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RESUMO

A laranja é a fruta mais consumida mundialmente, tanto in natura como na forma de suco.
Atualmente no Brasil vém sendo cultivadas variedades de laranjas de polpa vermelha,
laranjas estas que diferem das de polpa clara por possuirem o licopeno na sua composicao
de carotendides. Sabe-se que as laranjas apresentam varios compostos bioativos benéficos
a saude humana como carotendides, vitaminas e compostos polifenélicos, porém, ainda sao
poucas essas informacdes a respeito das laranjas de polpa vermelha. Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi comparar trés variedades de laranjas de polpa vermelha
(Sanguinea de Mombuca (SM), Baia Cara-Cara (BCC) e Valéncia Puka (VP)) com uma
variedade de polpa clara (Valéncia) cultivadas em trés cidades do Estado de Sao Paulo
(Barretos, Bofete e Ibaté) em relacdo as caracteristicas fisico-quimicas, a presenca de
compostos bioativos (acido ascérbico, fendlicos totais, flavandides totais, carotendides
totais, e principais flavanonas glicosidicas e carotendides), capacidades antioxidantes e
parametros de cor, e, além disso, verificar o efeito das condigdes ambientais das cidades de
cultivo sobre os parametros analisados. Com os resultados observou-se que as laranjas de
polpa vermelha em comparagéo a variedade Valéncia mostraram ter sucos menos acidos e
uma cor mais escura, com maior saturacao da cor vermelha e de maior vivacidade. Nao
apresentaram diferencas significativas nas concentragcdes de acido ascorbico, compostos
fendlicos totais, narirutina, hesperidina, violaxantina, zeaxantina e a-caroteno. Para os
flavonéides totais, apenas as laranjas VP cultivadas em Barretos e lbaté apresentaram os
maiores teores significativos. Os conteldos de carotendides ndo apresentaram diferengas
significativas entre as variedades de polpa vermelha, porém estas mostraram ter de 20 a
76% a mais de teores de carotendides totais que as laranjas Valéncia, € o0 mesmo
comportamento foi observado para as concentragbes do B-caroteno, B-criptoxantina e
luteina que apresentaram respectivamente um aumento de 230 a 375%, 36 a 65%, e de até
37%. O licopeno foi identificado apenas nas laranjas de polpa vermelha. Os maiores teores
de alguns carotendides foram obtidos pelas laranjas cultivadas em Bofete, cidade que esta
localizada em uma altitude intermediaria em relacao a Barretos e Ibaté, e caracterizada por
apresentar temperaturas amenas. J4, o0s menores conteudos de &cido ascérbico,
carotendides totais, B-caroteno, p-criptoxantina e violaxantina foram obtidos pelas laranjas
de Barretos, cidade que localiza-se em uma menor altitude e apresenta temperaturas
elevadas. A SM foi a variedade que apresentou maior capacidade antioxidante, e dentre os
compostos quantificados, o acido ascérbico foi o que mais contribuiu para esta propriedade,
seguido pelos carotendides totais e compostos fendlicos totais. Pelos resultados obtidos
verificou-se que as condicdes ambientais das cidades de cultivo influenciaram nas
caracteristicas fisico-quimicas e composi¢gao de compostos bioativos, e estes também
diferiram entre as laranjas de polpa vermelha e laranjas de polpa clara.

Palavras-chaves: laranjas; acido ascorbico; compostos fendlicos; flavanonas; carotendides;
antioxidante; cor.



ABSTRACT

Orange is the fruit more consumed worldwide both as fresh as juice. Currently in Brazil is
being cultivated varieties of red pulp oranges, and these differ from pulp clear by present
lycopene in their carotenoid composition. It is known that oranges have several bioactive
compounds beneficial to human health such as carotenoids, vitamins and polyphenolic
compounds, however, almost no one has such information about the red pulp oranges. Thus,
the objective of this study was to compare three varieties of oranges red pulp (Sanguinea de
Mombuca (SM), Baia Cara-Cara (BCC) and Valéncia Puka (VP)) with a variety of clear pulp
(Valéncia) grown in three cities of State of Sdo Paulo (Barretos, Bofete and Ibaté) in relation
to physical and chemical characteristics, the presence of bioactive compounds (ascorbic
acid, total phenolics, total flavonoids, total carotenoids, and main flavanone glycosides and
carotenoids), antioxidants capacities and color parameters, and also check the effect of
environmental conditions of cities of cultivation on the parameters analyzed. With the results
it was observed that red pulp oranges when compared with variety Valéncia showed juices
less acid and a color darker with greater saturation of red coloration and higher vivacity. No
significant differences in the concentrations of ascorbic acid, total phenolics, narirutina,
hesperidin, violaxanthin, zeaxanthin and a-carotene. For flavonoids, only VP oranges grown
in Barretos and Ibaté showed significant higher levels. The content of carotenoids showed no
significant differences between the varieties of red pulp oranges, but these proved to have
20-76% more total carotenoid that Valéncia oranges, and the same behavior was observed
for concentrations of B-carotene, B-cryptoxanthin, and lutein which respectively showed an
increase 230-375%, 36-65% and up to 37%. Lycopene was identified only in red oranges.
The highest levels of some carotenoids were obtained by the oranges grown in Bofete, a city
that is located at an intermediate altitude in relation Ibaté and Barretos, and characterized by
the mild temperatures. Already, the lower content of ascorbic acid, total carotenoids, B-
carotene, B-cryptoxanthin and violaxanthin were obtained by Barretos oranges, a town
located at a lower altitude and presents high temperatures. The variety SM presented the
highest antioxidant capacity, and among the quantified compounds, ascorbic acid was the
largest contributor to this property, followed by total carotenoids and phenolic compounds. By
the results obtained verified that the environmental conditions of cultivation cities influence
on the physico-chemical characteristics and composition of bioactive compounds, and these
also differed between to oranges red pulp and oranges clear pulp .

Keywords: oranges; ascorbic acid; phenolics compounds; flavanones; carotenoids;
antioxidant; color.
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INTRODUCAO GERAL

A laranja é a fruta mais aceita e consumida mundialmente, tanto na forma in
natura como de suco. E conhecida por ser importante fonte de compostos bioativos
como &cido ascorbico, compostos fendlicos, flavondides e carotendides, compostos
estes de grande interesse de cientistas, consumidores e industrias, visto que
apresentam potencial atividade antioxidante, pois evitam ou diminuem
significativamente efeitos adversos de espécies reativas na fungao fisioldégica normal
de seres humanos. Com isso, estudos sugerem que o consumo de laranjas auxilia
na prevencao do envelhecimento precoce e atuam na prote¢do contra alguns tipos
de cancer, doencas cardiovasculares, doenca de Alzheimer, diabetes, catarata,
degeneracdo macular relacionada a idade, entre outras (SILALAHI, 2002;
KUSKOSKI et al., 2005; PIMENTEL et al., 2005; SUN e TANUMIHARDJO, 2007;
JAYAPRAKASHA e PATIL, 2007; PELLEGRINI et al., 2007; KARADAG et al., 2009;
YAHIA, 2010; ALVES et al., 2010).

Segundo Bitters (1961), as laranjas podem ser classificadas em funcao da
coloragdo de suas polpas em laranjas claras e sanguineas. As laranjas claras sao
caracterizadas pela cor amarela-alaranjada devido a presenca dos pigmentos
carotendides, ja as laranjas sanguineas apresentam coloragcéo vermelho-intensa em
funcao da presenca de antocianinas.

Atualmente foi descrito um novo grupo de laranjas, denominado laranjas de
polpa vermelha ou falsas-sanguineas. Estas diferem das laranjas claras por
apresentarem maiores concentracfes de alguns carotendides e também por
possuirem o licopeno, carotendide de coloracdo vermelha que ndo estd presente
nas laranjas de polpa clara (SAUNT, 2000; LEE, 2001; XU et al., 2006; LIU et al.,
2007; FANCIULLINO et al., 2008; LATADO et al., 2008; MOURA, 2010). Variedades
destas laranjas: Sanguinea de Mombuca, Valéncia Puka e Baia Cara-Cara

comecaram a ser cultivadas no Brasil.
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Acredita-se que laranjas de polpa vermelha apresentariam grande potencial
de comercializacdo, visto que ja € de conhecimento que apresentam compostos
bioativos benéficos a saude humana, porém, ainda existem poucas informacdes
sobre estes compostos sob influéncia de diferentes variedades e condi¢des
ambientais de cultivo.

Devido aos fatos apresentados parece ser de grande importancia agregar
conhecimento de valor nutricional, e de qualidade do ponto de vista comercial das
variedades de laranjas de polpa vermelha. Com isso, o0 objetivo deste trabalho foi
comparar trés variedades de laranjas de polpa vermelha com uma de polpa clara em
relacdo a caracterizacao fisico-quimica, e determinagcées dos compostos bioativos,
capacidades antioxidantes e parametros de cor dos sucos. E, além disso, verificar se
estes parametros também sofrem com a influéncia das localizagbes geogréficas e

condicGes ambientais de trés cidades de cultivo no Estado de Sao Paulo, Brasil.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Comparar trés variedades de laranjas de polpa vermelha (Sanguinea de
Mombuca, Baia Cara-Cara e Valéncia Puka) com uma variedade de polpa clara
(Valéncia), cultivadas nas mesmas condicdes em trés cidades, em relacdo a

presenca de compostos bioativos, atividade antioxidante e parametros de cor.

Objetivos Especificos

- Determinar os soélidos soluveis totais, acidez total titulavel e ratio, e teores de acido
ascérbico, fendlicos totais, flavondides totais e carotendides totais.

- Identificar e quantificar as principais flavanonas glicosidicas e os principais
carotendides.

- Correlacionar os parametros de cor com os teores de carotendides totais.

- Avaliar as capacidades antioxidantes pelos métodos ABTS e DPPH.

- Correlacionar os compostos bioativos com as capacidades antioxidantes.

- Verificar o efeito das localizacdes geogréaficas e condicoes ambientais das trés
cidades de cultivo (Barretos, Bofete e Ibaté do Estado de S&o Paulo, Brasil) sobre os

parametros analisados.



CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

14
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1. Laranjas
1.1. Producao no Brasil

O Brasil é o pais lider na producao de laranjas. A safra 2009/2010 teve uma
producdo de 16.238.000 toneladas métricas, equivalente a 32,62% da producao
mundial. Além disso, também lidera na producao e exportacdo de suco de laranja,
nesta safra, produziu 1.330.000 e exportou 1.320.000 toneladas métricas - 65° Brix,
equivalente respectivamente a 61,18% e 86,59% da producao e exportacdo mundial
(AGRIANUAL, 2011).

A laranja é a fruta mais plantada no pais e seu cultivo esta presente em todos
os Estados brasileiros. Comparativamente, os pomares de laranja ocupam uma area
20 vezes superior do que os pomares de macga, 10 vezes maior aos de manga e as
plantagdes de uva, e aproximadamente o dobro das terras destinadas ao cultivo de
banana. O Estado de Sao Paulo detém 70% da area plantada de pomares de laranja
(NEVES et al., 2010), é o principal pdlo produtor, tendo sido responsavel em 2010
por 78,43% da producéao nacional (AGRIANUAL, 2011).

Existe uma grande diversidade de variedades de laranjas, atualmente, os
pomares do Estado de Sdo Paulo apresentam 55% das &rvores das variedades
tardias (Valéncia e Natal), 23% com variedades precoces (Hamlin, Westin, Rubi e
Pineapple) e 22% com variedade meia estacao (Péra Rio). Os citricultores tém
preferéncia pelas variedades tardias em funcdo da sua maior produtividade,

qualidade de seus frutos e importancia econémica (NEVES et al., 2010).

1.2. Classificacao em funcao da cor da polpa

Segundo Bitters (1961), as laranjas podem ser classificadas em fungcédo da
coloragao de suas polpas em laranjas claras e em laranjas sanguineas.

As laranjas de polpa clara sdo caracterizadas por apresentar coloragao
amarela-alaranjada na polpa e no suco devido a presenca de pigmentos
carotendides. Estes pigmentos quando sofrem alteracdes em suas concentragdes

fazem com que ocorra consequentemente variacbes na coloracdo. Entre os
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carotenoides, B-criptoxantina € considerado o principal contribuinte para a cor
alaranjada enquanto que luteina e violaxantina para a cor amarela (MOULY et al.,
1999). A classe das laranjas de polpa clara englobam quase que a totalidade das
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 e Hamlin), laranjas sem acidez (Laranja Lima, Serra d’agua) e
outras (CTENAS et al., 2000).

Ja as laranjas sanguineas sao caracterizadas pela coloracdo vermelho-
intensa (violacea ou roxa) na polpa e no suco, devido a presenga do pigmento
antocianina que € soluvel em agua (BITTERS, 1961; MACCARONE et al., 1983).
Estas laranjas sdo originérias da regido Mediterranea, provavelmente de Malta ou da
regiao da Sicilia (ltalia), e tém sido cultivadas ha varios séculos, principalmente na
ltalia, Espanha, Marrocos, locais com clima ameno ou clima mediterraneo e maior
amplitude térmica diaria (dias quentes e noites frias), os quais favorecem a presenca
da coloracao violacea. As variedades mais conhecidas sado: Moro, Tarroco e
Sanguinelo (RAPISARDA et al., 2001).

Atualmente foi descrito outro grupo de laranjas, denominadas laranjas de
polpa vermelha ou falsas-sanguineas. Estas apresentam como caracteristica
diferencial a coloragao vermelha na polpa, mas que néo se transfere totalmente para
o0 suco. Variedades destas laranjas ndo possuem antocianinas e diferem das
laranjas de polpa clara por apresentarem maiores concentragées de alguns
carotendides, principalmente o B-caroteno, e também por possuirem o licopeno,
carotendide de coloracdo vermelha que nado é identificado nas laranjas de polpa
clara (SAUNT, 2000; LEE, 2001; XU et al., 2006; LIU et al., 2007; FANCIULLINO et
al 2008; LATADO et al., 2008; MOURA, 2010). Recentemente, variedades destas
laranjas: Sanguinea de Mombuca, Valéncia Puka e Baia Cara-Cara comegaram a
ser cultivadas no Brasil.

Ao contrario das laranjas sanguineas, as laranjas de polpa vermelha

apresentam coloracdo vermelha mesmo quando cultivadas em regides quentes ou
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de baixa amplitude térmica diaria, e teoricamente, devem apresentar polpa com
coloragao ainda mais intensa, quando plantadas em regides de clima ameno e/ou de

alta amplitude térmica diaria (LATADO, 2008).

2. Estresse oxidativo e agentes antioxidantes

O processo de oxidacao € a conversdo de uma substancia quimica em um
derivado com menor numero de elétrons, ou seja, é a perda de um ou mais elétrons
para outra substancia (LARSON, 1997). Esta transferéncia de elétrons é um
processo quimico fundamental para a sobrevivéncia das células, porém,
simultaneamente a este processo ocorre a producédo de radicais livres e de outras
espécies reativas de oxigénio que podem causar danos oxidativos ao organismo
humano (BAE et al., 1999).

