enquanto que os parametros C e h foram inversamente proporcionais.

A Mombuca de Cordeirdpolis apresentou tanto no ano de 2008 como de 2009
menor luminosidade (L*) que as demais laranjas, indicando que esta fruta tem o suco

um pouco mais escuro.
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Conteldo de Carotendides por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia)

As variedades vermelhas apresentaram o carotenoide f-caroteno bem acima do
controle Péra Rio, assim como o carotendide licopeno, que por sua vez, ndo estava
presente no controle.

Para o0s carotenoides [-caroteno, B-criptoxantina, o-criptoxantina, luteina,
violaxantina, a variedade Mombuca de Mogi Mirim nos anos de 2008 e 2009, (73,86 e
68,33 pg/L; 74,88 e 69,57 pg/L; 12,80 e 14,46 ug/L; 106,07 e 104,73 ug/L; 56,87 e
52,07 pg/L, respectivamente) demonstrou ser a fruta que apresentava 0s maiores teores
em sua polpa relacionada as demais frutas estudadas (Tabelas 3 e 4).

Ao tentar correlacionar o teor do carotendide com valores do parametro a* das
frutas estudadas, percebe-se que o teor de B-caroteno do controle Péra Rio € menor
indicando o valor do parametro a* negativo, ou seja, apresentando suco um pouco mais
claro em relacdo as variedades vermelhas.

Sanchez-Moreno et al., (2003) em seus estudos com sucos comerciais de
laranjas, ndo encontraram uma correlacdo significativa entre a concentracdo total de
carotendide e os parametros a* e b*. No entanto, segundo os autores, hd uma possivel
relacdo entre o parametro h* e a estrutura quimica do carotenoide.

A variedade Mombuca cultivada em Séo Bento do Sapucai apresentou média do
carotendide licopeno maior que as demais frutas estudadas tanto no ano de 2008 como
no de 2009 (87,15 e 77,5 ug/L, respectivamente). A acdo do licopeno na satde humana
tem recebido grande destaque nos Gltimos anos, sendo a evidéncia cientifica mais forte
em relacdo ao cancer do pulméo, eséfago e prostata. A énfase tem sido a sua agdo contra
cancer da prostata (HADLEY et al.,, 2002; WERTZ et al., 2004; STACEWICZ-

SAPUNTZAKIS e BOWEN, 2005).
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Contetdo de flavanonas glicosidicas (FGS)

Quatro diferentes tipos de flavanonas glicosidicas (eriocitrina, naringina,

hesperidina e narirutina) foram analisados nas variedades de frutas citricas (Tabelas 5 e

6). Apenas as flavanonas hesperidina e a narirutina foram encontradas nas frutas citricas

em questdo, sendo essas as principais flavanonas encontradas em laranjas doces.

Tabela 5: Contetdo de flavanonas glicosidicas (mg/L) nas variedades de frutas
vermelhas e controle nos trés lotes de 2008.

Hesperidina Narirutina
2008 Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 1 Lote 2 Lote 3
Péra Rio (controle) 98,26eC 100,52eB  108,16dA | 10,00eA  10,61cA 12,38dA
Mombuca (S. B. Sapucai) | 115,82dC  120,65dB 126,75cA| 24,38bC  27,38aB  29,82bA
Mombuca (Mogi Mirim) 124,50bB  132,96bA 136,40bA| 18,86cC  19,20bB  20,98cA
Mombuca (Cordeirépolis) | 118,19cC  125,34cB 128,06cA| 28,93aC  31,00aB  36,03aB
Baia Cara Cara 141,06aB  147,21aAB 153,85aA | 25,65bB 27,89aAB 29,61bA

Meédias com letras mindsculas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente (p<0,05) entre si
(variedade) pelo teste de Tukey e médias com letras mailsculas iguais na mesma linha ndo diferem

significativamente (p<0,05) entre si (lotes) pelo teste de Tukey.

Tabela 6: Conteudo de flavanonas glicosidicas (mg/L) nas variedades de frutas
vermelhas e controle nos trés lotes de 2009.

Hesperidina Narirutina
Lotel Lote 2 Lote 3 Lote 1 Lote 2 Lote 3
Péra Rio (controle) 117,21dB  125,72dA 128,26eA | 11,79cC  15,33cB  18,87cA
Mombuca (S. B. Sapucai) |[153,56bC 167,15aB 178,66aA | 28,45aC  35,32aB  40,76aA
Mombuca (Mogi Mirim) | 141,04cC 155,88cB 161,35dA | 21,56bC  28,85bB  30,93bA
Mombuca (Cordeirépolis) |153,66bB 162,39bAB 169,69cA | 30,49aC  35,32aB  40,42aA
Baia Cara Cara 164,86aB 169,05aB 173,89bA | 24,15bA  28,78bA  32,27bA

Médias com letras minusculas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente (p<0,05) entre si
(variedade) pelo teste de Tukey e médias com letras mailsculas iguais na mesma linha ndo diferem

significativamente (p<0,05) entre si (lotes) pelo teste de Tukey.

