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RESUMO

A laranja e o limdo sdo frutas citricas presentes na dieta brasileira que contém na sua
composicao metabdlitos secunddrios com atividade antioxidante, como o 4cido ascorbico e os
compostos fenolicos. Um ter¢o destas frutas ¢ utilizado no processamento tecnoldgico,
gerando 50 a 60% de residuos. Nao somente as polpas, mas também as cascas sdo fonte de
compostos bioativos com agdo antioxidante, associados a redu¢do do risco de
desenvolvimento de doencas cronicas. Portanto ha a necessidade de valorizacdo desses
residuos. No entanto, a quantidade de compostos extraidos de uma amostra nem sempre
corresponde a quantidade que estara disponivel para ser absorvida e metabolizada pelo
organismo. Sendo assim, este trabalho teve como objetivos caracterizar sucos de laranja e
limao e seus extratos de casca quanto a composic¢ao fisico-quimica, teor de polifendis totais e
atividade antioxidante, e empregar a digestdo in vitro para avaliar as fragdes digeridas (oral,
gastrica e intestinal) dos sucos, cascas e extratos de casca quanto a bioacessibilidade de
polifendis. As amostras foram caracterizadas quanto a concentragdo de vitamina C, acidez em
acido organico, solidos soluveis totais, pH, teor de polifendis totais através do método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu e a atividade antioxidante in vitro pelo método de
captura do radical ABTS. A caracterizacdo das amostras antes da digestdo in vitro permitiu
diferenciar as amostras de suco ¢ extratos de casca. Quanto a vitamina C ndo houve diferenca
significativa entre as amostras, de modo que os extratos se mostraram fontes interessantes de
acido ascorbico, podendo incrementar a ingestdo diaria recomendada de vitamina C. Os
extratos diferiram dos sucos apresentando menores valores de acidez e solidos soluveis. Para
acidez obteve-se 0,06g/100g (extrato de laranja) e 0,09g/100g (extrato de limdo) e 1,00°Brix
para ambos os extratos. Os sucos apresentaram maiores teores de polifendis totais (615,5 e
868,8mg GAE/L para laranja e limao), quando comparados aos extratos (271,1 e 398,3mg
GAE/L para laranja e limao). O suco de laranja apresentou maior capacidade antioxidante que
o extrato de casca, enquanto que para as amostras de limao, o extrato se destacou e apresentou
maior atividade antioxidante que o suco de limdo. Apods a digestdo in vitro foram
determinados os indices de bioacessibilidade de polifenois para as fracdes digeridas. Os
maiores indices foram de 188,7% e 143,6% para casca de laranja e limdo. Os estudos de
bioacessibilidade permitiram concluir que as fragdes digeridas de casca, tanto de laranja
quanto de limdo, apresentaram maiores indices de bioacessibilidade de polifenois, quando
comparadas as fra¢des digeridas de suco. Além disso, as cascas sofreram as menores perdas
de atividade antioxidante ao longo da digestdo in vitro. Portanto, as cascas, quando
comparadas aos sucos, apresentaram melhores resultados de bioacessibilidade de polifendis
totais e atividade antioxidante. Estes resultados demonstram o potencial existente nos residuos
de casca de frutas citricas que comumente sdo destinados a alimentagdo animal ou até mesmo
descartados, enquanto que poderiam ser aproveitados ja que disponibilizam contetidos
importantes de compostos bioativos. Estes podem ser adicionados a formulagdes de
alimentos, agregando propriedades funcionais e atuando na promog¢do de saude aos
consumidores.

Palavras-chaves: Laranja. Limao. Digestdo in vitro. Bioacessibilidade. Compostos fenolicos.






ABSTRACT

Orange and lime are citrus fruits present in the Brazilian diet that contain in their composition
secondary metabolites with antioxidant activity, such as ascorbic acid and phenolic
compounds. One third of these fruits is used in the technological processing, generating 50 to
60% of waste. Not only the pulps, but also the peels are a source of bioactive compounds with
antioxidant action, associated with reduced risk of developing chronic diseases. Therefore it is
necessary to value these wastes. However, the amount of compounds extracted from a sample
does not always correspond to the amount that will be available to be absorbed and
metabolized by the body. Thus, the objective of this work was to characterize orange and lime
juices and their peel extracts for their physicochemical composition, total polyphenol content
and antioxidant activity, and to employ in vitro digestion to evaluate the digested fractions
(oral, gastric and intestinal) of the juices, peels and peel extracts for the bioaccessibility of
polyphenols. The samples were characterized for vitamin C concentration, acidity, total
soluble solids, pH, total polyphenol content by Folin-Ciocalteu spectrophotometric method
and in vitro antioxidant activity by ABTS radical capture method. The characterization of the
samples before in vitro digestion allowed the differentiation of juice and peel extracts.
Regarding vitamin C there was no significant difference between the samples, so the extracts
are interesting sources of ascorbic acid and could increase the recommended daily intake of
vitamin C. The extracts differed from juices with lower acidity and soluble solids. For acidity,
0.06g/100g (orange extract) and 0.09g/100g (lime extract) and 1.00°Brix were obtained for
both extracts. The juices had higher total polyphenol contents (615.5 and 868.8mg GAE/L for
orange and lime) when compared to the extracts (271.1 and 398.3mg GAE/L for orange and
lime). Orange juice presented higher antioxidant capacity than the peel extract, while for the
lime samples the extract stood out and presented higher antioxidant activity than the lime
juice. After in vitro digestion, polyphenol bioaccessibility indexes for the digested fractions
were determined. The highest indexes were 188.7% and 143.6% for orange and lime peel.
The bioaccessibility studies showed that the digested peel fractions of both orange and lime
presented higher polyphenol bioaccessibility indexes when compared to the digested juice
fractions. In addition, the peels suffered the lowest antioxidant activity losses during in vitro
digestion. Therefore, the peels, when compared to the juices, presented better results of total
polyphenol bioaccessibility and antioxidant activity. These results demonstrate the potential
existing in citrus peel waste that are commonly destined for animal feed or even discarded,
and could be used as they provide an important content of bioactive compounds. These can be
added to food formulations, adding functional properties and promoting health promotion to
consumers.

Keywords: Orange. Lime. /n vitro digestion. Bioaccessibility. Phenolic compounds.
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1 INTRODUCAO

Os citros pertencem a um grupo de plantas que fazem parte do género Citrus, como a
laranja (Citrus sinensis) e o limao (Citrus latifolia) (LOPES, 2011).

Os grandes produtores de citros sdo Brasil, China, India, México, Espanha e Estados
Unidos (NEVES et al., 2011). Em torno de 34% da producgdo de laranja e 61% do total
produzido de suco no mundo sdo originados do Brasil. As principais regides produtoras, o
Cinturao Citricola, sdo o Tridngulo Mineiro e Sao Paulo. Desta forma o setor citricola gera em
torno de 200 mil empregos diretos e indiretos ¢ um PIB de aproximadamente US$ 6,5 bilhdes
de dolares (FUNDECITRUS 2017; FNP, 2017).

A citricultura se destaca na fruticultura mundial, de modo que, os citros sdo
consumidos in natura ou processados como sucos (SILVA et al., 2016; PASSOS et al,
2016). Sendo que aproximadamente um terco das frutas citricas ¢ utilizado para
processamento, produzindo cerca de 50-60% de residuos orgénicos.

