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CAPITULO 1

DETERMINACAO DE LIMONIN EM SUCO DE LARANJA
PASTEURIZADO

“Q destino nio € uma questido de chance, ¢ uma questido de escolha. Nao é uma coisa

para ser esperada, e sim para ser realizada.”

Willian Jennings Bryan



1. RESUMO

Um dos fatores mais importantes no sabor do suco das frutas citricas é auséncia da
percepgdo amarga, sendo considerada bastante negativa e depreciadora da qualidade sensorial

do suco.

O objetivo deste trabalho foi verificar o contetido de limonin, substancia quimica
que causa amargor em suco de citricos e relacionar a influéncia de diferentes variedades de

laranja e épocas de colheita no contetido de limonin no suco de laranja pasteurizado.

Para processamento do suco foram utilizadas trés variedades de laranja (Citrus
sinensis Osbeck), Péra, Valéncia e Natal. Essas variedades sio as mais produzidas no Estado de
S@o Paulo (Brasil) e também as que apresentam maior rendimento em suco. As amostras foram
selecionadas em regides especificas de uma plantagdo para colheita no inicio e fim da safra e
em duas safras consecutivas. Apés a colheita as amostras foram processadas para obtengdo do
suco pasteurizado, que foi acondicionado em embalagem cartonada (Tetra Pak) para

determinagdo do conteudo de limonin.

As amostras foram extraidas em funil de separagio usando-se cloroférmio. Foi
utilizada a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia para quantificacdo do contetido de
Limonin, Cromatégrafo Shimadzu modelo CTO 10 A VP, pré-coluna e coluna Shim-pack de
silica impregnada com CLC-CN 3um (150mm x 4,6 mm). A fase mével utilizada foi

isopropanol, hexano e metanol (48:44:8). A leitura foi feita a 210 nm.

Os resultados encontrados demonstraram que a metodologia usada ¢ bastante
reprodutiva e precisa, podendo ser considerado um método relativamente rapido para
determinagdo do conteido de limonin em suco de laranja pasteurizado. Os valores de

recuperagdo variaram de 85 a 102%.

Foi encontrada diferen¢a significativa para os valores de limonin entre as

variedades, sendo que a variedade de laranja Péra apresentou maior concentracdo de limonin na



fruta colhida no inicio de safra (1.47 e 1.34 mg/L) em relagdo as variedades Valéncia (0.56 ¢

0.96 mg/L) e Natal (0.57 e 1.11 mg/L), na primeira e segunda safra respectivamente.

Os valores de limonin para as variedades Valéncia e Natal, variaram de maneira

significativa de uma safra para outra, quando se analisou o suco de inicio da safra.

Todas as amostras de suco produzidas a partir das laranjas de fim de safra,

independente da variedade, apresentaram valores inferiores a 0,7 mg/L de Limonin.

Os valores de Limonin encontrados sdo considerados baixos (inferiores a 2 mg/L) e
ndo causariam a percep¢do do amargor pelo consumidor comum, entretanto a equipe sensorial
de anélise descritiva detectou uma maior intensidade de amargor nas amostras de laranja Péra

de inicio de safra.



2. ABSTRACT

One of the most important factors in the flavor of citrus fruit juices is the
absence of a bitter perception, a factor considered to be negative and depreciative as far as

the sensory quality of the juice is concerned.

The objective of this work was to verify the content of limonin, a chemical
substance that causes a bitter taste in citrus juice, and relate the influence of different
varieties of orange and times of harvest to the content of limonin in the pasteurized orange

juice.

For the juice processing, three varieties of orange were used (Citrus sinensis L.
Osbeck), Pera, Valencia and Natal. These varieties are produced in the State of Sio Paulo
(Brazil) and are those that present the greatest yields of juice. The samples were selected in
specific regions of the plantation for harvest at the beginning and end of the harvest in two
consecutive harvests. After harvesting, the samples were processed to obtain the
pasteurized juice, which was conditioned in Tetra Pak cartons to determine the content of

limonin.

The samples were extracted in a separating funnel using chloroform. High
Performance Liquid Chromatography was used to quantify the Limonin content with a
column and pre column of silica (Shimadzu Chromatograph model CTO 10 VP)
impregnated with 3 pc CLC-CN(4,6x150mm). The mobile phase used was isopropanol,

hexane and methanol (48:44:8). Readings were at 210 nm.

The results obtained demonstrated that the methodology used was sufficiently
reproductive and precise, being considered a relatively fast method for the determination of

the limonin content in pasteurized orange juice. Recuperation varied from 85 to 102%.

A significant difference in the values for limonin was found between the
varieties. The Pera variety of orange presented the greatest concentrations of limonin in the

fruits harvested at the beginning of the harvest (1.47 and 1.34 mg/L) as compared to the



varieties Valencia (0.56 and 0.96 mg/L) and Natal (0.57 and 1.11 mg/L), in the first and

second harvests respectively.

The values for limonin in the varieties Valencia and Natal varied significantly from

one harvest to another when the juice at the beginning of the harvest was analyzed.

All the orange juice samples from the end of the harvest, independent of variety,

presented values for limonin below 0.7 mg/L.

The values found for limonin were considered to be low (lower the 2 mg/L) and
would not cause the perception of bitter taste to the common consumer. However the
sensory panel for the descriptive analysis detected a greater intensity of bitter taste in the

samples of Pera orange at the beginning of the harvest.