O teor de hesperidina encontrado nas frutas citricas analisadas variou de 98,26 a

178,66 mg/L. A variedade Baia Cara Cara no ano de 2008 e a Mombuca de Sdo Bento
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do Sapucai no ano de 2009 apresentaram o0 maior teor deste constituinte (p<0,05) no

final da safra (3° lote) diferindo das demais variedades.

Se observarmos entre lotes nos anos de 2008 e 2009, as variedades apresentaram
diferencas significativas (p<0,05) tanto para a flavanona hesperidina como para a
flavanona narirutina. A média da flavanona hesperidina encontrada variou de
102,31mg/L a 123,73mg/L para o controle em 2008 e 2009, respectivamente e para as
laranjas vermelhas variou de 147,37mg/L e 169,27 para a variedade Baia Cara Cara em

2008 e 2009, respectivamente.

Segundo Xu et al., (2008) as principais flavanonas glicosidicas presentes no suco
de laranjas e tangerinas cultivadas na China foram a hesperidina e a narirutina, sendo
que a naringina e a neohesperidina ndo foram detectadas. Em seus estudos, o teor de
hesperidina nas frutas variou entre 304,46 a 533,64 mg/L, valores estes bem acima do
encontrado em nossos estudos. No entanto, Sanchez-Moreno et al., (2003) encontraram

na variedade valéncia um teor de hesperidina igual a 76.61 mg/L.

Analise de Componentes Principais (ACP)

A analise multivariada dos parametros fisico-quimicos (&cido ascorbico,
fendlicos totais, flavonoides totais, carotenoides totais e atividade antioxidante DPPHe e
ABTSe) estudados e apresentados no capitulo anterior; parametros de cor representados
por L*, a* e b* das variedades Péra Rio, Mombuca (trés locais de cultivo) e Baia Cara

Cara foi realizada usando Analise de Componentes Principais (ACP) (Figura 1).

As laranjas analisadas foram submetidas a Analise de Componentes Principais

(ACP). A localizacdo de cada laranja no grafico sugere qual dos parametros se apresenta
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em maior conteddo naquela amostra, pois as laranjas situam-se proximas aos
parametros que as caracterizam. As amostras que se encontram proximas entre si,
apresentam similaridades em relacdo aos parametros avaliados (&cido ascorbico,
flavonoides totais, carotenoides totais, compostos fenolicos totais atividade antioxidante
e parametros de cor L, a e b). O primeiro componente principal explicou 52,77% e o
segundo componente principal, 21,77% da variagdo observada. Juntos, 0s dois

primeiros componentes explicaram 74,54% das variacoes.

@fenolicos totais

4 =
Primeiro componente principal (52,77%)

¢
i tiv. antioxidante abt
® ac. ascorbico 3 atlv. antioxidante abts ® corb”
¥
@ Baia C. C. 2009 2
% ¢ Momb. M. M. 2009
a
P 1 4 Mombuca Cord. 2009
f @Baja C. C. 2008
£ * PeraRio 2008 ~
£ 0
-4 3 2 1 A 1 2 3 4
p Momb. M. M. 2008 Momb. S. B. S. 2009 ativ.gntioxidante
g . . Pera Rio 2009 dpph
@® cor'a"
] Mombuca Cord. 2008 °
n D) -
%flavo noides totais @ ¢ 2 @  carotenoides totais
Momb. S. B. S. 2008 cor"L"

Figura 1. Configuracdo das amostras obtida pela Analise de Componentes Principais, a
partir dos dados de composicdo de compostos bioativos, capacidade anti-radical livre e

cor das variedades citricas estudadas.

As laranjas Baia Cara Cara safra 2009 e Pera Rio safra 2008 se encontram
proximas do parametro acido ascorbico. As laranjas Mombuca de Mogi Mirim e
Mombuca de Sdo Bento Sapucai, ambas da safra de 2008, foram caracterizadas pelo
parametro flavondides totais. Os parametros de atividade antioxidante (método ABTSe),

compostos fendlicos totais e o parametro de cor “b” caracterizaram as laranjas
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Mombuca de Mogi Mirim e Mombuca Cordeirdpolis da safra 2008 e a Laranja Baia
Cara Cara da safra 2008. A laranja Mombuca de Cordeiropolis safra 2008 e as laranjas
Mombuca de Sado Bento do Sapucai e Pera Rio da safra 2009 apresentaram
similaridades entre si, sendo caracterizadas pelos pardmetros atividade antioxidante
(método DPPHe), carotenoides totais e pelos pardmetros de cor “a” e “L”. Esses
resultados foram confirmados pela analise de variancia.

