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RESUMO

Esse estudo objetivou elaborar suco integral dos clones da laranjeira ‘de Russas’ (BRS ‘Russas
01’ e BRS ‘Russas 02”) com certificagdo organica e analisar suas caracteristicas de qualidade.
Foram utilizados 20 frutos de cada clone para obtencdo do suco, que foi extraido manualmente,
com realizacdo das anélises fisico-quimicas de pH, sélidos sollveis (SS), acidez titulavel (AT)
e relacdo SS/AT (Ratio). Quantificou-se o teor de &cido citrico no dia da obtencdo do suco, e a
estabilidade da vitamina C durante trés dias de armazenamento na temperatura de 4 °C, ao
abrigo da luz, por meio da cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢do ultravioleta.
Os compostos organicos volateis foram identificados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. Os dados foram avaliados por meio de anélise de variancia e teste t
de Student a 5% de significancia. O pH dos sucos de laranja dos clones estudados, apresentaram
média superior a 4,00, 4,15 para o clone ‘01’ e de 4,06 para o clone ‘02’ (p < 0,05). Obteve-se
teor médio de solidos solaveis de 10,05 °Brix ¢ 10,73 °Brix (p > 0,05) para os clones ‘01’ e
‘02’, respectivamente, atendendo ao estabelecido pela legislacdo (minimo 10 °Brix). O Ratio
foi de 23,81 para o clone ‘01’ e 26,72 para o clone ‘02’ (p > 0,05), superior ao valor minimo
(7,0) especificado, demonstrando que o suco do clone ‘02’ apresenta maior dogura que 0 suco
do clone ‘01’. A técnica de cromatografia foi capaz de detectar maiores teores de acido citrico
que a titulometria obtendo-se 0,90 e 0,96 g.100 mL™* (p < 0,05), e 0,42 ¢ 0,40 g.100 mL! (p >
0,05) para os clones ‘01’ e ‘02°, respectivamente. A validacdo do método demonstrou
desempenho satisfatorio com alto coeficiente de determinacéo (R?> 0,990), alta recuperacéo
(91,10%), baixos coeficientes de variacdo para precisdo (3,14%) e baixos limites de deteccdo
(20 mg.L?) e quantificagdo (50 mg.L™). A concentragdo de vitamina C dos sucos ao final do
armazenamento foi de 79,33% para o clone ‘01’ (55,16 a 43,76 mg.100 mL™) e de 86,40% para
o clone ‘02’ (57,07 a 49,31 mg.100 mL™1), respeitando o limite minimo (25 mg.100 mL™).
Foram identificados 30 compostos na fracdo voléatil do suco do clone ‘01’ e 61 compostos no
suco do clone ‘02, destes, apresentaram-se como majoritarios, 8 picos no clone ‘01’ e 10 picos
no clone ‘02’. Conclui-se que, entre os clones estudados, o clone BRS ‘Russas 02’ apresenta

maior potencial para a elaboragdo de suco integral.

Palavras-chave: Acidos organicos. Citrus sinensis (L.) Osbeck. Compostos organicos volateis.

Cultivo organico.



ABSTRACT

This study aimed to prepare whole juice from ‘Russas’ orange tree clones (BRS ‘Russas 01’
and BRS ‘Russas 02”) with organic certification and to analyse their quality characteristics. A
total of 20 fruits from each clone were used to prepare the juice which was manually extracted.
Next, a physical-chemical analysis of pH, soluble solids (SS), titratable acidity (TA) and the
SS/TA ratio was performed. The citric acid content on the day the juice was made and the
stability of vitamin C during three days of storage at 4 °C, protected from light, were quantified
by high-performance liquid chromatography with ultraviolet detection. The volatile organic
compounds were identified by gas chromatography coupled with mass spectrometry. Data were
evaluated by analysis of variance and the Student’s t-test at 5% significance. The pH of the
orange juices from the studied clones presented an average higher than 4.00, specifically 4.15
for clone ‘01’ and 4.06 for clone ‘02’ (p < 0.05). The average soluble solids content of 10.05
°Brix and 10.73 °Brix (p > 0.05) was obtained for clones ‘01’ and ‘02, respectively, meeting
the level established by legislation (minimum 10 °Brix). The SS/TA ratio was 23.81 for clone
01 and 26.72 for clone ‘02’ (p > 0.05), higher than the minimum value (7.0) specified,
demonstrating that the juice from clone ‘02’ presents greater sweetness than the juice from
clone ‘01°. The chromatography technique was able to detect higher citric acid content than
titration, obtaining 0.90 and 0.96 g.100 mL™ (p < 0.05), and 0.42 and 0.40 g.100 mL* (p >
0.05) for clones ‘01’ and “02’, respectively. The method validation demonstrated satisfactory
performance with a high coefficient of determination (R?> 0.990), high recovery (91.10%), low
coefficients of variation for precision (3.14%) and low limits of detection (20 mg.L™) and
quantification (50 mg.L™). The vitamin C concentration of the juices at the end of storage was
79.33% for clone ‘01” (55.16 to 43.76 mg.100 mL™) and 86.40% for clone ‘02’ (57.07 to 49.31
mg.100 mL™?), respecting the minimum limit (25 mg.100 mL™Y). Furthermore, 30 compounds
were identified in the volatile fraction of the juice from clone ‘01’ and 61 compounds in the
juice from clone ‘02’; of these, 8 peaks were presented as majorities in clone ‘01’ and 10 peaks
in clone ‘02’. It is concluded that the BRS ‘Russas 02’ clone presents the greatest potential for

producing whole juice among the studied clones.

Keywords: Organic acids. Citrus sinensis (L.) Osbeck. Volatile organic compounds. Organic

cultivation.
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CAPITULO 1

APRESENTACAO GERAL

1 INTRODUCAO

Em 1753, Carolus Linnaeus descreveu o género Citrus, e, desde entdo, vem sendo
estudada sua taxonomia e 0 numero de especies existentes. As frutas citricas pertencem a
familia Rutaceae, mais comumente encontradas em regifes tropicais, consideradas as mais
disseminadas no mundo, incluindo laranjas, toranjas, tangerinas, pomelos, limas e limdes. A
principal fruta do grupo € a laranja doce (Citrus sinensis (L.) Osbeck), responsavel por cerca
de 70% da producio e do consumo total (ARAUJO; BUDOIA, 2019; SHARMA et al., 2017).

Segundo dados do Anuério Brasileiro de Horti&Fruti 2021, a laranja é uma das espécies
vegetais de maior oferta no Brasil, conferindo-lhe o titulo de maior produtor mundial da fruta
e maior exportador de suco do mundo. Das 21 espécies de frutas produzidas no pais, a laranja
ocupa o primeiro lugar (KIST; CARVALHO; BELING, 2021).

Apesar da posicao de destaque que alguns estados exercem na citricultura brasileira, o
polo que detém a maior producdo é Sdo Paulo e o Tridngulo/Sudoeste Mineiro, mais conhecido
por cinturdo citricola, presente em 350 municipios (GUERREIRO NETO; FIGUEIRA, 2021).
Dados do Cadastro Geral de Empregados e Desempregados (Caged) divulgados pela
Associacdo Nacional dos Exportadores de Sucos Citricos (CitrusBR) relatam que em 2020 a
citricultura brasileira foi responsavel por 38.327 admissdes, o que representa 10,23% dos
empregos gerados no estado de Sdo Paulo e 6,33% do total brasileiro, um dos setores de
destaque na geragdo de empregos no pais (CITRUSBR, 2021).

De acordo com o Levantamento Sistematico da Producdo Agricola (LSPA) divulgado
pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a Regido Nordeste € a segunda maior
produtora de laranja do pais, contribuindo, até 0 momento, com 1.165.973 toneladas na safra
2021, antecedida pela Regido Sudeste, que detém mais de 80% da producéo (IBGE, 2022).

Diversos fatores influenciam negativamente a expansao da citricultura nordestina, como
clima quente e seco; dificuldade de aquisicéo de cultivares que se adaptem aos estresses bioticos
e abidticos e de mudas com qualidade genética e fitossanitaria; auséncia de solos férteis, de
aguas apropriadas para irrigacdo, de assisténcia técnica e de extensdo rural; e 0 ndo acesso dos
agricultores ao crédito rural (ALMEIDA; PASSOS, 2011; SOMBRA et al., 2018a).
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Apesar desses obstaculos, o Ceara, quarto maior produtor de laranjas da Regido
Nordeste (IBGE, 2021), possui potencial de regeneracdo e ampliacdo da cadeia produtiva,
diante da auséncia ou controle das principais doencas e pragas de importancia econémica e de
doencas que afetam a citricultura mundial (SOMBRA et al., 2019).

O Cearé possui uma variedade de laranja adaptada ao semiarido, denominada laranja
‘de Russas’, tornando Russas — municipio localizado na regido do Vale do Jaguaribe —
reconhecido como a “terra da laranja” (PASSOS et al., 2020). Apesar disso, a area colhida de
laranja entre os anos 1990 e 2020 desse municipio teve reducdo de 70 para 36 hectares. Em
contrapartida, o municipio vizinho, Jaguaruana, localizado na regido do Litoral Leste do Estado,
apresentou aumento de mais de 280% da area colhida, passando de 30 para 106 hectares no
mesmo periodo, sendo considerado um potencial produtor da cultura no Ceara. Outros
municipios também sdo produtores, como Quixeré, Limoeiro do Norte e Tabuleiro do Norte
indicando que a producéo ndo se limita apenas ao municipio de Russas, e vem ganhando espago
nos pomares do estado (IBGE, 2020).

A Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) Mandioca e Fruticultura em
Cruz das Almas (BA) vém estudando os clones da laranjeira ‘de Russas’, cultivados sob a forma
de pés-francos na regido do Vale do Jaguaribe desde meados de 1930 (PASSOS et al., 2013).
Considerada mais doce do que a laranja ‘Pera’, essa variedade vem ganhando espaco na mesa
do consumidor e detém potencial de atender a demanda mercadoldgica de frutas de mesa do
estado (SOMBRA et al., 2016).

Nao obstante, embora ja existam 8 clones (BRS ‘Russas 01°, ‘02°, ‘03, <04°, “05°, ‘06°,
‘07°, ‘08’) identificados, selecionados e registrados no Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA), ela é comercializada somente na forma in natura, sem utilizar
processamentos que agreguem valor ao produto, bem como, ndo se encontram estudos que
detalhem suas caracteristicas alimenticias (SOMBRA et al., 2018b).

Frente ao exposto, o processamento de frutos dos clones com maior cultivo (BRS
‘Russas 01’ ¢ BRS ‘Russas 02’) da laranjeira ‘de Russas’ na obtencdo de suco integral
possibilitard conhecer suas caracteristicas e contribuir para a identificacdo do clone mais
apropriado para elaboragéo desse derivado, oferecendo a consumidores e apreciadores do fruto
uma nova forma de consumo.

Nos préximos capitulos, sera apresentado ndo s o referencial tedrico (Capitulo 2), mas
também o processo de obtencéo, caracterizacdo e estabilidade do suco integral dos clones BRS
‘Russas 01’ e BRS ‘Russas 02 da laranjeira ‘de Russas’ (Capitulo 3).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Elaborar suco integral dos clones da laranjeira ‘de Russas’ (BRS ‘Russas 01’ ¢ BRS

‘Russas 02’) com certificagdo organica e analisar suas caracteristicas de qualidade.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas do suco e verificar se estdo em conformidade
com a legislacéo vigente;

Acompanhar a estabilidade do acido ascérbico presente no suco durante trés dias de
armazenamento apos a extragdo utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccdo ultravioleta;

Extrair e caracterizar 0s compostos organicos Vvolateis presentes no suco por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas;

Verificar o desempenho dos métodos correlacionando com os resultados obtidos entre
os clones, definindo qual clone possui potencial para a producdo de suco integral;
Transmitir as informacdes para a academia e a industria, contribuindo com a difuséo do
conhecimento da cultura no estado cearense, com a sustentabilidade local e com a oferta

mercadoldgica desse derivado.
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CAPITULO 2

REFERENCIAL TEORICO

1 ORIGEM DA LARANJA DOCE

De acordo com os pesquisadores, as frutas citricas sdo originarias da Asia Oriental,
desde a vertente meridional do Himalaia até a China meridional, Indochina, Tailandia, Mal&sia
e Indonésia (AGUSTI, 2003; DAVIES; ALBRIGO, 1994).

Estudos indicam que a laranja (Figura 1) se originou do cruzamento do pomelo (Citrus
maxima Burm.) com a tangerina (Citrus reticulata Blanco) e que foi levada da Asia para o norte
da Africa, na ldade Média chegando ao sul da Europa. Por fim, chegou as Américas, por volta
do ano 1500 (REIS, 2006; SILVA, 2015).

Flura 1- Frutos da laranj elra doce

Fonte: Elaborada pela autora

No século IV a.C, as frutas citricas foram introduzidas na Europa com as cidras,
seguidas pelo limoeiro (séc. X d.C.), pelas laranjeiras doces (séc. XV d.C.) e pelas tangerineiras
(séc. X1X d.C.). Cristévao Colombo foi responsavel por leva-las a América, mais precisamente
a0 Haiti, em 1493. Na Africa do Sul, os citros chegaram em 1654; e na Australia, em 1788
(DORNELLES, 1988; KOLLER, 1994).
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As primeiras introducbes da laranja doce foram perdidas apds a queda do Império
Romano. Em 1425 foi reintroduzida pelos genoveses através de suas rotas comerciais. S&o
reconhecidos quatro tipos de laranjas doces: as comuns, as de umbigo, as pigmentadas e as de
baixa acidez (ALBRIGO; STELINSKI; TIMMER, 2019).

No Brasil, as frutas citricas foram introduzidas por volta de 1500 pelas primeiras
expedicdes colonizadoras portuguesas, no litoral baiano. No Rio Grande do Sul, os citros foram
trazidos pelos acorianos, no Vale do Rio Taquari, em 1760, com mudas de pé-franco,
expandindo-se logo depois ao Vale do Rio Cai (MOREIRA; MOREIRA, 1991).

Segundo Hasse (1987), em estudo sobre a laranja do Brasil que considerou o periodo de
1500 a 1987, a laranja ‘Pera’ ¢ referida apenas no final do século XIX, com sua origem no Rio
de Janeiro, onde era mais cultivada. Até essa data, a laranja ‘Pera’ ndo havia sido citada em

nenhuma publicacéo.

2 ASPECTOS BOTANICOS DA LARANJA

A laranja é uma das frutas mais cultivadas em todo mundo, pertence a familia Rutaceae
e esta dividida em dois grupos: a laranjeira doce e a azeda. A laranja doce (Citrus sinensis (L.)
Osbeck) € a espécie citrica de maior importancia, e agrupa grande parte das variedades que sao
cultivadas no mundo. No Brasil, destacam-se as variedades ‘Pera’, “Valéncia’, ‘Natal’ e ‘Folha
Murcha’, destinadas ao consumo direto e a elaboracdo de suco (BASTOS et al., 2014).