No organismo, os radicais livres possuem diferentes fungdes e encontram-se
envolvidos na producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular,
sinalizagao intercelular e sintese de substancias bioldégicas (HALLIWELL et al.,
1992), entretanto, seu excesso apresenta efeitos deletérios tais como danos ao
DNA, proteinas e organelas celulares, provocando nestas alteracdes na estrutura e
funcdes, e assim, envolvidos no envelhecimento precoce e em diversas patologias
como céancer, doengas cardiovasculares, degenerativas e neuroldgicas, choque
hemorragico, catarata, disfungdes cognitivas entre outras (HALLIWELL et al., 1992;
SILALAHI, 2002; PIMENTEL et al, 2005; SUN e TANUMIHARDJO, 2007;
JAYAPRAKASHA e PATIL, 2007; PELLEGRINI et al., 2007; KARADAG et al., 2009;
ALVES et al., 2010; MAIANI et al., 2009; YAHIA, 2010).

O préprio organismo produz substancias com fungao antioxidante que tem a
capacidade de combater os radicais livres, regenerando ou prevenindo os danos
oxidativos, porém muitas vezes € insuficiente para o combate, podendo entdo o
organismo sofrer acdoes degenerativas através de um distlirbio conhecido como
estresse oxidativo (ALVES et al., 2010). Devido a isso, tem sido crescente a atencao

de cientistas, consumidores e industrias sobre substancias de fontes externas, como
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alimentos e bebidas, que também apresentam capacidade antioxidante, pois
possuem a habilidade de sequestrar radicais livres, neutralizando o estresse
oxidativo responsavel por provocar varias doencas humanas. (SILALAHI, 2002;
PIMENTEL et al., 2005; SUN e TANUMIHARDJO, 2007; JAYAPRAKASHA e PATIL,
2007; PELLEGRINI et al., 2007; KARADAG et al., 2009, ALVES et al., 2010; MAIANI
et al., 2009; YAHIA, 2010).

Os antioxidantes alimentares sdo definidos como substancias que quando
presentes em baixas concentragdes em comparacdo com 0s substratos oxidaveis
evitam ou diminuem significativamente os efeitos adversos de espécies reativas na
funcao fisiologica normal de seres humanos, normalmente atuando quelando metais
de transicao e inibindo reacdes de radicais em cadeias, oxigénio singleto e enzimas

oxidativas (HUANG et al., 2005).

2.1. Compostos antioxidantes presentes nas laranjas
As laranjas in natura e em forma de suco sé@o fontes de compostos bioativos
com potencial atividade antioxidante, como acido ascérbico, compostos fendlicos e

carotendides. Estes sdo discutidos a seguir.

2.1.1. Acido ascorbico

A laranja contém alto teor de &cido ascérbico (AA), principal forma
biologicamente ativa da vitamina C. E um antioxidante natural hidrossoltvel nos
fluidos biologicos que inibe o desenvolvimento das principais condigées oxidativas,
sendo necessério a prevengdao e manutencao da saude da pele, gengivas e vasos
sanguineos. Também atua na prevencdo de aterosclerose, doencgas
cardiovasculares e algumas formas de cancer, além de possuir diversas funcoes
bioldgicas na formacéao de colageno, absorcéo de ferro inorganico, reducéo do nivel
de colesterol, inibicado da formagdo de nitrosaminas e fortalecimento do sistema

imunologico (LEE e KADER, 2000; SILALAHI, 2002).
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As frutas citricas sao fontes ideais de vitamina C e a concentragdo desse
micronutriente nessas é influenciada por diversos fatores pré e pds-colheita, desde o
cultivar utilizado, até condi¢cdes climéaticas, como praticas de plantio, método de
colheita e processamento (LEE e KADER, 2000).

O Ministério da Agricultura e do Abastecimento (BRASIL, 2000) descreve em
regulamento técnico geral para fixacdo dos padrbes de identidade e qualidade para
polpa de fruta, que os sucos de laranja ndo podem apresentar teores inferiores a 25
mg de acido ascorbico em 100 mL de suco. E segundo o Ministério da Saude
BRASIL (2005), um conteudo médio de 45 mg de acido ascérbico, é o valor
recomendado na ingestao diaria de Vitamina C para um adulto, ou seja, se um suco
de laranja estiver dentro dos padrdées de qualidade, ao beber um copo de 200 mL
deste, 0 organismo ja receberia até mais que a recomendacao diaria desta vitamina.

A determinacdo de &cido ascérbico por titulacdo com 2,6 diclorofenol-
indofenol & considerado um método rapido, facil e barato, de modo que tem sido
largamente utilizado. A Unica desvantagem é que por este método nao se detecta o
acido dehidroascorbico, porém, segundo estudo de Sanchez-Moreno et al. (2003b)
em que analisaram 4&cido ascorbico e acido dehidroascérbico nas laranjas,

verificaram que este Gltimo contribuiu muito pouco para a atividade de vitamina C.

2.1.2. Compostos fendlicos

Compostos fendlicos sdo uma das maiores classes de metabdlitos
secundarios das plantas, sendo essenciais para o seu crescimento e reproducgéo, e
sdo sintetizados principalmente em condicbes de estresse como infecgdes,
ferimentos, radiagcbes UV, dentre outros. Em alimentos, esses compostos séo
responsaveis pela cor, adstringéncia, aroma e estabilidade oxidativa (NACZK e
SHAHIDI, 2006; CARVALHO et al., 2006).

Os compostos fendlicos apresentam mais de 8000 substancias identificadas,
e podem ser divididos em grupos, de acordo com a sua estrutura quimica (ROSS e

KASUM, 2002). A esta classe pertencem: flavondides, flavindides, acidos fendlicos,



20

cumarinas, taninos e lignina. Nas frutas citricas, os flavondides aparecem com
destaque, e quatro tipos ocorrem com freqiéncia: flavanonas, flavonas, flavonéis e
antocianinas. As flavanonas glicosidicas sao as principais, pois nas frutas citricas se
acumulam em maior quantidade e sao responsaveis pelo sabor e turvacao dos
sucos citricos (BENAVENTE—GARCIA e CASTILLO, 2008).

As flavanonas glicosidicas, hesperidina e narirutina, sdo as principais em
sucos de laranjas (RAPISARDA et al., 1999; GIL-IZQUIERDO et al., 2001;
SANCHEZ-MORENO et al., 2003a; GATTUSO et al., 2007; MOURA e SYLOS,
2008), outras também identificadas sdo: naringina, neohesperidina, didimina e
apigenina (KELEBEK et al., 2009). Hesperidina e narirutina sdo dominantes nas
laranjas doces (C. sinensis), enquanto que neohesperidina e naringina, nas laranjas
azedas (C. aurantium). A principal diferenca entre estas esta em suas moléculas de
acucar que influenciam o gosto (PETERSON, 2006).

Além de influenciar nos fatores sensoriais das laranjas, as flavanonas e os
compostos fendlicos como um todo apresentam importante papel na saude humana,
pois agem como antioxidantes, ndao somente por sua habilidade em doar hidrogénio
ou elétrons, mas também em virtude de seus radicais intermediarios estaveis que
tem a capacidade de impedir a oxidacdo de varios ingredientes do alimento,
particularmente de lipidios (BRAND-WILLIAMS et al.,1995; RAPISARDA et al,
2001).

As flavanonas, em especial a hesperidina, ttm mostrado uma vasta gama de
propriedades terapéuticas. Estas sdo consideradas diuréticas, hipolipidémicas,
analgésicas, antiinflamatérias e antialérgicas, e estudos relatam que o seu consumo
também auxilia na prevencdo de céncer, ateroma e hipertensdo (MERKEN e
BEECHER, 2000; MANTHEY et al., 2001; ATURKI et al.,, 2004; BENAVENTE-
GARCIA e CASTILLO, 2008; VINUEZA et al., 2008).

O conteudo de compostos fendlicos nas plantas pode ser influenciado por
numerosos fatores, como o amadurecimento, fatores ambientais, processamento e

estocagem (MANACH et al., 2004). Outro ponto a ser considerado € que existem
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diversos métodos de determinacdo destes compostos, e 0 modo de extracao destes
e a reagcao realizada para suas determinacbes podem os alterar de forma

significativa (GHAFAR et al., 2010).

2.1.3. Carotendides

Os carotendides sao pigmentos naturais lipofilicos responsaveis pela
coloracdo amarela, laranja e vermelha de muitos alimentos, e com isso sao
considerados muito importantes na aceitacdo destes, uma vez que a cor € um dos
atributos de qualidade que mais influenciam na escolha dos consumidores
(RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2008). No entanto, sdo seus efeitos de prevencao e/ou
protecdo a saude que despertam o interesse de pesquisas cientificas (TIBBLE,
1998; SLATERRY et al., 2000; CANTUTI-CASTELVETRI et al., 2000; SHAMI e
MOREIRA, 2004; FRASER e BRAMLEY, 2004; KRINSKY e JOHNSON, 2005;
RIBAYA-MERCADO e BLUMBERG, 2007; RAO e RAO, 2007; RODRIGUEZ-AMAYA
et al., 2008; MAIANI et al., 2009).

Os carotenoides dos alimentos sao tetraterpendides (C4) € a caracteristica
de maior destaque nestas moléculas € o croméforo, um sistema extenso de duplas
ligacdes conjugadas responsavel por conferir cores aos carotendides (RODRIGUEZ-
AMAYA et al., 2008).

As frutas citricas e em destaque as laranjas sdo potenciais fontes de
carotendides, sendo relatado nestas, mais de 115 tipos de pigmentos (ROUSEFF e
RALEY, 1996; FANCIULLINO et al.,, 2006), e sdo estes 0s responsaveis pela
coloragdo caracteristica da casca e da polpa de laranjas claras maduras
(MELENDEZ-MARTINEZ et al, 2007).

E importante também lembrar que existem mais dois grupos de laranjas, as
laranjas sanguineas que apresentam colorag¢édo vermelho-intensa na polpa e no suco
devido a presenca dos carotenoides, mas também, e principalmente por, conter o
pigmento antocianina (ARENA et al., 2000; LEE, 2002; KELEBEK et al. 2008;
FANCIULLINO et al., 2008), e laranjas de polpa vermelha, caracterizadas pela
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coloragdo vermelha na polpa devido a presenca de maiores teores de alguns
carotendides do que as laranjas claras, e mais a presenca do licopeno, carotendide
de pigmentagédo vermelha que ndo € identificado nas laranjas polpa clara (SAUNT,
2000; LEE, 2001; XU et al., 2006; LIU et al., 2007; FANCIULLINO et al., 2008;
LATADO, 2008; MOURA, 2010).

Nos estudos de composi¢do de carotendides em sucos de laranjas claras, os
principais carotendides encontrados sao: luteina, [B-criptoxantina, zeaxantina,
violaxantina, luteina-5,6-ep6xido, anteraxantina, a-caroteno, B-caroteno, {-caroteno,
a-criptoxantina, luteoxantina, mutatoxantina, auroxantina e neoxantina, e seus
isbmeros; e em menores freqiéncias e concentracbes encontram-se: citraurina,
trolicromo, trolixantina e neocromo (MOULY et al., 1999; LEE, 2001; LEE e CASTLE,
2001; LEE et al., 2001; CORTES et al., 2004; GAMA e SYLOS, 2005; MELENDEZ-
MARTINEZ et al., 2007). Destes carotenéides, os mais pesquisados sdo os que tém
envolvimento na saude humana: (B-caroteno, a-caroteno, B-criptoxantina, licopeno,
luteina e zeaxantina (Figura 1.), e também, violaxantina, por ter ampla distribui¢cao
alimentar, porém ainda precisam ser desvendadas suas implicagbes na saude
(RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2008).

Os carotendides: a-caroteno, B-caroteno, B-criptoxantina, luteina e zeaxantina
apresentam atividade antioxidante (HIX et al., 2004; SMIDT e BURKE, 2004; SHAMI
e MOREIRA, 2004), e destes, os trés primeiros também exercem atividade pré-
vitaminica A, sendo o B-caroteno o principal, pois apresenta 100% desta atividade,
enquanto os demais 50 % ou menos (CORTES et al., 2004; RODRIGUEZ-AMAYA et
al., 2008).

O carotendide licopeno é encontrado em alimentos como tomate, goiaba,
melancia, mamao e recentemente encontrado nas laranjas de polpa vermelha
(SAUNT, 2000; LEE, 2001; XU et al., 2006; LIU et al., 2007; FANCIULLINO et al.,
2008; LATADO, 2008; MOURA, 2010). Este aparece atualmente como um dos mais
potentes agentes antioxidantes naturais, e estd sendo sugerido na prevencao de

doencas cardiovasculares e de carcinogénese, com maiores evidencias benéficas
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para tumores de préstata, pulmédo e estdmago (CLINTON, 1998; GIOVANNUCCI,
1999; SHAMI e MOREIRA, 2004; KRIS-ETHERTON et al.,, 2002, RAO e RAO,
2007). Além disso, o licopeno pode ser responsavel por efeitos benéficos realizados
por mecanismos nao-antioxidantes, pois 0 aumento de sua concentragao no corpo
pode regular funcées de genes, modular a resposta hormonal e imune, diminuindo

assim o risco de aparecimento de doengas crénicas (ARGAWAL e RAO, 2000).
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Figura 1. Estruturas dos carotenoides considerados importantes para a saude.

Fonte: RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2008.

Luteina e zeaxantina também apresentam acdo antioxidante que protege as
células contra os radicais livres. O consumo destes deve estar associado a uma alimentagéo
equilibrada e habitos de vida saudaveis (BRASIL, 2008). Estes carotendides tém sido
relacionandos a protegdo contra doengas dos olhos, como degeneragdo macular
relacionada a idade e catarata, na prevencdo de alguns tipos de cancer, em
particular os de mama e pulmao, e também na diminucédo de riscos de doencas
cardiacas e acidente vascular cerebral (RIBAYA-MERCADO e BLUMBERG, 2004).

A composicao dos carotendides nas laranjas pode ser afetada por diversos
fatores como genéticos, estadio da maturagdo, condi¢des ambientais, localizacao
geografica, manuseio durante e po6s colheita, processamento e estocagem

(RODRIGUEZ-AMAYA, 1999; LEE, 2001; LEE e CASTLE, 2001; KATO et al., 2004;
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RODRIGO et al. 2004; FANCIULLINO et al., 2006; MELENDEZ-MARTINEZ, 2007;
FANCIULLINO et al., 2008; MAIANI et al., 2009; DHUIQUE-MAYER et al. 2009;
BERNARDI et al., 2010).