3. INTRODUCAO

3.1. ESTRUTURA E BIOSSINTESE

Os limonoides constituem uma classe de derivados triterpénicos, usualmente
encontrados na familia da Rutaceae. E especialmente problematico por desenvolver amargor
em sucos de algumas variedades de cifrus sinensis (laranja lima da pérsia) e de grapefruit. Em
paises da Europa e nos Estados Unidos é bastante frequente esse problema em laranjas da

variedade Navel.

O limonin, principal limondide amargo encontrado em suco de laranja, € um
derivado triterpénico oxigenado que contém em sua molécula dois anéis lactona, um grupo

epoxido, um anel furano, um éter ciclico e um grupo cetona. (Segui et al.,1992b)

O sabor amargo que se desenvolve no suco de laranja ¢ um sério problema para as
industrias citricas. Este sabor amargo que aparece algumas horas depois da extragdo ou apos o
tratamento térmico se deve a presenca de um limondide denominado limonin. Laranjas com
relagio Solidos soluveis/Acidez titulavel (Ratio) baixo apresentam maior probabilidade de
desenvolver amargor apés a extragdo, principalmente as laranjas no inicio da maturag@o, com

casca verde.

Na Califérnia, sucos enlatados de laranja Navel, de inicio de safra, apresentaram
desenvolvimento de amargor aproximadamente apos quatro horas de processamento, quando
armazenado a temperatura ambiente. O problema ndo foi observado com frutas colhidas

maduras (Albach ef al..1981).

A diferenga em relagdo a outros compostos amargos ¢ que o limonin, em sua forma
amarga, ndo esta presente na fruta. O precursor do Limonin que ¢ denominado acido limondico
monolactona A, encontra-se nas c€lulas do albedo ¢ nas sementes das laranjas. Este acido €

estavel no pH fisiologico dos tecidos intactos, entretanto quando ocorre a extragdo do suco e o0s



tecidos vegetais sdo rompidos, o suco da propria fruta acidifica 0 meio onde se encontra este
precursor € como conseqii€ncia ocorre a lactonizagio do anel do acido limondico, formando-se

o limonin, que proporciona intenso sabor amargo. (Segui ef al, 1992a)

Pesquisadores buscaram identificar as causas e possiveis fatores que influenciariam
a formagdo do precursor do limonin (Maier er al.,1977: Albach er al.,1981; Rouseff ef
al.,1980). Muitos estudos se concentraram no entendimento das causas de origem quimica,
bioquimica e enzimaticas que favoreceriam a formagdo do precursor e do préprio limonin (

Carter et al., 1975; Chandler ef al., 1976; Guadagni et al., 1973, 1976; Hasegawa et al., 1974).

Fatores de pré-colheita tais como espécies e cultivo, origem, fertilizagdo, irrigagdo e
tempo de colheita, tem um importante efeito no contetido de limonédides da fruta. Durante o
periodo pos-colheita, 0 metabolismo de limondides gradualmente reduz o contetido do
componente acido limonoéico anel A lactona ( precursor ndo amargo do limonin) nos tecidos da
fruta. Sucos de laranja Navel, Shamout, Grapefruit, Murcot e Nat Sudaidi de frutas de inicio de

estagdo contém altos niveis de limonin (Maier ef al., 1977).

Os contetdos de limonin em suco processado de laranja Hamlim e Marrs foram
estudados por Albach et al.(1981). Os autores levaram em considera¢do o estado de maturagio
da fruta e a localizagéo. A variedade Marrs trata-se de uma mutagdo da variedade Washington
Navel, que frequentemente apresenta ao alto teor de limonin no suco processado. As amostras
foram colhidas em 5 localizagdes no sul do Texas em intervalos de duas semanas durante a
safra de setembro de 1972 a janeiro de 1973. O suco foi processado em uma planta industrial e
avaliado quanto ao amargor devido ao limonin formado a partir do precursor, sem sabor, anel
limonoato A lactona. O contetido do limonin foi analisado utilizando-se cromatografia em
camada delgada (thin layer). Os resultados mostraram que em novembro, meio da safra, o suco
de laranja de cinco locais continham menos limonin do que o “threshold” nominal para sabor
amargo de 6.0 mg/L. A maior concentragio de limonin foi encontrada no inicio da safra em
setembro (6.2 mg/L) e os menores valores foram encontrados em janeiro (1.8 mg/L). As duas
cultivares ndo diferiram significativamente quanto ao teor de limonin. O local de plantio foi

influenciado principalmente no inicio da safra e em alguns casos, no final da safra. Foram



encontradas correlagdes lineares entre o teor de limonin e o grau de amadurecimento, mais do
que entre o teor de s6lidos sollveis, acidez titulavel ou relagdo entre sdlido soluveis/acidez. O
suco da variedade Hamlim apresentou alto contetdo de limonin (12.2 mg/L e 10.3 mg/L, em
duas regides distintas) no inicio da safra, para “ratio” de 11.5 e 8.5 respectivamente. Para os
frutos da variedade Marrs também foi encontrado alto teor de limonin (8.1 mg/L) para um valor

de “ratio” igual a 13.8.

Muitos fatores interferem no contetido de limonin do suco, tais como, contetido do
precursor nos tecidos, espessura do albedo, forga ou resisténcia dos tecido a extragdo, tamanho

dos fragmentos, tempo de contato entre o suco e a polpa, pressdo da extratora sobre o fruto

(Bettini, 1990; Segui et al., 1992b).