A laranjeira é uma planta de porte médio, atingindo em média 5 a 10 metros de altura,
com copa densa e base arredondada. Suas folhas sdo aromaticas, verdes e brilhantes, as flores
sdo brancas e pequenas. O fruto possui formato arredondado, casca alaranjada e epicarpo rico
em pectina. Possui diversas vesiculas (gomos) de suco protegidas por uma pelicula de cera,
denominada de casca (flavedo), na qual estdo as substancias responsaveis pelo aroma e pela
coloracdo da fruta. Em sua parte interna, comestivel, ha segmentos compostos por vesiculas de
suco, além da parte sélida (membranas e albedo), que é fonte de fibras e compostos bioativos,
bem como sementes (CITRUSBR, 2020; NEVES et al., 2011; UFRGS, 2020).

O clima exerce influéncia direta na qualidade e na composicdo dos frutos, como a
quantidade de suco presente, o tamanho do fruto, a maturacédo e o teor de sélidos. Diante das
condigdes de cultivo, solo e clima, a laranja adaptou-se ao Brasil com facilidade. A faixa de
temperatura ideal para obtengéo de um fruto com a qualidade exigida varia de 22 a 33 °C (nunca
acima de 36 °C e abaixo de 12 °C) com média anual em torno de 25 °C (ANDRADE, 2019).

AMARAL, S. M. B. (2022)



Capitulo 2 - Referencial Teorico 23

As chuvas bem distribuidas ao longo do ano contribuem para a qualidade do cultivo,
sendo ideal que ocorra uma precipitacdo em torno de 1.200 mm. Caso haja um déficit hidrico,
pode ser realizada irrigacéo artificial para correcdo. E preferivel que a umidade do ar esteja em
torno de 60 a 80%. Ndo menos importante, deve-se pensar na influéncia do solo, embora a
laranjeira consiga se desenvolver em diversos tipos de solos sejam arenosos, argilosos,
profundos e permeaveis, a planta se adapta melhor em solos areno-argilosos, profundos e bem
drenados, devendo evitar solos rasos e com possibilidade de encharcamento (CUNHA
SOBRINHO et al., 2013; OLIVEIRA; MENELAU, 2017).

3 CARACTERISTICAS E BENEFICIOS DA LARANJA E DO SUCO
3.1 Composigao nutricional

A maneira mais eficaz de adquirir os beneficios que a laranja possui € consumi-la na
forma de suco ou in natura. Alguns estudos indicam que a ingestdo de duas laranjas por dia
fornece a quantidade de vitamina C que o corpo humano necessita (SILVA, 2015).

De acordo com a Tabela Brasileira de Composic¢do de Alimentos (TACO, 2011), em
uma porcao de 100 g, o suco da laranja Pera in natura, variedade mais produzida no Brasil,
possui composicdo nutricional de 91,3 g.100 g* de agua; 7,6 g.100 g de carboidratos; 0,7
g.100 g de proteina; 0,1 g.100 g* de lipideos; 0,3 g.100 g* de cinzas e quantidade tragos de
fibra alimentar. Quanto aos minerais e as vitaminas, 7 mg.100 g de calcio; 14 mg.100 g* de
fosforo; 8 mg.100 g de magnésio; 149 mg.100 g de potassio; 0,03 mg.100 g de manganés;
0,01 mg.100 g de cobre; quantidade tracos de ferro, sddio e zinco e das vitaminas B1, B2, B3
e B6; 73,3 mg.100 g de vitamina C, e valor calérico total de 33 kcal.

Segundo a Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 269, de 22 de setembro de 2005,
a Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) de vitamina C para adultos € de 45 mg (BRASIL, 2005),
ou seja, dependendo da variedade, condi¢fes de cultivo, cuidados pos-colheita, e do modo de
preparo, apenas uma por¢ao de 100 g do suco de laranja fornece a IDR desse nutriente.

Além da vasta gama de constituintes nutricionais citados, a laranja possui ainda um alto
conteddo de micronutrientes e fitoquimicos, incluindo substancias com propriedades
antioxidantes (SDIRI et al., 2020). Estudos diversos comprovam que os beneficios da ingestdo
da laranja e do seu suco sdo provenientes da vitamina C, compostos fendélicos, flavonoides e
carotenoides, compostos bioativos que atuam no reforco do sistema imunologico
(GONCALVES et al., 2017; MILES; CALDER, 2021).
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Ademais, sdo citados na literatura os beneficios relacionados ao B-caroteno, composto
bioativo que confere a coloracgdo da laranja, pode auxiliar na prevencdo do cancer e de infartos
(JOHNSON; RUSSELL, 2004). O consumo do suco pode ajudar na reducédo do colesterol ruim
(low density lipoprotein - LDL) e aumentar o colesterol bom (high density lipoprotein - HDL)
(FRANKE et al., 2005).

Os componentes antioxidantes da laranja melhoram o funcionamento dos vasos
sanguineos, combatendo as doengas cardiovasculares (BUSCEMI et al., 2012). As fibras
presentes na casca, mais precisamente a pectina (parte branca), auxiliam na digestdao (WANG
et al., 2015). O célcio presente no bagaco da laranja ajuda na manutencdo dos 0ssos, na
formacdo dos musculos e do sangue, e o ferro atua na formacao da hemoglobina e no transporte
de oxigénio (SILVA et al., 2017).

O suco de laranja é o principal derivado da fruta, o Decreto n°® 6.871 regulamenta a Lei
n° 8.918 (padronizacao, classificacdo, registro, inspecao, producéo e fiscalizacdo de bebidas),
e define-o0, no art. 18, como: bebida ndo fermentada e ndo diluida, obtida da parte comestivel
da laranja (Citrus sinensis), por meio de processo tecnologico adequado (BRASIL, 2009).

Para que se obtenha um produto de qualidade, atendendo as normas e as exigéncias do
mercado, a Instrucdo Normativa (IN) n° 37, de 1 de outubro de 2018, do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) dispBe sobre os parametros analiticos de suco
e de polpa de frutas e a listagem das frutas e demais quesitos complementares aos padrdes de
identidade e qualidade j& fixados (BRASIL, 2018). O suco de laranja deve obedecer a

caracteristicas e composicdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas e composi¢do do suco de laranja de acordo com o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

Parametro Minimo Maximo

Sélidos sollveis em °Brix, a 20° C 10 -

Relacdo de sdlidos soltiveis em °Brix/acidez em g.100 g* de 4cido citrico

anidro

Acido ascorbico (mg.100 mg™) 25 -
Aclcares totais naturais da laranja (g.100 g %) - 13
Oleo essencial de laranja (%v/v) - 0,035

Fonte: BRASIL (2018).
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3.2 Atributos de qualidade

As diversas caracteristicas de um fruto influenciam diretamente na sua qualidade, mas
a aparéncia ganha destaque no que diz respeito a comercializacao de citros tanto para o0 consumo
in natura, quanto para o processamento (LEMOS et al., 2012). Os atributos de qualidade dos
frutos se relacionam com a aparéncia, sabor, aroma, textura e valor nutritivo. A aparéncia esta
associada principalmente a varidvel de coloracdo externa, e para o0 processamento do fruto na
elaboracdo de derivados, a cor interna também exerce influéncia (COELHO et al., 2019).

A qualidade de um fruto é um dos principais fatores que determinam o destino que ele
tera na pos-colheita. No caso da laranja, para verificacdo da sua qualidade sdo analisados 0s
pardmetros: composic¢do quimica, incluindo o teor de vitamina C presente, expresso em acido
ascorbico, pH, sélidos sollUveis, acidez titulavel, relacdo sélidos solUveis/acidez titulavel
(Ratio), cor e sabor do fruto (AMARO; TADINI, 2021).

Essas variaveis podem sofrer alteracdes dependendo da variedade, solo, clima e
condigBes de armazenamento na pés-colheita, devendo se manter estiveis para garantir a
qualidade até chegar a mesa do consumidor (CHITARRA; CHITARRA, 2005; FELLOWS,
2019). Uma alternativa para controlar os fatores pré e pds-colheita € acompanhar os teores de

vitamina C presentes ajudando a manter maiores concentragdes possiveis (COSTA, 2016).

3.3 Acido ascorbico

A vitamina C ou o &cido ascorbico (Figura 2) é considerada um agente com potencial
antioxidante, com capacidade de inibir o desenvolvimento das rea¢Ges oxidativas provocadas
no organismo humano (CUNHA et al., 2014; SDIRI et al., 2020).

Figura 2 — Estrutura molecular da vitamina C
H HO

HO

Z
“
-
OH
Fonte: Adaptado de NIST (2021).
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E uma vitamina hidrossolGvel e sensivel a altas temperaturas, degradando-se
rapidamente quando exposta ao oxigénio, por isso € considerada um antioxidante instavel.
Durante o processamento de um alimento, a vitamina C sofre degradacdo, podendo ser
influenciada pelo pH, exposicdo a luz, oxigénio e temperatura, diante das reacdes quimicas e
bioguimicas oriundas do processamento e das etapas finais de envase e estocagem do produto
(CARDOSO et al., 2015; FONSECA; PETEAN, 2018; SAQUETI et al., 2021).

Assim como outros compostos antioxidantes, o teor de vitamina C presente nos frutos
sofre influéncia também das condi¢fes ambientais, das préaticas agricolas, do gendtipo da planta
e do indice de maturagdo do fruto (ROMEO et al., 2020). Devido a esses fatores, a vitamina C
é utilizada como indicador de qualidade e até de conservacdo em frutas, vegetais e seus
derivados, pois ela se degrada mais facilmente no periodo de armazenamento do que outros
compostos que possam estar presentes (SOUZA et al., 2017).

O suco de laranja exerce papel importante no alcance da Ingestdo Diaria Recomendada
dessa vitamina, visto que o ser humano ndo é capaz de sintetizar o &cido ascorbico em seu
organismo, necessitando da dieta alimentar para alcancar a IDR (DALLAGO et al., 2020).

Diversas técnicas de analises tém sido utilizadas para quantificar a vitamina C presente
em sucos de frutas como titulometria, fluorometria, espectrofotometria, e outras mais sensiveis,
como é o caso da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), que se sobressai diante da
propriedade de separacdo dos interferentes analiticos e da rapidez no preparo da amostra,
proporcionado menores condicdes para a degradacdo do acido ascérbico (ROSA et al., 2007;
FABRICIO, 2018; MENDONGCA; FONTANA, 2021).

3.4 Compostos organicos volateis

Outros dois parametros de qualidade, também muito importantes, principalmente, sdo o
aroma e o sabor do produto. S8o caracteristicas sensoriais que agradam aos consumidores,
principalmente no caso do suco, por estar intimamente relacionado ao aroma da fruta in natura,
como é o caso do suco de laranja (FAN et al., 2009; MARQUES, 2016, 2019).

A constituicdo do aroma das frutas é proveniente da liberagdo de compostos volateis de
baixo peso molecular (PM), conferindo odores que sdo captados pelo sistema sensorial olfativo
dos seres humanos. O aroma associado também aos parametros de cor, textura e ao tamanho de
um fruto contribui com a propensdo do consumidor a adquiri-lo. Permite, ainda, diferenciar

variedades de uma mesma espécie e caracterizar sua qualidade (MARIANO et al., 2022).
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Os compostos organicos volateis (COVs) ou do inglés volatile organic compounds —
VOCs — possuem carater hidrofobico e baixa massa molecular, com aproximadamente 20
atomos de carbono, tornando-os facilmente aptos a evaporar a temperatura ambiente, a
atravessar membranas celulares e na auséncia de uma barreira de difuséo, serem liberados no
ar ou no solo (SCHENKEL et al., 2015).

No que concerne as classes quimicas, os COVs sdo pertencentes a diferentes classes,
incluindo principalmente compostos de origem terpénica e derivados de &cidos graxos, como
os alcoois, as cetonas, as lactonas, compostos aromaticos e ésteres, que, em combinacGes
minimas, formam o aroma dos alimentos (GARCIA et al., 2019).

Os terpenos compdem um vasto grupo de moléculas organicas, sintetizadas como
metabolitos secundarios, principalmente pelas plantas, protegendo-as dos ataques de agentes
externos por sua ac¢do antimicrobiana. Quando compostos por apenas carbono e hidrogénio séo
quimicamente denominados hidrocarbonetos, mas, se possuirem oxigénio em sua estrutura, Sao
chamados de terpenoides, desempenhando variadas funcbes organicas, tais como: acidos,
alcoois, aldeidos, cetonas, éteres, fenois ou epdxidos terpénicos, e podem ainda ser ciclicos ou
aromaticos (PINHEIRO; TARANTO; TOMAZ, 2018).

Os terpenos séo classificados com base na quantidade de unidades de isopreno em sua
estrutura (CsHsg). Os que possuem duas unidades de isopreno, ou dez carbonos, sdo
denominados monoterpenos (auséncia de oxigénio) ou monoterpenoides (presenca de oxigénio)
(BEZERRA et al., 2019). Os monoterpenos e 0s monoterpenoides apresentam capacidade de
volatilizacdo proeminente, contribuindo relevantemente para o aroma dos produtos naturais,
especialmente de frutas citricas, especiarias, condimentos e ervas aromaticas, caracteristica que
os terpenos com moléculas de tamanho maior ndo possuem (FELIPE; BICAS, 2017).

A determinacdo dos compostos volateis tem sido realizada através da cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). A partir da década de 60, surgiram
técnicas para avaliar a importancia de cada composto volatil no aroma e sabor dos alimentos
(CANUTO; GARRUTI, MAGALHAES, 2011; NASCIMENTO et al., 2018).

Figueiredo, Tocchini e Bordoni (1979) foram o0s pioneiros na pesquisa com sucos
brasileiros, elaborando suco de laranja concentrado e avaliando o perfil de volateis dos sucos
por 180 dias, utilizando a técnica headspace-cromatografia gasosa, e a aceitacdo sensorial dos
produtos. Brealey (1972) e Mirhosseini et al. (2007) quantificaram e qualificaram 0os compostos
organicos volateis presentes na laranja, dentre os quais se destacam o a-Pineno, -Pineno, 3-

Careno, para-Cimeno e D-Limoneno (Figura 3).
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Figura 3 — Estrutura dos compostos organicos volateis presentes na laranja
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Fonte: Adaptado de NIST (2021).

4 PRODUCAO, EXPORTACAO E CONSUMO
4.1 Laranja in natura

A producdo de frutas citricas é considerada uma das mais importantes atividades
comerciais em muitos paises de climas tropicais e subtropicais, como Brasil, india e China, que
atualmente sdo os principais paises produtores de citros no mundo (SDIRI et al., 2020).

O Brasil lidera o ranking da producdo mundial de laranjas, segundo dados da
Organizacdo das NacOes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (Food and Agriculture
Organization - FAO). A laranja permanece na 62 posi¢cdo das dez melhores commodities do pais
(Figura 4), com producdo de 16.707.897 toneladas em 2020 (Ultima atualizagdo) (FAO, 2021).

Figura 4 — Top 10 da produgéo em toneladas de commodities no Brasil em 2020

= Cana de agucar = Soja

Milho = | eite fresco
= Mandioca = Laranja
= Frango = Arroz
Carne = Arroz em casca

Fonte: Adaptado de FAOSTAT (2021).
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Dados da pesquisa da Producdo Agricola Municipal (PAM), divulgados pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em 2020, no Brasil, 574.563 hectares de laranja
foram plantados, com 572.698 hectares de area colhida. O pais produziu 16.707.897 toneladas,
com rendimento médio de 29.174 kg por hectare, e valor de producdo de R$ 10.898.251,00,
participando com 2,3% no total do valor da producéo dos principais produtos da agricultura
nacional, ocupando a quarta posic¢ao dos principais produtos da regido Sudeste (IBGE, 2020).