Os teores de acido ascorbico apresentaram correlacdo negativa (Tabela 7) com
0s parametros de cor “a” e com os teores de carotendides totais e atividade antioxidante
(método DPPHe). O parametro de cor “L” apresentou correla¢do positiva com o0s teores
de carotenoides totais e atividade antioxidante (método DPPHSs). O teor de carotenoides
totais apresentou correlagdo positiva com os valores de atividade antioxidante (método
DPPHe). O teor de compostos fendlicos totais apresentou correlacdo negativa com 0s
teores de flavonoides totais. Os demais parametros fisico-quimicos ndo apresentaram

correlacdo significativa entre si.
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Conclusoes

Com os resultados obtidos das analises das variedades citricas, pode-se
concluir que o licopeno foi o carotendide exclusivamente presente nas
variedades de polpa vermelha. Para os parametros de cor, percebeu-se que todas
as variedades de frutas citricas avaliadas apresentaram parametros
significativamente diferentes. A flavanona hesperidina foi encontrada em maior
quantidade e que o pardmetro de cor “L” apresentou correlagdo positiva com 0s

teores de carotendides totais e atividade antioxidante (método DPPHs).
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CAPITULO 6

EFEITO DO PROCESSO DE OBTENCAO DE SUCO
PASTEURIZADO DE LARANJA SOBRE SEUS
COMPOSTOS ANTIOXIDANTES, CAPACIDADE
SEQUESTRANTE DOS RADICAIS DPPHes E ABTSe E
PARAMETROS DE COR
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RESUMO

A laranja é uma fruta citrica muito consumida mundialmente e conhecida por
seus constituintes fitoquimicos presentes no suco e na casca. Duas variedades de
laranja apresentando cada uma dois tipos de suco foram avaliadas quanto a
coloracdo, o teor de carotenoides, o teor de flavanonas e o efeito do processo de
obtencdo do suco. Também foi avaliada a capacidade antioxidante via radical
DPPHe e ABTSe dos sucos expressos como TEAC (Trolox Equivalent Activity
Capacity). Os parametros de cor b* e Chroma nos sucos aqui estudados
apresentaram valores diretamente proporcionais. Os dois sucos tanto da
variedade Pera como da Mombuca apresentaram valores de carotendides totais
significativamente (p<0,05) superiores antes do processo de pasteurizagdo. Das
flavanonas avaliadas neste estudo (narirutina, eriocitrina, hesperidina e
naringina), apenas as flavanonas narirutina e hesperidina estiveram presentes em
todos os sucos estudados. Aplicando a Analise de Componentes Principais
(ACP), verifica-se que o primeiro componente principal explicou 57,39% e o
segundo componente principal, 31,08% da variagdo observada. Juntos, os dois
primeiros componentes explicaram 88,47% das variacOes, considerando que a
andlise teve uma forte explicagdo quando o ACP esta acima de 50%. O suco
fresco de laranja Pera foi fortemente caracterizado pelo parametro de atividade
antioxidante e os sucos fresco e pasteurizado da Mombuca, apresentaram
similaridade por se encontrarem préximos dos parametros de carotenoides totais

e cor L*, a* e b*.

Palavras-chave: laranja Mombuca, laranja Pera, carotendides, compostos

fenolicos, atividade anti-radical livre, Analise de Componentes Principais.
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INTRODUCAO

As frutas citricas sdo cultivadas em todo o mundo e o suco de laranja € o suco de
fruta mais popular e mais consumido mundialmente. O Brasil e os Estados Unidos séo
0s maiores produtores mundiais. Desde os anos 80, o Brasil € o maior produtor de
laranjas e de suco de laranja concentrado congelado. O estado de Séo Paulo, principal
estado que abriga o maior parque citricola do pais e do mundo devera somar 352,57
milhOes de caixas na safra de 2009/10. Do total previsto para a nova temporada,
aproximadamente 81% sera destinado as industrias fabricantes de suco de laranja (IEA,
2010; CATI, 2010).

Apesar de a citricultura brasileira deter a lideranga mundial na producdo de
laranjas, de suco de laranja concentrado congelado (SLCC) e de suco de laranja NFC
(Not from concentrated), observa-se um baixo consumo no mercado interno e diante
disso, hd um grande interesse no desenvolvimento de produtos, especificos para o
cultivo de variedades citricas, como por exemplo, para a producdo de suco
industrializado, tais com o suco de laranja pasteurizado e o suco concentrado congelado.

O alto consumo de frutas tem sido associado com baixa incidéncia de doencas
degenerativas (FESKANICH et al., 2000; MICHELS et al., 2000). Este efeito esta
associado ndo somente a presenca de antioxidantes como as vitaminas, mas também, a
outras substancias naturais que mostram atividade anti-radical livre como o0s
carotendides, flavonoides e outros compostos fendlicos.

E conhecido que naturalmente acontecem perdas de antioxidantes como
consequéncia de processo e armazenamento do produto. Opera¢Ges como descascar,
cortar e fatiar tem sido apontadas por induzir a rapida acdo enzimética que acontece

naturalmente em compostos antioxidantes diminuindo a vida de prateleira do produto.
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Tratamentos em alimentos, logo apds a colheita, como atmosfera modificada,
processamento minimo e cozimento doméstico sdo estudados para avaliar sua
importancia nutricional ap6s esses procedimentos (DEL CARO et al., 2004; GIL et al.,
1999; KAUR et al., 2001).

Como as frutas citricas sdo importantes por apresentarem propriedades
nutricionais e antioxidantes como 4&cido ascérbico, carotendides e flavanonas
glicosidicas, é importante avaliar o efeito do processo de obtencdo do suco nesses
compostos. Desta forma, o estudo do efeito do processamento térmico de frutas citricas
sobre a composicdo dos carotenoides, flavondides e &cido ascorbico, e sobre a atividade
antioxidante torna-se importantes.