A origem € um importante fator para determinar o tempo requerido para a fruta
alcangar a maturidade com baixos niveis de limonin. A quantidade de limonin incorporada ao
suco ¢ influenciada pelas variaveis de processamento do suco. Fatores como a maceragio de
albedo, vasos vasculares e membranas, o tempo de contato entre o bagago € o suco e a
quantidade de polpa incorporada ao produto final, sdo fatores que influenciam no conteudo
final de limonin no suco. A distribuigdo desigual do composto 4cido limondico anel A
lactonico nas varias partes da fruta, é grandemente responsavel pelos efeitos variaveis do

processamento (Fong et a.l., 1992; Hasegawa et al., 1991).

As sementes das frutas citricas possuem alto teor de limonoides (Maier ef al., 1969;
Maier et al., 1977), onde a maioria destes foram isolados. Hasegawa ef a/.(1989) identificaram
a presenca de glicosideos limonoides, e foram os primeiros a isolar estes compostos a partir de
sementes de grapefruit. Ozaki ef a/. ( 1991a, 1991b) encontraram teores de 0.87% sobre o peso

seco de limonin em sementes de laranja Valéncia, teores esses considerados elevados.

Fong et al. (1993), estudaram o teor de limondides e seus glicosideos em sementes
de laranja Valéncia durante o crescimento e maturagdo do fruto. Procurou-se encontrar uma
correlagdo entre o numero de sementes e o acumulo de limondides e seus glicosideos nos
tecidos vegetais das frutas. Foram coletadas amostras de laranja Valéncia de cinco arvores

localizadas na Universidade da Califérnia, referentes a safra de 1990 (julho a dezembro). Os



limonoides estudados foram limonin, nomilin, obacunona, diacetilnomilim, acido nomilinico e
seus respectivos glicosideos. Os resultados mostraram haver um alto conteudo de agliconas
limonoides e glicosideos nas sementes dos citros e isso pode estar relacionado a uma conversio
de monolactonas para dilactonas pela agdo limondide D — lactona hidrolase durante o
crescimento. Os limonoides com fechamento do anel D néo sdo capazes de formar glicosideos
derivados. Esta lactonizagdo intermitente ocorre nas sementes a0 mesmo tempo em que ocorre
a glicosidagdo das monolactonas durantes os estagios iniciais do crescimento do fruto e
matura¢do. De fato, durante a maturagido, duas enzimas, limonin D-anel lactona hidrolase e
UDP-D - glicose transferase estdo competindo pelas novas moléculas monolactonas
sintetizadas. Portanto, sementes maduras acumulam tanto limonoides agliconas como

glicosideos.

Os mesmos autores encontraram nos tecidos dos frutos dois tipos de enzimas
diretamente envolvidas na biossintese e metabolismo dos limondides Os autores concluiram
que nenhuma lactonizagdo de monolactonas parece ocorrer nos tecidos das frutas e estas
moléculas permanecem biologicamente ativas durante o crescimento do fruto, sendo
convertidas em glicosideos derivados durante os estdgios finais de crescimento e durante a
maturacdo do fruto, isto explica porque os tecidos vegetais acumulariam elevadas
concentragdes de glicosideos ao invés de agliconas. A razdo de glicosideos e agliconas em suco
de laranja comercial ¢ de aproximadamente 150:1 (Fong e al., 1989), entretanto em sementes a
razdo € aproximadamente 1:2 (Hasegawa ef al., 1989). Os autores sugerem que ndo existe uma
correlacdo entre o acumulo de limondides nas sementes e a biossintese destes compostos

amargos nos tecidos das frutas.

Limonin D-anel lactona hidrolase é a unica enzima limonoica isolada de citros ja
caracterizada. Esta enzima ¢ extremamente resistente ao aquecimento (Maier ef al., 1969).
Pesquisas mostraram ser necessario 15 minutos de aquecimento a 100°C para inativa-la
completamente. Atividades de outras enzimas como limonoato dehidrogenase (Hasegawa et al.,
1974), epoxidase e deoxilimonoato-anel lactona hidrolase tem sido demonstrado em citros, mas

ainda ndo foram isoladas e purificadas.



Bettini (1990) estudou a influéncia da relagdo solidos soluveis/acidez (“ratio™) no
teor de limonin em suco de laranja Péra de duas safras consecutivas (88/89 e 89/90). Os
resultados mostraram haver uma tendéncia em se encontrar indices maiores de limonin (3.03-
3.12 mg/L) em amostras com “ratio” entre 9 e 12. Suco de laranja com “ratio” entre 14 e 18
apresentaram teores variados de limonin sendo encontrados valores de 3.84 e 0.50 mg/L
respectivamente. De uma safra para outra houve uma diminui¢do dos valores de limonin para a

maioria dos valores de “ratio” estudados.

Fong ef al .(1992 ) estudaram a quantidade de limonoato anel — A lactona, nomilin,
diacetonomilin e Limonin 17 - B - D — glicopiranosideo (derivado glicosidico do limonin,
substdncia ndo amarga) em laranja Valéncia durante seu crescimento e maturagdo, durante a
safra de Junho de 1988 a Agosto de 1989. A quantidade total de limonoato anel — A lactona nos
tecidos da fruta aumentaram intensamente de junho a setembro (0 - 120 mg/fruta) e entio
diminuiu gradualmente até o fim da safra. O conteddo de Limonin 17 - B -D -
Glicopiranosideo aumentou de outubro/88 até abril/99 permanecendo estavel até agosto. Os
autores sugeriram ndo haver direta correlagdo entre a biossintese de limonoides e seus

glicosideos na pele e na polpa da fruta .