No entanto, a industria de processamento de citros tem como grande preocupagdo o
manejo dos residuos solidos (cascas, sementes e folhas). Isto porque os residuos sélidos se
caracterizam como um problema ambiental devido a sua alta fermentabilidade, causada pelo
alto teor de carboidratos presentes.

As estratégias utilizadas tradicionalmente para tratamento de residuos citricos, como
incineragdo, aterro, alimentacao animal ou extra¢do de pectina, sdo ineficientes dos pontos de
vista ambiental e energético, representando uma subutilizacdo do residuo. Sendo assim,
considerando os impactos negativos ao meio ambiente surge a necessidade de valorizacao
desses residuos (LIN et al., 2013; WEI et al., 2017, SATARIA; KARIMIA, 2018;
REZZADORI, BENEDETTI, 2009).

Nao somente os sucos, mas também as cascas sdo fonte de compostos bioativos e
minerais, incluindo antioxidantes como o acido ascérbico e os compostos fendlicos
(BARROS; FERREIRA; GENOVESE, 2012; JAYAPRAKASHA; PATIL, 2007).

No entanto, € necessario compreender a bioacessibilidade destes fitoquimicos, ja que
os compostos extraidos nem sempre correspondem a quantidade que estard disponivel para ser
absorvida e metabolizada pelo organismo (SUN ef al., 2019). Isto €, no trato gastrointestinal
o pH e as enzimas digestivas agem liberando e modificando os compostos fenolicos da matriz

alimentar (PODSEDEK et al., 2014).
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Sendo assim, a bioacessibilidade fendlica corresponde a quantidade de polifenois
ingeridos que estardo disponiveis para serem absorvidos no intestino apds o processo de
digestdo. Diferentemente da biodisponibilidade que se trata da fracdo de nutrientes ou
compostos secretada na circulagdo que se torna disponivel para captagao e metabolismo nos
tecidos (AHMAD-QASEM et al., 2014; RODRIGUEZ-ROQUE et al., 2014).

Para determinar a bioacessibilidade tem sido utilizada como ferramenta a simulagdo de
digestdo in vitro como uma alternativa de menor custo, mais simples e rapida quando
comparada a protocolos de estudos in vivo (GUERRA et al., 2012; STINCO et al., 2012).

Os fendlicos citricos presentes tanto no suco quanto na casca apresentam bioatividade
como a acdo antioxidante, prevenindo contra o desenvolvimento de doencgas cronicas. Sendo
assim, o estudo da bioatividade e bioacessibilidade dos fendlicos citros e seus residuos sdo de
grande relevancia. De modo que estes compostos extraidos podem ser aplicados nas
formulagdes de alimentos e bebidas, adicionados a nutracéuticos e suplementos (CHEN;

TAIT; KITTS, 2017).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar sucos de laranja e limdo quanto a composicao fisico-quimica, fendlica e a
atividade antioxidante, e avaliar a bioacessibilidade de fendlicos dos sucos, suas respectivas

cascas e fracdes digeridas empregando a digestdo in vitro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Elaborar e caracterizar sucos e extratos de casca de laranja e limdo quanto ao teor de
vitamina C e solidos soluveis totais;

- Caracterizar os sucos e extratos de casca quanto ao pH e acidez total;

- Determinar o teor de polifendis totais e atividade antioxidante dos sucos e extratos de casca;
-Realizar digestdo in vitro dos sucos, extratos de casca e cascas de laranja e limao;

- Determinar o teor de polifendis totais e atividade antioxidante das fragdes digeridas (fase
oral, géstrica e intestinal) dos sucos, extratos de casca e cascas de laranja e limdo apés a

digestao in vitro.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CULTIVO DE LARANJA E LIMAO NO BRASIL

O género Citrus, familia Rutaceae, compreende uma grande variedade de frutas de
destaque economico como as laranjas doces (Citrus sinensis) e limas acidas como o Tahiti
(Citrus latifolia).

A laranja doce ¢ a fruta citrica mais cultivada do mundo, representando mais de 61%
da produgdo mundial de citros. As laranjas doces (Citrus sinensis) sdo classificadas de acordo
com o fruto como: comum; Navel ou a laranja umbigo; sanguineas; baixa acidez (BASTOS et
al., 2014; CUNHA SOBRINHO et al., 2013; STINCO et al., 2016).

Segundo um relatorio divulgado pela USDA (2018) a safra de laranja brasileira para o
periodo 2018/19 estd prevista em 435 milhdes de caixas de 40,8 kg e o total das exportagdes
brasileiras de suco concentrado congelado (FCOJ) para 2018/19 sofrerd um aumento de 11%
em relacao a 2017/18.

No Brasil, pais que mais produz laranjas doces e suco, o estado de Sdo Paulo ¢
considerado o polo citricola, sendo responsavel por 80% da produg¢do nacional. Tendo
destaque também a regido nordeste sendo responsavel por 18,9% da area colhida e 11,3% da
producdo (USDA, 2017; NEVES et al., 2011; CUNHA SOBRINHO et al., 2013; IBGE,
2017).

Dentre o grupo dos citricos a cultura do limao também possui importancia comercial
no Brasil, que é um dos maiores produtores mundiais juntamente com Argentina, India, China
e México. O limdo Tahiti ndo é um limio verdadeiro e sim uma lima acida. No Brasil, €
comum entre alguns autores e consumidores denominar a lima acida Citrus latifolia como
limao ou limao comum (OLIVA et al., 2017; VILLA et al., 2017).

O Brasil ¢ um dos grandes produtores de limao e maior exportador. De acordo com a
Associacao dos Produtores e Exportadores de Limao (Abpel) no periodo de 2016/2017 foram
plantados cerca de 300 a 400 mil pés. Os grandes estados produtores sao: Sao Paulo sendo
responsavel por 70% da produgao total, Bahia com 12% e Minas Gerais correspondendo a 7%

da producao total do pais (KIST et al., 2018).
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3.2 PROCESSAMENTO DOS SUCOS DE LARANJA E LIMAO E GERACAO DE
RESIDUOS

De acordo com Instrugao normativa n° 37 do MAPA (BRASIL, 2018), suco de laranja
¢ definido como um produto obtido da parte comestivel da laranja (Citrus sinensis), por meio
de processo tecnoldgico adequado. Além disso, para que o suco esteja adequado aos padroes

de identidade e qualidade deve apresentar a composi¢ao descrita na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas e composi¢ao do suco de laranja segundo os padrdes de identidade e

qualidade

Parametro Minimo | Maximo
Solidos soluveis em °Brix, a 20° C 10 -
Relagdo de solidos soluveis em brix/acidez em g/100g

de 4cido citrico anidro 7 )
Acido ascorbico (mg/100g)* 25 -
Acucares totais naturais da laranja (g/100g) - 13
Oleo essencial de laranja (%v/v) - 0,035

Fonte: (*) BRASIL, 2000; BRASIL, 2018.

As laranjas brasileiras possuem caracteristicas ideais para o processamento de suco e
80% das laranjas cultivadas tém por destino a industria de bebidas. O Brasil € responsavel por
60% da producdo mundial do suco de laranja, sendo que a cada cinco copos de suco
consumidos no mundo, trés sdo provenientes de sucos produzidos no pais. Sendo o Brasil
também o maior exportador de suco de laranja, tendo como principais importadores os
Estados Unidos, Unido Europeia, Japdo ¢ China. S6 no ano de 2016, foram exportados US$
437,66 milhoes de suco integral (FRANCO, 2016; GOTTEMS, 2016).

