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RESUMO

Objetivo: O objetivo desse trabalho foi avaliar o perfil de compostos
fendlicos do suco de laranja integral pasteurizado de marcas comerciais.
Métodos: Foram reunidas informacdes sobre os compostos fendlicos
considerando suas caracteristicas quimicas, bioatividade, técnica analitica
utilizada para a sua determinacao, e 0s principais compostos presentes em
citros. Sucos de laranja integral pasteurizado de nove marcas comerciais
foram adquiridos em Araraquara e regido, SP. Foram adquiridas trés
embalagens de cada marca, com diferentes prazos de validade, referentes a
diferentes lotes. Sucos de cada marca e lote foram liofilizados e submetidos
a extracdo com solucdo de metanol:dgua (90:10, v/v), e os extratos foram
submetidos a limpeza em cartucho SPE C18. A separacédo dos compostos foi
realizada no sistema HPLC-DAD, empregando coluna C18 com fase movel
de agua:acido formico (99,9:0,1, v/v) e acetonitrila, em modo gradiente,
vazdo de 1 mL.min, temperatura de 50 °C e volume de injecéo de 20 pL.
Foi também empregado o sistema UPLC-UV/MS, com escalonamento das
condicbes para escala sub-2 um. Os extratos foram injetados no sistema
HPLC-DAD e UPLC-UV/MS para a identificacdo e quantificacdo dos
compostos fendlicos. Resultados: Os principais compostos fendlicos das
frutas citricas descritos na literatura sao os flavonoides, particularmente as
flavanonas narirutina e hesperidina. Nesse trabalho foram identificados 60
compostos do suco de laranja, dos quais 54 sdo compostos fendlicos. Os
flavonoides rutina, eriocitrina, narirutina, naringina, hesperidina, naringenina,
nobiletina e tangeritina, e os &cidos caféico, p-cumarico e ferdlico foram
identificados nos sucos de todas as marcas e lotes. Os niveis dos
compostos fendlicos e dos compostos fendlicos expressos como composto
majoritario de cada classe quimica presente na matriz variaram entre marcas
e lotes. Os resultados da analise de PCA permitiram diferenciar o suco das
marcas JA, MA, NC e PO, das marcas LI, NO, PR, TR e XA, de acordo com
o perfil de compostos fendlicos. Conclusdo: Foram identificados 54
compostos fendlicos no suco de laranja. Os flavonoides rutina, eriocitrina,
narirutina, naringina, hesperidina, naringenina, nobiletina e tangeritina, e os
acidos caféico, p-cumarico e ferulico foram identificados no suco de todas as
marcas. Os niveis de compostos fendlicos oscilaram entre marcas e lotes,
em relacdo aos compostos majoritarios hesperidina e narirutina, aos
intermediarios eriocitrina e naringina, aos minoritarios naringenina, rutina,
nobiletina e tangeritina, e aos expressos como composto representante da
classe. APCA permitiudiferenciar os sucos de diferentes marcas e lotes de
acordo com os compostos fendlicos. O suco das marcas XA, MA, PO e TR
apresentou comportamento similar, com aumento dos niveis de compostos
fendlicos do 1° para o 3° lote, e o suco das marcas LI, NO e JA, também
com comportamento similar, com redugéo dos niveis de compostos fendlicos
do 1° para o 3° lote. O suco das marcas PR e NC foi diferenciado das
demais marcas, com niveis de compostos fendlicos bastante aumentados na
marca PR, e reduzidos na marca NC.

Palavras-chave: Compostos fendlicos; suco de laranja; HPLC-DAD; UPLC-
UV/MS,; flavonoides; acidos fendlicos.



ABSTRACT

Objective: The aim of this work was to evaluate the profile of phenolic
compounds of pasteurized orange juice from commercial brands. Methods:
The phenolic compounds where characterized considering chemical
structure, bioactivity, and techniques for analytical determination, as well as
the main compounds present in citrus. Pasteurized orange juices from nine
commercial brands were purchased in Araraquara and region, SP. Three
packages from each brand were acquired, with different shelf life
corresponding to different lots. Juices were lyophilized and extracted with
methanol:water solution (90:10, v/v), and the extracts were cleaned in C18
SPE cartridges. Separation of the compounds was performed in an HPLC-
DAD system, using a C18 column with mobile phase of water:formic acid
(99.9:0.1, v/v) and acetonitrile in gradient mode, with a flow rate of 1 mL.min"
! temperature of 50 °C and injection volume of 20 pL. An UPLC-UV/MS
system was also used, with scaling conditions for sub-2 ym scale. The
extracts were injected into the HPLC-DAD and UPLC-UV/MS system for
identification and quantification of the phenolic compounds. Results: The
main phenolic compounds of citrus fruits described in the literature are
flavonoids, particularly the flavanones narirutin and hesperidin. In this work
60 compounds were identified in orange juice, of which 54 are phenolic
compounds. The flavonoids rutin, eriocitrin, narirutin, naringin, hesperidin,
naringenin, nobiletin and tangeritin, and the caffeic, p-coumaric and ferulic
acids were identified in all juices. The levels of phenolic compounds varied
amongst brands and lots. The results of the PCA analysis allowed to
differentiate the juice of the brands JA, MA, NC and PO, from brands LI, NO,
PR, TR and XA, according to the phenolic compounds profile. Conclusion: A
total of 54 phenolic compounds were identified in orange juice. The
flavonoids rutin, eriocitrin, narirutin, naringin, hesperidin, naringenin, nobiletin
and tangeritin, and the caffeic, p-coumaric and ferulic acids were identified in
the juice of all brands. The levels of phenolic compounds oscillated amongst
brands and lots, in relation to all of the compounds evaluated. The PCA
allowed the differentiation of the juices from different brands and lots
according to the phenolic compounds. The juice from the brands XA, MA, PO
and TR presented similar behavior, with an increase in the levels of phenolic
compounds from the 1st to 3rd lot, and the juice from the brands LI, NO and
JA, also with similar behavior, showed a decrease in the levels of phenolic
compounds from the 1st to the 3rd lot. The juice from the PR and NC brands
was differentiated from the other brands, with phenolic compound levels
greatly increased in the PR brand, and reduced in the NC brand.