A quantidade de limonato monolactona Anel A e limonin 17 - - D —
glicopiranosideo em laranja Navel foi estudado durante o crescimento e matura¢do. Hasegawa
et al.(1991) encontraram que o teor de acido limondico monolactona A (gramas/fruta)
aumentou do inicio (junho a agosto) para o meio da safra e comegou a diminuir até o final da
safra. O teor de limonin 17 - B - D — glicopiranosideo comegou a ser encontrado no albedo da
laranja a partir do meio da safra ( setembro) € na pele, um més depois. O teor na pele aumentou
gradativamente de setembro a novembro. A diminui¢io do acido limonéico e o aumento do
limonin glicopiranosideo ocorrem simultaneamente nos ultimos estagios de crescimento do
fruto e maturagdo, sugerindo que o limonin glicopiranosideo é um metabédlito do acido
limondico anel a lactona. A Tabela 1 apresenta a evolugio do precursor do Limonin e do

proprio Limonin durante a safra de 1988 a 1989 para laranja Navel.

Nas folhas citricas e tecidos vegetais da fruta, ocorre naturalmente a presencga do sal

do é4cido limondcio anel A lactona, que possui em sua estrutura dois anéis: o anel A que €
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fechado e o anel D que ¢ aberto. Este composto, sem sabor, ¢ estavel somente na forma de sal.
Em valores de pH baixos e mais rapidamente na presenga da enzima citrus limonoato D-anel
lactona hidrolase, o anel D se fecha e se forma entdo a substiancia amarga limonin. A conversao
gradual do 4cido limondico anel A lactona para limonin ocorre sempre que os tecidos da fruta
sdo rompidos, através do maltrato, estrago por congelamento ou durante o processo de extragao

do suco. Limonin e outros limonéides ocorrem em quantidades varidveis em sementes citricas

(MAIER et al., 1969).

Noomjorm & Kasemsuksakul (1992) estudaram o efeito da maturagdo e
processamento no teor de limonin de suco de tangerina. Altos contetidos de limonin foram
observados em tangerinas de inicio de matura¢do e conteiido de naringin decresceu com 0
andamento da maturagio. Baixas temperaturas de estocagem do suco foram eficientes para

diminuir a velocidade de formagdo do limonin, no caso de suco nio pasteurizado.

Tabela 1: Concentragdo de limonoato anel-A lactona e limonin 17 - B - D — glicopiranosideo de
laranja Navel durante seu crescimento e maturagdo °.

1988 1989
Fev. Jul Ago Out Nov*  Nov** Jan Fev Mar Abr
limonoato anel — A lactona
Pele nd nd nd 244 211 158 110 103 88 44
Polpa nd nd nd 208 127 71 47 39 21 14
Total 362  478° 375 219 150 96 66 58 41 23

limonin 17 - 3 - D - glicopiranosideo

Pele nd nd nd 0 66 202 298 258 286 362
Polpa nd nd nd 126 206 296 328 312 304 325
Total 0° 0° 0° 90 168 269 319 295 296 33¢

#Variag¢ao da concentragdo (mg/L) de cinco arvores " Fruta Inteira
*2/Nov ** 30/11
HASEGAWA et al., 1991



Tabela 2: Concentragdo de limonin em frutas citricas.

Produto Local do fruto mg/L de limonin Referéncia
Laranja Navel Suco concentrado 14,6 - 18 Shaw,1984
Laranja Navel Suco fresco 88-114 Shaw, 1984
Grapefruit Suco reconstituido 3.8-10 Shaw. 1984
Grapefruit Suco integral 5,72- 13,69 Widmer,1991
Grapefruit Suco integral 6,67-18,12 Bettini, 1990
Laranja Péra(Safra 88/89) Suco("ratio” 12) 0,84-2,06 Bettini, 1990
Laranja Péra(Safra 88/89) Suco("ratio” 13) 0,76-4,38 Bettini, 1990
Laranja Péra(Safra 88/89) Suco ("ratio™ 15) 0,53-2,28 Bettini, 1990
Laranja Valéncia Suco integral 1,73-6,79 Widmer,1991
Laranja Valéncia Pele 0-313 Fong,1992
Laranja Valéncia Pele 5,6-31.8 Widmer,1991
Laranja Valéncia Semente 52-140 Fong,1993
Laranja Valéncia Polpa 0-127 Fong,1992
Laranja Valéncia Siike izl 46 Maier,1970
(Inicio de safra)

HARDjR Yl Suco integral 2.3 Maier,1970
(Meio de safra)

Laranja Hamlim Suco 1,7 Widmer, 1991
Liméo siiso 42-14.2 Maier,1970




3.1.1. Aspectos Sensoriais

A concentrag¢io de limonin ¢ um importante parametro na qualidade sensorial do

suco de laranja, influenciando diretamente a aceitagdo do consumidor.

A aceitagdo de um suco de laranja est4 diretamente relacionada a sua caracteristica
aromatica, incluindo frescor e palatabilidade em relagdo ao equilibrio dos gostos basicos doce e
acido. A sensagdo de amargor desenvolvida no suco, em niveis de limonin acima de 2-3 mg/L,
pode ser decisiva na rejei¢do de um suco de laranja ¢ pode comprometer sua aceitabilidade

(Bettini, 1990).