No trabalho de Dhuique-Mayer et al. (2009) em que estudaram o efeito do
gendtipo e fatores ambientais no conteldo de carotendides em sucos citricos
relataram que de seis variedades de frutas citricas, as laranjas doces foram as que
mais sofreram com a influéncia ambiental, pois quando cultivadas em clima
mediterraneo apresentaram maioires teores de carotendides totais, e também
aumento de teores de violaxantina, B-criptoxantina e B-caroteno do que quando
cultivadas em climas tropicais e subtropicais, caracteristica esta também descrita por
Mouly et al. (1999) em estudo com laranjas Valéncia. Com estes dados, verifica-se
grande necessidade da associcdo de uma andlise de perfil e quantificacdo de
carotendides presentes em laranjas com suas variedades e condicdes ambientais de
cultivo.

Nas analises de carotendides, outro aspecto a ser considerado é o método
analitico utilizado. Devido o fato dos carotendides serem altamente suscetiveis a
isomerizacdo ou degradacao pela presenca de luz, calor, oxigénio, acidos, metais,
entre outros, uma série de precaucdes bem relatadas na literatura devem ser
tomadas durantes as etapas de sua analise, que sédo: preparo da amostra, extragao,
saponificagdo, separacao, detecgdo e quantificacdo (SCOTT, 1992; RODRIGUEZ-
AMAYA, 1999; RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; MELENDEZ-MARTNEZ et al., 2007;
RODRIGUEZ-BERNALDO DE QUIROS e COSTA, 2006; RODRIGUEZ-AMAYA et
al., 2008). E recomendavel evitar o aquecimento excessivo, portanto, para
concentrar os extratos de carotendides, deve-se utilizar evaporadores rotativos, bem
como utilizar solventes com baixo ponto de ebulicdo. Os carotendides extraidos
devem ser armazenados em vidro ambar envoltos por folha de aluminio, em locais
escuros a -20°C ou menos, em total auséncia de oxigénio; e todas as operacdes
devem ser realizadas sob luz difusa (MELENDEZ-MARTINEZ et al., 2007; MAIANI,
et al., 2009).
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Antigamente era possivel apenas a determinacao de carotendides totais em
alimentos. Com o tempo surgiu a técnica de separagdo dos carotendides em
carotenos e xantofifas por cromatografia em coluna aberta, e posteriormente, com a
introducdo de cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) equipado com
detectores de UV/Visivel foi possivel a separacdo, deteccdo e quantificacdo de
carotendides individuais, oferendo assim maior qualidade nos resultados analiticos

(MELENDEZ-MARTINEZ et al., 2007; MAIANI, et al., 2009).

2.2. Fatores que podem influenciar o conteudo dos compostos bioativos

Os compostos bioativos, segundo trabalhos descritos anteriormente, podem
ser influenciados ndo sé por variabilidade genética, mas também por fatores
ambientais.

A influéncia de fatores externos pode ocorrer porque 0s compostos bioativos
sdo produtos do metabolismo secundario de plantas, e estes representam uma
interface quimica entre as plantas e o ambiente circundante, ou seja, o conteudo
total e/ou proporgdes relativas destes metabdlitos podem ser alterados por variagoes
temporais e espaciais, mesmo estas plantas apresentando um controle genético,
pois a expressao pode sofrer modificacdes resultantes da interacdo de processos
bioquimicos, fisiolégicos, ecoldgicos e evolutivos. Os principais fatores ambientais
que podem implicar ou alterar a producdo ou concentracdo de metabdlitos sao:
sazonalidade, ritmo circadiano, estagio de desenvolvimento e idade, temperatura,
disponibilidade de agua, radiacdo UV, nutrientes do solo, altitude, composicéo
atmosférica e estimulos mecéanicos ou ataque de patégenos no tecido (GOBBO-

NETO e LOPES, 2007) (Figura 2).
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Figura 2. Principais fatores que podem influenciar o acumulo de metabdlitos

secundarios em plantas.

Fonte: GOBBO-NETO e LOPES, 2007.

2.2.1. Importancia da avaliacao das variedades e condicoes ambientais de
cultivo

Nos ultimos anos, houve um incremento da exploragdo de produtos e
subprodutos de algumas frutiferas, atribuido a crescente preocupacdo do
consumidor com a relacdo dieta e saude (YAHIA, 2010). Devido a isso, a
caracterizagao fisica e quimica dos frutos, e a quantificagdo de componentes
bioativos sao importantes para o conhecimento do valor nutricional, e do ponto de
vista comercial, para agregar valor e qualidade ao produto (GOBBO-NETO e
LOPES, 2007; YAHIA, 2010). Tendo em vista que estes compostos, além de
influéncia das diferentes variedades, também podem ser influenciados por fatores
ambientais, fica evidente a necessidade de estudos visando detectar as condicdes e
épocas para cultivo e/ou coleta que conduzam a uma matéria-prima vegetal com

concentragcdes desejaveis desses principios ativos (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).
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3. Métodos para avaliacao das capacidades antioxidantes

Em conseqliéncia do grande interesse em estudos sobre compostos bioativos
alimentares que apresentam atividade antioxidante, hd também a exigéncia de
métodos convenientes e confidveis para a determinacdo desta (SUN e
TANUMIHARDJO, 2007; KARADAG et al., 2009; ALVES et al., 2010).

Existem diversos métodos para avaliar a capacidade antioxidante, porém eles
diferem uns dos outros em termos de mecanismos e condicbes de reagédo e
oxidantes. Ao selecionar o método mais adequado é necessario considerar que as
condicbes de analise, o substrato e a concentracdo do antioxidante sejam
simuladores do alimento o quanto possivel. E, devido a atividade antioxidante
ocorrer por diferentes mecanismos, a utilizacdo de apenas um método para a
avaliacdo pode nao refletir com precisdo o mecanismo de agao dos radicais ou dos
antioxidantes num sistema complexo, exigindo assim, a utilizacdo em paralelo de
pelo menos mais um método para esta avaliacdo. (SANCHEZ-MORENO, 2002;
PRIOR et al. 2005; THAIPONGA et al.,, 2006; SUN e TANUMIHARDJO, 2007;
KARADAG et al., 2009; TABART et al., 2009; ALVES et al., 2010)

Nas medidas in vitro das capacidades antioxidantes de compostos
alimentares, uma das estratégias mais aplicadas consiste em avaliar a capacidade
sequestradora de espécies reativas de oxigénio (ALVES et al., 2010). Em funcao de
muitos compostos com atividade anti-radical livre poderem ser hidrofilicos (acido
ascoérbico) e lipofilicos (carotendides), € interessante a utilizacdo de meétodos
capazes de avaliar compostos com diferentes polaridades. Dentre os diversos,
freqientemente sdo utilizados o método 2,2-difenil-2-picrilidrazilo (DPPH) e o
método acido 2,2°-azino-bis-(3-etilbenzoatiazolina)-6-sulfénico (ABTS), pois ambos
podem ser aplicados no estudo de compostos antioxidantes hidrofilicos e lipofilicos,
tanto puros ou como em extratos (ARNAO et al., 2001; ROGINSKY e LISSI, 2005).
Estes métodos utilizam compostos cromdgenos de natureza radical que simulam a
reducao de espécie reativa de oxigénio. Nas andlises, o declinio da coloragdo da

solucdo indica a reducao dos radicais pela substancia antioxidante do extrato da
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amostra utilizada, e isso se deve a alta habilidade de doacdo de hidrogénio pelos
compostos antioxidantes (JAYAPRAKASHA e PATIL, 2007; ALI et al., 2008).
Revisdes de literatura sobre a determinacdo de capacidades antioxidantes
também relatam que muitos métodos estao sendo utilizados por diferentes grupos de
pesquisas com diferentes protocolos no modo de realizar os ensaios, por exemplo, a
concentragéo utilizada do radical sintético, o tempo de incubacéo, o pH da mistura
da reacao, e além disso, os resultados sao expressos de diversas formas, ficando
assim, incoerente a comparacao de resultados de capacidades antioxidantes de
alimentos entre estudos de laboratérios diferentes (PRIO et al., 2005; SUN e

TANUMIHARDJO, 2007; STRATIL et al., 2007; SHARMA e BHAT, 2009).

4. Medicao de cor

A determinacao da qualidade dos alimentos ndo é apenas considerada por
seus valores nutricionais, mas também por sua cor, por provocar estimulos visuais.
(LIMA et al., 2005). Segundo Huggart et al. (1979) e Tepper (1993) a cor dos sucos
citricos influéncia diretamente nas preferéncias dos consumidores, ela é considerada
um dos parametros avaliados para a classificacdo comercial do produto em relacao
a sua qualidade.

As medices de cor podem ser realizadas por avaliacdo visual e analise
instrumental. Para a andlise dos alimentos visualmente faz-se uma avaliacdo por
meios dos sentidos, tendo assim a subjetividade. Existe também a avaliagédo visual
por meio de escalas de cor ou atlas contendo padrées comparativos, sendo esta
eficiente para industrias téxteis, pois possuem padrdes estaveis, diferente de uma
industria alimentar. Ja o uso de métodos instrumentais que podem ser realizados
com a utilizacdo dos instrumentos: colorimetros, espectrofotdmetros e
espectroradiometros obtém-se uma medicdo objetiva e precisa, porém ha a
necessidade de uma interpretacdo correta dos dados, e, além disso, estes
equipamentos sdo caros e necessitam de uma manutengdo complexa (MELENDEZ-

MARTINEZ et al., 2005).
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Figura 3. Parametros de cor do sistema CIELAB.

Fonte: http://www.gravurexchange.com/gravurezine/0805-ezine/ploumidis.htm

A caracterizacado da cor dos alimentos pode ser representada numericamente
pelas coordenadas retangulares do sistema CIELab (Commission Internationale de
IEclairage - Lightness, redness-greenness, and yellowness-blueness) (Figura 3) que
sdo: L* (luminosidade) que varia do preto (0) ao branco (100), a* (verde quando
negativo e vermelho quando positivo), b* (azul quando negativo e amarelo quando
positivo) (McGUIRE, 1992), sendo estes relacionados a reflectancia da luz visivel em
comprimentos de ondas especificos (ARIAS et al., 2000). Os valores obtidos destes
parametros, quando combinados matematicamente, permitem obter valores de
coordenadas cilindricas que sdo o Chroma (C* e o angulo hue (h). A saturagéo do
C* define a vivacidade (proximo de 60) ou opacidade da cor (proximo de zero)
(ARIAS et al., 2000), e o h relaciona-se as diferencas de absorbancia em diferentes
comprimentos de onda permitindo distinguir coloragdes de mesma luminosidade; ele
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 (SHEWFELT et
al.,1988)
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CAPITULO 2

COMPOSTOS BIOATIVOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE
VARIEDADES DE LARANJAS DE POLPA VERMELHA
CULTIVADAS EM DIFERENTES REGIOES
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RESUMO

A laranja é a fruta mais consumida mundialmente, tanto in natura como na forma de suco.
Atualmente no Brasil vém sendo cultivadas variedades de laranjas de polpa vermelha,
laranjas estas que diferem das de polpa clara por possuirem o licopeno na sua composicao
de carotendides. Sabe-se que as laranjas apresentam varios compostos bioativos benéficos
a saude humana como carotendides, vitaminas e compostos polifenélicos, porém, ainda sao
poucas essas informacbdes a respeito das laranjas de polpa vermelha. Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi comparar trés variedades de laranjas de polpa vermelha
(Sanguinea de Mombuca (SM), Baia Cara-Cara (BCC) e Valéncia Puka (VP)) com uma
variedade de polpa clara (Valéncia) cultivadas em trés cidades (Barretos, Bofete e Ibaté do
Estado de Sao Paulo, Brasil) em relacdo as caracteristicas fisico-quimicas, a presenca de
compostos bioativos (4cido ascorbico, fendlicos totais, flavandides totais e carotendides
totais) e capacidades antioxidantes, além disso, verificar o efeito das condicbes ambientais
das cidades de cultivo sobre os parametros analisados. Os conteudos de acido ascérbico
foram determinados por titulometria pelo método de reducao do 2,6-diclorofenol-indofenol, e
os teores de compostos fendlicos totais, flavondides totais e carotendides totais
determinados por espectroscopia do UV/Visivel. A capacidade antioxidante equivalente a
trolox (TEAC) e equivalente a vitamina C (VCEAC) foram analisadas pelos métodos 2,2-
difenil-2-picrilidrazilo (DPPH) e 2,2"-azino-bis-(3-etilbenzoatiazolina)-6-sulfénico (ABTS). Os
sucos das laranjas de polpa vermelha em comparagcdo aos da variedade Valéncia
mostraram-se menos acidos e nao apresentaram diferengcas significativas nas
concentragdes de acido ascérbico e compostos fendlicos totais. Para os flavondides totais,
apenas as laranjas VP cultivadas em Barretos e Ibaté apresentaram os maiores teores
significativos. As concentra¢des de carotendides totais nas variedades de laranjas de polpa
vermelha nao diferiram significativativamente entre si, porém foram de 20 a 76% maiores do
que nas laranjas Valéncia. Os menores teores de acido ascorbico e carotendides totais
foram obtidos nas laranjas cultivadas em Barretos, cidade que esta localizada em uma
menor altitude em relagdo a Bofete e Ibaté, e caracterizada por apresentar temperaturas
elevadas. A TEAC e a VCEAC apresentaram resultados com forte correlagdo positiva
significativa entre os dois métodos utilizados (ABTS e DPPH). A SM foi a variedade que
apresentou o maior poder antioxidante, e o &cido ascoérbico foi o composto que mais
contribuiu para esta propriedade, seguido pelos carotendides totais e compostos fendlicos
totais.