Ja o suco de limao ¢ definido como o produto obtido da parte comestivel do limdo
(Citrus limon L., Citrus latifolia, Citrus limonia e Citrus aurantifolia), por meio de processo
tecnologico adequado. Sendo que a Instru¢do normativa n® 37 do MAPA (BRASIL, 2018)
dispde sobre os padrdes de identidade e qualidade do suco de limao, que deve possuir a

composicao descrita na Tabela 2.
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Tabela 2. Caracteristicas e composi¢ao do suco de limao segundo os padrdes de identidade e

qualidade

Parametro Minimo | Maximo
Acidez titulavel em acido citrico (g/100g) 5 -
Acido ascorbico (mg/100g)* 20 -
Oleo essencial de limao (% v/v) - 0,025

Fonte: (*) BRASIL, 2000; BRASIL, 2018.

Segundo Bastos et al. (2014), as principais cultivares de laranjas doces utilizadas no
processamento de suco sdo as cultivares Pera, Valéncia, Natal e Folha Murcha (Figura 1)
Enquanto que no processamento de suco de limao sdo utilizadas as cultivares de lima éacida

Tahiti e Galego (Figura 2).

Figura 1. Principais variedades de laranja utilizadas no processamento de suco.

Pera

Natal Folha Murcha

Fonte: Adaptado de CITRICOLA LUCATO, 2016.

Figura 2. Limao Tabhiti (Citrus latifolia) utilizado no processamento de suco.

Fonte: LORENZI et al., 2006.
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Durante o processamento de suco de frutas citricas (Figura 3) as principais etapas
compreendem a extracdo na qual o suco ¢ separado dos demais componentes da fruta; o
tratamento térmico para inibir a acdo enzimatica e reduzir a carga de microrganismos; refino
ou acabamento para retirada de componentes sélidos que possam prejudicar a qualidade do
suco; desaeracdo para eliminagdo do oxigénio presente; conservacao através de pasteurizacao
ou adi¢do de conservante quimico; envase ¢ armazenamento (ROSENTHAL et al., 2003).

ApoOs o processamento dos sucos sao gerados em maior quantidade os residuos
solidos, que correspondem a aproximadamente 50% do fruto. Contendo em torno de 60-65%
de casca, 30-35% de tecidos internos e até 10% de sementes. Sendo um residuo caracterizado
por altos niveis de fibras de celulose, pectina, proteinas e hemiceluloses (AWAN;
TSUKAMOTO; TASIC, 2013; HEUZE et al., 2018).

Os residuos s@3o um problema durante o processo industrial j& que podem causar
entupimento de tanques, além de ser necessario um tratamento de efluentes ou uso de aterros
sanitarios que representam um processo dispendioso para a induastria. Como forma de
minimizar esses problemas as industrias tém utilizado os residuos principalmente na produgao
de ra¢do animal, extragdo de pectina ou em alguns casos sdo descartados no meio ambiente
sem o devido processamento (GARCIA-CASTELLO et al, 2015; TRIPODO et al., 2004;
WIDMER; ZHOU; GROHMANN, 2010).

A casca das frutas citricas € subdividida em epicarpo e mesocarpo ou albedo (Figura
4) (RAFIQ et al., 2018). Diversos compostos importantes de valor comercial podem ser
extraidos das cascas, maximizando a reutilizagdo sustentavel dos residuos citricos. Dentre os
compostos encontrados nas cascas de frutas citricas estdo aqueles que sdo biologicamente
ativos, como os polifenois, incluindo acidos fendlicos e flavonoides. Estes apresentam agdo
antioxidante, anti-inflamatoria, antiproliferativa, antialérgica, antiviral, anticarcinogénica,
neuroprotetora e antimicrobiana. Sendo assim, a reutilizacdo das cascas de frutas citricas se
caracteriza como uma fonte importante de compostos bioativos promotores de satde, podendo
ser extraidos e destinados a industria de alimentos como ingrediente para suplementacao, ou
ainda cosméticos naturais, produtos farmacéuticos e nutracéuticos (RAFIQ et al., 2018;

SHARMA et al., 2017).
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Figura 3. Fluxograma do processamento de suco de fruta pasteurizado e concentrado
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Figura 4. Anatomia de citros
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3.3 COMPOSICAO DA LARANIJA E LIMAO

3.3.1 Agtcares e acidos organicos

A maturagdo leva ao aumento no teor de sélidos das frutas citricas, que possuem entre
70 a 80% de carboidratos em sua composi¢ao, sendo a sacarose, glicose e frutose os principais
acUcares presentes. As laranjas possuem principalmente agucares em sua composicao,
enquanto que as limas e limdes sdo ricos em acidos organicos.

O acido citrico e malico sdao os &cidos organicos de destaque nos citricos. No entanto
sdo encontrados também os &cidos succinico, lactico e oxélico em menores quantidades.
Sendo que, nos sucos estd mais presente o acido citrico, enquanto que nas cascas podem ser
encontrados  malico, maldnico, oxalico, dentre outros (MATHEYAMBATH;
PADMANABHAN; PALIYATH, 2016).
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3.3.2 Minerais

Nas frutas citricas pode ser encontrado célcio, fosforo, magnésio, potassio, enxofre,
sodio, ferro, manganés, niquel, boro, silicio, cobre, zinco, molibdénio, selénio, cobalto,
cromo, germanio e arsénio (ZOU et al., 2016).

Enquanto que especificamente nos residuos pode ser encontrado principalmente
calcio, ferro e magnésio, zinco, potassio, manganés, sodio e cobre (SILVA et al., 2017a;

BARROS, FERREIRA, GENOVESE, 2012).

3.3.3 Compostos bioativos

3.3.3.1 Vitamina C

As frutas citricas estdo entre as 10 principais fontes de vitamina C, sendo esta a
vitamina predominante nos citricos (MATHEYAMBATH; PADMANABHAN; PALIYATH,
2016; CRUZ-RUS; AMAYA; VALPUESTA, 2012). O conteudo de vitamina C varia de
acordo com o tecido, a fase de desenvolvimento do fruto e a variedade. A parte mais externa
do fruto pode apresentar uma concentracdo entre 75 e 374 mg/100 g. Ja no albedo, que
corresponde a parte interna da casca podem ser encontradas concentracdes entre 11 e 190
mg/100 g enquanto que na polpa as concentragdes de vitamina C variam entre 20 e 70 mg/100
g. Sendo que as laranjas, em geral, apresentam maiores concentragdes de vitamina C quando

comparadas aos limdes (ESCOBEDO-AVELLANEDA et al., 2014; MARTI et al. 2009).

3.3.3.2 Carotenoides

Os carotenoides estao presentes nas frutas citricas proporcionando a cor, mas também
apresentam beneficios importantes relacionadas a saide e nutricdio (MELENDEZ-
MARTINEZ et al., 2010). Podem agir prevenindo a perda dssea e o desenvolvimento de
doengas cronicas, além da reducdo de gordura visceral e atividade provitamina A
(YAMAGUCHI, 2012; ABDELAALIA et al., 2018; GRANADO-LORENCIO et al., 2007,
TAKAYANAGI et al., 2011) Dentre os carotenoides presentes em frutas citricas estdo o -

caroteno, a-caroteno, B-criptoxantina, e licopeno (RODRIGO et al., 2015).
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3.3.3.3 Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sdo substincias que apresentam anel aromatico com um ou
mais grupos hidroxila, incluindo seus grupos funcionais. Sdo moléculas simples ou de alto
grau de polimerizagdo se apresentando nos vegetais na forma livre ou ligados a agucares
(glicosidios) e proteinas (BRAVO, 1998; LEE et al. 2005). Podem ser classificados de acordo
com o numero de carbonos na molécula e, posteriormente, pelo arranjo desses carbonos na
sua estrutura (MALLMANN, 2019).