Em suco de laranja ndo proveniente de concentrado (“Not From Concentrate —
NFC”), onde a matéria prima ¢ a fruta fresca, esse problema ¢ mais frequente principalmente na
entressafra da laranja, quando ¢é necessario utilizar laranjas disponiveis em estigio de
maturag¢do nédo tdo recomendados. A industria de suco concentrado tem por precaugio fazer
estoques do suco de laranja de variedades com relagiio de s6lidos solaveis/acidez titulavel ideal
¢ utilizar estes estoques na entressafra . Para o processamento de suco de laranja reconstituido a
partir do concentrado, este problema também tem sido facilmente solucionado usando estoques

de suco concentrado de “ratio” bom.

Fellers & Hill (1987) verificaram a influéncia do contetido de limonin no sabor de
suco de laranja concentrado congelado € suco de laranja reconstituido. Os autores pesquisaram
o teor de limonin em sucos processados de janeiro de 1984 a julho de 1985. Amostras de suco
de laranja concentrado e congelado da safra de 82/83 também foram analisadas. Os resultados
mostraram diferenca significativa no contetido de limonin entre os anos e entre os meses (da
mesma safra), mas ndo houve variagdo de uma planta para outra (mesma variedade) na mesma
época. O sabor do suco variou de um més para outro ¢ por planta, mas ndo de um ano para
outro. Foi detectada correlagdo inversa significativa entre o conteido de limonin e o sabor do

suco quando analisados por 15 provadores treinados.

Rouseff er al(1990) utilizando técnica de tempo-intensidade, verificaram o

comportamento de naringina e limonin. Estes compostos foram apresentados para um grupo de
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provadores em solugdes aquosas. O “threshold* individual para sabor amargo foi definido
usando-se solugdes de cafeina. O méaximo sabor amargo foi percebido em poucos segundos,
seguido por um gradual declineo da intensidade de amargor. O tempo de amargor foi maior
para as solugdes de limonin do que para naringina. Provadores com major “threshold”, ou seja,
menor sensibilidade ao sabor amargo, exibiram curva de resposta maior no maximo nivel de
intensidade de amargor e menor intensidade global e menor tempo de percepgdo de amargor.
Os provadores com menor “threshold”, ou seja, maior sensibilidade ao sabor amargo, em geral
produziram respostas com maior intensidade global de amargor e maior persisténcia de sabor

amargo.

Maier et al. (1977) estudaram os niveis de sensibilidade de amargor proveniente de
limonin em laranja Navel. Os autores concluiram que niveis de limonin abaixo de 6 mg/L
geralmente ndo eram percebidos, entretanto a sensagdo de amargor para niveis superiores a 6
mg/L variavam com a dogura, acidez e niveis de 6leo do suco. A influéncia do ratio na
sensibilidade de amargor foi estudada. A um pH constante e aumentando-se o “ratio” de 10
para 16, a sensibilidade passou de 6.2 para 8.5 mg/L. Provadores que avaliaram sucos com
diferentes pH e ratio, e um teor de limonin de 4 mg/L, mostraram preferéncia para sucos com

caracteristicas de pH e ratio onde a sensibilidade de amargor foi minima.

Em seus estudos sobre sensibilidade de detecgdio de sabor, Guadagni er al. (1973),
utilizaram painelistas treinados e previamente selecionados por sua sensibilidade e consisténcia
em perceber sabor amargo. O individuo mais sensivel detectava sabor amargo em niveis de 0.5
mg/L de limonin, enquanto o menos sensivel percebia somente em niveis de 32 mg/L. Para
concentragdes de 2 mg/L, trinta e dois porcento dos painelistas eram capazes de detectar
amargor e sessenta e dois porcento dos provadores detectaram sabor amargo em concentragdes
de 4 mg/L. Para laranja Navel, niveis de 6 mg/L de limonin foram percebidos pelo grupo. Os

autores correlacionaram uma maior qualidade do sabor em niveis especificos de limonin.

Tem sido relatado, que a supressdo no amargor de limonin ocorre quando o
constituinte citrico neo-diosmin (NEO), uma flavona sem sabor, analoga ao flavonéide amargo
neo-hesperidina, esta presente em solugdes ou sucos contendo limonin . Baixos niveis de NEO

foram efetivos em aumentar a sensibilidade de limonin em suco de laranja, reduzindo o
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amargor de baixos niveis de limonin € mesmo de niveis muito altos. NEO ¢ também um efetivo
supressor de amargor de naringin e seria especialmente util em suco de grapefruit amargo, o
qual contem limonin e naringin.Baseado nestes resultados, um processo para redugdo de
amargor de suco citrico foi proposto o qual inclue a adigdo de 50 a 150 mg/L de neodiosmim

(Guadagni er al., 1977).

3.1.2. Identifica¢do e Quantificacio de Limonoides

Pelo fato do sabor amargo desenvolvido em presenga de limonin ocorrer em
determinadas concentragdes e muitas vezes apos horas ou dias apds o processamento, um
método rapido e eficiente para determinagdo facilitaria o controle de qualidade na industria

citrica.