Keywords: Phenolic compounds; Orange juice; HPLC-DAD; UPLC-UV / MS;
flavonoids; phenolic acids.
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Introducéo
1 Importancia econémica da laranja

A laranja € a fruta mais produzida no Brasil, fazendo da citricultura um
segmento de grande importancia econémica no pais. Em todo o Brasil sdo
mais de 3000 municipios onde a citricultura esta presente (1). A producédo
brasileira de laranja na safra de 2016/2017 foi de 352 milhdes de caixas de
40,8 kg, e na safra de 2017/2018 foi de 471 milhGes de caixas de laranja, um
aumento de 34% em relacdo a producdo da safra anterior (2).

O estado de S&o Paulo juntamente com o Triangulo Mineiro integra o
cinturdo citricola brasileiro, que é responséavel por cerca de 80% da producédo
nacional de laranja. O estado de Sao Paulo responde sozinho por cerca de
70% da producao nacional (3). A producéo de laranja do estado de S&o Paulo
foi de 245,3 milhdes de caixas na safra de 2016/2017 e de 364,5 milhdes de
caixas na safra de 2017/2018, um aumento de 49% relacdo a producdo da
safra anterior (2).

De acordo com o Fundo de Defesa da Citricultura - Fundecitrus, a
producdo de laranja no Brasil é direcionada para a laranja doce, da espécie
Citrus sinensis (L.) Osbeck. A variedade de laranja predominante é a Péra-Rio,
cultivada exclusivamente no Brasil, seguida pelas variedades Valéncia, Natal e
Hamlim, de expressédo comercial para a producdo de suco, além da Hammel,
Westin, Rubi, Valéncia Americana, Valéncia Argentina, Seleta, Pineapple, e
Charmute (2, 3).

Da producéo total de laranja do pais 85% s&o destinados as industrias

gerando cerca de 45% de suco (4).
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Considerac0es finais

Os flavonoides e os &acidos fendlicos sdo os principais compostos
fendlicos presentes nas frutas citricas, com destaque para as flavanonas,
flavonas e flavondis, particularmente as flavanonas naringina, naringenina,
narirutina, hesperidina, neohesperidina, eriocitrina, neoeriocitrina, erodictiol,
poncirina, didimina; as flavonas tangeretina, nobiletina, sinensetina,
heptametoxiflavona, escutelareina, crisoeriol, diosmetina, diosmina, apigenina,
kaempferol e luteolina; e os flavondis rutina, natsudaidaina, sinensetina,
guercetina e miricetina, presentes em guantidades variadas no suco, na fruta e
na casca de diferentes citros. A determinacdo de compostos fendlicos
geralmente emprega a cromatografia liquida de alta eficiéncia, com separacao
em colunas de fase reversa e modo gradiente, com a utilizacdo de detectores
de arranjo de diodos e espectrometria de massas, para e identificar e/ou
quantificar. Os flavonoides e os acidos fenélicos possuem bandas de absorcéo
caracteristicas na faixa do UV/Vis, o que permite identificA-los em funcédo da
classe quimica. Existe uma escassez de dados na literatura sobre o perfil de
compostos fenolicos de frutas e suco de frutas citricas, particularmente do suco
de laranja, e o0s estudos disponiveis na literatura descrevem
predominantemente a presenca de flavanonas de citros, principalmente
narirutina e hesperidina, sem considerar outras classes e/ou outros compostos
fendlicos importantes, o que torna necesséaria a realizagdo de estudos que
avaliem o perfil destes compostos no suco de laranja. Nesse trabalho foram
identificados 60 compostos, dos quais 54 sdo compostos fendlicos, com
destaque para os flavonoides rutina, eriocitrina, narirutina, naringina,

hesperidina, naringenina, nobiletina e tangeritina, e os acidos caféico, p-
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cumarico e ferdlico, que foram identificados no suco de todas as marcas e
lotes. Os niveis de compostos fendlicos oscilaram entre os lotes da maioria das
marcas, e entre as marcas. A hesperidina e narirutina foram os compostos
majoritarios, com niveis elevados em todas as marcas e lotes. Os sucos
apresentaram niveis intermediarios de eriocitrina e naringina em todas as
marcas e lotes. A naringenina, rutina, nobiletina e a tangeritina foram
consideradas compostos minoritarios, presentes no suco de laranja de todas as
marcas e lotes. Os compostos fendélicos expressos como composto majoritario
de cada classe quimica presente na matriz variaram entre marcas e lotes. Os
resultados da andlise de componentes principais (ACP) permitiram diferenciar
0s sucos de diferentes marcas e lotes de acordo com os compostos fendlicos.
O suco das marcas XA, MA, PO e TR apresentou comportamento similar, com
aumento dos niveis de compostos fendlicos do 1° para o 3° lote, e 0 suco das
marcas LI, NO e JA, também com comportamento similar, com reducdo dos
niveis de compostos fendlicos do 1° para o 3° lote. O suco das marcas PR e
NC foi diferenciado das demais marcas, com niveis de compostos fendlicos
bastante aumentados do 1° para o 3° lote na marca PR, e reduzidos na marca
NC, confirmando os dados da quantificacdo. Nossos resultados contribuiram
para caracterizar o perfil de compostos fenélicos do suco de laranja integral

pasteurizado comercial brasileiro.