Dentre com compostos fendlicos abundantes em citros destacam-se as hesperitinas
(Figura 5), como a hesperidina e neohesperidina. Além das narigeninas (Figura 6), como a
naringina e narirutina (KHAN; ZILL-E-HUMA, 2014).

Os compostos com capacidade antioxidante tém se mostrado eficazes no controle e
inativagdo de radicais livres, evitando seus efeitos indesejaveis no organismo. Desta forma os
estudos a respeito do potencial antioxidante de extratos fenolicos de vegetais sdo um dos
topicos altamente pesquisamos pela comunidade cientifica. Dentro deste topico se encontram
em destaque também os estudos in vitro destes compostos (MARTINS; BARROS;
FERREIRA, 2016).

Figura 5. Estrutura quimica da hesperitina
OCHs
Ry o O
() "

OH O

Fonte: KHAN; ZILL-E-HUMA, 2014.
Figura 6. Estrutura quimica da narigenina
OH
Ri ' 0] O
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Fonte: KHAN; ZILL-E-HUMA, 2014.
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3.4 BIOACESSIBILIDADE DE FENOLICOS E ESTUDOS DE DIGESTAO IN VITRO

Para realizar a avaliagdo da bioacessibilidade de fendlicos os estudos in vivo sdo
dispendiosos e envolvem diversas questdes éticas relacionadas o uso de animais ou humanos.
Sendo assim tem-se como abordagem alternativa a digestdo in vitro, que compreende uma
metodologia mais barata, rapida e de simples execucdo e reprodutibilidade. Além disso,
permitem um numero maior de amostras analisadas e possibilita aplicar condigdes controladas
(STINCO et al., 2012; MINEKUS et al., 2014).

Minekus et al. (2014) desenvolveram um método internacional padronizado de
digestdo in vitro adequado para matrizes alimentares. A digestdo in vitro compreende trés
fases: oral, géstrica e intestinal. Através desta metodologia se busca reproduzir as condigdes
fisiolodgicas in vivo. Para tanto sdo utilizadas enzimas digestivas em diferentes concentragdes,
variagoes de pH, tempo de digestdo especificos para cada fase, diferentes concentracdes de
sal, dentre outros fatores.

Diversos estudos foram realizados empregando a digestio in vitro. Stinco et al. (2016)
avaliaram os carotenoides, a cor e a capacidade antioxidante in vitro de 22 gendtipos de
laranja. Ja Sun ef al. (2019) utilizaram a digestdo in vitro e células intestinais humanas para
avaliar a bioacessibilidade de fitoquimicos e determinar a capacidade antioxidante de frutas
citricas.

Sao realizados também estudos quanto a bioacessibilidade de compostos extraidos de
residuos citricos. Como feito no trabalho de Silva et al. (2017b), em que a avaliou-se a

bioacessibilidade de calcio, ferro e magnésio em residuos de laranja e limao.

3.4.1 Bioatividade de fendlicos de citros

As propriedades benéficas a saude promovidas pelas frutas citricas estdo atreladas a
presenca de compostos como os carotenoides, a vitamina C e os compostos fendlicos (SUN et
al., 2019).

Estudos relatam que os polifendis agem como protetores contra a radiagdo UVA e
estresse oxidativo (GOMEZ-MEIJIA et al., 2019), reduzem o risco de desenvolvimento de
doengas cronicas, como neurodegeneracao, cancer ¢ doengas cardiovasculares (KHAN;

ZILL-E-HUMA, 2014; RODRIGUEZ-MATEOS et al., 2014), melhoram a qualidade 6ssea
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(MANDADI et al., 2009), apresentam potencial anti-inflamatorio (PINHO-RIBEIRO ef al.,
2016), dentre outros efeitos protetores.

Diversos trabalhos ja foram realizados quanto as fungdes bioldgicas dos compostos
fendlicos em citros, tanto relacionados aos sucos quanto aos residuos resultantes do
processamento das frutas.

Em estudo realizado por Oboh e Ademosun (2012) foram avaliadas diferentes cascas
de frutas citricas para caracterizar sua atividade antioxidante. Enquanto que Takayanagi ef al.
(2011) avaliaram a reducdo da gordura visceral em animais obesos e diabéticos e, Pinho-
Ribeiro et al. (2016) avaliaram a a¢do da naringenina sobre a redugdo da dor inflamatoria.

Quanto aos estudos realizados com residuos ja foram avaliados, capacidade
antioxidante e contetdo mineral de cascas de laranja e limdo (BARROS; FERREIRA;
GENOVESE, 2012), fitoquimicos e atividade antioxidante de suco, flavedo e albedo de
laranja (ESCOBEDO-AVELLANEDA et al., 2014), composi¢do de flavonoides e atividade
anti-inflamatoria de casca de laranja (CHEN; TAIT; KITTS, 2017), dentre outros.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 REAGENTES

Os reagentes, padroes e enzimas Folin-Ciocalteau, acido galico, ABTS, Trolox, a-
amilase, pepsina e pancreatina foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Ja os
reagentes cloreto de calcio e persulfato de potassio foram adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro,

Brasil) e o carbonato de sddio anidro foi adquirido da Neon (Sao Paulo, Brasil).

4.2 AMOSTRAS E PREPARO DE AMOSTRA

As laranjas e limdes foram adquiridos em comercio local de Floriandpolis. As cascas
foram removidas e congeladas enquanto que os sucos foram extraidos utilizando espremedor

de frutas (Mondial Turbo Citrus) e congelados para posterior andlise.

43 ESTUDO DAS CONDICOES DE EXTRACAO E OBTENCAO DOS EXTRATOS

Para obter os extratos de casca de laranja e limdo foram realizados testes com
diferentes tempos de extracdo em dgua quente. A escolha dos tempos testados e da
temperatura buscou simular a preparacdo caseira, em pequena escala, sem a utilizacdo de
solventes. Para preparar os extratos, as cascas foram cortadas em pedagos e para cada 5g de
casca foram adicionados 30mL de 4gua destilada aquecida. Em chapa de aquecimento, a
temperatura da mistura foi mantida a 70£2°C por 5, 10 e 15 minutos. A seguir foi realizada a
determinagdo de polifendis totais e atividade antioxidante para observar se havia diferenca

estatistica entre os extratos obtidos em tempos diferentes.
4.4 ANALISES FISICO-QUIMICAS
4.4.1 Determinacio da acidez titulavel em acido organico
Os sucos e extratos de casca de laranja e limao foram caracterizados quanto a acidez

titulavel por volumetria. As analises foram realizadas em triplicata, conforme os métodos do

Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008). No procedimento, 2 mL de suco de limao ou 10mL de
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suco de laranja, ou ainda 10mL de cada extrato, foram diluidos em 100 mL de 4gua destilada.
Adicionou-se fenolftaleina 1% e a titulagdao foi realizada com solugdo de NaOH 0,1 M até
atingir coloracao rosada permanente. A partir dos resultados obtidos de acidez titulavel foi
calculado o teor de acidos organicos em cada amostra, considerando: 1 mL da solucao de
NaOH 0,1 mol/ L = 0,0064g de acido citrico anidro. Os resultados foram expressos em g

acido citrico/100g de amostra.