Varios métodos foram testados para identificagdo e quantificagdo dos limonoides,
em especial limonin, narigin e seus precurssores. Cromatografia em Camada Delgada (Maier &
Grant, 1970; Albach et al., 1981; Pifferi et al., 1993), Cromatografia Gasosa (CG) (Langas &
Galhiane, 1990), Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia(CLAE) (Fisher, 1978; Rouseff &
Fisher, 1980; Shaw & Wilson, 1984; Bettini, 1990; Hasegawa ef al., 1991; Segui ef al.,1992;
Fong et al., 1992; Fong et al., 1993; Pifferi et al., 1993 ) , Método imuno-enzimatico(IEA)
(Bettini, 1990; Widmer & Rousef, 1991)

Maier & Grant (1970), em seus estudos com limonin utilizaram a cromatografia de
camada delgada e extragdo dupla com cloroférmio e posterior evaporagdo. O residuo foi
dissolvido em acetonitrila ¢ entdo aplicado em camada de silica gel, devidamente preparado,
para determinagdio do limonin. O método apresentou sensibilidade para valores de 2.2 a 850
mg/L , podendo ser usado para determinagdio em suco e nos tecidos da fruta. A utilizagdo de
cloroférmio como reagente para extragdo total do limonin do suco foi considerada eficiente,
sendo que, apos duas extragdes, ndo foi encontrado residuo de limonin na aliquota de suco ou
no tecido estudado. Os autores encontraram valores de 4.6 e 2.3 mg/L em suco de laranja

Valéncia de inicio e meio de safra respectivamente.



Muitos métodos vem sendo testados ao longo dos anos, tentando ser eficientes,
reprodutivos e rdpidos na determinag¢do do contetido de limonin. Rouseff & Fisher (1980)
utilizando Cromatografia Liquida de Alta FEficiéncia, fase normal, encontraram boa
reprodutibilidade e repetibilidade na determinagiio de limonin em suco de laranja. O método
apresentou excelente recuperagdo, sendo encontrados valores de 60 ppb. Entretanto, o método
possui uma etapa preliminar de trés extragdes com cloroférmio, o que exigiu mais tempo de

analise.

O contetdo de limonin foi estudado por Shaw & Wilson (1984) em laranja e
grapefruit usando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). Foi testada a injecdo
direta em coluna microbore C-18, e coluna analitica C-8, com e sem etapa preliminar de
separagdo em cartucho Sep-Pak. Para a determinagdo em laranja o uso da etapa de separagao
inicial foi importante para eliminagéo de substéancias interferentes, no caso da injecdo direta de
suco no cromatografo. Os autores concluiram que o uso do Sep-Pak é um método rapido e
simples para preservar a pré-coluna e coluna cromatografica dos residuos do suco, quando
injetados diretamente. O uso da Cromatografia Liquida de Fase Reversa permite uma rapida
quantifica¢do de limonin em suco de laranja para teores acima de 1 mg/L em coluna microbore
de 2.1 mm de didmetro interno e 2 mg/L para coluna de diametro de 4.6 em coluna analitica C8
ou C18. A coluna analitica requer uma inje¢do quatro vezes maior do que a requerida pela
coluna Microbore. Para grapefruit, o limite minimo de detecgdo 5 mg/L foi encontrado para

analise de rotina..

WIDMER (1991a) utilizou extragdo em fase solida em Sep-Pak C-18 e CLAE,
com coluna Ciano (CN). A fase movel utilizada foi Acetonitrilaf‘Agua (38:62). Os resultados
mostraram que a Fase Estacionaria CN apresentou uma boa seletividade, sendo, entretanto
susceptivel a contaminagdo por alguns constituintes presentes no suco. O uso prévio de
extragdo em fase solida C18 auxilia na eliminagdo desses interferentes. O método apresentou
excelente recuperagdo e o extrato de limonin, obtido apds ressuspensdo, em metanol, foram
estaveis por 30 dias quando estocados a -4°C. Os resultados confirmam a eficiéncia da

Cromatografia Liquida de Fase Normal ja encontrados por Fisher (1978) e Bettini (1990).



Colunas CN (Ciano) tem sido utilizadas para cromatografia liquida fase normal por

causa de sua intermediaria polaridade ( Kimball, 1991).

Bettini( 1990) estudou  diferentes métodos para determinagdo de limonin e
nomilim em suco de laranja e suco de grapefruit concentrado. Foi avaliada a eficiéncia das
analises utilizando-se 0 método imunoenzimatico (EIA) e Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) (Fase Normal e¢ Fase Reversa). As amostras foram avaliadas por provadores
treinados que usando uma escala de 0-10 pontos, avaliaram a intensidade de sabor amargo.
Para andlise quantitativa de limonoides, o autor encontrou melhores resultados utilizando
CLAE Fase Normal. A etapa inicial de extragdo com cloroférmio foi considerada mais
dispendiosa no que se refere ao tempo de execugdo do método. Foi utilizada coluna de silica
quimicamente ligada com grupo ciano, que foi considerada extremamente eficiente e
reprodutiva. A fase movel isopropanol/hexano/metanol (48:44:8) foi a que separou melhor os
picos em um tempo de 12-13 min. Os resultados mostraram uma correla¢@o significativa ao
nivel de 5% entre a intensidade de sabor amargo detectado pelos provadores e a concentra¢do
de limonin, sendo que para valores superiores a 1.6 mg/L de limonin, os provadores ja sentiram

moderado sabor amargo no suco de laranja.