Os alimentos geralmente contém uma diversidade de compostos com atividade
anti-radical livre, que sdo hidrofilicos, por exemplo, acido ascorbico, e outros que sdo
lipofilicos, como os carotendides, portanto é interessante utilizar métodos capazes de
avaliar a capacidade antioxidante de compostos com diferentes polaridades. Um grande
nimero de métodos tem sido usado para determinar atividade anti-radical livre, entre
eles, os métodos DPPHe ¢ ABTSe, que podem ser aplicados no estudo de compostos
antioxidantes hidrofilicos e lipofilicos, tanto puros ou como extratos (ROGINSKY e
LISSI, 2005; RE et al., 1999).

Este trabalho teve como objetivo estudar o efeito do processamento para
obtencdo de suco pasteurizado sobre 0s compostos bioativos presentes e a capacidade
antioxidante do suco, e comparar 0 suco da laranja clara variedade Pera com o suco da

laranja vermelha variedade Mombuca.
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MATERIAL E METODOS

Amostras
As amostras de suco das duas variedades (Mombuca (CV93) e Pera (CV 154)
foram fornecidas por uma inddstria produtora de suco citrico. As laranjas foram

cultivadas na cidade de Cordeirépolis/SP.

Métodos

Determinacéo da cor

Foi realizada segundo os parametros de CIELab, sendo os valores de L*
(luminosidade), a* (indice de saturagdo vermelho) e b* (indice de saturacdo amarelo)
obtidos apos leitura das amostras em colorimetroespectrofotdmetro Hunter (Color Quest
Il Sphere, CQII/UNI 1200) em reflectancia, em um angulo de 10° e iluminante D65. Os
valores de L*, a* e b* matematicamente combinados permitem calcular as razes a*/b*
e (@*/b*)%. O angulo hue e Chroma foram calculados segundo as equacdes (ARIAS et

al., 2000):

hue = tan™* (b*/a*), quando a* >0 e b* >0
hue = 180 + tan™ (b*/a*), quando a* < 0
Chroma = (a** + b*?)*?

Determinacéo de compostos fendlicos

O teor de fenolicos totais foi determinado pelo método de Folin—-Ciocalteu,
usando &cido galico como padrdo. A leitura da absorbancia foi realizada a 760 nm em

um espectrofotdmetro Beckman DU® 640. A curva analitica foi construida nas
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concentragdes entre 5 a 25 ug de &cido galico por mL. Os resultados foram expressos

em mg de acido galico por 100 mL de suco.

Determinacéo do teor de flavondides totais

A extracdo dos flavondides foi efetuada com acetona de acordo com Yu e
Dahegren (2000). O conteudo de flavonoides totais foi determinado pelo método
colorimétrico segundo Zhishen et al., (1999), com leitura de absorbancia a 510 nm. A
rutina foi utilizada como padrdo para a obtencdo da curva de calibragdo. Os resultados

foram expressos em mg equivalente de rutina/mL.

Extracdo dos carotenoides Totais

Os carotenodides foram extraidos com acetona fria, os pigmentos transferidos
para éter de petréleo, saponificados com KOH metandlico por 16 horas. O extrato foi
diluido com éter de petroleo e éter etilico e a leitura da absorbancia da solucéo foi
realizada a 450 nm. O teor de carotendides totais foi expresso em termos de 3-caroteno,
(A1 de 2592, em éter de petréleo), aplicando-se a Lei de Beer (RODRIGUEZ-

AMAYA, 1998).

Determinacdo do teor dos carotendides por CLAE

Os pigmentos carotendides foram analisados por RP-HPLC usando gradiente
ternario de eluicdo e uma coluna Symmetry Cyg (4.6 x 150 mm 1.D., 3.5um) da Waters.
O sistema cromatografico era equipado com detector por arranjo de fotodiodos (DAD) e
a fase movel consistia de acetonitrila: metanol: acetato de etila contendo 0.05% de

trietilamina com vazdo de 0.6 mL/min. Um gradiente foi aplicado a partir de 99:1:0 para
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64:1:35 em 30 minutos e 99:1:0 em 60 min. O volume de injecdo foi de 20 pL.
Deteccdo realizada de 350 a 550 nm. As amostras e as solucdes foram filtradas em

membrana de 0.22 um antes da injecao.

Os carotenoides isolados individualmente em amostras foram identificados por
comparacdo de seu tempo de retencdo no HPLC e pelas caracteristicas dos espectros do

arranjo de diodos com padrdes e também valores na literatura.

Deteminac&o do teor das flavanonas glicosidicas (FGs) por CLAE

A extracdo das flavanonas foi de acordo com BOCCO et al., (1998). Foram
misturados 3,0 mL de suco com 5,0 mL de metanol e agitado em um vortex por 2
minutos, sequido de aquecimento a 55°C por 15 minutos e centrifugacdo a 3150 rpm por
15 minutos. O sobrenadante foi recolhido e todo procedimento foi repetido mais duas
vezes. Os extratos metanélicos foram misturados e evaporados em banho-maria a 50°C
sob fluxo de nitrogénio, sendo levados a um volume final de 10mL com metanol.