4.4.2 Solidos soluveis totais e pH

A determinacdo de solidos soluveis dos sucos e extratos foi realizada por
refratometria. Ap0s a calibragdo com agua destilada, foram transferidas de 2 a 3 gotas de cada
amostra para o refratometro e apds a leitura o resultado foi expresso em graus Brix.

Para realizar a determinacdao de pH foi transferido 10 mL de cada amostra para um
béquer onde a medi¢do foi realizada utilizando pHmetro de bancada (Sartorius Docu-

pHMeter).

4.4.3 Vitamina C

O teor de vitamina C foi determinado nas amostras de suco e extratos de casca
utilizando solucdo de iodato de potassio 0,1 mol/L como titulante de acordo com a
metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008). Inicialmente 25 mL de cada
suco foi utilizado na andlise, adicionou-se 20 mL de solu¢ao de acido sulfurico 20%, ImL de
solucdo de iodeto de potéassio 10%, 2mL da solugdo de amido 1% e a titulacdo foi realizada
com solucdo de iodato de potassio até atingir colora¢do pardo permanente. A partir do volume
de iodato de potassio gasto durante a titulagcdo foi possivel determinar a porcentagem de acido

ascorbico, sendo os resultados expressos em mg acido ascorbico/100g de amostra.

4.5 DIGESTAO IN VITRO

A digestdo in vitro foi realizada utilizando a metodologia padronizada desenvolvida
por Minekus et al. (2014) com modificacdes. As amostras solidas — casca de laranja e casca

de limado — passaram pelas fases oral, gastrica e intestinal. Enquanto que as amostras liquidas
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— suco de laranja, suco de limao, extrato de casca de laranja e extrato de casca de limdo — ndo
passaram pela fase oral.

Para realizar a fase oral da digestdo in vitro as cascas foram trituradas em moinho
analitico (IKA Al1l Basic) e apo6s a moagem foram transferidos 5g para cada tubo Falcon
onde foram adicionados 2,5mL de fluido salivar simulado (487,5uL de agua destilada, 12,5uL
de CaClz, 2mL de enzima o-amilase). Esta etapa da digestdo ocorreu em pH 7 (ajustado com
NaOH 1M), por 2 minutos a 37°C.

A fragdo digerida da fase oral e as amostras liquidas ainda ndo digeridas (SmL de cada
suco e extrato de casca) passaram pela fase gastrica onde foi adicionado SmL de fluido
gastrico simulado (1,9mL de dgua destilada, 2,5uL de CaClz2, 3mL de pepsina). Nesta etapa o
processo de digestdo ocorreu em pH 3 (ajustado com HCI 1M), por 2 horas a 37°C sob
agitacdo em shaker (IKA KS 4000 i control) e por fim a fracdo digerida foi centrifugada a
2480xg por 10 minutos em centrifuga Eppendorf (Centrifuge 5804 R).

As fragdes digeridas da fase gastrica foram submetidas na sequéncia a fase intestinal
sendo adicionado 10mL de fluido intestinal simulado (6,9mL de dgua destilada, 20 pL de
CaCl2, 3mL de pancreatina) e a digestdo ocorreu a pH 7,0 (ajustado com NaOH 1M), por 2
horas a 37°C sob agitacao em shaker (IKA KS 4000 i control) e ao final desta fase a fragdo
digerida foi centrifugada a 2480xg por 10 minutos em centrifuga Eppendorf (Centrifuge 5804
R).

As fragdes digeridas foram analisadas quanto ao teor de polifendis totais e atividade
antioxidante. Por fim foi determinado o indice de bioacessibilidade de polifendis totais para

todas as amostras:

IB (%) = concentracdo de polifendis totais no fluido intestinal apds digestdo x 100
concentracao de polifenois totais na amostra inicial

4.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada para todas as amostras através
do método de captura do radical ABTS conforme descrito por Re et al. (1999). No
procedimento, 200uL. do radical ABTS foi diluido em 10mL de etanol 96° P.A. Apds esta
diluicdo 2,94mL do radical diluido foi transferido para cubeta e a leitura foi feita a 754nm,
sendo esta a absorbancia inicial (Ag). Apds esta leitura foi adicionado ao Ay 60 puL da

amostra, agitou-se por alguns segundos e apos 3 minutos no escuro foi feita a leitura
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novamente, sendo esta a absorbancia final (Ag). A partir dos resultados de Ay e Ar foi possivel
calcular a porcentagem de inibi¢do do radical ABTS utilizando a curva padrdo de Trolox
previamente preparada e, a partir da porcentagem de inibi¢do foi calculada a concentragdo em

mmol Trolox/L.

4.7 POLIFENOIS TOTAIS

A determinagdo do teor de polifenois totais foi realizada para todas as amostras a partir
do método espectrofotométrico empregando o reagente Folin-Ciocalteu conforme a
metodologia descrita por Singleton e Rossi (1965). Em tubo de ensaio foi adicionado 7,9mL
de 4agua destilada, 100 uL. de cada amostra, 0,5mL do reagente Folin-Ciocalteu. Apds agitar e
aguardar 3 minutos no escuro foi adicionado 1,5mL de solugdo de carbonato de s6dio 20% e a
mistura foi mantida no escuro por 2 horas. Apds este periodo foi realizada a leitura da
absorbancia em espectrofotdmetro (Hitachi U2910) no comprimento de onda de 760nm. A
partir da absorbancia final e utilizando a curva padrao de 4cido galico previamente preparada,
foi possivel calcular a concentracdo de polifendis totais, expressa em mg de equivalente de

acido gélico/L de amostra.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) e teste de Tukey
empregando o software STATISTICA versdao 10.0 (StatSoft. Inc., Tulsa, USA). Todos os

resultados foram expressos como média + desvio padrdo com nivel de significancia de 95%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTUDO DAS CONDICOES DE EXTRACAO

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados obtidos para polifendis totais e atividade
antioxidante dos extratos de casca preparados com diferentes tempos de extracdo em agua
quente. O tempo de extracdo de 15 minutos foi escolhido, pois se diferenciou estatisticamente
dos demais tempos (p<0,05), resultando em um maior teor de polifenois extraidos e maior
atividade antioxidante, tanto para o extrato de casca de laranja quanto de limao.

Dentre os solventes comumente utilizados para extragdo de polifendis estdo o etanol,
propanol, metanol e acetona. Sendo amplamente utilizados devido a fécil dissolucdo dos
compostos em solventes de maior polaridade. No entanto alguns deles apresentam toxicidade,
como o metanol (LIEW et al., 2018). Sendo assim, a agua quente pode ser uma op¢ao de
solvente mais seguro e de simples uso para preparo de extratos de casca em pequena escala,
de forma caseira, por exemplo.

A 4agua quente ja foi estudada como um solvente de interesse para extracdo de
compostos de casca de frutas. Como no trabalho de Xu et al. (2008b) que estudaram a
extracdo de compostos fenodlicos e minerais de casca citrica. Os autores relataram que a
extracdo com agua quente foi eficiente, sendo que o extrato apresentou capacidade
antioxidante similar a do extrato obtido com metanol. Neste mesmo estudo, os autores
também observaram que o aumento da temperatura ou tempo de extracdo ndo representou

aumento expressivo do contetido de compostos fendlicos e capacidade antioxidante.