Palavras-chave: laranjas; acido ascorbico; compostos fendlicos; flavonéides; carotendides;
antioxidante.
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ABSTRACT

Orange is the fruit more consumed worldwide both as fresh as juice. Currently in Brazil is
being cultivated varieties of red pulp oranges, and these differ from pulp clear by present
lycopene in their carotenoid composition. It is known that oranges have several bioactive
compounds beneficial to human health such as carotenoids, vitamins and polyphenolic
compounds, however, almost no one has such information about the red pulp oranges. Thus,
the objective of this study was to compare three varieties of oranges red pulp (Sanguinea de
Mombuca (SM), Baia Cara-Cara (BCC) and Valéncia Puka (VP)) with a variety of clear pulp
(Valencia) grown in three cities (Barretos, Bofete and Ibaté of Sdo Paulo, Brazil) in relation to
physical and chemical characteristics, the presence of bioactive compounds (ascorbic acid,
total phenolics, total flavonoids and total carotenoids), and antioxidants capacities, also
check the effect of environmental conditions of cities of cultivation on the parameters
analyzed. The content of ascorbic acid was determined by titration by the method of
reduction of 2,6-dichlorophenol-indophenol, and the concentrations of total phenolics, total
flavonoids and total carotenoids determined by spectroscopy of UV/Visible. The trolox
equivalent antioxidant capacity (TEAC) and vitamin C equivalent antioxidant capacity
(VCEAC) were examined using 2,2-diphenyl-2-picrilidrazilo (DPPD) and 2,2 '-azino-bis (3-
etilbenzoatiazolina)-6-sulfonic acid (ABTS). The juices of red pulp oranges in comparison to
the variety Valéncia were less acidic and no significant differences in the concentrations of
ascorbic acid and phenolic compounds. For flavonoids, only VP oranges grown in Barretos
and lbaté showed significant higher levels. Concentrations of total carotenoids in oranges
varieties of red pulp not differ significantly among themselves, but were 20-76% higher than
in Valéncia oranges. The lower levels of ascorbic acid and total carotenoids were obtained in
oranges grown in Barretos, a city that is located at a lower altitude compared to Bofete and
Ibaté, and characterized by the high temperatures. The TEAC and VCEAC results showed a
strong positive correlation between the two methods used (ABTS e DPPH). The SM was the
variety that presented the highest antioxidant power, and ascorbic acid was the compound
that contributed most to this property, followed by total carotenoids and phenolic compounds.

Keywords: oranges; ascorbic acid; phenolics compounds, flavonoids; carotenoids;
antioxidant.
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INTRODUCAO

As laranjas sdo conhecidas por serem importantes fontes de compostos
bioativos como acido ascorbico, compostos fendlicos e carotendides, compostos
estes de grande interesse de cientistas, consumidores e industrias, visto que
apresentam potencial atividade antioxidante, pois evitam ou diminuem
significativamente efeitos adversos de espécies reativas na funcao fisioldégica normal
de seres humanos. Com isso, estudos sugerem que o consumo de laranjas auxilia
na prevenc¢ao do envelhecimento precoce e atuam na protegdo contra alguns tipos
de cancer, doencas cardiovasculares, doenca de Alzheimer, diabetes, catarata,
degeneracdo macular relacionada a idade, entre outras (SILALAHI, 2002;
KUSKOSKI et al., 2005; PIMENTEL et al., 2005; SUN e TANUMIHARDJO, 2007;
JAYAPRAKASHA e PATIL, 2007; PELLEGRINI et al., 2007; KARADAG et al., 2009;
YAHIA, 2010; ALVES et al., 2010).

Segundo Bitters (1961), as laranjas podem ser classificadas em funcédo da
coloragdo de suas polpas em laranjas claras e sanguineas. As laranjas claras sao
caracterizadas pela cor amarela-laranjada devido a presenca dos pigmentos
carotendides, ja as laranjas sanguineas apresentam coloragcdo vermelho-intensa em
funcao da presenca de antocianinas.

Atualmente foi descrito um novo grupo de laranjas, denominado laranjas de
polpa vermelha ou falsas-sanguineas. Estas diferem das laranjas claras por
apresentarem maiores concentracées de alguns carotendides e também por
possuirem o licopeno, carotendide de coloracdo vermelha que ndo estd presente
nas laranjas de polpa clara (SAUNT, 2000; LEE, 2001; XU et al., 2006; LIU et al.,
2007; FANCIULLINO et al., 2008; LATADO et al., 2008; MOURA, 2010). Variedades
destas laranjas: Sanguinea de Mombuca, Valéncia Puka e Baia Cara-Cara

comecaram a ser cultivadas no Brasil.
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Acredita-se que laranjas de polpa vermelha apresentariam grande
comercializacao na forma de fruta de mesa ou para o processamento na forma de
suco, visto que ja4 é de conhecimento que apresentam compostos bioativos
benéficos a saude humana, porém, ainda existem poucas informacdes sobre estes
compostos sob influéncia de diferentes variedades e condigbes ambientais de
cultivo.

Devido aos fatos apresentados, é de grande importancia agregar
conhecimento de valor nutricional e de qualidade do ponto de vista comercial das
laranjas de polpa vermelha. Com isso, o objetivo deste trabalho foi comparar trés
variedades de laranjas de polpa vermelha com uma de polpa clara em relagéo a
caracterizacao fisico-quimica e determinagdes dos compostos bioativos e das
capacidades antioxidantes. Além disso, verificar se estes parametros também
sofrem com a influéncia das localizagcdes geograficas e condicoes ambientais de trés

cidades de cultivo do Estado de Sao Paulo, Brasil.

MATERIAL

Trés variedades de laranja de polpa vermelha: Baia Cara-Cara (BCC),
Sanguinea de Mombuca (SM) e Valéncia Puka (VP), e uma variedade de polpa
clara, Valéncia, cultivadas nas mesmas condicdes em campos experimentais
localizados nas cidades de Barretos, Bofete e Ibaté do Estado de S&o Paulo, Brasil,
foram fornecidas pelo Centro APTA Citros Sylvio Moreira/IAC. As localizagdes
geograficas e condi¢cbes climaticas das cidades de cultivo estdo apresentadas na
Tabela 1.

As laranjas foram colhidas no ano de 2010 em diferentes estadios de
desenvolvimento. As laranjas Valéncia foram obtidas nos meses de maio (lote 1),
junho (lote 2), julho (lote 3), setembro (lote 4), outubro (lote 5) e novembro (lote 6).
As variedades Sanguinea de Mombuca e Baia Cara-Cara obtidas nos meses de

maio, junho e julho, e a Valéncia Puka nos meses de setembro, outubro e novembro.



43

Nao foram colhidas amostras de laranjas Valéncia e VP cultivadas na cidade de
Bofete no més de novembro. Cada lote era formado em média por 15 frutos. Os
sucos das laranjas foram extraidos e armazenados em frascos de vidros cobertos

com papel aluminio e mantidos a -18°C.

Tabela 1. Localizac6es geograficas e condi¢cdes climaticas das cidades de cultivo

das laranjas.
Barretos Bofete Ibaté
Latitude 20°33'26"Sul 23°06'08"Sul 21°57'17"Sul
Longitude 48°34'04" Oeste 48°15'28"Oeste 47°59'48"Oeste
Altitude (m) 530 576 839
Clima Tropical Tropical de altitude
Verao: > que 22°C
Temperatura elevada amena Frio: entre -3 e
entre 18 e 28°C. entre18 e 22°C
18°C
Amplitude térmica diaria Significativa N&o significativa
Verdo quente e
~ chuvoso Inverno com
Estacoes Inverno seco
Inverno ameno e  geadas frequentes
seco
indice pluviométrico Entre 1000 e 1500mm/ano

Fonte: IBGE. Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Cidades. www.ibge.gov.br
http://pt.wikipedia.org/wiki/Clima; http://pt.wikipedia.org/wiki/Barretos ou Bofete ou Ibaté

METODOS

Determinacao de sélidos soluveis totais, acidez titulavel total e ratio
Solidos soluveis totais (SST) (°Brix) e acidez titulavel total (ATT) foram
determinados de acordo com AOAC (2005). O ratio foi calculado pela relagdo de

SST/ATT.

Determinacao de acido ascoérbico
O conteudo de acido ascérbico foi determinado por titulometria pelo método
de reducao do 2,6-diclorofenol-indofenol pelo acido ascérbico, e os resultados foram

expressos em mg acido ascérbico (AA) em 100 mL de suco (AOAC, 2005).
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Determinacao de compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos foram extraidos segundo Yu e Dahegren (2000) com
algumas modificagbes. Um volume de 0,5 mL do suco de laranja mais 10 mL de
acetona 80% foram misturados em vortex por 1 minuto, e entao, deixados ao abrigo
da luz durante 1 hora em temperatura ambiente; posteriormente, foram centrifugados
a 6500 rpm durante 2 minutos. O conteudo de fendlicos totais foi determinado por
espectroscopia do UV/Visivel utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu em método
colorimétrico (SINGLETON e ROSSI, 1965) modificado por Scalbert et al. (1989). O
sobrenadante (0,5 mL) foi misturado com 2,5 mL do reagente recém diluido de 0,2 N
Folin-Ciocalteau, e incubadas a 50°C durante 5 minutos; em seguida, a reacao foi
neutralizada por adicao de 2 mL de Na>CO3; 7,5% e as amostras incubadas a 50°C
durante 5 minutos antes da leitura da absorbancia a 760 nm. A quantificacao foi feita
por uma curva de calibracdo preparada com &acido galico (5 a 25 ug /mL), e os
resultados foram expressos em mg de equivalente de &cido galico (EAG) em 100 mL

de suco.

Determinacgao de flavondides totais

Os flavonéides totais foram extraidos de acordo com Yu e Dahegren (2000)
com algumas modificagdes, acima descritas para compostos fendlicos. O conteudo
foi determinado pelo método colorimétrico segundo Zhishen et al. (1999). Um volume
de 5 mL do sobrenadante era colocado em um tubo de ensaio, e entdo adicionado
0,3 mL de NaNO; 5%. Apds 5 minutos foi adicionado 0,6 mL de AICl; 10%, e depois
de 6 minutos, 2 mL de NaOH 1M, seguido da adicdo de 2,1 mL de agua destilada, e
entdo a amostra foi lida em espectrofotbmetro de UV/Visivel a 510nm. A
quantificacao foi feita por uma curva de calibracdo preparada com rutina (100 a 500
ug /mL), e os resultados foram expressos em mg de equivalente de rutina (ER) em

100 mL de suco.
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Determinacao de carotendides totais

Os carotendides foram extraidos com acetona refrigerada (1,7C a 3,3°C),
transferidos para éter de petréleo e saponificados com KOH metandlico 10% por 16
horas. Os extratos foram lavados com agua para remog¢ao do alcali e levados a um
volume em balao volumétrico. A leitura da absorbancia da solucao realizada a 450
nm, e o teor de carotendides totais expresso em termos de B-caroteno (A'”1cm de
2592, em éter de petréleo), aplicando-se a Lei de Beer (RODRIGUEZ-AMAYA,
2001).

Determinacées das capacidades antioxidantes
Preparo da amostra

Uma massa de 2,5 g da amostra foi transferida para baldo volumétrico de 25
mL e o volume completado com agua destilada. A solucao foi centrifugada a 6500
rom por 5 minutos e o sobrenadante obtido era entdo utilizado para avaliar as

capacidades antioxidantes.

Método ABTS.

O método de 2,2"-azino-bis-(3-etilbenzoatiazolina)-6-sulfénico (ABTS) foi feito
de acordo com Arnao et al. (2001) com algumas modificagdes. O radical (ABTS") foi
obtido a partir da reagéao entre 5 mL de ABTS (7,0 mM) com 88 uL de persulfato de
potassio (140 mM), e mantido ao abrigo da luz em temperatura ambiente durante 16
horas antes da utilizacdo. Em seguida, 1 mL da solugdo de ABTS™ foi diluida com
metanol até obter uma absorbéancia de 0,9 + 0,02 unidades a 734 nm. Os
sobrenadantes dos extratos das laranjas (150 pL) foram colocadas a reagir com
2850 uL de solucao de ABTS™, e ap6s 6 minutos na auséncia de luz , a diminuicao

da absorbancia era lida a 734 nm.
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Método DPPH.

Para o método de 2,2-difenil-2-picrilidrazilo (DPPH), seguiu-se o
procedimento segundo Brand-Williams et al. (1995) com algumas modificagdes. A
solucéo estoque foi preparada pela dissolugdo de 12 mg de DPPH em 50 mL de
metanol e armazenadas a -20°C até serem utilizadas. A solugcdo de trabalho foi
obtida atavés de 5 mL da solucado estoque diluida com metanol até obter uma
absorbancia de 0,90 + 0,02 unidades a 515 nm. Os sobrenadantes dos extratos das
laranjas (150 uL) foram colocados a reagir com 2850 pL de solugdo de DPPHY, e

apos 30 minutos na auséncia de luz, a diminuicdo da absorbéancia era lida a 515 nm.

Quantificacao pelos métodos ABTS. e DPPH-

As curvas de calibracdo para quantificagbes da capacidade antioxidante
equivalente a trolox (TEAC) e, capacidade antioxidante equivalente a vitamina C
(VCEAC) foram construidas respectivamente com concentragdes da solucao padréao
de trolox e solucao padrao de acido ascorbico. O procedimento foi 0 mesmo que o
utilizado para as amostras, obdecendo as restricoes de cada método. Os resultados

foram expressos em pM TEAC /g de amostra e em mg VCEAC /100g de amostra.

Andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com trés
repeticdbes de cada tratamento. A analise estatistica dos resultados foi realizada
através de analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey (p<0,05). Os
resultados foram expressos em média * erro-padrao (EP) dos lotes analisados. Para
verificar a correlacado entre as capacidades antioxidantes e os compostos bioativos

foi utilizado o teste de correlacdo de Pearson.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Solidos soluveis totais, acidez titulavel total e ratio
A Figura 1 mostra o comportamento dos parametros SST, ATT e ratio dos

sucos das laranjas ao longo dos meses de colheita.

Figura 1. Valores de SST, ATT e ratio de quatro variedades de laranjas cultivadas
em trés cidades do Estado de Sdo Paulo, Brasil. Cada ponto representa a média de

trés repeticoes.
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Os teores médios de SST das amostras analisadas variaram de 8,7 a
10,3°Brix, e estes nao diferiram estatisticamente (p>0,05) entre si. Em relagdo a
acidez, os teores médios foram de 0,39 a 1,23 g de acido citrico/100 mL, sendo que
as laranjas de polpa vermelha SM e BCC apresentaram teores significativamente
menores (p<0,05) quando comparados aos das laranjas VP, e principalmente em
relacdo as laranjas Valéncia. Observou-se que com excecéo das laranjas SM que
apresentaram teores que nao diferiram (p>0,05) entre as cidades, as outras
variedades apresentaram os maiores teores de acidez quando cultivadas em Bofete,
seguida das cidades de Barretos e lbaté.

Os valores de ratio (SST/ATT) que sao utilizados como indicador do estadio
de maturacao variaram significativamente (p<0,05) entre os lotes analisados. As
variedades de polpa vermelha apresentaram valores médios de 11,4 a 23,5, valores
maiores que 0s encontrados nas laranjas claras (7,84 a 14,9), porém, houve
diferenca significativa (p<0,05) apenas entre as laranjas Valéncia de Bofete (7,84) e
as laranjas SM cultivadas em Barretos (22,2) e em Ibaté (23,7). Pelos dados obtidos
verificou-se que as variedades de polpa vermelha, em especial a SM, apresentaram
maturacdo mais precoce que as laranjas Valéncia, isto porque seus frutos
apresentaram sucos com menores teores de acidez e maiores valores de ratio,
caracteristica esta também observada no trabalho de Latado et al. (2008), no qual as
laranjas SM cultivadas em diversas cidades apresentaram maturacdo mais precoce
que as laranjas Péra (polpa clara).