A coluna empregada na separacdo das cinco flavanonas foi de C;g Shimadzu
Shim-pack CLC-ODS (M) (4,6 x 250 mm, 5um) e como fase mdvel, a mistura
acetonitrila: agua: acido acético (21:75:4) (v/viv) com vazdo de 1,0 mL/min com
detector por arranjo de fotodiodos (DAD) Waters 996. O tempo de corrida foi de 30
minutos e a detec¢éo realizada a 280 nm.

Todos os solventes utilizados foram previamente filtrados em sistema Millipore
de filtragdo a vacuo com membrana filtrante Nylon 66 para solvente organico de 0,45
um (Schleicher & Schuell RC-L 55).

A identificagéo das flavanonas foi feita pela comparacéo dos tempos de retencédo

e dos espectros obtidos pelo detector por arranjo de fotodiodos (DAD) das amostras
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com os dos respectivos padrdes (eriocitrina, naringina, neohesperidina, hesperidina e

narirutina) entre 200 e 450nm. Os resultados foram expressos como mg/L.

Anélise estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada através de analise de variancia
(ANOVA), seguida pelo teste de Tukey. As diferencas que apresentaram niveis de
probabilidade menores e iguais a 5% (p<0,05) foram consideradas estatisticamente
significativas. Os dados dos constituintes quimicos e atividade anti-radical em frutas
foram avaliados pela analise de Componentes Principais do programa computacional

SAS (Statistical Analysis System)/STAT.

RESULTADOS E DISCUSSAO

So6lidos Solaveis Totais (SST), Acidez Total Titulavel (ATT), ratio, Fendlicos Totais,

Flavonoides Totais e Carotendides Totais.

Os teores de acido ascorbico, sélidos soluveis totais (SST), acidez total titulavel
(ATT), ratio, fendlicos totais, flavondides totais, carotendides totais das amostras
estudadas estdo apresentados na Tabela 1.

Em relacdo ao suco fresco, os resultados mostraram que a laranja clara Pera
apresentou maior acidez e teor de acido ascorbico que a laranja vermelha Mombuca. As
duas variedades apresentaram concentra¢fes semelhantes de fendlicos totais, e 0 suco
da Mombuca quantidades significativamente maiores (p<0,05) de flavondides e

carotendides totais (Tabela 1) que o suco da variedade Pera.
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O processo de pasteurizacdo da Mombuca apresentou a maior concentragdo de
fendlicos totais, flavondides totais e acido ascorbico, enquanto que o maior contetido de
carotenoides totais foi detectado no mesmo suco sem a pasteurizacdo (Tabela 1). Em
diversas variedades de frutas citricas cultivadas na China, o teor de carotendides totais

variou entre 0,06 a 10,02 mg B-caroteno/L (XU et al., 2008).
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Sanchez-Moreno et al. (2003) em seus estudos com sucos comerciais de
laranjas, ndo encontraram uma correlacdo significativa entre a concentracdo total de
carotendides e os parametros a* e b*. No entanto, segundo aos autores, ha uma possivel
relacdo entre o parametro Hue e a estrutura quimica do carotenoide.

O suco fresco de Mombuca apresentou o maior ratio (23,83) devido ao seu
baixo teor de acidez (0,47 mg/100mL). O ratio das amostras de suco das variedades e

processamento estudados esteve fortemente correlacionado com o teor de carotendides totais,

pois quanto maior o ratio maior o teor de carotenoides totais na mesma.

Atividade antioxidante dos sucos pelos métodos DPPHe e ABTSe

Para os valores obtidos para 0s sucos pelos métodos DPPHe e ABTSe, observou-
se que o método ABTSe é 0 método que melhor demontrou a capacidade antioxidante
para essas amostras de sucos, variando entre 2,84+0,02 a 4,68+0,44puMol Trolox/g.
Dentre os suco estudados Pera sem pasteurizacdo e pasteurizado e Mombuca sem
pasteurizacdo e pasteurizado, nos dois casos 0s sucos antes da pasteurizacéo,
mostraram-se com maior capacidade antioxidante tanto para o0 método ABTSe como
para 0 DPPHe, perdendo um pouco ap6s passar pelo processo da pasteurizacao.

Se observarmos o0s sucos, avalia-se que todos eles apresentaram diferenca
significativa entre os métodos (vide letra mindscula na Figura 1). Mas se observarmos
pela variedade a andlise mostra que apenas 0 suco Mombuca ndo pasteurizado
pasteurizado ndo apresentou diferenca significativa para o método ABTSe (3,76+0,15 e

3,99+0,07uMol Trolox/g, respectivamente)
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fresco pasteurizado fresco pasteurizado

Figura 1. Valores da atividade antioxidante expressa em pMol Trolox/g do suco das
frutas. Os valores representam médiastDP. Médias com letras mindsculas ndo diferem
estatisticamente entre métodos. Médias com letras mailsculas ndo diferem
estatisticamente entre as variedades de suco. Colunas com diferentes letras séo

significativamente diferentes no teste de Tukey (p<0,05).