Em relacdo a exportacédo no Brasil, de julho de 2021 a janeiro de 2022, um total de 8,0
milhGes de toneladas de laranja in natura foram exportadas no pais, segundo relatério “Citrus:
World Markets and Trade”, divulgado pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(United States Department of Agriculture — USDA) em janeiro de 2022. O Brasil apresentou
um consumo de 4,749 milhdes de toneladas de laranjas, reportando-se ainda que 30,259 milhdes

de toneladas de laranja foram consumidas em todo mundo no mesmo periodo (USDA, 2022).

4.2 Suco de laranja concentrado congelado

O Brasil continua sendo o0 maior produtor e maior exportador mundial de suco de laranja
concentrado congelado (65 °Brix) (frozen concentrated orange juice — FCOJ) (FAO, 2021). Na
Figura 5, demonstra-se a producdo de suco de laranja em toneladas no periodo de 2003 a 2021,
divulgada pela Associacdo Nacional dos Exportadores de Sucos Citricos, com producao
estimada de 865.767 toneladas de suco de laranja na safra 2021/2022 (CITRUSBR, 2022).

Figura 5 — Producdo de suco de laranja em toneladas no periodo de 2003 a 2021
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Fonte: Adaptado de CitrusBR (2022). *Sujeito a atualizaco.
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Dados do Anuério Brasileiro de Horti&Fruti 2021 indicam que a produgdo do suco de
laranja no principal cinturdo citricola brasileiro (S&o Paulo e o Tridngulo/Sudoeste Mineiro) foi
estimada em 817.744 toneladas na safra 2020/21, reducdo de 32% em relacdo ao periodo
anterior, associada ao ciclo de bienalidade negativa, ou seja, ano de safra pequena e de escassez
hidrica enfrentada pelo cinturdo em 2020 (KIST; CARVALHO; BELING, 2021).

Em relacdo a exportacdo, o Brasil deve ser responsavel por trés quartos das exportacoes
globais no periodo 2021/22. No periodo de julho de 2021 a janeiro de 2022, o0 pais exportou
1,000 milh&o de toneladas de suco de laranja concentrado congelado, a Europa continua sendo
o principal destino. No mesmo periodo, no Brasil, houve um consumo de 75.000 toneladas do
suco de laranja, e mundialmente de 1,699 milhdes de toneladas (USDA, 2022).

5 A LARANJA ‘DE RUSSAS’

Acredita-se que, em meados de 1930, a laranja ‘de Russas’ (Figura 6) tenha chegado a
regido do Vale do Jaguaribe através dos jesuitas portugueses, ao introduzir as sementes, sendo
desde entdo cultivadas sob a forma de pés-francos (propagadas por sementes), despertando o
interesse de agricultores, pesquisadores e comerciantes da regido (PASSOS et al., 2013).

Figura 6 — Laranjeira ‘de Russas’ (
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Ao utilizar as sementes da laranja ‘de Russas’ que possuiam caracteristicas mais
desejaveis, os pequenos agricultores conseguiram selecionar mutacdes que agradassem o
paladar dos consumidores de frutas citricas da regido do Vale do Jaguaribe. Até metade da
década de 90, essa laranja era a mais preferida na capital cearense, atualmente € desconhecida
pela maior parcela dos atacadistas que operam na Central de Abastecimento de Fortaleza-CE
(Ceasa) (PASSOS et al., 2020; SOMBRA et al., 2019).
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5.1 Caracteristicas botanicas

A laranja ‘de Russas’ é uma variedade da laranja doce (Citrus sinensis (L.) Osbeck). A
planta adulta é enxertada no citrumelo ‘Swingle’, sua copa é arredondada, de porte médio,
possui de 3,4 a 4,0 metros de altura, didmetro variando de 2,7 a 3,5 metros, aos sete anos. Sua
folha é grande, de tonalidade verde claro e limbo recurvado; o fruto possui formato cilindrico,
tamanho médio a grande, variando de 190 a 270 g; a casca é lisa ou rugosa, predominantemente
verde e com polpa alaranjada; o nimero de sementes por fruto varia de 2 a 18. Os clones BRS

‘Russas 01’ e BRS ‘Russas 02’ possuem poucas sementes (0 a 6), sendo considerados seedless

(sem sementes) (Figura 7) (PASSOS et al., 2013; SOMBRA et al., 2016).

Figura 7 — Polpa de clones da laranjeira ‘de Russas’
BRS ‘Russas 01’ BRS ‘Russas 02’

Fonte: Elaborada pela autora.

Possui acidez total entre 0,6 e 0,9%, sélidos solUveis totais de 6,6 a 8,4 °Brix e a relacdo
solidos solUveis/acidez titulavel (Ratio) variando de 7,6 a 15,2. Com floracdo principalmente
no més de setembro e maturagdo em meia-estacdo (maio e junho), sua produtividade varia de
40 a 60 toneladas por hectare (SOMBRA et al., 2018a; SOMBRA et al., 2018b).

5.2 Propagacao

Os plantios da laranjeira ‘de Russas’ ainda sdo realizados com mudas ndo enxertadas
(plantas de pé-franco), sem poda de formagdo que provocam atraso no desenvolvimento,
expandem o porte da planta e a torna mais vulneravel a doencas, como maior exemplo, a
podriddo ou gomose (PASSOS et al., 2020; SOMBRA et al., 2016).
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Embora as regides do Vale do Jaguaribe e do Litoral Leste do Cearé detenham condi¢oes
climéticas favoraveis e recursos hidricos disponiveis, o cinturdo de laranjais do estado esta
centralizado na laranja ‘de Russas’, que ¢ suscetivel a gomose de Phytophthora (Figura 8), uma

das principais doencas da citricultura brasileira (SOMBRA et al., 2019).

Figura 8 — Lar‘an'eira ‘de,Rl_lssas’ com gomose de Phytophthora
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Fonte: Passos et al. (2020).

Para colaborar com a valorizagdo da citricultura cearense, a Embrapa Mandioca e
Fruticultura de Cruz das Almas (BA) desenvolveu o Projeto Revitalizacdo da Citricultura no
Vale do Jaguaribe, com o apoio do Banco do Nordeste e do Instituto Federal de Educacéo,
Ciéncia e Tecnologia do Ceara Campus Limoeiro do Norte, introduzindo variedades adaptadas
a regido, incluindo a laranja ‘de Russas’, e avaliando diferentes porta-enxertos sob manejos
distintos (PASSOS et al., 2020).

Dentre as formas de propagacdo vegetativas (isenta de sementes), a enxertia é a mais
utilizada, combina um enxerto e um porta-enxerto, unindo as duas partes para formar uma nova
planta com caracteristicas comuns. A enxertia ja é conhecida, desde o século V, mas, apenas
com o surgimento da gomose na ilha dos Agores, em 1842, houve mudanca da citricultura de
pés-francos para a enxertia (BUZAGLO, 2021).

AMARAL, S. M. B. (2022)



Capitulo 2 - Referencial Teorico 33

O objetivo da enxertia é conquistar cultivares mais produtivas, frutas com poucas
sementes e maior teor de suco, coloragdo atraente, equilibrio entre o teor de aglcar e o de acidez,
exercendo influéncia direta na produtividade e na qualidade dos frutos (CRASQUE et al.,
2020). Os primeiros porta-enxertos utilizados na citricultura foram as laranjas doces, que nao
toleram a seca e sdo altamente suscetiveis a gomose. A espécie mais utilizada como porta-
enxerto na citricultura brasileira, desde 1960, ¢ o limoeiro ‘Cravo’ (Citrus limonia Osbeck)

(Figura 9), diante da sua tolerancia a seca e a doenca tristeza dos citros (COSTA et al., 2021).

Figura 9 — Lim&o cravo
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5.3 Produgdo organica e agricultura familiar

Entre os anos 1925 e 1930, na india, a agricultura organica foi idealizada por Albert
Howard, originando-se como um meio alternativo de producdo. Era o oposto a producédo
convencional que crescia celeremente pelo mundo, sobretudo nos Estados Unidos e na Europa,
destacando a grande relevancia da matéria orgénica no sistema produtivo. Seu aspecto
primordial é o ndo uso de agrotéxicos, adubos quimicos ou substancias sintéticas que
prejudiquem o meio ambiente. Considera-se producdo organica, a utilizacdo, de forma racional,
do solo, da &gua, do ar e dos demais recursos naturais (SOUSA; CAJU; OLIVEIRA, 2016).

A producdo de alimentos organicos e sua busca pelos consumidores tém apresentado
rapido crescimento nos Ultimos anos, em especial, no Brasil. Esse aumento esta associado, a
principio, a rejeicdo ao modelo convencional, o qual, cada vez mais, utiliza fertilizantes e
agrotoxicos, que afetam diretamente a salde do consumidor; a constante procura de novas
formas de consumir esses alimentos; e, por ultimo, ao avan¢o da pesquisa cientifica por
ferramentas e recursos inovadores para utilizacdo na produtividade organica (LOURENCO;
SCHNEIDER; GAZOLLA, 2017; MAAS et al., 2018).
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A despeito do consumidor expressar receio em adquirir um produto por falta de
comprovacao de que é proveniente de cultivo organico, varios paises adotaram sistemas de
certificacdo organica. Instituicdes acreditadas pelos 6rgaos reguladores, avaliam se o produto é
de fato organico, concedendo certificados de conformidade e autorizacédo para o uso de selos,
contribuindo com a identificacdo dos produtos regulamentados (MARTINELLI, 2019).

Entre as principais empresas de certificacdo brasileiras, encontram-se: AAO
(Associacdo de Agricultura Organica), ABIO (Associacdo de Agricultores Biologicos do Rio
de Janeiro), Fundacdo Mokiti Okada, Coolméia, Ecocert, TECPAR (Instituto de Tecnologia do
Parand), IMO Control do Brasil e IBD (Instituto Biodindmico), esse Gltimo € considerado a
maior certificadora de produtos organicos e sustentaveis da América Latina. Para avaliacdo da
conformidade, essas certificadoras cumprem procedimentos e critérios internacionais, além dos
requisitos técnicos estabelecidos pela legislacédo brasileira (MORAES; OLIVEIRA, 2017).

Em 1995, o IBD foi acreditado junto a Federagdo Internacional dos Movimentos de
Agricultura Organica (International Federation of Organic Agriculture Movements — IFOAM).
Em 1999, adquiriu acreditacdo junto ao Servigo Internacional de Acreditacdo Organica e ao
mercado europeu; em 2002, foi acreditada ao mercado americano, e, em 2010, recebeu
acreditacdo do MAPA (IBD, 2021).

No Brasil, em 2003, a Lei 10.831, estabeleceu o0 que é um sistema de producgdo organica
e definiu suas finalidades (BRASIL, 2003b). Em 2007, a producdo e comercializagdo de
produtos organicos foi regulamentada pelo Decreto n® 6.323 (BRASIL, 2007). Em 2014, a
Instrucdo Normativa n° 18 estabeleceu o selo Unico do Sistema Brasileiro de Avaliacdo da
Conformidade Orgéanica, o SisOrg (BRASIL, 2014). Existem ainda os selos norte-americano,
europeu, japonés, suico, chinés, canadense, entre outros, variando conforme as normas de

certificacdo de origem do produto (Figura 10).

Figura 10 — Selos de garantia da qualidade do produto organico
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Fonte: Adaptado de IBD (2021).
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Além dos selos citados, existe o Fair for Life, programa de certificacdo que concilia
organicos e a certificacdo de comércio justo. Criado em 2006 pela Bio-Fundagdo Suica em
cooperacdo com o Grupo IMO e entregue ao grupo Ecocert em 2014, é também responséavel
por toda documentacéo da cadeia de abastecimento (KEMPER; PARTZSCH, 2019).

Atualmente, no Brasil, existem trés formas de obter a certificacdo de garantia de
qualidade de um produto organico: 1. contratacdo de Auditoria; 2. ligacdo a um Sistema
Participativo de Garantia, 3. formacdo de uma Organizacdo de Controle Social. O selo deve
constar nos produtos certificados segundo instru¢ées do manual de aplicacdo (BRASIL, 2021).

Segundo o anuério estatistico The World of Organic Agriculture, divulgado pelo
Instituto de Pesquisa em Agricultura Orgénica (Research Institute of Organic Agriculture —
FiBL) e pelo IFOAM, em 2019, 3,1 milhdes de produtores organicos foram registrados em todo
0 mundo, e o mercado mundial de alimentos organicos alcangou 106 bilhdes de euros, na
lideranca, os Estados Unidos, seguido da Alemanha e da Franca (FiBL; IFOAM, 2021).

De acordo com o Instituto de Pesquisa Econdmica Aplicada (IPEA), entre os anos 2010
e 2018, houve um aumento médio anual de 19% de unidades de producdo organica, e de quase
17%, no numero de produtores organicos registrados no MAPA. A maioria destas unidades esta
concentrada na Regido Nordeste (com destaque para a divisa entre Bahia, Pernambuco, Piaui e
Ceard), na Regido Sul e em parte dos estados de Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Espirito Santo
(IPEA, 2020).

Dados do Cadastro Nacional de Produtores Organicos (CNPO) do Ministério da
Agricultura (MAPA) demonstram que o Brasil possui, até o dia 10 de fevereiro 2022, mais de
25.000 produtores organicos cadastrados, respondendo de forma significativa aos 19.978
cadastros no ano de 2019. O Ceard, especificamente, possui 1.062 produtores organicos
cadastrados, representando um aumento superior a 58% em relacdo a 2019, que possuia apenas
616 registros (BRASIL, 2022).

Os indices supracitados podem ser justificados pela crescente busca dos consumidores
por alimentos organicos, servindo de incentivo para os agricultores familiares, que comegaram
a demonstrar interesse pela migragcdo da produgdo convencional para a organica, e 0s que ja
haviam aderido ao novo sistema foram impulsionados a aumentar sua produtividade, elevando
a lucratividade, melhorando a qualidade na oferta dos seus produtos, com carater sustentavel e
posicionando-se, de forma mais expressiva, no mercado organico. Embora seja conhecida a
importancia da agricultura familiar para o desenvolvimento agricola, em especial na area rural,

ainda existem obstaculos e desafios associados a este modelo (DUARTE et al., 2020).
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Alguns exemplos dessas divergéncias sdo necessarios destacar, como: entraves para
aumentar a producdo alimenticia, alto indice de desmatamento das areas agricultaveis,
insuficiéncia e ineficiéncia da reforma agréaria, divergéncias tecnoldgicas, instabilidade na
assisténcia técnica e extensdo rural, financiamentos agricolas escassos (PAULA,;
KAMIMURA,; SILVA, 2014; PINHO et al., 2015).