Esta evolugédo do ratio em laranjas doces pode ser explicada pela variagao
genética, idade das arvores, florada, produtividade e condigdes climaticas (VOLPE et
al., 2002). Para as laranjas claras a faixa de ratio pode variar entre 6 e 20 durante a
maturacdo, sendo o intervalo de 15 a 18, o preferido pelos consumidores, e a faixa

compreendida entre 11 e 14, ideal para a industrializacao (VIEGAS,1991).



49

Compostos bioativos

De um modo geral, as frutas apresentam em sua constituicdo varios
compostos com agao antioxidante, como o acido ascérbico, os carotendides e os
compostos fendlicos. A quantidade e o perfil destes fitoquimicos mudam em funcéo
do tipo, variedade e grau de maturacao da fruta, bem como das condi¢des climaticas
e edaficas do cultivo (LEONG e SHUI, 2002).

Os resultados de acido ascérbico mostraram que as laranjas Valéncia (70,2 a
85,4 mg AA/100 mL) apresentaram maiores teores médios em relagéao as variedades
de polpa vermelha SM (65,1 a 74,7 mg AA/100 mL), BCC (55,8 a 68,5 mg AA/100
mL) e VP (63,9 a 79,7 mg AA/100 mL), porém, com excecao dos teores das laranjas
Valéncia cultivadas em Bofete e Ibaté e da variedade VP de Bofete que foram
significativamente maiores (p<0,05) do que o teor BCC de Barretos, os demais tnao
diferiram (p>0,05) entre si. Observou-se também que as laranjas cultivadas em
Barretos apresentaram as menores concentragbes deste composto do que as
obtidas pelas laranjas de Bofete e Ibaté (Figura 2).

O conteudo de AA encontrado na variedade Valéncia foi semelhante aos
encontrados em trabalhos de Couto e Canniatti-Brazaca (2010) (78,5 mg AA/100
mL) e Duzzioni et al. (2010) (79,4 mg AA/100 mL) para esta mesma variedade
porém cultivada em diferentes cidades do Estado de Sdo Paulo. Nas variedades de
laranjas de polpa vermelha, o teor médio na SM (70,6 mg AA/100 mL) e na BCC
(62,6 mg AA/100 mL) foram semelhantes ao encontrado por Moura (2010) para
estas mesmas variedades, SM (74,4 mg AA/100 mL) e BCC (68,0 mg AA/100 mL),
cultivadas no estado de S&o Paulo nas cidades S&o Bento de Sapucai, Mogi Mirim e
Cordeiropolis. Os resultados ora encontrados para laranjas de polpa clara e
vermelha mostraram ser significativamente maiores que os relatados em trabalhos

com laranjas sanguineas, nos quais, o0 teor médio encontrado foi de
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aproximadamente 52,0 mg AA/100 mL (RAPISARDA et al., 2001; KELEBEK et al.,
2008; SELLI, 2007).

Segundo o Ministério da Saude (BRASIL,2005), a recomendagéo da ingestao
diaria de Vitamina C para um adulto € de 45 mg, portanto, ao ingerir 100 mL do suco
de qualquer uma destas variedades avaliadas, o organismo recebera um contetdo

superior ao desejado deste composto bioativo.

m Barretos ® Bofete m [baté

mg AAM00mL

Valéncia SM BCC WP

Figura 2. Teores de acido ascérbico de quatro variedades de laranjas cultivadas em
trés cidades do Estado de S&o Paulo, Brasil.

Colunas e barras representam médias + EP, Valéncia: Barretos e Ibaté (n=18), Bofete (n=15); SM e
BCC: Barretos, Bofete e Ibaté (n=9); VP: Barretos e Ibaté (n=9), Bofete (n=6).

Letras minusculas iguais indicam que ndo diferem significativamente entre as cidades de cultivo de
determinada variedade no teste de Tukey (p=<0,05). Letras mailsculas iguais ndo diferem
significativamente no teste de Tukey (p<0,05).

Os compostos fendlicos na variedade Valéncia (924,9 a 1010,8 mg EAG/100
mL), na SM (878,4 a 915,3 mg EAG/100 mL), na BCC (863,5 a 875,3 mg EAG/100
mL) e na VP (914,2 a 1057,0 mg EAG/100 mL) apresentaram teores médios que nao
diferiram estatisticamente (p>0,05) entre as variedades, nem mesmo entre as
cidades de cultivo (Figura 3).

Os teores de compostos fendlicos obtidos neste trabalho mostraram-se
relativamente inferiores ao descrito por Moura (2010), no qual encontrou nas

variedades SM e BCC, teores médios que variaram de 1310,0 a 1680,0 mg
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EAG/100mL, porém o valor médio (960,2 mg EAG/100mL) de todas as variedades
foi significativamente maior que o relatado no trabalho de Duzzioni et al. (2010) para

a variedade Valéncia (648,6 mg EAG/100mL).

Figura 3. Teores de compostos fendlicos totais e flavonoides totais de quatro
variedades de laranjas cultivadas em trés cidades do Estado de Sao Paulo, Brasil.

Colunas e barras representam médias + EP, Valéncia: Barretos e Ibaté (n=18), Bofete (n=15); SM e
BCC: Barretos, Bofete e Ibaté (n=9); VP: Barretos e Ibaté (n=9), Bofete (n=6).

Letras minusculas iguais indicam que nao diferem significativamente entre as cidades de cultivo de
determinada variedade no teste de Tukey (p=<0,05). Letras mailsculas iguais nao diferem
significativamente no teste de Tukey (p=<0,05).

Sobre os flavondides totais, verificou-se que os teores expressos em mg
ER/100 mL variaram nas laranjas Valéncia de 19,4 a 22,2 , na SM de 19,8 a 27,4, na
BCC de 19,5 a 19,8 e na VP de 26,7 a 30,7. A variedade VP cultivada nas trés
cidades e a SM de Ibaté foram as que apresentaram os maiores teores deste

composto. Em relagdo a influéncia das condi¢gdes ambientais sobre este, somente foi
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observada na variedade SM cultivada em Ibaté, pois apresentou o maior teor
significativo (p<0,05) em relacdo as laranjas cultivadas em Barretos e Bofete (Figura
3).

Os valores neste estudo para flavonodides totais foram relativamente
semelhantes ao de Moura (2010), o qual encontrou teores médios de 14,5 a 21,7 mg
ER/100 mL nas laranjas variedade Péra, e de 10,1 a 23,5 mg ER/100 mL nas

variedades de polpa vermelha, SM e BCC.

m Barretos m Bofete m |bate

mg [-carctenos 00 mL

Valéncia S BLCC WP

Figura 4. Teores de carotendides totais de quatro variedades de laranjas cultivadas
em trés cidades do Estado de Sao Paulo, Brasil.

Colunas e barras representam médias + EP, Valéncia: Barretos e Ibaté (n=18), Bofete (n=15); SM e
BCC: Barretos, Bofete e Ibaté (n=9); VP: Barretos e Ibaté (n=9), Bofete (n=6).

Letras minusculas iguais indicam que nao diferem significativamente entre as cidades de cultivo de
determinada variedade no teste de Tukey (p<0,05). Letras mailsculas iguais ndo diferem
significativamente no teste de Tukey (p=<0,05).

Em relacdo aos carotendides totais, as concentracbes médias nas laranjas
Valéncia variaram de 0,397 a 0,615 mg B-caroteno/100 mL e nas laranjas de polpa
vermelha de 0,672 a 0,915 mg/100 mL, sendo que nestas variedades SM, BCC e
VP, os teores nao direriram (p>0,05) entre si, porém apresentaram 20 a 76% a mais
deste composto do que os encontrados nas laranjas Valéncia (Figura 4),

caracteristica esta ja relatada por outros trabalhos que realizaram esta comparacao

entre laranjas de polpa clara e vermelha (LEE, 2001; XU et al., 2006; LATADO et al.,
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2008; MOURA, 2010). Com isso, pode-se afirmar que este maior conteldo de
carotendides totais nas variedades de laranjas de polpa vermelha certamente
contribui para um melhor valor nutricional, além de uma cor mais viva na polpa e no
suco destas laranjas.

Os carotenoides totais além de soferem com a influéncia de diferentes
variedades de laranjas, também foram afetados por condigcdes ambientais de cultivo,
pois os maiores teores foram obtidos pelas laranjas cultivadas em Bofete, seguida
por Ibaté e Barretos, resultado em especial para as variedades Valéncia e VP
(Figura 4). Verificou-se também que o acumulo de carotendides totais nas laranjas
relacionou-se com o amadurecimento das mesmas, comportamento ja descrito por

outros trabalhos (LEE e CASTLE, 2001; KATO et al., 2004; RODRIGO et al., 2004).

Capacidades antioxidantes

A avaliagcdo das capacidades antioxidantes foi realizada por dois métodos,
ABTS e DPPH, isto porque trabalhos descrevem que a atividade antioxidante em
alimentos ocorre por diferentes mecanismos, e a utilizacdo de apenas um método
para a avaliacdo poderia nao refletir com precisdo o mecanismo de agdo dos
radicais livres ou dos antioxidantes (SANCHEZ-MORENO, 2002; PRIOR et al., 2005;
THAIPONGA et al., 2006; SUN e TANUMIHARDJO, 2007; KARADAG et al., 2009;
TABART et al., 2009; ALVES et al., 2010).

Neste estudo, os dois métodos ABTS e DPPH, apresentaram forte correlagao
positiva significativa (p<0,0001) entre si, tanto para os resultados expressos em
TEAC (r=0,8954) quanto para os expressos em VCEAC (r=0,8766), indicando assim,
que os extratos das laranjas apresentaram atividades comparaveis nestes métodos.
Esta correlacédo ja havia sido relatada pelos trabalhos de Floegel et al. (2011) e
Almeida et al. (2011), e ainda, estes doi trabalhos mais outros (ARNAO, 2000;

KUSKOSKI et al.,, 2005), mencionaram que o0s resultados das capacidades
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antioxidantes determinadas pelo método de DPPH apareceram sempre menores do

que os obtidos por ABTS, perfil este também observado neste estudo (Tabela 2).

Tabela 2. Valores das capacidades antioxidantes de quatro variedades de laranjas

cultivadas em trés cidades do Estado de Sao Paulo, Brasil.

ABTS DPPH
TEAC VCEAC TEAC VCEAC
(umol /g) (mg/1009) (umol /g) (mg/1009)

Barretos  96,7% + 3,1 150,9% + 5,1 82,3%+5,5 133,9% + 10,8
Valéncia Bofete 100,0°% +3,0  156,6%p+ 1,2 94,1%p 11,8  150,4%)g+ 3,21
Ibaté 98,2%3 + 1,8 163,9%p+ 2,4 84,1%: + 3,8 145,4%%; £ 6,5
Barretos 116,5%3+2,8 176,6%p+ 1,1 97,8%° 56  1755% + 14,0

SM Bofete 120,7%, £ 3,8 187,0% + 4,1 114,5%, £ 5,9 192,9%, + 9,6
Ibaté 120,0%, £ 2,5 188,2%, + 4,6 103,3%ps + 8,5 187,3°, £ 9,7

Barretos  96,8%; + 3,8 149,9%:+ 5,6 78,5% £ 5,2 129,2% + 8,7

BCC Bofete 99,1%p +5,5 159,5%s * 6,9 93,6%p +9,8 153,0%p 18,2
Ibaté 97,5% 5,3 157,9% + 7,1 81,3% 2,0 131,8% 2,7

Barretos  94,3%;+5,7 146,6% + 7,1 81,3%+7,3 124,7% £ 16,5
VP Bofete 102,15 £ 3,7  159,9%5 £ 4,9 93,0%p* 6,2 149,6%p5 + 10,7
Ibaté 93,8%3+4,8 147,6% + 6,8 84,4% + 7,1 127,8% £ 12,6

Média = EP. Valéncia: Barretos e Ibaté (n=18), Bofete (n=15); SM e BCC: Barretos, Bofete e Ibaté (n=9);
VP: Barretos e Ibaté (n=9), Bofete (n=6).
Letras minUsculas iguais na mesma coluna indicam que nao diferiram significativamente entre as cidades
de cultivo de determinada variedade no teste de Tukey (p<0,05). Letras mailsculas iguais na mesma

coluna, nao diferiram significativamente no teste de Tukey (p<0,05).

As laranjas analisadas apresentaram valores médios de TEAC pelos métodos

ABTS e DPPH que variaram respectivamente de 93,8 a 120,7 umol /g e 81,3 a 114,5

umol/g. Pelo método ABTS as laranjas SM cultivadas em Bofete e Ibaté

apresentaram os maiores valores significativos (p<0,05) quando comparados as

laranjas Valéncia, BCC e VP cultivadas em Barretos, e a VP de Ibaté, e as demais

laranjas apresentaram resultados que ndo diferiram (P>0,05) entre si. Ja pelo

método de DPPH, a variedade SM de Bofete foi a que apresentou o maior valor
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significativo (p<0,05) em relagédo as outras trés variedades cultivadas em Barretos e
Ibaté.

Para VCEAC, os valores médios pelo método ABTS foram de 146,6 a 188,2
mg/100g, e pelo DPPH, de 124,7 a 192,9 mg/100g. Através dos dois métodos foi
observado que a variedade SM produzida em Bofete e Ibaté apresentaram os
maiores valores significativos (p<0,05) em comparacdao as outras variedades
cultivadas em Barretos e Ibaté, e as demais laranjas apresentaram valores de
VCEAC que néao diferiram (P>0,05) entre si.

Com estes dados foi observado que ocorreram diferencas significativas
(p=0,05) nas capacidades antioxidantes quando comparadas entre variedades e
cidades de cultivo, no entanto, é importante observar que nao foram encontradas
diferencas significativas (P>0,05) nos valores obtidos entre as cidades de cultivo das
variedades analisadas de forma isolada.

Os resultados das capacidades antioxidantes ndo foram comparados com
obtidos por outros estudos, pois vém sendo relatado que os métodos apresentam
variacbes nos protocolos no modo de realizar os ensaios, como por exemplo, a
concentragdo utilizada do radical sintético, o tempo de incubacdo, o pH da mistura
da reacao, e além da utilizacdo de diferentes formas de expressar os resultados
(PRIOR et al., 2005; SUN e TANUMIHARDJO, 2007; STRATIL et al., 2007;

SHARMA e BHAT, 2009), sendo assim, incoerente a comparagao destes resultados.

Correlacao entre os compostos bioativos e as capacidades antioxidantes

O acido ascérbico foi o Unico composto bioativo que apresentou correlacao
positiva significativa com a TEAC e VCEAC determinadas pelos dois métodos. Os
carotendides também contribuiram de forma significativa para a TEAC e VCEAC
determinadas por ABTS, e TEAC por DPPH. Ja os compostos fendlicos

apresentaram correlacao significativa apenas com a TEAC avaliada por ABTS, e, em
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relagdo aos flavondides totais, ndo foi verificada nenhuma contribuigao significativa

para as capacidades antioxidantes (Tabela 3).