SEGUI et al. (1992a) utilizaram para determinar o teor de limonin em suco de
laranja, CLAE com Coluna de Fase Reversa Hypersyl ODS e com pré-coluna também de ODS.
A Fase Mével utilizada foi Acetonitrila/Agua (45/55). Para preparagio da amostra foi feita
extragdo em cartucho Sep-Pak previamente ativado e o Limonin eluido com uma solugdo de
Acetonitrila /Agua (50/50). Os autores encontraram uma recupera¢do de 99% e 95% para
concentragoes de 48.4 e 39.4 mg/L, respectivamente. O método mostrou-se sensivel para
concentracdes de 0.1 mg/L de limonin, sendo essa sensibilidade similar a da técnica de
imunoensaio (Jourdan ef al., 1984) e superiores a técnica de camada delgada (Maier & Grant,

1970) .

Em seus estudos de determinagdo de limonin em amostras industriais de suco de
laranja, Segui e al.(1992b), encontraram uma forma de eliminar a interferéncia dos picos da
sinensetina e coumarina, na determinagdo por CLAE. Utilizaram uma Fase Reversa, pré-coluna

Sep-Pak C18, fase movel acetonitrila/dgua (42:58) e coluna cromatografica Hypersyl ODS
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Spm (200x4mm). O tempo total de analise foi de 7 minutos. Os sucos analisados apresentaram
uma concentragdo de limonin média de 11- 15 mg/L. Foi comparado o teor de limonin no
suco, na polpa e no soro do suco. Os autores observaram que, do total de limonin, em sucos
com teores de polpa maior que 5%, o contetido de limonin encontrado na polpa representava
10-14% do valor total de limonin no suco. Entretanto, suco com valores de polpa inferiores a
5%, apresentaram o teor de limonin no soro praticamente correspondendo ao valor total de

limonin do suco.

Fisher (1978) utilizou Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia de Fase Normal
para quantificar o teor de limonin em suco fresco e reconstituido de laranja e grapefruit. Foi
escolhida coluna CN (ciano propilsilano quimicamente ligada em suporte de silica, 10 pm)
Bondapak. A fase moével selecionada como melhor foi metanol/dgua 35:65. A limpeza e
manuten¢do da coluna foi feita usando-se acetonitrila ou cloroférmio. Os resultados
demonstraram que o método foi bastante reprodutivo e preciso, podendo ser detectado nivel de

1 mg/L no suco.



4. MATERIAL E METODOS

4.1.MATERIAL

As variedades selecionadas para o experimento foram: Péra, Valéncia e Natal,
obtidas durante as safras de 1998/99 (Primeira safra) e 1999/2000 (Segunda safra) das
plantagdes da industria, situada na cidade de Santa Cruz do rio Pardo (SP). As frutas foram
selecionadas de zonas e talhdes especificos para que se procedesse a colheita das frutas em

todo periodo do estudo do mesmo local.

Estabeleceu-se que as frutas de uma mesma variedade deveriam ser colhidas
sempre de uma mesma regido, zona e talhdo, pré-definidos antes do inicio do experimento
para que se repetisse a colheita da mesma regido durante a safra e nas duas safras
estudadas. Esses critérios foram estabelecidos para evitar variabilidade devido ao tipo de
enxertia, variagdes no solo, tempo de vida da arvore e outras fatores de variagdo devido ao

local de plantio.
O trabalho experimental foi dividido em dois estudos:

4.1.1. Estudo da Variabilidade durante a safra: estudo da variagdo do conteudo de
limonin em laranja no inicio da matura¢do e no fim do periodo de maturagdo para as
diferentes variedades. O parametro “ratio” (sélidos soluveis/acidez titulavel) foi usado para

definir a data da colheita e processamento.

4.1.2. Estudo da Variabilidade entre duas safras: Estudo da varia¢do do conteudo de
limonin entre as safras. O ano safra na industria citrica inicia-se em maio/junho, portanto,
por esse calenddrio, as amostras da variedade de Natal foram colhidas das safras de 98/99 ¢
99/2000 e as variedades Péra e Valéncia foram colhidas das safras de 99/2000 e 2000/2001.
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4.2. METODOS

As amostras utilizadas de suco de laranja foram produzidas a partir de cada
variedade de laranja a ser estudada. O suco foi extraido, despolpado, pasteurizado e
envasado em embalagem cartonada (Figura 1 do Capitulo III desta tese). ApoOs 4 dias de
processamento as amostras de suco foram congeladas em cimara de congelamento a -20°C
para posteriores analises. Para andlise do limonin, as amostras foram previamente

descongeladas até atingir a temperatura ambiente e procedeu-se a extragdo do limonin.

As analises foram conduzidas de acordo com Rouseff & Fisher (1980), como se

segue:
4.2.1. Extracio do Limonin

Aproximadamente 50 mL de suco foi centrifugado por 15 minutos a 3000 rpm
para remover a polpa e o material suspenso. Foram entdo coletados 35 mL do sobrenadante
e colocados em funil de separagdo, onde foram adicionadas 3 aliquotas de 10 mL de
cloroférmio (Marckintoff) para extragdo do limonin. Apés a separagdio, as camadas
combinadas de cloroférmio foram evaporadas a secura sob nitrogénio a uma temperatura

maxima de 35°C (Figura 1).

O residuo seco foi entdo ressuspendido em 2,0 ml de fase movel e filtrado em

filtro Millipore 0,22 um.