No Ceara, por exemplo, o cultivo da laranja ‘de Russas’ desenvolve-se basicamente em
pequenas propriedades, com integracdo da agricultura e pecuaria, comandadas pela agricultura
familiar (SOMBRA et al., 2016). Um estudo realizado demonstra que, embora a citricultura do
Ceara seja um caminho viavel para a estabilidade socioecondémica desses agricultores, estes ndo
tém alcance a linha de crédito rural, possuindo renda mensal baixa, de até trés salarios minimos
por més (SOMBRA et al., 2018a).

Em vista disso, faz-se necessaria a disseminacao dessas informacGes aos agricultores
familiares, para que percebam a importancia da atividade agricola que desenvolvem para a
sociedade, bem como, para 0 meio ambiente (SOUSA; MELO; SOUSA, 2017).

5.4 Indicacdo Geogréfica

O cultivo da laranja ‘de Russas’ apresenta como caracteristica historica a propagac¢ao
por sementes que foram selecionadas de forma empirica em pequenas e médias propriedades
da agricultura familiar na regido do municipio de Russas, 0 que ocasionou assim sua
denominacdo (PASSOS et al., 2020).

A Portaria n° 527 do MAPA (BRASIL, 1998) instituiu o Registro Nacional de
Cultivares (RNC), objetivando a organizacdo, a sistematizacdo e o controle da producédo e da
comercializacdo de sementes e mudas. O RNC € regido pela Lei n° 10.711 (BRASIL, 2003a) e
regulamentado pelo Decreto n° 10.586 (BRASIL, 2020). Os oito clones (BRS ‘Russas 01’ a
‘08’) do cultivo da laranja ‘de Russas’ foram registrados pela Embrapa, o clone BRS ‘Russas
03’ sendo registrado com data de 2011; e os demais, em 2013 (SRNC, CGSM, DSV, DAS,
MAPA, 2021).

A Lein®9.456 (BRASIL, 1997b) instituiu a Protecdo de Cultivares, que é regulamentada
pelo Decreto n° 2.366, de 5 de novembro de 1997 (BRASIL, 1997a), no ambito do MAPA,
responsavel pelos registros através do Servigo Nacional de Protecdo de Cultivares (SNPC). A

variedade laranja ‘de Russas’ ainda nao possui registro no SNPC.

AMARAL, S. M. B. (2022)



Capitulo 2 - Referencial Teorico 37

Conforme estabelecido pela Lei de Propriedade Industrial n° 9.279, as indicagdes
geogréficas (IG) sdo divididas em duas modalidades: indicacdo de procedéncia (IP) e
denominacdo de origem (DO). A indicacéo de procedéncia consiste no nome geografico que se
tornou conhecido como centro de extracdo, producao ou fabricacdo de determinado produto ou
prestacdo de determinado servico; e a denominacao de origem consiste no nome geogréfico que
designe produto ou servi¢o cujas qualidades ou caracteristicas se devam exclusiva ou
essencialmente ao meio geogréafico, incluidos fatores naturais e humanos (BRASIL, 1996).

As indicacdes geograficas sao conhecidas como ferramentas coletivas de valorizagéo de
produtos tradicionais vinculados a determinados territérios. Sdo registradas pelo Instituto
Nacional de Propriedade Intelectual (INPI), esbocam uma imagem associada a qualidade, a
reputacdo e a identidade do produto ou do servico. Assim, 0 registro pode conferir maior
competitividade nos mercados nacional e internacional, melhorando a comercializacdo dos
produtos ou a oferta dos servigos, ajuda a evitar o uso indevido por produtores instalados fora
da regido geogréfica demarcada, possibilitando uma organizacdo produtiva e a promocao
turistica e cultural da regido (GIESBRECHT; ALMEIDA DE MINAS, 2016).

Dados do INPI revelam que, até 0 momento, ainda néo foi concedida nenhuma indicacédo
geogréfica para laranja no Brasil, apenas um pedido existente de denominacdo de origem para
as laranjas da espécie Citrus sinensis, apresentadas em frutos de mesa e suco de laranja da
Regido de Tangua (RJ), requerido pela Associacdo dos Citricultores e Produtores Rurais de
Tangua e depositado em 11 de novembro de 2020 (INPI, 2022).

Dada sua producdo caracteristica, outro fato que pode ser considerado em relacdo ao
cultivo da laranja ‘de Russas’ seria o estabelecimento de uma protecao legal vinculando essa
origem com uma indicacdo de procedéncia ou denominagdo de origem, por ser encontrada
unicamente nesta regido, no interior do estado cearense. Essa variedade ja possui caracteristicas
préprias de qualidade que atraem a preferéncia do consumidor, estando vinculadas
essencialmente a sua origem geogréfica, sendo, portanto, susceptivel de protecdo legal contra
uso de terceiros, em termos de propriedade industrial (SOMBRA et al., 2019).

A indicacdo geogréfica possibilita vantagens aos produtores, & regido e aos
consumidores. Os beneficios conhecidos sdo: agregacdo de valor ao produto registrado;
valorizagéo das propriedades; incorporacao de inovacao e tecnologias; aumento da confianca e
autoestima dos produtores e da populacdo local; apoio do setor pablico e privado; apoio das
Universidades e Instituicdes de pesquisa; geragdo de novos empregos; desenvolvimento da
regido e abertura de novos mercados (MAUES, 2020; SANTOS et al., 2017).
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6 TECNICAS CROMATOGRAFICAS
6.1 Definicéo e origem

A cromatografia, derivada das palavras gregas ypmpo: chroma, que significa cor, e
ypaeewv: grafein, que significa escrita, € um método de analise fisico-quimico, amplamente
utilizado na separacdo de constituintes quimicos, identificando-os (analise qualitativa) e
quantificando-os (anélise quantitativa) (COLLINS, 2009; PERES, 2002).

A cromatografia conceitua-se como um processo fisico de separacdo, em que 0s
componentes se dispdem entre a fase estacionaria e a fase movel. A fase movel é o critério que
classifica a cromatografia, podendo ser um liquido, um gés ou vapor pressurizado. A fase
estaciondria pode ser um sélido ou um liquido, estruturado em base s6lida, e a fase mével deve
carregar, em sua passagem, os constituintes da amostra (HARRIS, 2012).

N&o é recente o conhecimento das técnicas de separacdo cromatograficas, todavia,
Mikhail Semenovich Tswett, botanico russo, foi o primeiro a utilizar o termo, em 1906, através
de dois trabalhos publicados, apresentando uma descri¢do do seu método e os resultados obtidos
com extratos contendo clorofila (TSWETT, 1906a, 1906b).

A partir da década de 30, os achados de Tswett ficaram em evidéncia, e novos estudos
sobre separacdo de pigmentos foram surgindo, utilizando a cromatografia em papel, e em
camada delgada. Nos anos 40, a cromatografia de troca i6nica e a cromatografia de particéo e
coluna foram criadas (MARTIN; SYNGE, 1941).

Dez anos depois, a adsor¢do de gases e a cromatografia de particdo gas-liquido
progrediram. Na década de 60, foi planejada a cromatografia de fluido supercritico, sendo
utilizada alguns anos depois. Nos anos 70, existia a cromatografia liquida e a gasosa,
consideradas bem distintas, enquanto que, nos anos 80, concebeu-se a cromatografia gasosa de
alta resolucdo e a cromatografia liquida de alta eficiéncia, e, na década de 90, ocorreu a
introducdo de sistemas de miniaturizacio a essas técnicas (MUHLEN; LANCAS, 2004).

A partir da década de 60, a cromatografia desenvolveu-se aceleradamente nas areas
quimica, bioldgica, médica e farmacéutica, e foi aplicada também em estudos ambientais.
Desde entdo, os avancos tecnoldgicos contribuiram com a melhoria e o desenvolvimento das
técnicas cromatogréficas, proporcionando maior eficiéncia na separacdo de moléculas com alta
similaridade (NASCIMENTO et al., 2018).
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6.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) do inglés high
performance liquid chromatography (HPLC) vem sendo amplamente usada na area alimenticia,
diante da sua capacidade de analisar uma gama de constituintes, como vitaminas, acidos
organicos, proteinas, acucares, hidratos de carbono, aditivos, entre outros (LANCAS, 2016;
RODRIGUES et al., 2021).

O sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia é composto por um reservatério da
fase movel, sistema de desgaseificacdo (prevencédo de bolhas de ar), sistema de bombeamento,
sistema de injecdo da amostra (manual ou automatica), coluna (fase estacionaria), sistema de
deteccdo e sistema de controle, de processamento e de registro dos dados (Figura 11) (LOPEZ,
2015).

Figura 11 — Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia
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Fonte: Elaborada pela autora.

A expressiva utilizacdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia em analises de acidos
organicos é consequéncia de sua simplicidade, rapidez e estabilidade analitica (BAIERLE et
al., 2012; SANTOS; SANTOS; AZEVEDO, 2014). Qutras técnicas ja foram empregadas, como
espectrofotometria molecular, eletroforese capilar e cromatografia gasosa, contudo a CLAE
necessita de menores especificidades na etapa de preparo da amostra, e opera com inimeras
fases estacionarias e com Varios detectores, proporcionando obter resultados com mais
agilidade e precisdo (NAVARRO; GIRALDO, 2018).
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Inimeros detectores tém sido projetados com base em diferentes conceitos de deteccao,
com objetivo de ampliar a detecgdo dos analitos presentes em uma amostra, apos a separacao
cromatografica (PRATHAP et al., 2013). Apesar disso, para a determinacdo de acidos
organicos, os mais utilizados sdo: detector ultravioleta (UV), detector de arranjo de diodos
(DAD) e espectrometria de massas (EM) (NARDINI, 2019; NAVARRO-PASCUAL-AHUIR
etal., 2017; RODRIGUES et al., 2021; WANG et al., 2018).

6.3 Cromatografia gasosa

Atualmente, a cromatografia gasosa (CG) do inglés gas chromatography (GC) é uma
das técnicas mais utilizadas para substancias volateis, vem sendo aplicada na separacdo e
quantificacdo de inimeros produtos, bem como na deteccdo de compostos, especialmente
quando acoplada a um espectrometro de massa (CG-EM) ou a outro detector qualitativo,
aumentando seu desempenho (SPANIK; MACHYNAKOVA, 2018).

Os principais componentes de um cromatografo gasoso sao cilindro de gas, controlador
de vazdo/pressdo, injecdo da amostra (manual ou automatica), forno, coluna (fase estacionaria),
sistema de deteccéo e o sistema de controle, processamento e registro dos dados (Figura 12)
(COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006; PENTEADO; MAGALHAES; MASINI, 2008).

Figura 12 — Sistema de cromatografia gasosa
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Fonte: Elaborada pela autora.

Aliada ao progresso no desenvolvimento de colunas capilares, a CG vem despertando
maior interesse, visto que a eficiéncia de separacdo foi melhorada, possibilitando ainda a
criacdo de novas fases estacionarias, mais sensiveis e termorresistentes. Esta fundamentada,
especialmente, na volatilizagcdo da amostra ap0s inje¢do no sistema, em seguida, ha a separagdo
dos constituintes do analito, com base na distribui¢do e na interacdo da fase movel (gés) com a

fase estacionéria, ocasionando a identificacdo de cada composto (FERNANDES, 2013).
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Apesar dos avancos associados as técnicas cromatogréficas gasosas, a etapa do preparo
de amostra demanda em torno de 80% do tempo gasto em uma analise, sendo considerada uma
das mais importantes, visto que a obtencdo de uma amostra sem interferentes aumenta a
sensibilidade e a seletividade do método analitico (TOFFOLI; LANCAS, 2015). Em vista disso,
a técnica de preparo de amostra mais utilizada para anélise de compostos volateis em um
produto é a microextracdo em fase sélida (solid phase microextration) no modo headspace (HS-
SPME) (ASSUNCAO et al., 2020).

A microextracdo em fase solida foi desenvolvida em 1990 por Arthur e Pawlizyn,
consiste na extracdo e pré-concentracdo dos analitos em microescalas (Figura 13), havendo o
equilibrio entre as fases aquosa da amostra, a fase polimérica da fibra SPME e a fase gasosa do
headspace do frasco (ARTHUR; PAWLISZYN, 1990).

Figura 13 — Técnica de microextracdo em fase sé6lida no modo headspace e inje¢do da amostra
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Fonte: Elaborada pela autora.

A primeira vantagem dessa técnica de extracdo € seu baixo custo, seguida da
simplicidade analitica, da inexisténcia de solventes e de sua elevada capacidade de adsorver
distintas classes de compostos decorrentes dos diferentes tipos de revestimentos das fibras
SPME (SILVA et al., 2019).

A combinacéo da técnica de microextragdo em fase sélida com a cromatografia gasosa
acoplada ao espectrdmetro de massas tem demonstrado eficiéncia em capturar os analitos e
identificar o maior nimero possivel de compostos volateis. E amplamente usada na éarea
alimenticia, visto que a espectrometria de massas revela as formulas moleculares desses

compostos, que conferem aroma e sabor aos alimentos (RONDAN-SANABRIA et al., 2019).
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CAPITULO 3

SUCO INTEGRAL DA LARANJEIRA ‘DE RUSSAS’:
CARACTERIZACAO E ESTABILIDADE

1 INTRODUGAO

A laranja ‘de Russas’ representa, atualmente, um exemplo expressivo de agricultura
familiar no interior do Ceard (PASSOS et al., 2020). A citricultura desenvolvida por
agricultores familiares do estado distingue-se das demais pela alta diferenciacéo de cultivares,
pela copa e pelo porta-enxerto utilizados, pelas atividades simultaneas ao cultivo de citros numa
mesma propriedade e pela baixa incidéncia de pragas e doencas chaves (SOMBRA et al., 2016).

O Nucleo de Pesquisa em Citros do Instituto Federal do Ceara Campus Limoeiro do
Norte classifica 0 manejo das propriedades citricolas localizados nas zonas rurais dos
municipios de Limoeiro do Norte, Quixeré e Russas como convencional, organico ou
agroecoldgico, com algumas propriedades apresentando maior predisposi¢do para a producdo
organica, necessitando apenas de orientacdes técnicas, visto que 50% dos pomares nao
utilizavam agrotoxicos ou fertilizantes (SOMBRA et al., 2018a).

Constata-se que o cultivo organico ¢ mais uma maneira de preservar a agricultura
familiar no semiarido cearense, reduzindo a fome e a desigualdade social, contribuindo com a
expansdo da citricultura no estado e com valorizacdo da variedade tradicional de laranja doce,
a laranja ‘de Russas’ (SILVA,; SILVA, 2016; SOMBRA et al., 2019).

Ademais, visando atender as exigéncias do mercado consumidor de citricos e de seus
derivados, percebe-se ndo s6 a necessidade de estudos que verifiguem as diferencas
(estabilidade, composi¢cdo) dentre os clones da laranja ‘de Russas’ quando submetidos a
elaboracédo de produtos, mas também a difusdo das informacOes para a academia e a industria,
tendo em vista que apenas as suas caracteristicas fisico-quimicas foram avaliadas (SOMBRA
et al., 2018b).

Face ao exposto, o objetivo desse estudo foi elaborar suco integral dos clones da
laranjeira ‘de Russas’ (BRS ‘Russas 01’ e BRS ‘Russas 02’) com certificacdo organica e
analisar suas caracteristicas de qualidade, correlacionando os resultados obtidos ao potencial

para obtencgéo de suco integral.
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2 MATERIAL E METODOS
A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Fisico-Quimica de Alimentos (LFQA) e
no Laboratério de Quimica Instrumental (LQI) do Nucleo de Tecnologia e Qualidade Industrial

do Ceard (NUTEC), localizado em Fortaleza-Ceara.