Tabela 3. Correlagdo dos compostos bioativos na atividade antioxidante.

ABTS DPPH
TEAC VCEAC TEAC VCEAC

Acido ascérbico r 0,4749 0,3355 0,4846 0,4413

p 0,0020 0,0343 0,0015 0,0044

Fenélicos totais r 0,4057 0,2140 0,2656 0,2245
p 0,0094 0,1849™ 0,0976"™ 0,1637"™

0,2521 0,1010 0,0308 0,0040

Flavonodides totais
0,1267™ 0,5464 "™ 0,8543"™ 0,9808 "™

0,4755 0,4513 0,3756 0,3034

Carotencides totais | 0045 00074 00286  00811™

T =

r, coeficiente de correlagéo de Pearson; p, valor de p, em negrito (p<0,05),
" néo significativo.

Avaliadas por estes métodos, ABTS e DPPH, as capacidades antioxidantes
sédo facilmente correlacionadas com acido ascorbico presentes em frutas citricas
(SANCHEZ-MORENO et al., 2003; PROTEGGENTE, et al., 2003; THAIPONG et al.,
2006; PELLEGRINI et al.,, 2007; STELLA et al., 2011), porém, esta néo foi
observada por Almeida et al. (2011) e Couto e Canniatti-Brazaca, (2010). A
correlacdo significativa entre carotendides e capacidade antioxidante aqui
observadas também ja havia sido relatada por Mahattanatawee et al.(2006) e
Sanchez-Moreno et al. (2003). Do mesmo modo, trabalhos também ja tinham
observado que a contribuicdo dos flavandides totais para a capacidade antioxidante
mostrou ser insignificante (SANCHEZ-MORENO et al., 2003; GHASEMI et al., 2009;
RUFINO et al., 2010). Ja o dado da contribuicdo significativa de fendlicos totais
somente na TEAC determinado por ABTS foi um pouco diferente da maioria dos
trabalhos, pois normalmente encontram forte correlacdo positiva entre compostos

fendlicos totais e capacidade antioxidante, tanto pelo método ABTS quanto para o



57

método DPPH (PROTEGGENTE, et al, 2003; THAIPONGA et al., 2006;
PELLEGRINI et al., 2007; RUFINO et al., 2010; STELLA et al., 2011).

CONCLUSAO

As laranjas de polpa vermelha em comparacdo a variedade Valéncia
apresentaram sucos menos 4&cidos e sem diferengas significativas nas
concentragdes de acido ascérbico e compostos fendlicos totais. Para os flavondides
totais, apenas as laranjas VP cultivadas em Barretos e Ibaté apresentaram os
maiores teores significativos. Os conteudos de carotendides totais ndo diferiram
entre as variedades de polpa vermelha, porém estas mostraram ter de 20 a 76% a
mais deste composto do que a variedade Valéncia. Os menores teores de acido
ascérbico e carotendides totais foram obtidos pelas laranjas cultivadas em Barretos,
cidade que esta localizada em uma menor altitude em relagdo a Bofete e Ibaté, e
caracterizada por apresentar temperaturas elevadas. A variedade SM foi a que
apresentou os maiores valores das capacidades antioxidantes, e o acido ascérbico
foi o que mais contribuiu para esta propriedade, seguido pelos carotendides totais e
compostos fendlicos totais. Portanto, as caracteristicas fisico-quimicas e compostos
bioativos das laranjas analisadas mostraram sofrer influéncia de diferentes

variedades e condicbes ambientais de cultivo.
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RESUMO

As laranjas contém compostos bioativos benéficos a saude humana. A composicao
qualitativa e quantitativa destas substancias pode variar em funcao das condi¢des de cultivo
e entre variedades. No Brasil, a procura por novas variedades de laranja fez surgir o
interesse pelas laranjas de polpa vermelha que possuem o licopeno, carotendide que
apresenta potencial atividade antioxidante, e ndo esta presente nas laranjas de polpa clara,
que sdo as mais cultivadas. Desta forma, os objetivos deste trabalho foram identificar e
quantificar as principais flavanonas glicosidicas, e carotendides presentes em trés
variedades de laranjas de polpa vermelha (Sanguinea de Mombuca (SM), Baia Cara-Cara
(BCC) e Valéncia Puka (VP)) cultivadas em trés cidades (Barretos, Bofete e Ibaté do Estado
de Sao Paulo, Brasil), e comparar os resultados com os obtidos por laranjas de polpa clara
Valéncia, cultivadas nas mesmas condi¢des, além disso, correlacionar os teores dos
carotendéides com os parametros de cor. Os carotendides, assim como as flavanonas
glicosidicas foram separados e quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) utilizando coluna C,g e detector por arranjo de diodos. Os parametros de cor (L, a%,
b*) foram medidos por colorimetro espectrofotdmetro Hunter. As flavanonas glicosidicas
identificadas em todas as variedades foram narirutina e hesperidina, apresentando
concentragdes que nao diferiram significativamente entre as variedades, nem mesmo entre
as cidades de cultivo. Com relacdo aos contetdos de carotendides, ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre as variedades de polpa vermelha, porém, estas mostraram ter
de 20 a 76% a mais das concentracdes de carotendides totais do que a variedade Valéncia.
O mesmo comportamento foi observado nos teores de (-caroteno, B-criptoxantina e luteina
que apresentaram um aumento de 230 a 375%, 36 a 65%, e de até 37%, respectivamente.
Os teores dos carotendides violaxantina, zeaxantina e a-caroteno ndo apresentaram
diferencgas significativas entre todas as variedades, e o licopeno foi identificado apenas nas
laranjas de polpa vermelha. Em relagdo as cidades de cultivo, os fatores ambientais de
Barretos ndo contribuiram favoravelmente para a presenca de alguns carotendides nas
amostras. Analisando os parametros de cor, observou-se que o0s sucos das laranjas de
polpa vermelha apresentaram coloragdo mais escura, com maior saturagéo da cor vermelha
e amarela, além de maior vivacidade quando comparados aos sucos das laranjas claras.
Com base nos resultados conclui-se que nao ocorreram diferengcas qualitativas e
quantitativas nas flavanonas encontradas entre as laranjas de polpa clara e vermelha. Ja
com relacdo aos carotendides, as variedades SM, BCC e VP apresentaram maiores
concentracdes do que a Valéncia.

Palavras-chave: laranjas; flavanonas; carotendides; licopeno; cor; HPLC.
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ABSTRACT

Oranges contain bioactive compounds beneficial to human health. The qualitative and
quantitative composition of these substances may vary depending on cultivation conditions
and between varieties. In Brazil, demand for new varieties of orange has raised interest in
red pulp oranges that have lycopene, carotenoid with powerful antioxidant activity, and is not
present in the pulp clear oranges, which are the most cultured. Thus, the objectives of this
study were to identify and quantify the major flavanone glycosides, and carotenoids in three
orange varieties of red pulp (Sanguinea de Mombuca (SM), Baia Cara-Cara (BCC) e
Valéncia Puka (VP)) grown in three cities (Barretos, Bofete and Ibaté the State of Sao Paulo,
Brazil), and compare the results with those obtained by Valéncia, clear pulp oranges, grown
under the same conditions, and moreover,correlate the levels of carotenoids with the color
parameters. The carotenoids, like the flavanone glycosides were separated and quantified by
high performance liquid chromatography (HPLC) using C18 column and a diode array
detector. Color parameters (L, a *, b *) were measured by a spectrophotometer Hunter
colorimeter. The flavanone glicosides identified in all varieties were narirutina and hesperidin,
with concentrations that did not differ significantly between varieties, even between cities
cultivation. With respect to the contents of carotenoids, there were no statistical differences
between the varieties of red pulp, but these proved to have 20-76% higher concentrations of
total carotenoids than the variety Valéncia. The same behavior was observed in the levels of
B-carotene, B-cryptoxanthin and lutein which increased 230-375%, 36-65%, and up to 37%,
respectively. The levels of carotenoids violaxanthin, zeaxanthin and a-carotene showed no
significant differences between all varieties, and lycopene was identified only in the red pulp
oranges. Regarding the cities of cultivation, environmental factors of Barretos not contributed
positively to the presence of some carotenoids in samples. Analyzing the color parameters, it
was observed that the juices of red pulp oranges had color darker, with greater saturation of
red and yellow coloration and higher vivacity when compared to the juice from clear oranges.
Based on the results it is concluded that there were no qualitative and quantitative
differences in flavanones found between oranges of clear and red pulp. Now with regard to
carotenoids, varieties SM, VP and BCC had higher concentrations than Valencia.

Keywords: oranges, flavanones, carotenoids, lycopene, color; HPLC.
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INTRODUCAO

A laranja é uma das frutas citricas mais aceitas e consumidas mundialmente,
tanto na forma in natura como de suco. E considerada uma fruta rica em compostos
que podem apresentar propriedades nutricionais e funcionais para o homem.

Dos compostos bioativos presentes nas laranjas, os carotendides despertam
grande interesse de cientistas, pois exercem atividade pré-vitaminica A (a-caroteno,
B-caroteno, B-criptoxantina) e a atividade antioxidante (a-caroteno, B-caroteno, [3-
criptoxantina, luteina e zeaxantina) (RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2008), atividades
estas responsaveis por efeitos na prevencao e/ou protecdo contra doencas graves,
tais como cancer, doencas cardiacas, degeneragdo macular, lesdo do neurénio,
entre outras (TIBBLE, 1998; SLATERRY et al., 2000; CANTUTI-CASTELVETRI et
al., 2000; SHAMI e MOREIRA, 2004; FRASER e BRAMLEY, 2004; KRINSKY e
JOHNSON, 2005; RIBAYA-MERCADO e BLUMBERG, 2007; RAO e RAO, 2007;
RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2008; MAIANI et al., 2009). Além disso, os carotendides
sdo pigmentos responsaveis pela coloracdo, atributo de grande influéncia na
aceitacao dos alimentos (RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2008).

Outro importante composto presente nas laranjas sdo as flavanonas
glicosidicas. Estas sdo responsaveis pelo sabor e turvacdo dos sucos, e também
apresentam capacidade antioxidante. As flavanonas tém sido consideradas
diuréticas, hipolipidémicas, analgésicas, antiinflamatérias, antialérgicas, e estudos
relatam que o seu consumo também auxilia na prevencdo de cancer, ateroma e
hipertensdo (MERKEN e BEECHER, 2000; MANTHEY et al., 2001; ATURKI et al.,
2004; BENAVENTE-GARCIA e CASTILLO, 2008; VINUEZA et al., 2008).

Alguns trabalhos relatam que o conteudo total e/ou proporcdes relativas de
alguns compostos bioativos presentes em frutas podem ser influenciados por
variacdes genéticas e fatores ambientais (MOULY et al., 1999; LEE, 2001; LEE e
CASTLE, 2001; FANCIULLINO et al., 2006; MANACH et al., 2004; MELENDEZ-
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MARTINEZ, 2007; FANCIULLINO et al., 2008; MAIANI et al., 2009; DHUIQUE-
MAYER et al.,, 2009; GOBBO-NETO e LOPES, 2007; BERNARDI et al., 2010),
portanto, andlises quimicas detalhadas sao necessérias sobre produtos alimenticios
resultantes de recombinagdes genéticas, e, além disso, é evidente a importancia de
avaliagdes de condigbes de cultivo e/ou coleta que conduzam a uma matéria-prima
vegetal com concentragdes desejaveis destes compostos bioativos (GOBBO-NETO
e LOPES, 2007).

Devido aos fatos apresentados é de grande valia o estudo de variedades de
laranjas que estdao sendo recentemente cultivadas em diferentes regides no Brasil,
conhecidas como laranjas de polpa vermelha. Estas sao caracterizadas por
apresentar o licopeno, carotendide de coloragdo vermelha que nao é identificado nas
laranjas de polpa clara (SAUNT, 2000; LEE, 2001; XU et al., 2006; LIU et al., 2007;
FANCIULLINO et al., 2008; LATADO et al., 2008; MOURA, 2010).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi comparar trés variedades de
laranjas de polpa vermelha com uma variedade de polpa clara cultivadas em trés
cidades, em relacdo a identificacdo e quantificacdo das principais flavanonas
glicosidicas e dos principais carotendides. Correlacionar os teores dos carotendides
totais com parametros de cor, e, além disso, verificar o efeito das condicoes

ambientais das cidades de cultivo sobre os parametros analisados.

MATERIAL

Trés variedades de laranja de polpa vermelha: Baia Cara-Cara (BCC),
Sanguinea de Mombuca (SM) e Valéncia Puka (VP), e uma variedade de polpa
clara, Valéncia, cultivadas nas mesmas condicbes em campos experimentais
localizados nas cidades de Barretos, Bofete e Ibaté do Estado de S&o Paulo, Brasil,

foram fornecidas pelo Centro APTA Citros Sylvio Moreira/IAC. As localizagdes
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geograficas e condicbes climaticas das cidades de cultivo estdao apresentadas na

Tabela 1.

Tabela 1. Localizac6es geogréficas e condi¢cdes climaticas das cidades de cultivo

das laranjas.
Barretos Bofete Ibaté
Latitude 20°33'26"Sul 23°06'08"Sul 21°57'17"Sul
Longitude 48°34'04" Oeste 48°15'28"Oeste 47°59'48"Oeste
Altitude (m) 530 576 839
Clima Tropical Tropical de altitude
Verao: > que 22°C
Temperatura elevada amena Frio: entre -3 e
entre 18 e 28°C. entre18 e 22°C
18°C
Amplitude térmica diaria Significativa N&o significativa
Verao quente e
~ chuvoso Inverno com
Estacoes Inverno seco
Inverno ameno e  geadas frequentes
seco
indice pluviométrico Entre 1000 e 1500mm/ano

Fonte: IBGE. Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Cidades. www.ibge.gov.br
http://pt.wikipedia.org/wiki/Clima; http://pt.wikipedia.org/wiki/Barretos ou Bofete ou Ibaté

As laranjas foram colhidas no ano de 2010 em diferentes estadios de
desenvolvimento. As laranjas Valéncia foram obtidas nos meses de maio (lote 1),
junho (lote 2), julho (lote 3), setembro (lote 4), outubro (lote 5) e novembro (lote 6).
As variedades Sanguinea de Mombuca e Baia Cara-Cara obtidas nos meses de
maio, junho e julho, e a Valéncia Puka nos meses de setembro, outubro e novembro.
Nao foram colhidas amostras de laranjas Valéncia e VP cultivadas na cidade de
Bofete no més de novembro. Cada lote era formado em média por 15 frutos. Os
sucos das laranjas foram extraidos e armazenados em frascos de vidros cobertos

com papel aluminio e mantidos a -18°C.
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METODOS

Extracao de flavanonas glicosidicas

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

10mL com metanol.