Medida da cor

Com os resultados da cor dos sucos pasteurizados e ndo pasteurizados neste
estudo, pode-se observar que os valores dos parametros b* e C* estdo
proporcionalmente ligados, pois as variedades que contiveram um valor menor do
pardmetro b* também apresentaram um valor menor do parametro C*, enquanto que 0s

parametros b* e Hue ou/e C* e Hue foram inversamente proporcionais.
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Figura 2: Valores de cor do sistema CIELAB para 0s quatro tipos de sucos citricos. Os
valores representam médiastDP. Médias com letras iguais ndo diferem

significativamente (p<0,05) entre si pelo teste de Tukey.

Na Figura 2 estdo representados os valores de L* (luminosidade), a* (vermelho-
verde), b* (amarelo-azul), C* (Chroma) e o Hue, valores estes que representam 0s
parametros de cor CIELab. Todos os quatro sucos avaliados apresentaram valores de L*
(Luminosidade) entre 40 e o 50 com diferenga estatistica entre todos (p<0,05). O
parametro a* forneceu valor negativo para os dois sucos de Pera, tanto o suco fresco
(sem NFC) como o pasteurizado (com NFC), indicando que o suco desta variedade
apresentou uma coloragdo mais esverdeada, enquanto que 0s outros sucos de Mombuca
(com NFC e sem NFC) apresentaram valores positivos de a*, indicando uma coloragédo
avermelhada. Os valores referentes ao parametro b* foram positivos para todos os
sucos, no entanto os valores dos sucos da Mombuca se destacaram o que indica a
presenca da coloracdo mais amarelada destes sucos. O parametro Hue mostra a
localizacdo da cor em um diagrama, onde o angulo 0° representa vermelho puro; o 90°,
0 amarelo puro; o 180°, o verde puro e o0 270° o azul puro. Os sucos da Mombuca

apresentaram angulo préximo a 80° (tonalidade levemente amarelada), e os sucos da
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variedade Péra proximo a 98° (tonalidade amarelada). O Chroma € definido pela
distancia de Hue ao centro do diagrama tridimensional, sendo o 0 no centro e
aumentando de acordo com a distancia (CLYDESDALE, 1984; OLIVEIRA, 2002). Das
duas frutas estudadas em suco, a variedade Péra apresentou no suco, tanto pasteurizado

como o fresco valores mais proximos de zero.

Analise de Componentes Principais (ACP)

A analise multivariada dos parametros fisico-quimicos (&cido ascorbico,
fenolicos totais, flavondides totais e carotendides totais), parametros de cor
representados por L*, a* e b* e atividade antioxidante DPPHe e ABTSe dos sucos da
laranja Pera (sem NFC e com NFC) e de Mombuca (sem NFC e com NFC) foi realizada
usando Analise de Componentes Principais (ACP) (Figura 3).

O primeiro componente principal explicou 57,39% da variacdo observada, e 0
segundo componente principal, 31,08%. A localizacdo de cada suco sugere qual
parametro apresentou maior conteido naquele suco, pois 0s sucos situam-se proximos
dos vetores (parametros) que os caracterizam. Juntos, 0s dois primeiros componentes
explicaram 88,47% das variacdes. As amostras que se encontram proximas entre si,
apresentam similaridades em relacdo aos parametros avaliados (acido ascorbico,
flavonoides totais, carotenoides totais,compostos fendlicos totais atividade antioxidante
e parametros de cor L*, a* e b*).

O suco de laranja Mombuca Cordeirépolis sem NFC foi caracterizado pelos
parametros carotendides totais e pelos parametros de cor L*, a* e b*. Ja o suco de
laranja Mombuca Cordeirdpilos com NFC foi caracterizado por conter maiores teores

de compostos fendlicos totais e flavondides totais. O suco de laranja Pera Rio sem NFC
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foi fortemente caracterizado pelos parametros de atividade antioxidante. O suco de
laranja Pera Rio com NFC ndo foi fortemente caracterizado por nenhum parametro
analisado. Esses resultados foram confirmados pela analise de variancia.

O parametro de cor “L” foi positivamente correlacionado com o parametro de
cor “b”. Os teores de flavondides totais apresentaram correlacdo negativa (Tabela 2)
com os valores de atividade antioxidante (pelo método DPPHs). Os demais parametros

analisados ndo apresentaram correlagéo significativa entre si.

1 e

carotenoides totais

ativ. antioxidante abts

%/ ® 47 ® cor'a’

0

% ativ. agtioﬁdante 5 .Momb. Cord. sem cor"b"

§ %) NFC cor"L"

P _ Momb. Cord. com

p Pera Rio sem NFC NFC

£, > ! ¢ .
a

né -4 2 C 2 4 6
Eq fenolicos totais

C Pera Rio com NFC@ - @ @flavonoides totais
d

¢

@ ac. ascorbico

6 -
Primeiro componente principal (57,39%)

Figura 3. Configuracdo das amostras obtida pela Anélise de Componentes Principais, a
partir dos dados de composicdo de compostos bioativos, capacidade anti-radical livre e

cor dos sucos Pera sem e com NFC e de Mombuca de Cordeirdpolis sem e com NFC.
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Ao tentar correlacionar o teor de carotenoides totais com os valores dos
parametros a* b* e L*, os sucos das Mombucas de Cordeirdpolis pasteurizado (com
NFC) e fresco (sem NFC) mostraram-se, pela configuracdo obtida pela Analise de
Componentes Principais (Figura 3), com mais afinidade de correlacionar-se, ou seja, se
correlacionaram positivamente que o0s sucos da variedade Pera. Tal fato pode-se

confirmar também pela Figura 2 dos valores de cor.