2.1 Obtenc¢ao das laranjas ‘de Russas’

Os frutos da laranjeira ‘de Russas’ pertencentes aos clones BRS ‘Russas 01’ e BRS
‘Russas 02’ (Figura 14), cultivados sob porta-enxerto limoeiro ‘Cravo’, em sistema de irrigagao
por micro aspersdo, com espagamento de 5 x 5m em fileiras duplas, foram adquiridos mediante
parceria com agricultor familiar do Sitio Pocinhos, zona rural do municipio de Limoeiro do
Norte-CE, localizado a 5° 4’50 46 S de latitude, 38° 2’8 45” O de longitude a 21 metros de
altitude em relacdo ao nivel do mar.

O clima da regido ¢ BSw’h’, de acordo com a classificagdo de Koppen, e caracterizado
como quente e semiarido. Entre o periodo de agosto de 2020 a junho de 2021 apresentou
pluviosidade média de 55,02 mm, temperatura média de 27,1° C e umidade média de 786 mm
(Estacdo Meteoroldgica da Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensdo — UEPE/IFCE-LN - 5°10°
55 S; 38° 00” 45” WGr e 144,5 m).

Figura 14 — Frutos de clones da laranja ‘de Russas’
BRS ‘Russas 01’ BRS ‘Russas 02’

Fonte: Elaborada pela autora.

A colheita foi realizada de forma manual, os frutos foram selecionados ainda no campo
(julho de 2021), em completa maturacdo de acordo com a coloragéo externa, forma arredondada

e tamanho médio.
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Foi utilizado o delineamento em blocos casualizados nos quais os tratamentos foram
compostos pelos clones BRS ‘Russas 01’ ¢ BRS ‘Russas 02’ com 4 repetigdes de 5 frutos por
unidades experimentais (parcela), compreendendo 20 frutos de cada clone.

Foram excluidos os frutos imaturos, com defeitos de casca, de formato, de campo, danos
mecanicos, danos associados a ferimentos e/ou as injdrias pos-colheita, ataques de doencas e
pragas e/ou estadio de maturacdo avangado. Foram acondicionados em sacos plasticos e
conduzidas ao laboratorio dentro de bolsas térmicas.

As laranjas possuem selo de qualidade orgénica (brasileiro, americano e europeu)
certificados pelo Instituto Biodindmico (CE 154) e o selo de comércio justo (Fair for Life)

acompanhado pela empresa Nat’Organico.

2.2 Processamento do suco integral da laranja ‘de Russas’

O suco integral de laranja dos clones BRS ‘Russas 01° ¢ BRS ‘Russas 02’ foi obtido
utilizando a metodologia adaptada de Marques (2019) e compreendeu as etapas de colheita,
recepcdo, selecdo, pesagem, lavagem, sanitizacdo, corte, extracdo manual e filtracdo (Figura
15).

Figura 15 — Fluxograma das etapas de obtencdo do suco integral da laranja ‘de Russas’

Recepcéo e
selecao

Lavagem e

Colheita sanitizacdo

Pesagem

Extracdo manual
e filtracdo

Suco integral

Fonte: Elaborada pela autora.
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2.3 Anélises fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas do suco foram realizadas utilizando a metodologia oficial
de anélise (Official Methods of Analysis) da Associacdo dos Quimicos Analiticos Oficiais
(Association of Official Analytical Chemists — AOAC, 2016b). O pH foi medido em solugdes
aquosas a 10% (p/v) das amostras em pHmetro (OHAUS®, EUA, Starter 2100 Bench) (método
981.12). Os sdlidos soltveis foram mensurados por leitura direta em refratdmetro analdgico de
bancada (A. Kriiss Optronic, ALE), com escala de 0 a 95 °Brix, precisdo de 0,1 °Brix, a 20 °C
(método 932.12). Determinou-se a acidez titulavel por titulacdo com hidréxido de sodio 0,1 N
(Sigma-Aldrich®, EUA) com os resultados expressos em ¢.100 g* de acido citrico (método

942.15). O Ratio foi calculado com base na relacdo entre os solidos solUveis e a acidez titulavel.

2.4 Analise de acidos organicos

A analise dos &cidos organicos foi realizada seguindo a metodologia adaptada de
Scherer et al. (2012). A estabilidade do &cido ascorbico foi determinada por meio da
cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE em intervalos de tempo contados em unidades
de dias, sendo 0, o dia da obtencéo do suco, e 1, 2 e 3 os dias de armazenamento sob refrigeracédo
(4 °C), seguindo a recomendacdo da Resolu¢édo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 216 (BRASIL,
2004), que o alimento, nestas condi¢es de armazenamento, seja consumido dentro de cinco
dias, no méaximo. O &cido citrico foi quantificado no dia da elaboracéo do suco.

A determinacdo dos &cidos foi realizada em cromatografo liquido de alta eficiéncia,
equipado com sistema binario de bombeamento (Gilson®, EUA, modelo 321), coluna de fase
reversa C18 (Hichrom®, RU, 15 cm de comprimento x 4,6 mm de didmetro x 5 um de particula),
detector Ultravioleta-Visivel (UV-VIS) (Gilson®, EUA, modelo 152), injetor automatico com
loop de 20 ul (Gilson®, EUA, modelo 234), desgaseificador (Gilson®, EUA, modelo 864) e

sistema de analise e processamento de dados (Gilson®, EUA, Software Unipoint 3.0).

2.4.1 Preparacao da solucdo da fase movel

A fase movel utilizada foi composta por uma solucdo tampéo de fosfato monopotéssio
(KH2PO4) 0,2 M (BCBD5129) (Sigma-Aldrich®, EUA) com ajuste de pH para 2,4. Para o
preparo, pesou-se 27,2 g de KH2PO4 em béquer de 100 mL, em seguida transferiu-se para um
béquer de 1000 mL, diluindo em 950 mL de &gua Milli-Q® (Millipore®, EUA). Apos

homogeneizagéo, o pH foi ajustado para 2,4 com acido fosforico (HsPO4) (Sigma-Aldrich®,
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EUA) e o volume foi ajustado em baldo volumétrico (1000 mL). A fase movel foi filtrada em
sistema completo de filtragio a vacuo com membrana de 0,45 pm de porosidade (Millipore®,
EUA), acondicionada em frasco de vidro, e em seguida desgaseificada em sonicador (Branson®,

EUA, 2800-MH Ultrasonic Cleaner) para completa remocéo dos gases dissolvidos na solucéo.

2.4.2 Preparacdo das solucdes padrdo e obtencao das curvas de calibracéo

A segunda etapa da analise consiste na preparacdo das solucbes mée dos padroes
analiticos de &cido ascorbico 99% (BCCF4919) e acido citrico 99,5% (BCCD1540) (Sigma-
Aldrich®, EUA) com concentracio de 1000 mg.L™, diluindo 0,1000 g do 4cido em 100 mL de
agua Milli-Q® (Millipore®, EUA). Posteriormente, a partir da solucdo mae, fizeram-se as
diluicBes necessarias para chegar as concentracdes desejadas (100, 250, 500 e 750 mg.L™?). O
preparo das curvas de calibracédo foi realizado ao abrigo da luz.

Ap0Gs o preparo, as solucdes padrdo foram filtradas em membrana Millex (Millipore®,
Brasil, 0,45 um de porosidade, 13 mm), para remog¢ao de todas as impurezas. Em seguida, foram
transferidas para os vials do injetor automatico, realizando, entdo, a quantificagdo instrumental

por CLAE-UV, obtendo-se as curvas de calibracdo dos padrdes (Figura 16).

Figura 16 — Curvas de calibracdo dos padrdes - acido ascorbico (A) e cido citrico (B)
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000000 <y =1387,6x- 83783
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Fonte: Elaborada pela autora.

2.4.3 Validacdo do método para o &cido ascorbico por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com Detecgdo Ultravioleta (CLAE-UV)

A validacgdo analitica foi realizada através dos parametros: seletividade, linearidade,
precisdo, exatidao, limites de deteccdo e quantificacdo, e as medigdes foram efetuadas em
triplicata (AOAC, 2016a; BRASIL, 2017; INMETRO, 2020; RIBANI et al., 2004).
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2.4.3.1 Seletividade

A seletividade do método foi observada através da sua capacidade de identificar ou
quantificar o analito de interesse sem a interferéncia de outros compostos que poderiam estar

presentes na matriz estudada.

2.4.3.2 Linearidade

A linearidade foi verificada a partir da equacdo de regressdao linear da curva de
calibracdo, construida desde a &rea do pico do composto em estudo versus a concentragdo do
analito, utilizando cinco concentragdes da solucéo padrao.

2.4.3.3 Precisao

A precisdo foi avaliada em termos de repetibilidade (mesmo analista, mesma
instrumentacdo e em Unica corrida), e de precisdo intermediaria (analista e dias diferentes,

mesma instrumentagao). Os resultados foram expressos em coeficiente de variagdo (CV%).

2.4.3.4 Exatidao

A exatidao foi determinada através da recuperagdo do analito pela sua quantificacdo na
matriz em estudo. As amostras foram fortificadas na concentragdo de 250 mg.L™ do padréo de

acido ascorbico. Os resultados foram expressos em porcentagem (%).
2.4.3.5 Limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ)
A sensibilidade do método foi definida através dos limites de deteccdo e de

quantificacdo, baseando-se nos parametros da curva analitica (Equagdes 1 e 2).

LD=3,3x g 1)

LQ=10x g (2)

Nota-se que s € o coeficiente linear da equacéo e que S é o coeficiente angular da curva analitica.
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2.4.4 Preparagao e inje¢do da amostra

Antes da etapa de condicionamento da amostra, ao abrigo da luz, o suco integral de
laranja dos clones BRS ‘Russas 01° ¢ ‘Russas 02’ foi diluido em agua Milli-Q® (Millipore®,
EUA), para quantificacdo do acido ascorbico (1:2) e do acido citrico (1:10), e filtrado em papel
filtro quantitativo faixa preta (Quanty®, ALE, 12,5 cm, 28 pm de porosidade) para remoc&o das
impurezas.

Em seguida, o cartucho de extracdo em fase sdlida (solid phase extraction — SPE)
(Supelco®, EUA, ENVI-18, 6 mL), fase estacionaria C18, foi tratado com 10 mL da solucéo de
Acetonitrila (Sigma-Aldrich®, EUA):Agua Milli-Q® (Millipore®, EUA) (1:1), removeu-se 0
solvente com auxilio de Manifold (Supelco®, EUA) acoplado a bomba a vacuo (Tecnal®, Brasil,
TE-058) ate secar todo cartucho, descartando-se o liquido. Adicionou-se 10 mL da amostra ao
cartucho, logo apos, removeu-se o liquido com Manifold e descartou-se 5 mL. Para um tubo de
ensaio de 10 mL transferiu-se os outros 5 mL, filtrando em membrana Millex (Millipore®,
Brasil, 0,45 um de porosidade, 13 mm), para remocédo das impurezas.

Apds a etapa de condicionamento, as amostras foram dispostas nos vials do injetor
automatico, e analisadas por CLAE-UV, em duplicata, sob as seguintes condi¢des:

e Modo de eluicdo: isocrética;
e Vazdo do fluxo: 0,8 mL.min%;
e Comprimento de onda do detector: 254 nm, na regido do UV, para o &cido ascorbico, e

214 nm na regido do UV, para o &cido citrico;

e Temperatura da coluna: temperatura ambiente;

e Duracdo da corrida: 10 minutos.

2.5 Analise dos compostos orgéanicos volateis (COVs) por Cromatografia Gasosa acoplada
a Espectrometria de Massas (CG-EM)

A analise dos compostos organicos volateis foi realizada por meio da cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), utilizando a metodologia adaptada de
Mirhosseini et al. (2007).

2.5.1 Extracao dos analitos e injecdo no sistema cromatografico
Os analitos foram extraidos apos a elaboracdo do suco, pela técnica de microextragdo

em fase sélida (solid phase microextration) no modo headspace (HS-SPME).
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Em frascos de 40 mL apropriados, adicionaram-se aliquotas de 10 mL do suco e 3 g de
cloreto de sddio, seguida de agitacdo em vortex por 1 minuto e submeteu-se, entdo, a extragdo
em banho termostatico, utilizando fibra para SPME de poliacrilato (Supelco®, EUA, polar, 85
um de espessura de filme), tempo (30 minutos) e temperatura de extracao (65 °C).

Os COVs extraidos foram analisados em um CG-EM (Thermo Scientific™, EUA,
Focus GC, DSQII) equipado com analisador de massas do tipo Quadrupolo e coluna: DB5-ms
(Agilent Technologies J&W®, EUA, 30 m de comprimento x 0,25 mm de didmetro x 0,25 pm
de espessura de filme), sob as seguintes condicdes:

e Modo de injecéo: splitless;
e Programacao de temperatura: temperatura inicial de 60 °C mantida durante 1 minuto e
taxa de 5 °C.mint até 210 °C, depois 15 °C.min! até 300 °C, mantida durante 1 minuto

(total de 38 minutos);

e Temperatura de injecdo: 260 °C;

e Temperatura da fonte de ions de impacto elétrico a 70 eV: 250 °C;
e Temperatura da linha de transferéncia (interface): 300 °C;

e Modo de contagem de ions totais na faixa de 40 a 500 m/z;

e Gas de arraste: Heélio 5.0 (99,999%);

e Vazdo do fluxo: 1,0 mL.min%;

e Sistema de andlise e processamento de dados: Software Xcalibur™ 2.0.7.

2.5.2 ldentificacdo dos compostos volateis

Os compostos volateis majoritarios do suco dos clones BRS ‘Russas 01’ e BRS ‘Russas
02’ da laranjeira ‘de Russas’ foram identificados através da comparagao dos seus espectros de
massa (Anexo) com o0s espectros de massa dos padrdes contidos na biblioteca do Instituto
Nacional de PadrGes e Tecnologia (National Institute of Standards and Technology) (NIST,
2021). Os demais compostos presentes na matriz volatil ndo foram identificados diante da baixa

similaridade com os espectros de massa relacionados na biblioteca.

2.6 Analise estatistica

Os dados das analises estdo apresentados como medias + desvio padrdo. Foram
avaliados por meio da analise de variancia (ANOVA) seguida de teste t de Student a 5% de
significancia. O software utilizado foi o STATISTICA™ versdo 10 (STATSOFT, 2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacao fisico-quimica

Na Tabela 2 encontram-se os resultados das analises de pH, sélidos solUveis, acidez
titulavel (expressa em &cido citrico) e relacdo solidos sollveis/acidez titulavel realizadas no

suco integral de clones BRS ‘Russas 01’ e ‘Russas 02’ da laranjeira ‘de Russas’.