Separacao e quantificacao de flavanonas glicosidicas

Utilizou-se cromatégrafo liquido (Shimadzu) com sistema quaternario de
bombeamento de solvente, valvula injetora de amostra com capacidade de 20 uL, e
acoplado a este, um detector por de arranjo de diodos (DAD).

Todos os solventes utilizados foram de grau cromatografico, previamente
filtrados em sistema Millipore de filtragdo a vacuo com membrana filtrante Nylon 66
para solvente organico de 0,45 um x 47 mm. As amostras e as solucdes-padroes
foram filtradas em membrana filtrante FH (Millipore) de 0,22 um.

As separagoes das flavanonas glicosidicas foram feitas de acordo com Moura
(2010) com algumas modificacoes. Utilizou-se uma coluna de fase reversa (Cqg)
Shimadzu Shim-pack CLC-ODS (4,6 x 250 mm; 5 um), e a fase movel consistiu da
mistura de acetonitrila: solucdo de é&cido acético 5% (21:79) com vazao de 1,0
mL/minuto em 30 minutos de corrida. A deteccao foi realizada a 280 nm.

As identificacdes das flavanonas glicosidicas foram feitas por comparacao
dos tempos de retencdo e pelas caracteristicas espectrais de absorcao obtidas pelo
DAD das amostras com dos respectivos padroes entre 190 e 450 nm. A

quantificacao foi realizada utilizando-se curvas de calibracdo com sete pontos de
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concentracao de narirutina (5-50 pg/mL) e hesperidina (20 a 280 pg/mL), ambas com

R?= 0,999. Cada ponto da curva foi realizado em triplicata.

Extracao e quantificacao de carotendides totais

Os carotenodides foram extraidos com acetona refrigerada (1,7°C a 3,3°C),
transferidos para éter de petrdleo e saponificados com KOH metandlico 10% por 16
horas. Os extratos foram lavados com agua para remog¢ao do alcali e levados a um
volume em baldo volumétrico. A leitura da absorbancia da solucéo foi realizada a
450 nm, e o teor de carotendides totais expresso em termos de (-caroteno (A1%1Cm
de 2592, em éter de petrdleo), aplicando-se a Lei de Beer (RODRIGUEZ-AMAYA,
2001). Posteriormente, os extratos de carotendides foram evaporados em
rotaevaporador a temperatura maxima de 40°C, submetidos a secagem com Ny e

congelados a -18°C.

Separacao e quantificacao dos carotendides isolados

Utilizou-se o mesmo cromatégrafo liquido utilizado para a analise das
flavanonas. Todos os solventes utilizados foram de grau cromatografico,
previamente filtrados em sistema Millipore de filtracdo a vacuo com membrana
filtrante Nylon 66 para solvente organico de 0,45 um x 47 mm. As amostras e as
solugdes-padrées foram diluidas em 1mL da mistura acetona-metanol (1:1) e
posteriormente filtradas em membrana filtrante FH (Millipore) de 0,22 um.

A separacgao dos carotendides foi realizada em coluna de fase reversa (Cqg)
Shimadzu Shim-pack CLC-ODS (4,6 x 250 mm; 5 um), utilizando como fase mével
acetonitrila/metanol/acetato de etila com adicdo de 0,05% de trietilamina em cada
solvente. Foi aplicado um gradiente de 99:1:0 para 64:1:35 em 30 minutos e 99:1:0
em 65 minutos, com vazao de 0,6 mL/minuto, temperatura média da coluna mantida

a 25°C (MOURA, 2010). A deteccao foi realizada a 450 nm.
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Os carotendides isolados individualmente foram identificados por comparacao
dos tempos de retencdo e pelas caracteristicas espectrais de absorcao obtidos pelo
DAD das amostras com dos respectivos padrdes, e também valores na literatura. A
quantificacdo de cada carotendide foi calculada através da relacdo da area total

(conteudo de carotendides totais) dos cromatogramas obtidos por CLAE.

Analise de cor

A medida da cor das amostras 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 através de leitura das amostras em
colorimetro espectrofotobmetro Hunter (Color Quest Il Sphere, CQIIUNI 1200) em
reflectancia, em um &angulo de 10° e iluminante D65. Os valores de L%, a* e b*
combinados matematicamente permitiram calcular as razées a*b* e (a*b*P. E
valores de Chroma (C*) e angulo hue (h) foram calculados segundo as equacdes
(ARIAS et al., 2000): C*= (a* + b*?)'"?

Hue= tan(b*a*), quando a*>0 e b*=0

Hue= 180+tan™ (b*a*, quando a*<0

Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com
analises em duplicata para separacdes e quantificagées de flavanonas glicosidicas e
carotendides, e em triplicata para os parametros de cor. A analise estatistica dos
resultados foi realizada através de analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste
de Tukey (p<0,05). Os resultados foram expressos em média + EP (erro-padrao) dos
lotes analisados. O teste de correlacdo de Pearson foi utilizado para determinar a
correlacdo entre os parametros de cor dos sucos das laranjas e os carotendides

totais, e correlacdes entre os parametros de cor.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Separacao e quantificacao de flavanonas glicosidicas

Narirutina e hesperidina foram as flavanonas glicosidicas encontradas nos
sucos das amostras. Estas flavanonas sédo as principais flavanonas presentes nas
laranjas doces, grupo no qual as laranjas de polpa clara e vermelha estéo inseridas
(RAPISARDA et al., 1999; GIL-IZQUIERDO et al., 2001; SANCHEZ-MORENO et al.,
2003; GATTUSO et al., 2007; MOURA e SYLOS, 2008). A hesperidina foi a principal
flavanona encontrada com concentracoes de 164,4 a 196,3 mg/L na SM, de 191,5 a
205,4 mg/L na BCC, de 189,8 a 212,4 mg/L na VP e de 148,2 a 184,8 mg/L na
Valéncia. Ja para narirutina, a faixa de concentragao variou de 22,6 a 27,3, de 28,8 a
30,3, de 22,5 a 29,0 e de 26,5 a 30,4 mg/L para SM, BCC, VP e Valéncia,
respectivamente. Os teores destas flavanonas nao apresentaram diferencas
significativas (p>0,05) entre as variedades de laranjas de polpa vermelha e laranjas

de polpa clara, nem mesmo entre as cidades de cultivo (Figura 1).
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Figura 1. Teores de flavanonas glicosidicas de quatro variedades de laranjas
cultivadas em trés cidades do Estado de S&o Paulo, Brasil.

Colunas e barras representam médias + EP, Valéncia: Barretos e Ibaté (n=12), Bofete (n=10); SM e
BCC: Barretos, Bofete e Ibaté (n=6); VP: Barretos e Ibaté (n=6), Bofete (n=4). Letras iguais indicam que
nao diferiram significativamente no teste de Tukey (p<0,05).

Moura (2010) estudando as variedades SM e BCC de polpa vermelha

cultivadas em cidades do Estado de S&o de Paulo, diferentes deste trabalho,
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encontraram respectivamente teores de heperidina de 115,8 a 136,4 mg/L e de
141,06 a 153,8 mg/L, e teores de narirutina de 18,8 a 36,0 e de 25,6 a 29,6 mg/L,
sendo conteudos estes de hesperidina inferiores e 0s de narirutina semelhantes aos
obtidos neste trabalho. Para as laranjas Valéncia os resultados deste trabalho foram
maiores que os encontrados por Moura (2010) e por Moura e Sylos (2008) cujas
concentragdes variaram de 63,4 a 109,2 mg/L para hesperidina e de 6,8 a 17,8 mg/L
para narirutina. E, em comparagao com variedades sanguineas Moro, Sanguinello e
Tarocco que apresentam em sua composi¢cao o pigmento antocinina, nossos dados
mostraram-se semelhantes aos teores de narirutina (29,8 a 32,6 mg/L) e maiores
que os de hesperidina (112,9 a 143,2 mg/L) do que os verificados por Kelebek et al.
(2008), e valores relativamente superiores aos conteudos de narirutina (14,1 a 18,2
mg/L) e proximos aos de hesperidina (174,3 a 217,7 mg/L) dos obtidos no estudo de
Proteggente et al. (2003).

A relagdo narirutina/hesperidina tem sido utilizada para o controle de
qualidade de sucos de laranja. Valores médios desta relacdo para os sucos de
laranjas Valéncia (0,169) e para os de laranjas de polpa vermelha, SM (0,141), BCC
(0,149) e VP (0,1262) sédo considerados aceitaveis para o controle de qualidade,
pois segundo Rousseff (1988), o suco para ser considerado auténtico tem que

apresentar valores desta relagdo menores que 0,339.

Separacao e quantificacao de carotendides

Neste trabalho foram quantificados os carotendides que tém envolvimento na
saude humana: p-caroteno, B-criptoxantina, a-caroteno, licopeno, Iluteina e
zeaxantina, e também, violaxantina, por ter grande concentracdo nestes frutos,
mesmo ainda ndo sendo conhecidas suas implicagdes na saude (RODRIGUEZ-
AMAYA et al., 2008).

Nas variedades de laranjas de polpa vermelha os teores médios de

carotendides totais quantificados em termos de B-caroteno variaram de 6,72 a 9,15
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mg/L e nao diferiram (p>0,05) entre si, porém, mostraram ter de 20 a 76% a mais
destes teores que o0s encontrados nas laranjas claras (3,97 a 6,15 mg/L),
caracteristica esta ja relatada em outros trabalhos que avaliaram as laranjas de
polpa vermelha (LEE 2001; XU et al., 2006; LATADO et al., 2008; MOURA, 2010).
Com os dados, verificou-se que este composto sofreu influéncia das condi¢des
ambientais de cultivo, pois os maiores teores foram encontrados nas laranjas
cultivadas em Bofete, seguida por Ibaté e Barretos (Figura 2). Observou-se também
que o acumulo de carotendides totais nas laranjas relacionou-se ao amadurecimento
das mesmas, como descrito em alguns trabalhos (LEE e CASTLE, 2001; KATO et
al., 2004; RODRIGO et al., 2004). Nas variedades de laranjas de polpa vermelha,
este maior conteldo de carotendides totais certamente contribui para uma cor mais
viva da polpa e do suco, além de um melhor valor nutricional.

Os carotendides separados por CLAE foram identificados por comparacao
dos tempos de retencéo e pelas caracteristicas espectrais de absorgédo obtidas pelo
DAD das amostras com dos respectivos padroes, e também valores na literatura
(BRITTON et al., 1995; RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). A quantificacdo de cada
carotendide foi obtida por relacdo do conteudo de carotendides totais, ou seja, a
area de cada pico do carotendide correspondente em relacdo a éarea total do
cromatograma obtido por CLAE. Esta maneira de quantificar os teores foi
semelhante a realizada por Lee e Castle (2001) que apresentaram os resultados em
porcentagens em relacdo aos carotenoides totais, ja outros trabalhos quantificaram
os carotenoides isolados utilizando curvas de calibracdo (GAMA e SYLOS, 2005,
FANCIULLINO et al., 2008). Devido a estas diferengcas nas quantificagbes dos
teores, tornam-se dificeis comparagdes de valores entre trabalhos.

As médias em porcentagens dos pigmentos carotendides analisados nas
laranjas Valéncia e nas trés variedades de polpa vermelha foram respectivamente:
violaxantina (15,39 e 10,74%), luteina (15,03 e 12,03%), zeaxantina (12,99 e
10,29%), B-criptoxantina (15,31 e 15,59%), a-caroteno (3,02 e 3,52%), B-caroteno
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(6,80 e 18,83%), e licopeno (7,80%), este ultimo presente apenas nas laranjas
vermelhas. Com isso, verificou-se que nas laranjas Valéncia o principal carotendide
foi violaxantina, seguido de B-criptoxantina, luteina, zeaxantina, B-caroteno e a-
caroteno, ja nas variedades de laranjas de polpa vermelha, o principal carotendide
foi o B-caroteno, seguido por B-criptoxantina, luteina, violaxantina, zeaxantina,
licopeno e a-caroteno.

O licopeno é o carotendide de grande interesse neste estudo, pois esta
presente somente nas laranjas de polpa vermelha. As variedades SM, BCC e VP
apresentaram teores médios de 0,54 a 0,61 mg de licopeno/L, e estes nédo
apresentaram diferengas significativas (p>0,05) entre as variedades e entre as
cidades de cultivo (Figura 2). Este carotendide de pigmentacao vermelha aparece
atualmente como um dos mais potentes agentes antioxidantes naturais, pois exerce
forte acdo contra radicais livres, e assim, esta sendo sugerido na prevencao de
doencas cardiovasculares e de carcinogénese, com maiores evidencias benéficas
para tumores de préstata, pulmao e estémago (CLINTON, 1998; GIOVANNUCCI,
1999; SHAMI e MOREIRA, 2004; KRIS-ETHERTON et al., 2002). Além disso, o
licopeno pode ser responsavel por efeitos benéficos realizados por mecanismos néo-
antioxidante, pois 0 aumento de sua concentragao no corpo pode regular funcdes de
genes, modular a resposta hormonal e imune, diminuindo assim o risco de
aparecimento de doencas cronicas (ARGAWAL e RAO, 2000; RAO e RAOQO, 2007).

O B-caroteno € outro importante carotendide neste estudo, pois foi o principal
encontrado nas variedades de laranjas de polpa vermelha, as quais obtiveram teores
médios de 1,00 a 1,98 mg/L, e estes nao diferiram significativamente (p>0,05) entre
si. Variedades SM, BCC e VP apresentaram de 230 a 375% a mais deste
carotendide quando comparado aos teores obtidos pelas laranjas Valéncia. Outros
trabalhos que compararam os teores de carotendides em laranjas de polpa vermelha
com laranjas de polpa clara também relataram este aumento consideravel de -

caroteno (LEE, 2001; LATADO et al., 2008; MOURA 2010). Outro importante
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aspecto observado foi que o B-caroteno sofreu com as diferencas de condigdes
ambientais de cultivo nas laranjas de polpa vermelha, visto que apresentam os
maiores teores quando cultivadas em Bofete, seguida por Ibaté, e os menores teores
significativos (p<0,05) quando cultivadas em Barretos (Figura 2). Com os resultados
obtidos pode-se dizer que estas laranjas de polpa vermelha sdo potenciais fontes de
B-caroteno, e este além de fornecer uma cor mais forte para estas laranjas, também
fornece uma importante atividade pro-vitaminica A, com 100% desta atividade,
enquanto que o a-caroteno e o B-criptoxantina apresentam 50% ou menos

(CORTES et al., 2004; RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2008).
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Figura 2. Teores de carotendides totais, licopeno B-caroteno e B-criptoxantina de
quatro variedades de laranjas cultivadas em trés cidades do Estado de Sao Paulo,

Brasil.