Tabela 3. Polifendis totais e atividade antioxidantes dos extratos de casca de laranja e limao
apo6s 5, 10 e 15 minutos de extragao em agua quente

Polifendis totais Atividade antioxidante
5 min. 10 min. 15 min. 5 min. 10 min. 15 min.
Extrato c b a b a a
. 184,1+0,0 212,1+0,0 271,1+£2,0 6877,9+103,3 8293,8+814,7 9161,2+60,9
de laranja
Extrato c b a b b a
) 267,7+0,5 276,7+0,0 398,7+0,5 10351,9+64,9 9906,4+630,9 11566,1+54,6
de limao

Valores expressos como média + desvio padrao (n=3). Letras minusculas diferentes representam diferenca
significativa entre as amostras (p<0,05). Polifendis totais expressos em mg GAE/L. Atividade antioxidante
expressa em mmol Trolox/L.
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5.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS SUCOS E EXTRATOS DE CASCA

Na Tabela 4 estdo apresentados os resultados referentes a caracterizagdao fisico-
quimica das amostras de sucos ¢ extratos de casca de laranja e limao.

Na determinagdo de vitamina C, ndo houve diferenga estatistica entre as amostras
(p>0,05). O suco de laranja apresentou 35,3mg acido ascorbico/100g e portanto estd dentro
dos padrdes de identidade e qualidade que determina o minimo de 25mg acido ascorbico/100g
(BRASIL, 2000).

Para o extrato de casca de laranja foram encontrados 28,0mg acido ascorbico/100g
estando proximo ao resultado apresentado por Barros, Ferreira e Genovese (2012) que
encontraram 24,3mg acido ascorbico/100g em casca de laranja pera.

Segundo o Regulamento Técnico que dispde sobre a ingestdo diaria recomendada de
proteina, vitaminas e minerais, a IDR de vitamina C para adultos ¢ de 45mg (ANVISA,
2005). Sendo assim, 100g do suco de laranja apresentou 78,4% da IDR e 100g da casca de
laranja apresentou 62,2% da quantidade de vitamina C diaria recomendada.

O suco de limdo também se encontra dentro dos padrdes de identidade e qualidade
quanto a concentracdo de vitamina C e acidos organicos, que devem ser de no minimo
20mg/100g e 5g/100g, respectivamente (MAPA, 2000; MAPA, 2018).

Em um trabalho realizado por Sir Elkhatim, Elagib e Hassan (2018), que estudaram
polpas e cascas de frutas citricas, foram determinadas as concentracdes de vitamina C na
casca de laranja (110,4mg/100g) e de limdo (58,5mg/100mL). Observa-se que os valores
encontrados no trabalho citado sdo superiores aos encontrados neste trabalho, possivelmente
devido ao uso de etanol para obtengdo do extrato e também ao maior tempo de extragdao
utilizado pelos autores (24 horas).

Todas as amostras diferiram estatisticamente entre si quanto ao pH (p<0,05), sendo o
suco de limao a amostra que apresentou o menor valor de pH. O resultado obtido de acidez
para o suco de limao foi de 6,35g/100g, sendo semelhante ao valor apresentado por Marmitt,

Betti e Oliveira (2016) que encontraram 6,64g acido citrico/100g em lima acida Tahiti.



39

Tabela 4. Caracterizagdo fisico-quimica dos sucos e extratos de casca de laranja e limao

Amostras Vitamina C Acidez Solidos soluveis totais pH
Suco de 35,20+7,04° 0,68+0,06° 9,83+0,29" 4,08+0,01°
laranja

Extrato de 78 08+12,14° 0,06+0,00¢ 1,00+0,00° 5,28+0,01°
laranja
Sucode  27,00+11,32*°  6,35+0,02° 9,00+0,00° 2,42+0,01¢

limao

Exlt‘ratNO de  21,07+0,00° 0,09+0,00° 1,00+0,00° 4,84+0,01°

imao

Valores expressos como média = desvio padrio (n=3). Letras mintsculas diferentes representam diferenca
significativa entre as amostras (p<0,05). Vitamina C expressa em mg de acido ascorbico/100g. Acidez expressa
em g de acido citrico/100g. Sélidos soluveis totais expressos em °Brix.

5.3 TEOR DE POLIFENOIS TOTAIS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS SUCOS E
EXTRATOS DE CASCA

Na Figura 7 estdo apresentados os teores de polifendis totais dos sucos e extratos de
casca, sendo que todas as amostras diferiram estatisticamente (p<0,05).

O suco de laranja apresentou um teor de polifendis totais (615,5mg GAE/L) proximo
ao encontrado por outros autores. Como o descrito por Alegre (2015) que encontrou para
laranja pera 79,0mg GAE/100mL. Assim como Mennah-Govela e Bornhorst (2017) que ao
estudarem diferentes variedades de laranja (Citrus sinensis) encontraram teores de polifendis
totais entre 551 e 800mg GAE/L.

Em estudo realizado por Quan et al. (2018) os principais polifenois individuais de
cinco sucos de frutas foram identificados e quantificados antes e depois da digestdo in vitro.

O suco de laranja foi o que apresentou o maior teor de polifendis, seguido do suco de maca e
de kiwi.

O extrato de casca (ELA) por sua vez apresentou menor teor de polifendis quando
comparado ao suco de laranja e demais amostras. Dentre os polifenois encontrados em casca
de laranja estdo a hesperidina e hesperetina, e naringina, além de acidos hidroxibenzoicos,
como o acido elagico (MADEIRA JR; MACEDO, 2015).

Suco e extrato de casca de limdo foram as amostras que apresentaram 0s maiores
teores de polifenois totais, 868,83mg GAE/L e 398,77mg GAE/L, respectivamente. Diversas
espécies de limdo ja foram avaliadas quanto ao teor de polifendis sendo encontrado, por

exemplo, para Citrus limetta 786mg GAE/L, para Citrus hystrix 836,9mg GAE/L, Citrus
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limon 3700mg GAE/L e Citrus aurantifolia 455,2mg GAE/L (ABIRAMI; NAGARANI,
SIDDHURAJU, 2014; KONAN; KONAN; KONE, 2015; DAMIAN-REYNA et al., 2017,
DUZZIONI et al., 2010).

O extrato de casca de limao (ELI) apresentou um teor de polifenois totais de 398,7mg
GAE/L e, portanto, seu teor foi 54% menor quando comparado ao seu respectivo suco (SLI).
Valores semelhantes ao encontrado para o extrato de limdo foram obtidos por Diankov,
Karsheva e Hinkov (2011) que ao estudarem antioxidantes da casca de limdo encontraram

valores de polifendis totais entre 202,7 e 928,1mg GAE/L.

Figura 7. Teor de polifendis totais dos sucos e extratos de casca de laranja e limao
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Valores expressos como média + desvio padrdo (n=3). Letras minusculas diferentes representam diferenca
significativa entre as amostras (p<0,05). (¥) Representa diferenca estatistica em relagdo ao respectivo extrato.
Polifendis totais expressos em mg GAE/L. Suco de laranja (SLA). Suco de lima@o (SLI). Extrato de casca de
laranja (ELA). Extrato de casca de limao (ELI).