Tabela 2 — Caracterizacéo fisico-quimica do suco integral da laranja ‘de Russas’

Composigao fisico-quimica

Parametros
Suco integral pH Solidos solaveis  Acidez titulavel Relagdo SS/AT
(°Brix) (9.100 g% (Ratio)
‘Russas 01° 4,15a+0,02 10,05a+0,09 0,42a+0,02 23,81a+1,34
‘Russas 02’ 4,06b+0,03 10,73a+0,46 0,40a+0,01 26,72a+1,50
Legislacdo* - Minimo 10 - Minimo 7

Fonte: Dados da pesquisa. Médias + desvio padrdo seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem
significativamente entre si (p > 0,05) pelo teste t de Student. *Instru¢do Normativa n® 37 (BRASIL, 2018).

O pH dos sucos de laranja dos clones estudados, apresentaram média superior a 4,00,
com diferenca significativa entre os clones (Tabela 2). A Instrucdo Normativa (IN) n® 37 do
Ministério da Agricultura (MAPA), que dispde sobre os parametros analiticos de suco e de
polpa de frutas, ndo estabelece o pH para suco de laranja (BRASIL, 2018).

Sombra et al. (2018b) realizaram a caracterizacéo fisico-quimica de frutos da laranjeira
‘de Russas’ pés-francos, na cidade de Limoeiro do Norte (CE), comparando-os com frutos do
clone BRS ‘Russas 02’ enxertada sobre citrandarin San Diego (Citrus sunki Hayata hort. ex
Tanaka x Poncirus trifoliata L. Raf.), obtendo valor médio de pH de 4,40 para o suco de laranja
do clone BRS ‘Russas 02°. Vale ressaltar que os clones aqui analisados foram enxertados sobre
limoeiro ‘Cravo’ (Citrus limonia Osbeck), o que pode influenciar, devido a fatores como
luminosidade, irrigacdo e solo, nas diferencgas de pH, mesmo que sejam da mesma variedade.

Silveira (2019), em seu estudo com sucos e cascas de laranja e limao obtidos no
comércio local de Florianopolis (SC), obteve pH médio de 4,08 para o suco de laranja,

semelhante ao presente estudo.
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Sampaio et al. (2019) analisaram a qualidade de néctares e sucos de laranja
comercializados em Rio Branco (AC), e observaram que o pH dos sucos in natura (4,19-4,26)
foi superior aos valores encontrados nas bebidas industrializadas pasteurizadas (3,48-3,94),
relacionado ao uso de acidulantes no processamento, ocasionando o abaixamento do pH.

Dallago et al. (2020) avaliaram 10 amostras de sucos de laranja artesanais elaborados e
comercializados em estabelecimentos da microrregido de Erechim (RS), com pH variando de
3,07 a 6,37, resultado associado as variedades de laranja utilizadas no processamento. Apenas
uma amostra apresentou pH em torno de 4 (4,24), semelhante ao presente estudo.

Os solidos soluveis dos sucos da laranja ‘de Russas’ apresentaram médias superiores a
10 °Brix (Tabela 2), e ndo foi observada diferenga entre os clones (p > 0,05), atendendo ao
estabelecido pela IN n® 37 do MAPA (BRASIL, 2018) para suco de laranja (minimo 10 °Brix).

Os solidos soluveis sdo considerados um dos principais parametros no monitoramento
e controle de qualidade da etapa de concentragdo de sucos de frutas. Demonstram a presenca
de todos os solidos dissolvidos no alimento, principalmente os agucares, e podem variar
conforme a espécie, a cultivar, o estddio de maturacdo e o clima em que os frutos foram
produzidos. Desse modo, observa-se que o sabor do suco é influenciado pelo teor de solidos
solUveis presentes na matéria-prima (FLAKER, 2018; SAMPAIO et al., 2019).

Sombra et al. (2018b) obtiveram teor médio de 12,02 °Brix para o suco do clone BRS
‘Russas 02’ em seu estudo. Santana et al. (2018), elaboraram blends de suco de laranja
(comercial) em trés diferentes concentracdes de suco de cenoura residual (10, 20 e 30%),
obtidos no municipio de Rio Parnaiba (MG), e observaram que a adi¢do da cenoura influenciou
no teor de solidos sollveis, visto que os tratamentos apresentaram 13 °Brix e o controle foi
inferior a 12 °Brix, resultados superiores ao presente estudo.

Ja Sampaio et al. (2019) observaram que 0s sucos in natura de laranja apresentaram
teores de sélidos sollveis abaixo do exigido pela legislacdo, variando de 5,83 a 6,95 °Brix.
Almeida, Silva e Ferreira (2021), ao elaborarem suco de laranja ‘Pera’ proveniente de Jodo
Pessoa (PB), obtiveram teor médio de sélidos sollveis de 8,51 °Brix, também inferior ao
especificado na legislacdo vigente (BRASIL, 2018).

Essas diferencas nos teores de sélidos solGveis obtidos nos estudos com suco de laranja
supracitados corroboram com Chitarra e Chitarra (2005), que justificam a varia¢do no teor de
solidos soluveis associada a clima, espécies, cultivares, maturacao e posi¢édo do fruto na planta.

A acidez titulavel dos sucos da laranja ‘de Russas’ ndo diferiu significativamente entre

os clones, apresentando valores bastante aproximados (Tabela 2).
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A Instrucdo Normativa n° 37 também ndo estabelece valor para acidez titulavel para
suco de laranja (BRASIL, 2018). Apesar disso, a acidez é uma varidvel importante, pois
proporciona monitorar a qualidade dos frutos atraves da presenca de acidos organicos, assim
como, avaliar a dogura do alimento, seu potencial como conservante, indicador de maturidade
e sobre aceitagéo e preferéncia sensorial (LAURETH; PERES, 2020).

Sombra et al. (2018b) obtiveram 0,46 9.100 g* de acido citrico no suco dos frutos do
clone BRS ‘Russas 02°. Coelho et al. (2019) elaboraram suco de laranja ‘Pera’ cultivada sob
sistema orgénico e convencional em Juazeiro (BA), obtendo 0,61 g.100 g* para o suco organico
e 0,69 9.100 g para o convencional (p > 0,05).

Alguns estudos tém demonstrado que a variacdo na composi¢do quimica de frutas
citricas estd associada a fatores edafoclimaticos, maturacdo e praticas agricolas, até
pertencentes a mesma variedade, intervindo na qualidade e na aceitacéo dos frutos (BELTRAN-
GONZALEZ et al., 2008; LESTER; MANTHEY; BUSLIG, 2007; PEREZ-LOPEZ; LOPEZ-
NICOLAS; CARBONELL-BARRACHINA, 2007). Entretanto, mais estudos s&0 necessarios
para avaliacdo da influéncia do sistema de cultivo, organico e convencional, nas caracteristicas
fisicas, quimicas e sensorias de frutas citricas e seus derivados (PETRY et al., 2015).

Observou-se também que a relacdo solidos soltveis/acidez titulavel (Ratio) dos sucos
de laranja ndo diferiu entre os clones BRS ‘Russas 01’ e BRS ‘Russas 02’ (p > 0,05) (Tabela
2). A legislacdo vigente estabelece valor minimo de 7 para Ratio em suco de laranja (BRASIL,
2018), sendo assim, os sucos elaborados atendem ao especificado, independente do clone.

O Ratio € considerado um excelente indice de maturacéo, pois, com os sélidos soluveis
e o rendimento do suco, é utilizado na determinag&o do ponto de colheita da laranja (ARRUDA
et al., 2011). Em outras palavras, o Ratio é o equilibrio entre o sabor doce ou &cido, ou seja,
entre 0s agucares e 0s acidos organicos presentes na fruta. Quando o teor de acUcares eleva e 0
teor de acidos reduz, o Ratio também aumenta (SAMPAIO et al., 2019).

Desse modo, os resultados desse parametro indicam que o suco de laranja do ‘clone 02’
(26,72) apresenta maior grau de docura que o suco de laranja do ‘clone 01’ (23,81) (Tabela 2).

Sombra et al. (2018b) obtiveram média de 25,98 para 0 Ratio do suco do clone BRS
‘Russas 02’, considerado semelhante ao presente trabalho, assim como o teor de sélidos
sollveis e a acidez titulavel. Sampaio et al. (2019) encontraram nos sucos de laranja in natura
Ratio menor que o presente estudo, variando de 6,88 a 8,34, podendo ser justificada pela

variacdo de solidos soluveis na matéria-prima, diante das diferentes cultivares de laranja.
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Coelho et al. (2019) observaram diferenca significativa para a relacdo sélidos
soluveis/acidez titulavel entre o suco de laranja ‘Pera’ produzida em sistema convencional
(16,35) e organica (18,76). Esses resultados associam-se ao estudo em questdo, visto que 0s
clones das laranjas ‘de Russas’ estudados sdao cultivados em sistema organico e apresentaram
alta relagdo SS/AT. Além disso, ha maior concentracdo de agUcares presentes na laranja de

‘Russas’, frente aos frutos de outras variedades de laranja doce.

3.2 Quantificacdo do &cido citrico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com
Deteccéo Ultravioleta (CLAE-UV)

O écido citrico foi quantificado, também, por cromatografia liquida de alta eficiéncia
com deteccdo ultravioleta. O cromatograma do padrdo esta representado por um dos pontos
obtidos na curva de calibragdo, com concentragdo de 1000 mg.L* de 4cido citrico, e tempo de

retencdo de 5,46 minutos (Figura 17).

Figura 17 — Cromatograma do padrdo de acido citrico obtido por CLAE-UV
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Fonte: Dados da pesquisa.

O coeficiente de determinacio (R?) da curva de calibracéo foi de 0,9965, estando apto
para a quantificacdo da amostra, seguindo os critérios estabelecidos pela RDC n° 166 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (BRASIL, 2017).

Santos, Santos e Azevedo (2014) desenvolveram um método para avaliagcdo simultanea
de quatro acidos organicos por CLAE-UV em polpas de frutas congeladas comercializadas em
Vitdria da Conquista (BA), e também obtiveram coeficiente de determinagio (R?) acima de

0,990, sendo 0,9961 para o acido citrico, bastante aproximado ao presente estudo.
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Na Tabela 3, encontra-se a concentracéo de acido citrico presente no suco integral dos

clones da laranjeira ‘de Russas’, observando diferenca significativa entre as amostras.

Tabela 3 — Concentracdo do &cido citrico no suco integral da laranja ‘de Russas’ através da
técnica de CLAE-UV

Suco integral Acido citrico (g.100 mL™Y) Tempo de retencdo
‘Russas 01° 0,90b+0,01 5,39
‘Russas 02’ 0,96a+0,01 5,17

Fonte: Dados da pesquisa. Médias + desvio padrdo seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente entre
si (p > 0,05) pelo teste t de Student.

Navarro e Giraldo (2018) objetivaram analisar os &cidos organicos presentes em sucos
de frutas industrializados e comercializados na Coldmbia, utilizando CLAE e detector UV, num
total de 10 amostras, trés eram sucos de laranja. Em todas as amostras, o &cido citrico foi
detectado, com menor concentracéo no suco de magé (0,04 9.100 mL™) e a maior em um dos
sucos de laranja analisados (0,51 g.100 mL™).

Em comparagdo com o estudo supracitado, observa-se maior concentragdo de &cido
citrico nos sucos da laranja ‘de Russas’ analisados, independente do clone. Essa variagdo na
concentracdo final do &cido citrico pode estar relacionada ao equilibrio entre a biossintese do
acido, a sua degradacdo e o armazenamento nos vacuolos (MA et al., 2018). Outras variaveis
interferem na composi¢do quimica do fruto, como a variedade, o clima, o solo, o sistema de
cultivo, etc. (MARMITT; BETTI; OLIVEIRA, 2016), pois séo frutos de variedades diferentes,
cultivados em paises distintos, que apresentam diferenca no teor de acido citrico.

Scherer et al. (2012) validaram metodologia para determinacdo simultanea de acidos
organicos por CLAE e detector de arranjo de diodos (DAD) em sucos de frutas prontos para
beber obtidos em supermercados de Campinas (SP), e obtiveram 0,52 g.100 mL de acido
citrico no suco de laranja, inferior ao obtido nos sucos da laranja ‘de Russas’. Carvalho et al.
(2020) determinaram carboidratos e acidos organicos em laranja ‘Salustiana’ enxertada em
diferentes porta-enxertos na cidade de Londrina (PR), utilizando CLAE e detector IR (indice
de refracéo), obtendo média de 0,68 g.100 mL* de &cido citrico, também inferior a esse estudo.

O principal agente acidulante utilizado pela industria de alimentos para inibir o
escurecimento € o &cido citrico, bloqueando a acdo da enzima tirosinase pelo abaixamento do
pH e de seu efeito quelante de fons metalicos. E o &cido organico mais presente em frutas e
hortalicas, principalmente em citros (ARAUJO et al., 2017; MUNOZ-VILLA et al., 2014).
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O é&cido citrico, além de agradar o paladar dos consumidores, é solivel em agua, e por
iss0, vem sendo aplicado sob imersdo ou em combinagdo com outros &cidos na conservagao de
alimentos minimamente processados, prevenindo o escurecimento enzimatico e reduzindo a
contagem microbiana (EGEA et al., 2018; SANTOS et al., 2021; SILVA et al., 2020).

Alguns estudos j& validaram metodologias analiticas para quantificacdo de &cidos
organicos, dentre eles, o &cido citrico, presente em frutas ou derivados, utilizando a
cromatografia liquida de alta eficiéncia ou alto desempenho, com deteccéo ultravioleta (UV)
ou detector de arranjo de diodos (DAD) (COELHO et al., 2018; HERNANDEZ; LOZANO;
RODRIGUEZ, 1989; LIMA et al., 2010; RODRIGUES et al., 2021; SANTOS; SANTOS;
AZEVEDO, 2014; SCHERER; RYBKA; GODOY, 2008; SCHERER et al., 2012).

Além do &cido citrico, outros dois compostos foram detectados no cromatograma da
quantificagdo de acido citrico no suco integral de clones da laranjeira ‘de Russas’. Na Figura
18 pode-se observar que o pico cromatografico correspondente ao acido citrico nas amostras de
suco de laranja dos clones BRS ‘Russas 01’ ¢ BRS ‘Russas 02’ ¢ o segundo, de acordo com o

tempo de retencdo obtido na leitura do padrdo e de sua intensidade em relacdo aos demais picos
presentes (SCHERER et al., 2012).

Figura 18 — Cromatogramas da quantificacdo do acido citrico no suco integral de clones da
laranja ‘de Russas’ obtidos por CLAE-UV
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Fonte: Dados da pesquisa.

Segundo Blake, Clarke e Richards (1987), na determinacdo de &cidos organicos em
comprimento de onda a cerca de 210 nm pode haver interacdo entre 0s compostos organicos e
o0s inorganicos presentes, dificultando a definicdo dos picos. Os &cidos latico, propidnico e
butirico sdo bem separados por cromatografia liquida de alta eficiéncia, porém, no caso dos
acidos citrico, malico e oxalico, os picos ndo surgem no cromatograma com a mesma definigédo
(SILVA et al., 2002; SZMIGIELSKA et al., 1996).
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Acredita-se ainda que esta condi¢do pode estar associada a presenca de outros &cidos
organicos que também sdo detectados no mesmo comprimento de onda que o &cido citrico,
como o malico e o tartarico. Segundo Carvalho et al. (2020), os acidos citrico, ascérbico e
malico sdo os acidos organicos mais abundantes encontrados em laranja doce.