Contetdo de flavanonas glicosidicas (FGS)

Quatro diferentes tipos de flavanonas (narirutina, hesperidina, naringina e
eriocitrina) foram analisados nos sucos citricos com NFC e sem NFC. Naringina e
eriocitrina ndo foram detectadas em nenhum suco em questao, sendo que a hesperidina e
narirutina estiveram presentes em todos 0s sucos estudados.

O teor de hesperidina encontrado nos sucos citricos variou de 103,30+2,23mg/L
no suco Péra sem NFC a 159,21+7,88mg/L no suco Mombuca sem NFC. Os dois sucos
sem NFC apresentaram 0s maiores teores deste constituinte (p<0.05), diferindo entre
eles e 0s demais sucos pasteurizados (Tabela 3). Os cromatogramas dos sucos estdo
apresentados em anexo. Todos os resultados foram obtidos como médiastdesvio

padréo.
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Tabela 3: Contetdo de flavanonas glicosidicas (mg/L) nas variedades de suco ndo

pasteurizado (sem NFC) e pasteurizado (com NFC).

Pera Pera Mombuca Mombuca
Suco Fresco Suco Suco Fresco Suco
Pasteurizado Pasteurizado
Eriocitrina nd nd nd nd
Naringina nd nd nd nd

Hesperidina 120,06+1,94c  103,30+2,23b  159,21+7,88a  135,31+4,11b

Narirutina 20,54+2,21c  15,06+1,89d 34,66+2,97a 26,42+5,54b

Os valores representam médias de trés lotestDP. Linhas com diferentes letras sdo significativamente
diferentes no teste de Tukey (p<0,05).
nd - ndo determinado

Gil-Izquierdo et al.(2002) observaram uma diminui¢do de 28 e de 19% no teor
de narirutina e de hesperidina respectivamente, em relagéo aos teores iniciais, em polpa
de laranja Navel pasteurizada a 95°C por 30 segundos. Ja em amostras de sucos da
mesma variedade, pasteurizadas a 75 e a 95°C por 30 segundo, ndo foram verificadas
diferencas significativas na composicao das flavanonas.

Um acréscimo médio de 12,5 e de 28% nas concentra¢fes de narirutina e de
hesperidina, foi verificado em amostras de sucos de laranja Valéncia pasteurizadas a
350 MPa/30°C/2,5 minutos e a 400 MPa/40°C/1 minuto, respectivamente (SANCHEZ-
MORENO et al., 2003).

Alguns trabalhos relatam um aumento na extratibilidade de flavanonas em suco
pasteurizado, ou seja, 0 teor € maior no suco pasteurizado (DEL CARO et al., 2004;
GIL-1IZQUIERDO et al., 2002; SANCHEZ-MORENO et al., 2003). Todavia, 0s autores
ndo indicam se fizeram alguma correcdo no teor de solidos solGveis do suco
pasteurizado nem quais 0s respectivos valores encontrados no suco fresco e processado.

Desta forma, entendemos que o acréscimo relatado se deva, provavelmente, a
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evaporacdo de agua que ocorre durante 0 processamento de sucos e ndo a maior
extratibilidade das flavanonas.

No processo industrial de extracdo do suco, a pressao mecénica € maior, e parte
das flavanonas que estdo presentes no albedo, na casca e nas membranas dos frutos séo
extraidas junto com o suco. Este fato ndo ocorre no suco extraido manualmente e
também foi relatado em outros trabalhos (OOGHE et al., 1994; GIL-IZQUIERDO et al.,
2002).

Analisando todos os sucos quanto ao efeito sobre a composicao de flavanonas,
verificamos um comportamento distinto. Houve perdas de Narirutina e Hesperidina
durante o processo de pasteurizagdo do suco (Tabela 3). Os respectivos cromatogramas

estdo apresentados na figura 4.
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Conteldo de Carotendides por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia)

Os principais carotenoides identificados nas amostras de suco ndo-pasteurizados
e pasteurizados das variedades Pera e Mombuca do presente estudo sdo reportados
como tipicos dentre os demais encontrados em outros na literatura (ROUSEFF, RALEY
e HOFSOMMER, 1996; MOULY, GAYDOU e CORSETTI, 1999; MOULY et al.,
1999), no entanto, vale ressaltar que, apenas a variedade Mombuca apresentou o
carotenoide Licopeno 82,90ug/L (suco ndo pasteurizado) e 107,60pg/L (suco
pasteurizado) (Tabela 4) ndo presente na outra variedade.

