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RESUMO

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

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



ABSTRACT

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

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

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

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

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

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

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



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

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

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

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

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

Compostos fenolicos em citros
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Compostos fendlicos em citros

Estela Mesquita Diegues de Oliveira
Magali Monteiro

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

Resumo

O Brasil € o maior produtor mundial de laranja e de suco de laranja. A
qualidade do suco de laranja esta estreitamente relacionada a variedade e
maturacdo da fruta, as condi¢cdes de cultivo e condi¢cdes edafoclimaticas, e as
condi¢cdes do processamento. O cultivo organico vem ganhando espago no
Brasil e no mundo, acompanhando a tendéncia de consumo de alimentos
saudaveis que conferem beneficios a saude. Dentre os citros, a laranja € a
fruta mais produzida, e o suco de laranja organica € o principal suco de fruta
organica produzido no mundo O consumo de frutas citricas e sucos vem sendo
associado a reducdo do risco de doencas crénico-degenerativas, devido a
presenca de compostos fendlicos, que apresentam atividade antioxidante e
antiinflamatoéria. Os acidos fendlicos e flavonoides, sobretudo as flavanonas
narirutina, hesperidina, neohesperidina e naringina, sS8o 0s principais
compostos fendlicos de citros, presentes em quantidades variadas no suco, na
fruta e na casca. A cromatografia liquida de alta eficiéncia é a técnica analitica
mais largamente utilizada para a determinacdo de compostos fendlicos, com
emprego de colunas de fase reversa e modo gradiente, detectores de arranjo
de diodos e de espectrometria de massas. O espectro de absor¢cdo UV/Vis dos
compostos é caracteristico de cada classe e usualmente apresenta duas
bandas de absorcéo.

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

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

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

producéo de suco (1,3).
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8. Conclusbes

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

A cromatografia liquida de alta eficiéncia, em fase reversa e modo
gradiente, é a técnica mais utilizada para a determinagdo de compostos

23



fendlicos, com a utilizacdo de detectores de arranjo de diodos e espectrometria
de massas. Os estudos disponiveis na literatura avaliam apenas as principais
flavanonas de citros, sem considerar outros compostos fendlicos importantes, o
que torna necessaria a realizacdo de estudos que avaliem o perfil e 0s niveis

destes compostos.
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