Em vista disso, a situacdo apresentada pode estar associada a presenca de compostos
presentes em concentracao significativa nos sucos de clones da laranja ‘de Russas’, sendo entao
detectados durante a quantificacdo do acido citrico por CLAE-UV.

Apesar da deteccdo de outros acidos durante a quantificacdo do acido citrico, ndo se
deprecia a eficacia do método CLAE para a analise de &cidos organicos, visto que, nos Gltimos
anos, tem sido uma das técnicas mais utilizadas, por sua rapidez, seletividade, sensibilidade e
confiabilidade (RODRIGUES et al., 2021).

Como constatado, a determinacdo do acido citrico por acidez titulavel (Tabela 2)
apresentou menores concentracdes que a quantificacdo por cromatografia liquida (Tabela 3),
corroborando com a maior confiabilidade da técnica cromatografica, uma vez que foi capaz de
detectar maiores teores do composto organico nas amostras analisadas.

Devido a presenca dos outros &cidos detectados na quantificacdo do acido citrico, ndo
foi realizada a estabilidade do &cido citrico presente nas amostras de suco dos clones da laranja
‘de Russas’, seguindo apenas com a quantificacdo e a avaliagdo da manutencao do teor de &cido

ascorbico durante 3 dias sob refrigeracdo (4 °C) ap6s a obtencéo.

3.3 Validagdo do método para o acido ascérbico por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com Detecgdo Ultravioleta (CLAE-UV)

Na validacdo do método para o acido ascorbico por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com deteccdo ultravioleta o parametro de seletividade, ou a especificidade do
método, foi comprovada pela auséncia de picos interferentes no tempo de retencdo do acido
ascorbico, pela proximidade do tempo de retencdo do acido ascorbico para o padrdo e para as
amostras analisadas, e pelo aumento proporcional das areas dos picos quando efetuadas as
adi¢des do padréo.

O cromatograma do padrdo de &cido ascérbico esta representado por um dos pontos
obtidos na curva de calibragio, com concentragdo de 250 mg.L™* de é&cido ascorbico, e tempo

de retencéo de 4,20 minutos (Figura 19).
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Figura 19 — Cromatograma do padrdo de &cido ascorbico obtido por CLAE-UV
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Fonte: Dados da pesquisa.

Na Tabela 4, encontram-se os dados da validagdo do método de quantificacdo do acido

ascorbico por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo ultravioleta.

Tabela 4 — Resultados da validacdo do acido ascérbico através da técnica de CLAE-UV em
suco integral da laranja ‘de Russas’

Parametros de validacéo

Linearidade (R?) Recuperagéo (%) Repetibilidade (%CV)
0,9983 91,10 2,86
Parametros de validacéo
Precisao intermediaria Limite de deteccao Limite de quantificacéo
(%CV) (mg.L) (mg.L)
3,14 20 50

Fonte: Dados da pesquisa. CV: Coeficiente de variacéo.

O coeficiente de determinacdo (R?) da curva de calibragdo do &cido ascorbico foi
apropriado para a analise pelo método do padrdo externo (Tabela 4) atendendo ao estabelecido
na RDC n° 166 de 2017 da ANVISA, que define os critérios para validacdo de métodos
analiticos, e recomenda que o R? seja superior a 0,990 (BRASIL, 2017).

Santos, Santos e Azevedo (2014) obtiveram coeficiente de determinacéo (R?) de 0,9903
para o acido ascorbico. Rodrigues et al. (2021) avaliando a eficiéncia do método para a analise
simultanea de acidos orgénicos e aglcares em sucos de frutas por CLAE-DAD e CLAE-IR,
respectivamente, encontraram resultados semelhantes, observando-se coeficiente de
determinacéo (R?) de 0,9930 para o acido ascorbico.
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O coeficiente obtido no presente trabalho € superior aos estudos supracitados,
preconizando a propriedade do método em oferecer resultados confiaveis, ou seja, diretamente
proporcionais a concentracdo do analito presente na amostra (RIBANI et al., 2004).

O percentual de recuperacdo (exatiddo) do método (Tabela 4) foi considerado aceitavel
(AOAC, 2016a). Santos, Santos e Azevedo (2014) observaram percentuais de recuperagao entre
76,4 e 96,9%, aproximados dos obtidos no presente estudo.

Para a precisao, os resultados foram avaliados em termos de repetibilidade e de preciséo
intermediaria. De acordo com o manual de garantia da qualidade analitica do MAPA, para as
areas de identidade e qualidade de alimentos e de insumos, o critério de aceitabilidade adotado
para a repetibilidade e a precisdo intermediaria é aquele em que o coeficiente de variacao seja
menor ou igual que 20% (CV < 20%). Posto isto, evidencia-se a eficiéncia do método validado
para a quantificacdo do acido ascorbico nos sucos da laranja ‘de Russas’ (BRASIL, 2015).

Santos, Santos e Azevedo (2014) também avaliaram os parametros de precisao em sua
validacdo e obtiveram para o acido ascorbico percentuais de coeficiente de variacdo entre 14,4
e 19,6% para repetibilidade e entre 12,6 e 18,5% para a precisao intermédia. Rodrigues et al.
(2021) obtiveram coeficientes de variacdo de 3,71% para repetibilidade e 4,14% para a precisao
intermediéaria, assemelhando-se aos obtidos nesta pesquisa.

O limite de detecgéo (LD) corresponde a menor concentracdo do analito que pode ser
detectada, mas ndo obrigatoriamente quantificada, e o limite de quantificacdo (LQ) indica a
menor concentracdo capaz de ser mensurada, sob as condi¢cdes experimentais definidas, com
precisdo e exatidao aceitaveis (BRASIL, 2017; RIBANI et al., 2004).

Os limites de deteccdo e de quantificacdo demonstram elevada sensibilidade do método
(Tabela 4), considerando-se as condigdes experimentais adotadas. Rodrigues et al. (2021)

obtiveram resultados semelhantes, LD de 20 mg.L e LQ de 39 mg.L™ para o 4cido ascorbico.

3.4 Avaliacdo da estabilidade do acido ascorbico por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com Detec¢do Ultravioleta (CLAE-UV)

Na Tabela 5, encontram-se os resultados em mg.100 mL™? (equivalente a 100 mg de
amostra) da estabilidade do 4cido ascorbico presente no suco integral dos clones BRS ‘Russas

01’ e BRS ‘Russas 02’ da laranjeira ‘de Russas’ armazenados sob refrigeracdo (4 °C) durante

trés dias (T1, T2 e T3) ap0s a obtencdo (T0), através da técnica de CLAE-UV.
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Tabela 5 — Estabilidade do acido ascorbico no suco integral da laranja ‘de Russas’ armazenado
sob refrigeracdo (4 °C) durante trés dias apds a obtencdo atraves da técnica de CLAE-UV
Estabilidade do 4cido ascérbico (mg.100 mL™1)

Tempo de armazenamento (Dias)

Suco integral

TO T1 T2 T3
‘Russas 01” 55,16aA+0,22  51,60bB%0,21 45,61cB+0,09 43,76dB+0,12
Tr 4,18 4,17 5,28 4,15
‘Russas 02’ 57,07aA+0,67  54,45bA+0,08 53,24bA+0,09  49,31cA+0,14
Tr 4,19 4,19 4,21 4,36
Legislacdo™ Minimo 25

Fonte: Dados da pesquisa. Médias + desvio padrdo seguidas de letras mindsculas iguais ha mesma linha ndo
diferem significativamente entre os dias de armazenamento (p > 0,05) pelo teste t de Student. Médias + desvio
padrdo seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna nao diferem significativamente entre os clones (p >
0,05) pelo teste t de Student. *Instrugdo Normativa n° 37 (BRASIL, 2018). Tr: Tempo de retencéo.

Verifica-se que o suco de laranja integral do clone BRS ‘Russas 01’ apresentou teor
médio variando de 55,16 a 43,76 mg.100 mL™ de 4cido ascdrbico durante os quatro dias de
analise, com diferenga significativa entre os tempos de armazenamento. J& 0 suco proveniente
do clone BRS ‘Russas 02’ demonstrou decréscimo no teor de acido ascorbico de 57,07 para
49,31 mg.100 mL™?, diferindo significativamente entre os dias de analise, com excecdo dos
tempos T1 e T2 que foram estatisticamente iguais entre si (p > 0,05). Os dois clones estudados
apresentaram decréscimo nos teores de acido ascorbico durante o armazenamento (Tabela 5).

Avaliando a estabilidade da vitamina C nos sucos de laranja entre os clones ‘01’ e <02’,
observa-se que, apenas no dia da obtencdo do suco, ndo houve diferenca significativa entre eles,
ou seja, independente do clone utilizado, as concentragdes sdo iguais estatisticamente (p >
0,05). A partir do primeiro dia de armazenamento (T1), nota-se diferenca significativa entre os
clones, evidenciando que a manutencao do acido ascérbico nas amostras sofreu influéncia do
tipo de clone da laranja ‘de Russas’ (Tabela 5).

A concentracdo de acido ascorbico presente no suco de laranja pode sofrer influéncia
das condigdes de preparo e armazenamento, a exposi¢do ao oxigénio e a luz favorece a redugéo
do conteddo de vitamina C e provoca mudancas nas caracteristicas sensoriais do alimento.
Recomenda-se, durante a pasteurizacdo do suco, rapido aquecimento e baixa exposicao ao ar,
para evitar a degradacédo da vitamina C, reduzindo as perdas (GALIASSI, 2021).

O percentual de degradacdo do &cido ascorbico nos sucos de laranja dos clones BRS

‘Russas 01° e BRS ‘Russas 02’ esta apresentado na Figura 20.
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Figura 20 — Percentual de degradacdo do acido ascorbico no suco da laranja ‘de Russas’ ao
longo do armazenamento
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Fonte: Dados da pesquisa.

Em outras palavras, a concentracdo de vitamina C dos sucos de laranja foi mantida ao
final do armazenamento em 79,33% para o suco do clone BRS ‘Russas 01’ ¢ em 86,40% para
o suco do clone BRS ‘Russas 02°, sendo, entdo, considerado o mais propicio & obtencao de suco
com preservacgdo das caracteristicas nutritivas durante o armazenamento refrigerado.

Scherer et al. (2012) avaliaram a estabilidade do &cido ascorbico, a cada 2 dias, nas
amostras de suco de laranja prontos para beber obtidos em Campinas (SP), durante 14 dias,
através de CLAE-DAD. Como resultados, obtiveram concentracdo média inicial de 30 a 38
mg.100 mL* de &cido ascorbico nos sucos de laranja analisados, com diminuicdo de 27% no
10° dia de armazenamento (5 °C), ou seja, manutenc¢éo de 73% do teor de vitamina C presente.

Vale ressaltar que, no estudo supracitado, a estabilidade do acido ascérbico foi avaliada
em sucos prontos para beber, que possuem adicdo de aditivos durante o processamento, por
exemplo conservantes, aromatizantes, corantes, espessantes/estabilizantes, gomas, acidulantes,
reguladores de acidez, antioxidantes, sequestrantes e antiespumantes, mantendo, por periodos
mais prolongados, os teores de vitamina C e de outros compostos presentes em sua constituicao
(REGO; VIALTA; MADI, 2020; SANTOS et al., 2020).

Por essa razéo, sucos prontos para beber, ou industrializados, possuem maior vida de
prateleira que os sucos frescos, que tém validade de 2 ou 3 dias, em decorréncia do crescimento
microbiano e das alteracbes quimicas e bioquimicas, ocasionando perda de nutrientes
importantes e reduzindo sua aceitacdo sensorial pelos consumidores (SOUZA; BRUNIERA;
SANTOS, 2018).
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Ademais, sabe-se que o &cido ascérbico se degrada quando exposto a luz, ocorrendo
rapida oxidacdo das moléculas. Isto posto, recomenda-se que 0s sucos elaborados para consumo
domeéstico, ou de forma artesanal, sejam produzidos e subsequentemente consumidos, uma vez
que ndo possuirdo a adicdo de agentes conservadores (DALLAGO et al., 2020).

A recomendacao da Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 216 do Ministério da
Saude é que, ap6s a abertura da embalagem, o alimento preparado e conservado sob refrigeracao
a temperatura de 4 °C, ou inferior, seja consumido dentro de cinco dias, no maximo, e caso a
conservacao seja entre 4 e 5 °C, o prazo maximo de consumo deve ser reduzido, de forma a
garantir as condicdes higiénico-sanitarias do produto (BRASIL, 2004).

Em consideracéo a essas informacdes, o presente estudo realizou o acompanhamento da
estabilidade do suco integral dos clones da laranjeira ‘de Russas’ fresco durante trés dias apos
a obtencdo, sendo acondicionados ao abrigo da luz e sob refrigeracdo (4 °C), visto que nédo
possui conservantes, nem foi tratado termicamente.

A Instrucdo Normativa n°® 37, do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento,
estabelece que o suco de laranja deve possuir 25 mg.100 mL™* (equivalente a 100 mg) de cido
ascorbico em sua composicao (BRASIL, 2018).

Em vista disso, constata-se que os sucos de laranja elaborados, independentemente do
clone, atendem ao especificado pela legislacdo, mesmo no Gltimo dia de armazenamento (T3),
apresentando inicialmente (T0O) o dobro da concentracdo exigida (Tabela 5).

Segundo a RDC n° 269, do Ministério da Saude, a Ingestdo Diaria Recomendada (IDR)
de vitamina C para adultos é de 45 mg (BRASIL, 2005). Desta maneira, verifica-se que o
consumo de apenas 100 mL do suco de laranja do clone BRS ‘Russas 02’ armazenado ao abrigo
da luz, na temperatura de 4 °C por até 3 dias, fornece a IDR de vitamina C ao organismo.

De acordo com a RDC n° 54, do Ministério da Salde, acerca do Regulamento Técnico
sobre Informacdo Nutricional Complementar, para um alimento ser considerado fonte de
vitaminas e minerais deve atender no minimo 15% da IDR em uma por¢éo de 100 mL ou 100
g e pode ser atribuido como de alto contetido caso contemple 30% da IDR em 100 mL ou 100
g do alimento (BRASIL, 2012). Diante do exposto, 0s sucos de clones da laranja ‘de Russas’
podem ser considerados com alto contetido de vitamina C, pois possuem em uma por¢éo de 100
mL, concentragdes superiores a 100% da IDR desse nutriente.

O organismo humano néo é capaz de sintetizar o acido ascérbico, dependendo, entéo,
de forma exclusiva da dieta para que possa ingerir esse micronutriente. Sua deficiéncia origina

0 escorbuto, uma das patologias mais antigas do mundo (NASCIMENTO et al., 2020).
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Os sinais e sintomas do escorbuto s&o: fadiga, hemorragia gengival, lenta cicatrizagdo
de feridas, fraqueza nos 0ssos e nos vasos capilares, irritabilidade e depresséo, e surgem quando
0s niveis de &cido ascorbico no plasma estdo abaixo de 0,2 mg/dl. O tratamento consiste apenas
na suplementacéo de vitamina C. Por essas razdes, a ingestao de alimentos providos de vitamina
C, como a laranja, € tdo importante (CARDOSO FILHO et al., 2019; OXILIA et al., 2020).