Na Figura 8 estdo apresentadas as atividades antioxidantes dos sucos e extratos de
casca. O suco de laranja apresentou atividade antioxidante maior que o extrato de casca
(ELA). Enquanto que para o limdo, o extrato de casca (ELI) apresentou maior atividade
antioxidante quando comparado ao suco (SLI).

Dentre as diversas espécies e variedades de laranja e limao existentes ha uma ampla
faixa de valores encontrados para atividade antioxidante. Para laranja podem ser encontrados
valores entre 2 ¢ 12 mmol Trolox/L (MENNAH-GOVELA; BORNHORST, 2017; ARENA;
FALLICO; MACCARONE, 2001; ESTEVE; FRIGOLA, 2008). Para limao, sdo encontradas
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atividades antioxidantes entre 4 mmol Trolox/L (Citrus limon) ¢ 144 mmol Trolox/L (Citrus
limetta) (GONZALEZ-MOLINA et al. 2012; BARRECA et al., 2011).

Portanto os valores encontrados para atividade antioxidante dos sucos de laranja e
limdo (Figura 8) estdo acima dos valores encontrados por outros autores. Esta divergéncia
pode ser resultado de diversos fatores, tais como diferentes espécies, variedades, grau de
maturagdo, condigdes climaticas e local do cultivo (MOURA, 2010; COUTO; CANNIATTI-
BRAZACA, 2010), além da variacao nas concentracdes de vitamina C e teores de composto
individuais. Estes estdo presentes nas frutas em diferentes quantidades e contribuem para a
atividade antioxidante de forma distinta. Laranja, por exemplo, possui principalmente
flavonoides, destacando-se a naringenina, hesperidina, luteolina e quercetina (QUAN et al.,
2018). Enquanto que no limdo os principais compostos encontrados sao flavonoides, como

naringina e a luteolina e também &cidos fendlicos (WANG ef al., 2007).

Figura 8. Atividade antioxidante dos sucos e extratos de casca de laranja e limao
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Valores expressos como média = desvio padrao (n=3). Letras mintsculas diferentes representam diferenca
estatistica entre as amostras (p<0,05). (*) Representa diferenca estatistica em relacdo ao seu respectivo suco ou
extrato. Atividade antioxidante expressa em mmol Trolox/L. Suco de laranja (SLA). Suco de limao (SLI).
Extrato de casca de laranja (ELA). Extrato de casca de limdo (ELI).

Diferentemente do que se observa para as amostras de laranja, no caso do limao foi
possivel observar que o extrato de casca (ELI) apresentou maior atividade antioxidante
quando comparado ao suco (SLI). Este resultado pode ser relacionado com possiveis perdas
de compostos do suco de limao durante o processamento da fruta ou ainda durante as anélises.

Ou entdo, os valores superiores de atividade antioxidante do extrato de limdo pode ser



42

resultado de uma maior concentragdo de compostos com atividade antioxidante na casca do
que no suco do limao, coincidindo com resultados obtidos em outros trabalhos disponiveis na
literatura. Isto €, diversos autores constataram que os compostos que possuem atividade
antioxidante sdo mais abundantes nas cascas do que nos sucos € polpas para frutas como:
toranja (Citrus paradisi), limado (Citrus limon), lima (Citrus aurantiifolia), laranja (Citrus
sinensis) (GUIMARAES et al., 2010; OMOBA et al., 2015; PEREIRA et al., 2017; ), maga
(VIEIRA et al., 2009) e caju (CONTRERAS-CALDERON et al., 2011).

5.4 ESTUDOS DE BIOACESSIBILIDADE

Como apresentado na Tabela 5, a digestdo in vitro influenciou no teor de polifenois
totais das amostras. Sendo que os resultados de polifendis totais das amostras diferiram
estatisticamente entre si (p<0,05), tanto para os sucos, quanto para os extratos de casca e
cascas.

Ao final da digestdo os extratos de laranja e limdo apresentaram maior indice de
bioacessibilidade quando comparados aos seus respectivos sucos. Isto €, o suco de laranja
perdeu 82,7% do seu contetdo inicial de polifendis e o suco de limao foi a amostra que sofreu
maior redu¢ao, 90,2% do contetdo inicial de polifenois foi perdido durante a digestao in vitro.

No trabalho desenvolvido por Mennah-Govela e Bornhorst (2017) que avaliaram as
propriedades do suco de laranja fresco apds a digestdo in vitro, também foi observada reducao
no teor de polifendis do suco de laranja da variedade Valencia (Citrus sinensis L. Osbeck).
Assim como no trabalho de Tagliazucchi ef al. (2010) que ao final da digestdo in vitro de uvas
obtiveram um total de polifendis bioacessiveis correspondente a somente 62% do total
extraido inicialmente.

Estas reducdes no teor de polifendis podem ser causadas pela instabilidade que estes
compostos apresentam quando expostos ao pH alcalino da fase intestinal, de modo que podem
sofrem reagdes quimicas de oxidagdo ou polimerizacao (RODRIGUEZ-ROQUE et al., 2014).
Além da perda por exposicdo a luz durante as andlises e possiveis interacdes com outros
compostos presentes, como as enzimas digestivas e macronutrientes, podendo causar
mudangas estruturais e perdas (QUAN et al., 2018; MANACH et al., 2004; OLIVEIRA;
PINTADO, 2015).

Ja as amostras de casca ndo sofreram perdas no teor de polifendis totais, mas sim,

aumento da concentragdo ao longo das fases da digestdo. O indice de bioacessibilidade
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encontrado para as fragdes digeridas foram de 188,7% para a casca de laranja e 143,6% para
casca de limao.

Na Tabela 5 também estdo apresentados os valores de atividade antioxidante das
fragdes digeridas. De acordo com a metodologia de Minekus et al. (2014) as amostras liquidas
ndo precisam obrigatoriamente passar pela fase oral, portanto os sucos e extratos de casca
passaram somente pelas fases géstrica e intestinal.

Com excecao da casca de laranja, todas as demais amostras analisadas apresentaram
reducdo na atividade antioxidante ao longo das fases da digestdo in vitro. Para o suco de
laranja houve uma reducdo de 83,6% da atividade antioxidante inicial, para o extrato laranja
67,5% de reducao, suco de limao 52,9%, extrato de limao 62,6% ¢ casca de limao 11,7% de
reducao.

A perda de atividade antioxidante pode ser relacionada com a instabilidade dos
polifendis as mudancas de pH, principalmente a exposicdo ao pH alcalino da fase intestinal.
Sendo assim, alguns compostos podem ter sua estrutura alterada gerando novos compostos
com caracteristicas diferentes quanto a atividade antioxidante e bioacessibilidade
(BERMUDEZ-SOTO; TOMAS-BARBERAN; GARCIA-CONESA, 2007).

Sabe-se ainda que ndo somente os polifendis sdo responsdveis pela atividade
antioxidante das frutas citricas, mas também os carotenoides e a vitamina C (VIANA et al.,
2010). Xu et al. (2008a) estudaram 15 variedades de frutas citricas e foi constatado que a
contribui¢do do 4acido ascorbico para a atividade antioxidante total de sucos citricos foi
superior a 50% para todas as variedades e espécies avaliadas, com base nos coeficientes de
correlagdo do acido ascorbico, fendlicos totais, DPPH, FRAP e 4cidos fendlicos totais. Ainda
segundos os autores, para o suco de laranja (Citrus sinensis) a contribui¢do do acido ascérbico
foi de 70,47% e para o suco de limao foi de 75,93%.