Colunas e barras representam médias + EP, Valéncia: Barretos e Ibaté (n=12), Bofete (n=10); SM e
BCC: Barretos, Bofete e Ibaté (n=6); VP: Barretos e lbaté (n=6), Bofete (n=4). Letras mindsculas iguais
indicam que n&o diferiram significativamente entre as cidades de cultivo de determinada variedade no
teste de Tukey (p<0,05). Letras mailsculas iguais ndo diferiram significativamente no teste de Tukey
(p=<0,05).

B-criptoxantina foi o segundo carotendide mais predominante em todas as

laranjas estudadas. As variedades de polpa vermelha obtiveram teores médios que
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nao diferiram significativamente (p>0,05) entre si, de 1,00 a 1,30 mg/L, no entanto,
apresentaram-se 36 a 65% maiores que os teores obtidos nas laranjas claras.
Barretos foi novamente o local de cultivo onde as laranjas apresentaram os menores
teores significativos (p<0,05) do carotendide em questao (Figura 2). Este teor mais
elevado de B-criptoxantina em laranjas de polpa vermelha também foi observado no
trabalho de Latado et al. (2008), o qual comparou teores de alguns carotendides nas
variedades SM, VP e a variedade de polpa clara Péra. Com isso, pode-se concluir
que este carotendide juntamente com o B-caroteno s&o 0s principais precursores da
vitamina A nestas laranjas.

Violaxantina, pigmento mais amarelado presentes nas laranjas (GROSS,
1972; MOULY et al.,, 1999) apresentou-se como o principal carotendide na
composicdo das laranjas Valéncia. Todas as variedades apresentaram teores
médios deste carotendide que variaram de 0,62 a 1,03 mg/L, e estes nao diferiram
estatisticamente (p>0,05) entre si, mas como ocorreu com o0s teores de carotendides
totais, B-caroteno e B-criptoxantina, este também foi influenciado por condicdes
ambientais, jA que seus teores foram significativamente menores (p<0,05) nas
laranjas cultivadas em Barretos (Figura 3).

O conteudo de luteina variou nas laranjas de polpa vermelha de 0,75 a 1,04
mg/L e nas claras de 0,69 a 0,90 mg/L. Os teores médios deste carotendide nas
variedades SM, BCC e VP nao apresentaram diferenca estatistica (p>0,05) entre si,
e mostraram ser até 37% maiores que os obtidos nas laranjas Valéncia. Também se
verificou que o cultivo das laranjas Valéncia na cidade de Bofete gerou um teor
médio de luteina significativamente maior (p<0,05) que os obtidos nas laranjas
provenientes de Barretos e lbaté (Figura 3). Este resultado obtido de um conteldo
um pouco maior de luteina nestas laranjas vermelhas, as deixam ainda mais
valiosas, visto que a luteina vem sendo relacionanda na protecao contra doencas
dos olhos, como degeneracao macular relacionada a idade e catarata, na prevencao

de cancer, em particular os de mama e pulmao, e também na diminucao de riscos de
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doengas cardiacas e acidente vascular cerebral (RIBAYA-MERCADO e

BLUMBERG, 2004).

14 4
12
1a 4
08
08
04
02

Violaxantina {mgil)

14 5
12 4
10 A
08
08 4
04

Zeaxantina {mgll)

02

m Barretos m Bofete lbaté
] A A A
A
2 AAA 212- T s s Aﬂatﬂ AEABAE’
& A 23 mw{ 8 >g 2 T 3 L 3
b b T E 1 b b T
T b o
T 08
E 04
02 4
|: -
- . !
Valéncia BLC VP Valéncia M BCC VP
04 A
A A N A A A A a A
A A A A s oa B = A e 4 2 E a
A s A A 3, a a Encs A 2 2 2 s A T
a a
a2 2l gy L 3 : | I z
b T E 02
=
\'—I" 01
f ]
1 0
Valénciz M BCC WP Valéncis &M BOC VP

Figura

3. Teores de violaxantina, luteina, zeaxantina e a-caroteno de quatro

variedades de laranjas cultivadas em trés cidades do Estado de Sao Paulo, Brasil.

Colunas

e barras representam médias + EP, Valéncia: Barretos e Ibaté (n=12), Bofete (n=10); SM e

BCC: Barretos, Bofete e Ibaté (n=6); VP: Barretos e lbaté (n=6), Bofete (n=4). Letras minusculas iguais
indicam que nao diferiram significativamente entre as cidades de cultivo de determinada variedade no

teste de
(p=0,05).

Tukey (p=<0,05). Letras maiusculas iguais ndo diferiram significativamente no teste de Tukey

Zeaxantina, carotenoide que proporciona os mesmos benefecios a saude

humana que a luteina (RIBAYA-MERCADO e BLUMBERG, 2004) foi um dos

carotendides neste estudo que ndo sofreu alteragdo com as diferengas genéticas

das variedades Valéncia, SM, BCC e VP, visto que entre estas, os teores médios

compreendido na faixa de 0,54 a 0,90 mg/L nao diferiram (p>0,05) entre si. E este

carotendide na variedade Valéncia, como outros ja citados, também obteve os

menores teores significativo (p<0,05) nas laranjas cultivadas em Barretos (Figura 3).

O a-caroteno foi 0 Unico presente nas laranjas de polpa clara e vermelha que

nao sofreu influéncia de fatores genéticos e ambientais, visto que os teores médios



79

encontrados de 0,19 a 0,30 mg/L nao apresentaram diferencas estatisticas (p>0,05)

entre as variedades e entre as cidades de cultivo (Figura 3).

Carotendides sob efeito da variabilidade genética e condicoes ambientais

Os conteudos de carotendides totais e ou proporcoes relativas sofreram
grande influéncia da variabilidade genética e condicdes ambientais, e este
comportamento esta de acordo com diversos trabalhos (MOULY et al., 1999; LEE,
2001; LEE e CASTLE, 2001; FANCIULLINO et al.,, 2006; XU et al., 2006;
MELENDEZ-MARTINEZ, 2007; LATADO et al., 2008; FANCIULLINO et al., 2008;
MAIANI et al., 2009; DHUIQUE-MAYER et al., 2009; MOURA, 2010; BERNARDI et
al., 2010).

As variagcGes de teores de alguns carotendides entre as trés cidades de
cultivo podem ter ocorrido devido aos fatores ambientais como localizagcao
geografica, sazonalidade, ritmo circadiano, temperatura, disponibilidade de agua,
exposicao ao sol, nutrientes do solo, altitude, composicao atmosférica, entre outros
(GOBBO-NETO e LOPES, 2007), ndo podendo assim, afirmar qual destes foi
responsavel pelas alteragbes, mas sim considera-los de uma forma conjunta. De
uma maneira geral, neste trabalho, os menores teores de carotendides foram
encontrados nas laranjas cultivadas em Barretos, cidade situada em uma menor
altitude quando comparada a Bofete e a lbaté, e caracterizada por apresentar o
clima tropical com elevadas temperaturas e significativa amplitude térmica diaria. Ja
os maiores teores foram caracteristicos das laranjas cultivadas em Bofete, situada
em altitude intermediaria em relagdo a Barretos e Ibaté, com temperaturas mais
amenas, € como a cidade de Barretos, também apresenta significativa amplitude
térmica diaria.

Ha poucos estudos sobre a influéncia das condicbes ambientais na
biossintese e no acumulo de carotendides em frutas citricas. Dos poucos trabalhos

neste sentido, encontra-se o de Dhuique-Mayer et al. (2009), que relataram que de
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seis variedades de frutas citricas, as laranjas doces foram as que mais sofreram com
influéncia ambiental, pois quando cultivadas em climas tropicais e subtropicais
apresentaram menores teores de carotendides totais do que quando cultivadas em
clima mediterraneo, e neste clima também houve aumento de teores de violaxantina,
B-criptoxantina e B-caroteno; dados estes semelhantes aos descritos por Mouly et al.

(1999) em estudo com laranjas Valéncia.

Avaliacao dos parametros de cor

Os parametros de cor CIELab dos sucos de laranjas estdo apresentados na
Tabela 2.

As laranjas de polpa vermelha SM, BCC e VP apresentaram valores de L*
(36,8 a 39,1) menores (p<0,05) que os obtidos pelas laranjas Valéncia (40,6 a 41,9)
(Tabela 2), perfil este também observado no trabalho de Lee (2001), em que a
laranja BCC apresentou em média um valor de 41,7, enquanto a laranja clara, 46,0.
Com isso, pode-se dizer que os sucos das variedades de polpa vermelha sao mais
esCcuros que os sucos obtidos de laranjas de polpa clara.

Sobre o parametro a* (saturacdo da cor vermelha) verificou-se que seus
valores apresentaram correlagdo positiva com os teores de carotendides totais (r=
0,6876, p<0,0001). As laranjas Valéncia apresentaram valores meédios negativos
deste parametro (-1,6 a -0,2), e significativamente menores (p<0,05) quando
comparados aos obtidos pelas variedades SM, BCC e VP (2,7 a 9,6) (Tabela 2),
caracteristica também j& descrita por Lee (2001), concluindo-se assim que as
laranjas de polpa vermelha, realmente apresentam uma coloracdo mais
avermelhada, e isso se deve a presenca do licopeno, carotendde vermelho que esta
ausente nas laranjas Valéncia, e possivelmente, pelos teores elevados de [3-
caroteno e B-criptoxantina, pigmentos que variam do amarelo ao alaranjado.

Ja em relacdo ao parametro b* (saturacdo da cor amarela) que também

apresentou correlacdo positiva com os teores de carotendides totais (r=0,5565,
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p<0,0001), observou-se que os maiores valores significativos (p<0,05) foram obtidos
pelas laranjas VP cultivadas em Bofete e Ibaté, e o menor, pela laranja Valéncia
cultivada em Barretos. Os valores das demais laranjas nao apresentaram diferencas
significativas (p>0,05) entre si, mesmo as laranjas vermelhas apresentando os
maiores valores quando comparadas as laranjas Valéncia (Tabela 2). Nao é de
conhecimento a contribuicdo exata de cada carotendide na cor dos sucos de
laranjas, porém, ao analisar a relacao existente entre os carotendides analisados e
os valores do parametro b*, pode-se sugerir que nas laranjas de polpa clara o
pigmento amarelo violaxantina contribuiu para este parametro, e nas laranjas de
polpa vermelha, além desta contribuigdo, pode-se novamente considerar os teores
elevados dos carotendides B-caroteno e B-criptoxantina, sendo isto provavel, pois
houve uma forte correlacdo positiva entre os valores dos parametros a* e b*
(r=0,8073, p<0,0001).

O parametro Chroma, que define a vivacidade (préximo de 60) ou opacidade
da cor (pr6ximo de zero) (ARIAS et al., 2000), apresentou forte correlacao positiva
significativa (p<0,0001) com o parametro a* (r=0,8297) e parametro b* (r=0,9856).
Os maiores valores (p<0,05) foram encontrados nas laranjas VP de Bofete e Ibaté,
as demais de polpa vermelha apresentaram teores mais elevados que as laranjas
claras, porém, sem diferenca estatistica (p>0,05) (Tabela 2), portanto, estes dados
indicam que laranjas de polpa vermelha apresentam uma coloragdo um pouco mais
viva, brilhante do que as laranjas de polpa clara. J& o parametro Hue apresentou
forte correlacao negativa significativa (p<0,0001) com o parametro a* (r= -0,916) e
parametro b* (r= -0,6777), € observou-se que laranjas claras apresentaram valores
significativamente (p<0,05) maiores que os encontrados nas laranjas vermelhas
(Tabela 2). Segundo Shewfelt et al. (1988), o parametro Hue mostra a localizacdo da
cor em um diagrama, onde o angulo 0° representa vermelho puro; 90°, o amarelo
puro; 180°, o verde puro e o0 270°, o azul puro, portanto, com nossos dados pode-se

dizer que as variedades de laranjas de polpa vermelha que obtiveram uma valor
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médio de 78,2° apresentaram uma tonalidade mais alaranjada, ja& nas laranjas
Valéncia, o valor médio foi de 94,8° ou seja, muito préximo do que se refere ao

amarelo puro.

CONCLUSAO

As diferentes variedades e condicbes ambientais das cidades de cultivo das
laranjas analisadas, nao influenciaram de forma significativa os conteudos das
flavanonas glicosidicas, diferente do observado para os carotenodides.

Os teores de carotendides nao diferiram significativamente entre as
variedades de laranjas de polpa vermelha, porém estas apresentaram o licopeno,
carotendide vermelho nao presente nas laranjas claras, e também mostraram ter
maiores concentracdes de carotendides totais, B-caroteno, B-criptoxantina e luteina
do que a variedade Valéncia. A localizacao geografica e/ou as condi¢des climaticas
da cidade de Barretos ndo favoreceram os conteudos de alguns carotendides
presentes nas laranjas. E, em relacao aos parametros de cor, observou-se que 0s
sucos das laranjas de polpa vermelha apresentaram coloragdo mais escura, com
maior saturagdo da cor vermelha e amarela, além de maior vivacidade quando

comparados aos sucos das laranjas claras.
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CONCLUSOES GERAIS

As variedades de laranjas de polpa vermelha em comparacao a variedade de polpa

clara (Valéncia):

>

Mostraram ter sucos menos acidos e uma cor mais escura, com maior saturacao

da cor vermelha e de maior vivacidade.

Nao apresentaram diferencas significativas nas concentracbes de acido
ascorbico, compostos fendlicos totais, narirutina, hesperidina, violaxantina,

zeaxantina e a-caroteno.

Para os flavondides totais, apenas as laranjas VP cultivadas em Barretos e Ibaté

apresentaram os maiores teores significativos.

Obtiveram os maiores teores de carotendides totais, B-caroteno, B-criptoxantina

e luteina, e estes nao diferiram entre as laranjas de polpa vermelha.
O licopeno foi identificado apenas nas laranjas vermelhas.

Os maiores teores de alguns carotendides foram obtidos pelas laranjas
cultivadas em Bofete, cidade que esta localizada em uma altitude intermédiaria
em relagcdo a Barratos e |baté, e caracterizada por apresentar temperaturas

amenas.

J4, os menores conteudos de 4acido ascorbico, carotendides totais, B-caroteno,
B-criptoxantina e violaxantina foram obtidos pelas laranjas de Barretos, cidade

que localiza-se em uma menor altitude e apresenta temperaturas elevadas.

Os valores das capacidades antioxidantes foram maiores quando determinados

pelo ABTS, porém os dois métodos, ABTS e DPPH, correlacionaram-se entre si.

A variedade SM foi a que apresentou as maiores capacidades antioxidantes, e
foi 0 acido ascérbico que mais contribuiu para estas, seguido pelos carotendides

totais e compostos fendlicos totais.
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