Ressalta-se que o método de cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccéo
ultravioleta foi capaz de identificar e quantificar o acido ascorbico, uma vez que todas as
amostras analisadas estavam acima do limite de deteccdo e quantificacdo (Tabelas 4 e 5).

Os cromatogramas da estabilidade do &cido ascérbico no suco integral de laranja do

clone BRS ‘Russas 01 estdo expostos na Figura 21

Figura 21 — Cromatogramas da estabilidade do &cido ascorbico no suco integral de laranja do
clone BRS ‘Russas 01 obtidos por CLAE-UV

D00 - == 200 - == e

100 — —

Resposta (mVolts)
T
)
5
ﬁfﬁt
Resposta (mVolts)
o
(=]

Tempo (minutos) Tempo (minutos)

L e e e 200 o e e e e e e e e
T2 T3
—_ — - 4,15
j2] w1
c cl B
= = Hoo il o
=} =]
2100 Z100~ —
= o = L, Ho' o
[<) W
=} =]
=N =
W w
41 O
& &,
| ! 1 I 1

5 5
Tempo (minutos) Tempo (minutos)

Fonte: Dados da pesquisa.

Observam-se tempos de retencdo em torno de 4 minuto (Figura 21), aproximados ao Tr
do padréo de acido ascérbico (4,20). Contudo, o pico do penultimo dia de analise (T2) possui
Tr de 5,28 minutos, diferindo do padréo e dos demais dias de anélise, esta condi¢do pode estar
associada a uma variacdo do pH da amostra nesse dia, interferindo na identificagéo, aumentando
o tempo de retencdo do analito (MENDONCA; FONTANA, 2021).
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Observando os cromatogramas do suco do clone BRS ‘Russas 02’, expostos na Figura
22, percebe-se que todos o0s picos apresentaram Tr em torno de 4 minutos, evidenciando que

ndo houve interferéncia da amostra durante todo acompanhamento da estabilidade.

Figura 22 — Cromatogramas da estabilidade do acido ascérbico no suco integral de laranja do
clone BRS ‘Russas 02 obtidos por CLAE-UV
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Fonte: Dados da pesquisa.

Fabricio (2018) avaliou a estabilidade da vitamina C nos dias 0, 1, 3, 6, 9,12, 15, 18 e
21 em amostras de suco de laranja, limdo e tangerina (in natura, industrializado e em pd)
adquiridos no comércio local de Londrina (PR), comparando duas técnicas analiticas, titulagdo
iodométrica e CLAE-UV. Para o suco de laranja in natura, utilizando titulacdo, obteve-se
concentracdo variando de 44,73 a 36,84 mg.100 mL™* de &cido ascorbico. Na analise
cromatogréafica os teores de vitamina C variaram de 39,85 a 23,34 mg.100 mL™. Portanto, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia proporcionou resultados mais precisos, observando o
declinio de 37%, e, na titulagéo, observou-se declinio de apenas 18%.

Romeo et al. (2020) estudaram o efeito do enriquecimento fendlico na vitamina C e na
atividade antioxidante em suco de laranja industrializado produzido na Espanha, através da
CLAE acoplada ao detector DAD, analisando durante 60 dias (intervalo de 15 dias) conservados
em temperatura de 6 °C. Para a amostra controle foi encontrado teor inicial de 47,76 mg.100
mL™e ap6s os 60 dias de armazenamento obteve-se 32,34 mg.100 mL de 4cido ascorbico no

suco in natura, representando decréscimo de 32%.

AMARAL, S. M. B. (2022)



Capitulo 3 - Suco integral da laranjeira ‘de Russas’: Caracterizacdo e estabilidade 76

Em observancia ao que foi referenciado, as amostras de suco integral obtido de clones
da laranjeira ‘de Russas’ apresentam maiores teores de acido ascorbico, e menor declinio
durante o armazenamento. Essas disparidades nas concentragdes de vitamina C entre os estudos
supracitados e o presente estudo estdo associadas ao local de producao do fruto, as diferencas
de variedade, ao estadio de maturacao, as condigdes de armazenamento e aos aditivos utilizados
no processamento dos sucos prontos para beber (FONSECA; PETEAN, 2018).

3.5 Analise dos compostos orgénicos volateis por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM)

Foram identificados 30 compostos organicos volateis na fracéo volatil do suco de laranja
do clone BRS ‘Russas 01°. Destes, 8 picos apresentaram-se como majoritarios, subdivididos
em classes quimicas, sendo 7 terpenos e 1 aldeido, descritos na Tabela 6, com tempo de
retencdo, classe quimica, aroma, formula molecular, peso molecular e percentual de

similaridade.

Tabela 6 — Compostos organicos volateis majoritarios identificados em suco integral de laranja
do clone BRS ‘Russas 01’ extraidos por HS-SPME e analisados por CG-EM

Tr Classe PM Similar.
ID ) Composto . Aroma Formula
(min) guimica (g/mol) (%)
6,24 a-Felandreno Terpeno Eucalipto CioHwis 136,23 22,27
B 6,62 a-Pineno Terpeno Pinho CioHwis 136,23 36,89
Liméo,
C 6,9 Octanal Aldeido CgH1sO 128,21 66,42
frutado
Doce,
D 713 3-Careno Terpeno CioHis 136,24 15,21
pungente
_ Citrico,
E 7,98 D-Limoneno Terpeno CwoHis 136,24 70,00
frescor

F 9,58 a-Linalol Terpenoide  Floral, citrico  CioH180 154,25 79,73

) Casca de

G 12,53 Decanal Terpenoide ) C10H200 156,27 52,70
laranja
) ) Liméo, doce,

H 14,21 Citral Terpenoide i CioH160 152,23 65,22
citrico

Fonte: Dados da pesquisa. ID: Identificagdo. Tr: Tempo de retencdo. PM: Peso molecular. Similar.: Similaridade.
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No cromatograma da anélise dos compostos organicos volateis, podem ser visualizados
0s picos majoritarios destacados pelas letras A-H, 0os compostos E e B apresentaram maiores
abundancias relativas, com destaque para o pico E (D-Limoneno), que apresenta maior area,

inferindo que é o composto de maior predominancia na amostra analisada (Figura 23).

Figura 23 — Cromatograma dos compostos organicos volateis majoritarios identificados em
suco integral de laranja do clone BRS ‘Russas 01’ extraidos por HS-SPME e analisados por
CG-EM
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Fonte: Dados da pesquisa. Tempo (minitos)

Mastello, Janzantti e Monteiro (2015), em amostras do suco de laranja brasileiro
concentrado e congelado fornecidos por uma citricultura em Araraquara (SP), realizaram a
extracdo dos volateis por HS-SPME e analisaram através de cromatografia gasosa com detector
de ionizagdo de chama (DIC), identificando e quantificando o méximo de compostos possiveis
por CG-EM. Assim como no presente estudo, o D-Limoneno apresentou pico com maior
intensidade no cromatograma, indicando estar presente em maiores concentracées na amostra.
Outros compostos como butanoato de etila, octanoato de etila, nonanal e decanal foram
considerados de grande relevancia para o odor do suco.

Foram identificados 61 compostos organicos volateis na fragdo volatil do suco de laranja
do clone BRS ‘Russas 02’. Destes, 10 picos apresentaram-Se COMo majoritarios, subdivididos
em classes quimicas, sendo 8 terpenos e 2 aldeidos, descritos na Tabela 7, com tempo de
retencdo, classe quimica, aroma, formula molecular, peso molecular e percentual de

similaridade.
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Tabela 7 — Compostos organicos volateis majoritarios identificados em suco integral de laranja
do clone BRS ‘Russas 02’ extraidos por HS-SPME e analisados por CG-EM

Tr Classe ) PM Similar.
ID ] Composto o Aroma  Formula

(min) guimica (g/mol) (%)

6,22  a-Felandreno Terpeno Eucalipto  CioHis 136,23 22,27

B 6,62 a-Pineno Terpeno Pinho CioHwis 136,23 36,89
] Limao,

C 695 Octanal Aldeido CsH1s0 128,21 66,42
frutado
Doce,

D 713 3-Careno Terpeno CioHis 136,24 15,21
pungente
) Citrico,

E 7,98  D-Limoneno Terpeno CwoHis 136,24 70,00
frescor
] ] Floral,

F 956 a-Linalol Terpenoide . C1oH1sO 154,25 79,73
citrico
) _ Floral,

G 11,00  Citronelal Terpenoide o Ci1oH180 154,25 86,00
citrico
) Casca de

H 12,53 Decanal Terpenoide ) C1H200 156,27 52,70
laranja
Lim&o,

| 1421 Citral Terpenoide doce, Ci1oH1sO 152,23 65,22
citrico

J 18,04 Dodecanal Aldeido Citrico CioH24O 184,32 33,68

Fonte: Dados da pesquisa. ID: Identificagdo. Tr: Tempo de retencdo. PM: Peso molecular. Similar.: Similaridade.

A fibra comercial de poliacrilato esta entre as mais utilizadas e é recomendada para a
extracdo de compostos semivolateis polares (NASCIMENTO et al., 2018). Os compostos
volateis identificados no suco da laranja ‘de Russas’ possuem polaridade entre a faixa de
extracdo da fibra (80-300 g/mol), com massa molar compreendida entre 128 e 184 g/mol,
justificando a eficiéncia do revestimento de poliacrilato na extracao de volateis (Tabelas 6 e 7).

No cromatograma da analise dos compostos organicos volateis, podem ser observados
0s picos majoritarios destacados pelas letras A-J, os compostos E e B apresentaram maiores
abundancias relativas, assim como no cromatograma do suco do clone BRS ‘Russas 01°,

destacando-se também o pico E (D-Limoneno) (Figura 24).
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Figura 24 — Cromatograma dos compostos organicos volateis majoritarios identificados em
suco integral de laranja do clone BRS ‘Russas 02’ extraidos por HS-SPME e analisados por
CG-EM
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Schmutzer et al. (2016) avaliaram a qualidade de 19 sucos comerciais, 4 néctares e 7
sucos frescos de laranja na Roménia. Os compostos volateis foram extraidos pela técnica de
microextracdo em fase solida e analisados em cromatografo gasoso acoplado a espectrometria
de massas. Entre ésteres, alcoois, cetonas e terpenos identificados nas amostras, 0s sucos recém
obtidos também obtiveram maior concentragdo de terpenos em sua composigao.

Zhou et al. (2020) determinaram 0s compostos organicos volateis presentes em sucos
de laranja e tangerina através de HS-SPME e CG-EM. As frutas maduras foram adquiridas em
pomares, 0s sucos prontos foram provenientes de supermercados da China, incluindo 27
cultivares de laranja doce e 19 de tangerina. Nas amostras de suco de laranja, a maioria dos
compostos identificados também pertencem a classe dos terpenos, destacando que o D-
Limoneno estava presente em quase todas as variedades, evidenciando a mais alta concentracao.

Com a identificacdo dos compostos volateis presentes nos sucos de clones da laranja ‘de
Russas’, em comparagdo aos estudos supracitados, percebe-se que, mesmo sendo frutos de
diferentes variedades, cultivados em locais distintos, os monoterpenos compdem a maior fragdo
volatil de frutas citricas e derivados, em especial, 0 D-Limoneno, responsavel pelo seu aroma
caracteristico. E o componente majoritario do 6leo essencial das cascas de citros, em
concentracdes variando de 70 a 95%, e, por apresentar propriedades farmacoldgicas, é seguro
para uso humano (ANANDAKUMAR; KAMARAJ; VANITHA, 2020; MADJI et al., 2019).
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No que diz respeito aos compostos majoritérios, ou seja, de maior significancia na fracéo
volatil dos sucos elaborados, observa-se semelhanca entre os dois clones estudados,
demonstrada pela sobreposicdo dos cromatogramas obtidos na identificacdo dos compostos

volateis do suco integral de laranja dos clones BRS ‘Russas 01’ e BRS ‘Russas 02’ (Figura 25).

Figura 25 — Cromatogramas sobrepostos dos compostos organicos volateis majoritarios
identificados em suco integral de laranja dos clones BRS ‘Russas 01’ ¢ BRS ‘Russas 02’
extraidos por HS-SPME e analisados por CG-EM
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O suco do clone BRS ‘Russas 02’ apresentou ainda mais dois compostos, o citronelal e
o dodecanal. O citronelal é um composto terpénico, classificado como monoterpeno, participa
majoritariamente da composicao de 0leos essenciais de plantas aromaticas (BEZERRA et al.,
2019). O dodecanal é um aldeido, que assim como o octanal e os terpenos identificados nos
sucos de clones da laranja ‘de Russas’, sdo os compostos que conferem aroma citrico, frutado,
doce e floral ao suco de laranja obtido manualmente (PEREZ-CACHO; ROUSEFF, 2008).

Diante desses resultados, constata-se que o suco integral de laranja do clone BRS
‘Russas 02’ possui matriz volatil mais numerosa, compreendendo mais que o dobro de

compostos organicos volateis identificados frente ao suco do clone BRS ‘Russas 01°.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Os sucos integrais dos clones da laranjeira ‘de Russas’ atendem aos parametros fisico-
quimicos estabelecidos pela legislacdo brasileira e sdo também capazes de fornecer a Ingestéo
Diaria Recomendada de vitamina C para adultos.

A validacdo do método de cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao
ultravioleta para analise de &cido ascorbico confirmou seu desempenho.

O periodo avaliado de estabilidade do &cido ascorbico, permite inferir que o suco de
laranja obtido do clone BRS ‘Russas 02’ mantém maior teor de vitamina C ao longo do
armazenamento.

Os compostos organicos volateis identificados no suco de laranja denotam a rica matriz
volatil presente em frutas citricas e seus derivados, evidenciando a classe dos terpenos, que
estdo em maior concentragdo no perfil aromatico. Destaca-se o suco do clone BRS ‘Russas 02’
gue apresentou maior nimero de compostos em sua fracéo volatil.

Entre os clones estudados, o clone BRS ‘Russas 02’ apresenta maior potencial para a
elaboracdo de suco integral, visto possuir maior Ratio, comprovando maior grau de dogura,
maior concentracdo de vitamina C, com menor percentual de perda durante 3 dias de
armazenamento na temperatura de 4 °C, e ainda apresentar matriz volatil mais numerosa.

Sugere-se, para estudos futuros, analisar o perfil nutricional e sensorial dos sucos para
conhecer a qualidade nutricional e 0 comportamento do consumidor face ao produto, e verificar
o potencial de comercializagdo de um derivado da laranja ‘de Russas, frente ao mercado.

Outra proposta seria a extragdo da pectina e do 6leo essencial da casca da laranja ‘de
Russas’, como forma de aproveitamento dos residuos, visto que, apds a obtencdo do suco, as
cascas sdo, na maioria das vezes, descartadas, e a composi¢ado volatil dos sucos infere que elas
também possuem compostos aromaticos de importante valor biolégico e comercial, comumente

empregados nas industrias quimica, farmacéutica e alimenticia.
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ESPECTROS DE MASSA DOS COMPOSTOS ORGANICOS VOLATEIS MAJORITARIOS IDENTIFICADOS NO SUCO
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