Sendo assim, a reducdo da atividade antioxidante observada ao longo da digestdo
(Tabela 5) pode ser resultado também da perda de vitamina C. Segundo Rodriguez-Roque et
al. (2013) ao estudar a digestdo in vitro de um suco misto (laranja, kiwi e abacaxi) foi
observado que 39% da concentracdo de vitamina C presente na fase géstrica foi perdida apos
a fase intestinal. Constatando que a vitamina C ¢ mais instdvel as condi¢des intestinais do que
as gastricas. Sendo a concentracdo de acido ascorbico influenciada ndo somente pelo pH
alcalino da fase intestinal, mas também por condi¢des pelas quais a amostra ¢ submetida ao
longo da andlise, como temperatura, luz, acdo das enzimas presentes e oxigénio, por exemplo.

A casca de laranja foi a Gnica amostra que apresentou comportamento diferente das

demais amostras. Apos passar da fase gastrica para a intestinal a atividade antioxidante
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aumentou significativamente (p<0,05). A fragdo digerida de casca de laranja apds a fase
intestinal apresentou atividade antioxidante 6,7% maior em relacdo a fase gastrica.

Esta diferenca pode ser resultado da acdo da enzima digestiva liberando mais
compostos presentes na casca, aliado ao pH 3,0 da fase gastrica que proporciona um meio
mais estavel para os polifendis (OLIVEIRA; PINTADO, 2015).

No Brasil, a estimativa da ingestdo de polifendis estd entre 300-377,5mg/dia
(MIRANDA et al., 2016), sendo a laranja fonte de aproximadamente 70% do total de
flavonoides ingeridos (ARABBI; GENOVESE; LAJOLO, 2004). Pérez-Jiménez et al. (2010),
através do banco de dados Phenol-Explorer identificaram os 100 alimentos mais ricos em
polifendis e dentre eles estdo sucos de laranja de duas variedades. No entanto a partir dos
dados disponiveis na literatura e dos resultados obtidos neste trabalho (Tabela 5) observa-se
que as cascas se destacam dos sucos. Isto é, os extratos de casca e cascas apresentaram maior
indice de bioacessibilidade de polifenois apos passarem pela digestdo in vitro. Sendo que, do
maior indice de bioacessibilidade para o menor estio: casca de laranja, casca de limao, extrato
de casca de laranja, extrato de casca de limao, suco de laranja e suco de limao.

Com base nestes resultados se constata que os residuos do processamento de frutas
citricas apresentam grande potencial, sendo interessante avaliar alternativas de uso para que
os residuos sejam valorizados e possibilitem a extracdo de compostos que posteriormente

podem ser adicionados em produtos e alimentos, agregando compostos bioativos a dieta.
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Tabela 5. Polifendis totais, atividade antioxidante e indice de bioacessibilidade das fragdes digeridas de suco, extrato de casca e casca de laranja e
limao

Polifendis totais Atividade antioxidante
Inicial Oral Gastrica Intestinal IB (%) Inicial Oral Gastrica Intestinal
b b
SIUCO de  615,54132° - 248,8+6,7 106,840,3°  17,3° 24412,6+2315,7" - 7971,2+316,3 3990,6+66,6°
aranja
Extrato a b c C a b c
de 271,142,0 - 167,345,3 100,8+0.3 37,2 9161,1460,9 - 5892,3+193,7 2974,5+343,9
laranja
Casca d c a b A b ab b a
de 271,142,0 4483+8,.8°  1208,1433,9°  511,649,9 188,7 9161,1460,9 9750,5+579.9 9636,9+129,1 10333,54232,1
laranja
Sll}CONde 868,8+7,6" ; 160.6£0.0° 8564148 9,8 6205,814639,8" ; 5736,3+40,1° 2023,0+1413°
1mao
Extrato a b c D a b b
de 398,7+0,5 - 177,6+0,7 95,6+4,2 23,9 11566,0+54,5 - 5068,0+615,1 4321,242115,1
limdo
Casca c c a b B a b ab ab
de 398,740,5°  404,14834°  1310,8+56,9" 572,8+11,6°  143.6 11566,0454,5°  8945,9+2032,9 10436,7+503,8 10213,3+513,9
limdo

Valores expressos como média + desvio padrio (n=3). Polifendis totais expressos em mg GAE/L. Atividade antioxidante expressa em mmol Trolox/L. (IB%) Indice de
bioacessibilidade. (-) amostras liquidas ndo passam pela fase oral (MINEKUS et al., 2014). Letras minusculas diferentes representam diferenca estatistica entre a amostra
inicial e suas respectivas fragdes digeridas (p<0,05). Letras maiusculas diferentes representam diferenca estatistica entre os indices de bioacessibilidade de todas as amostras

(p<0,05).
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6 CONCLUSAO

A caracterizacdo fisico-quimica das amostras permitiu observar semelhancas e
diferencas existentes entre extrato de casca e suco. Nao houve diferenca significativa entre as
amostras de suco e extrato de casca quanto a concentragdo de vitamina C. De modo que os
extratos de casca poderiam incrementar a ingestdo diaria recomentada de vitamina C caso
fossem adicionados a dieta. Enquanto que os extratos apresentaram menor acidez e sélidos
soluveis quando comparados aos seus respectivos sucos.

Ao determinar o teor de polifendis totais, os sucos apresentaram maiores teores
quando comparados aos seus respectivos extratos de casca. Quanto a determinacdo da
atividade antioxidante o suco de laranja apresentou maior capacidade antioxidante que seu
extrato de casca. Enquanto que para as amostras de limao, o extrato de casca se destacou
quanto a capacidade antioxidante, coincidindo com trabalhos disponiveis na literatura, que
observaram maior concentracao de compostos com atividade antioxidante nas cascas do que
nos sucos. Portanto, nem todas as amostras que apresentaram maior teor de polifenois totais
apresentaram também maior atividade antioxidante. Isto porque a atividade antioxidante da
laranja e limdo ndo estd relacionada somente ao teor de polifendis totais, mas também a
presenca de compostos individuais, como a naringenina, quercetina e hesperidina, que estdo
em diferentes quantidades em cada fruta. Porém tem maior destaque a presenca da vitamina
C, que nestas frutas apresenta grande porcentagem de contribui¢do para a atividade
antioxidante total.

O estudo de bioacessibilidade permitiu concluir que, apds a digestdo in vitro, os
extratos de casca e cascas apresentaram maiores indices de bioacessibilidade de polifenois
tanto para laranja quanto limdo. As cascas também foram as amostras que sofreram as
menores perdas de atividade antioxidante ao longo da digestdo in vitro. Sendo assim, ao
comparar o0 suco com a casca para as duas frutas, observa-se que as cascas apresentaram
melhores resultados quanto a bioacessibilidade de polifenodis totais e também atividade
antioxidante. Estes resultados demonstram o potencial existente nos residuos de casca de
frutas citricas que comumente sdo destinados a alimentacdo animal ou até mesmo sdo
descartados, enquanto que poderiam ser transformados em subprodutos de valor, que
disponibilizam contetidos importantes de compostos bioativos. Estes podem ser adicionados a
formulacdes de alimentos, por exemplo, agregando propriedades funcionais e bioativas e

atuando na promogao de satde aos consumidores.
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