Enquanto o tomate e seus produtos constituem a Unica fonte de licopeno em
muitos paises, o Brasil pode se vangloriar de possuir outras fontes desse composto. A
composicao de carotenoides também pode ser influenciada pelas praticas agricolas, por
iss0 o interesse de desenvolver produtos ricos em compostos benéficos a saude.

A Tabela 4 apresenta as composicdes, em pg/L, dos carotendides B-caroteno,
licopeno, p-criptoxantina, o-criptoxantina, zeaxantina, luteina e violaxantina,

quantificados nas amostras de suco.
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Tabela 4: Contetdo de carotendides (g/L) nos sucos ndo pasteurizados e pasteurizados

das variedades Pera e Mombuca cultivados em Cordeirépolis.

PERA PERA MOMBUCA MOMBUCA
SUCO SUCO SUCO SUCO
FRESCO PASTEURIZADO FRESCO PASTEURIZADO

B-caroteno 12,88+1,8¢c 14,61+1,07c 67,91+2,33b 72,82+2,14a
Licopeno -* - 82,90+3,72b 107,60+2,47a
B-criptoxantina 55,48+4,2¢c 38,51+2,2d 81,27+2,13b 86,62+2,09a
a-criptoxantina 19,31+1,02c 15,93+1,12d 30,13+1,27b 33,83+2,17a
Zeaxantina 99,60+2,08b 81,72+3,03c 106,11+1,51a 97,92+1,7b
Luteina 77,83+2,12¢ 72,38+2,09d 101,85+2,14a 92,72+2,73b
Violaxantina 49,70+2,31d 63,70+2,43b 54,95+2,08¢c 69,78+2,09a

Os valores representam médias de trés lotestDP, Linhas com diferentes letras sdo significativamente
diferentes no teste de Tukey (p<0,05),
- *ndo determinado,

Os resultados obtidos foram expressos como médias * desvio padrdo. As
diferencas significativas entre as médias dos resultados foram calculadas através do
teste de Tukey, considerando um nivel de 95% de confianga. Os cromatogramas dos
sucos estdo apresentados na figura 5.

Com excecdo do B-caroteno dos sucos de Péra, todos os outros carotendides
apresentaram diferenca significativa durante o processamento para as duas variedades.

O aumento do contetdo da maioria dos carotendides nos sucos, provavelmente
se favorece pelos processamentos térmicos utilizados, visto que o teor de Solidos
Soluveis Totais foi corrigido ao teor do suco fresco correspondente antes da analise.

Dentre os carotenoides identificados encontram-se os pro-vitaminicos A (p-
caroteno e P-criptoxantina) e os carotendides ativos contra degeneragdo macular

relacionada a idade e cataratas (luteina e zeaxantina).
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Conclusao

Este estudo confirmou a alta correlagdo positiva entre os parametros avaliados
(&cido ascorbico, flavondides totais, fendlicos totais, carotendides totais, atividade
antioxidante e parametros de cor L*, a* e b*). O efeito da pasteurizacdo nos sucos
estudados demonstrou ser eficaz para o aumento da maioria dos carotendides, ja para as

flavanonas, o teor apds o processo foi menor que o inicial.
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Conclusotes Gerais

o limdo Siciliano e a Grapefruit, contiveram 0s maiores teores de flavonoides
totais e a laranja Hamlin o menor teor;

A Grapefruit além de apresentar o maior teor de flavondides totais, também
apresentou 0 maior teor de fendlicos totais e carotenoides totais;

0 método DPPHe se mostrou melhor em duas das quatro frutas (lima da Pérsia e
Hamlin), ou seja, a atividade antioxidante de uma fruta ndo esta relacionada
apenas aos teores dos principais bioativos e sim com a estrutura quimica desses
constituintes e, para isso, é necessario que se extraia e quantifique o maior
naumero possivel de constituintes presentes;

Os carotenoides encontrados nas frutas citricas foram: luteina, violaxantina, p-
criptoxantina, zeaxantina, p-caroteno e a-criptoxantina e a fruta Grapefruit foi a
fruta que apresentou todos os carotendides analisados em seu suco.

As flavanonas encontradas nas frutas citricas do presente estudo foram:
eriocitrina, naringina, hesperidina e narirutina. A maior quantidade de
hesperidina encontrada foi na laranja hamlin e o liméo Siciliano foi o Unico que
apresentou a flavanona eriocitrina em seu suco.

As Mombucas e a Baia Cara Cara apresentaram o carotendide licopeno e
também, mais carotenoides, mais flavonoides e vitamina C em relacdo a laranja
Péra.

A Mombuca cultivada em Sdo Bento do Sapucai, apresentou pelo método
DPPHe, maior atividade antioxidante.

O parédmetro de cor “L*” apresentou correlacdo positiva com 0s teores de
carotendides totais e atividade antioxidante (método DPPHe) nas laranjas de

polpa vermelha.
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e A anédlise de Componentes Principais mostrou alta correlacdo positiva entre o0s
parametros avaliados (acido ascoérbico, flavonodides totais, fendlicos totais,
carotendides totais, atividade antioxidante e parametros de cor L*, a* e b*) para

0s sucos frescos e pasteurizados estudados.
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