4.2.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Foi utilizado Cromatégrafo Shimadzu modelo CTO 10 A VP e bomba LC
10AD pré-coluna e coluna Shim-pack de silica impregnada com CLC-CN 3um (150mm x
4,6 mm), nimero de série 4155165, N=8600, adquirida da Shimadzu Co.

A temperatura da coluna foi de 38°C
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Fluxo da Fase Movel: 1ml/min.
Volume de injegdo: 20uL
Detector UV: 210 nm.

A fase moével utilizada foi isopropanol, hexano e metanol (48:44:8). Outra
propor¢do destes mesmos solventes foi utilizada (60:30:10). Também foi estudada a
substitui¢io de isopropanol por n-propanol, entretanto ndo houve uma melhora significativa

no cromatograma obtido.

O padrdo utilizado foi limonin (Acido limonodico 3,19:16,17- dilactona), grau

HPLC, marca Sigma (L 9647).

Foi preparada uma solugiio estoque de limonin, diluindo com acetronitrila
(2mL) e completando o volume com etanol (grau HPLC) para preparo de uma solugéo
estoque de 100mg/L. Foram preparadas diluigdes para concentragdes de 1.0 mg/L;
2.5mg/L; 13.0 mg/L; 34mg/L; 45 mg/L. Dados de literatura confirmaram a ampla
linearidade existente entre a concentragdo de limonin e altura dos picos, indicando que a
area do pico, assim como, sua altura, podem ser utilizados para quantificagdo do limonin.

(ROUSEFF,1980; BETTINI,1990).
4.2.3. Analise Sensorial

Foram feitas analises de intensidade de sabor amargo, com equipe treinada,

conforme metodologia descrita no capitulo I, item 4.2 desta tese.

Os resultados foram avaliados utilizando Analise de Variancia (ANOVA) ¢

comparagao entre as médias (Tukey) a nivel de 5% de significancia.
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Amostra de suco de laranja ]

[ Centrifugagdo - 3000 rpm/15 min ]

Em um funil de separagio adicionar 35 mL do
Sobrenadante + aliquota de 10 mL de
cloroférmio- Misturar lentamente por 4
minutos

etapa anterior adicionando mais 2 aliquotas de
10 mL no suco

Secagem das aliquotas com sulfato de sodio
anidro

LSeparacﬁo da fase com cloroformio. Repetir a J

Secagem com nitrogénio para evaporagio do
cloroformio até secura total

Ressuspensdo com a Fase Movel, filtragiio em
Millipore ¢ aplicagdo no HPLC

Figural: Fluxograma de extra¢do de limonin
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. PREPARACAO DA AMOSTRA E CROMATOGRAFIA LiQUIDA

As amostras foram extraidas em funil de separa¢do usando-se cloroformio.O
estudo da recuperagdo e a identificagio do pico de limonin foram feitos usando-se a adi¢do
de varias concentragdes de padrdo externo na amostra (Tabela 3) e procedendo-se a todas
as etapas de extragdo conforme descrito anteriormente e também pelo tempo de retengao. O
método apresentou uma variagdo da porcentagem de recuperagdo de 94.9 a 103.3%,

compativeis com valores encontrados por outros autores (Segui ef al., 1992a; Carter, 1985).

5.2 PADROES

Uma solugdo padrdo de limonin contendo 100mg/L de limonin dissolvido em
acetonitrila e diluido em etanol foi armazenada a -18°C por um periodo maximo de 6
meses (Shaw & Wilson, 1988). Amostras diluidas foram preparadas diariamente e usadas

como solugdo padrao.

As determinagdes quantitativas das amostras foram feitas comparando-se a
variagdo das areas dos picos de triplicatas e areas de padrdes aplicados em triplicata no
mesmo dia. Coeficientes de variagdo de até 10% foram consideradas toleraveis por outros

autores (Shaw & Wilson, 1984; Horwitz,1982).

A recuperagdo do método foi avaliada adicionando-se quantidades conhecidas de

limonin nas amostras de suco de laranja antes de iniciar o processo de centrifugagao.
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O contetido de limonin apresentou uma resposta linear nas concentragdes do

estudo: 0.34 a 33.75 mg/L (r’=0,98) (Figura 2).
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Figura 2: Curva de calibragdo do padrio de limonin (r*= 0,98)

Os valores de recuperagdo de limonin estdo proximos aos encontrados por outros
autores em seus estudos com limonin em suco de laranja (Roussef & Fisher, 1980: Carter

et al., 1985, Bettini, 1990; Segui et al, 1992a).

A melhor eluigdo obtida foi com a fase movel ternaria isopropanol, hexano e
metanol na propor¢do (48:44:8). Outra proporgdo destes mesmos solventes foi testada
(60:30:10), mas ndo apresentou elui¢do e separagio adequadas do limonin. Também foi
testada a substituicdo de isopropanol por n-propanol, entretanto nio houve uma melhora

significativa no cromatograma obtido.
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Tabela 3: Estudo da recuperagdo do limonin no processo de extragdo da amostra.

Limonin

Amostra Inicial(*) Adicionada Esperada Encontrada Recuperagio(%)
1 0.65 1.12 1.77 1.52 85.87
2 0.65 1.12 1.77 1.60 90.04
3 0.65 1.12 1.77 1.48 83.61
4 0.86 2.70 3.56 3.43 96.34
5 0.86 2.70 3.56 3.51 98.50
6 0.86 2.70 3.56 347 97.47
7 3.84 2.70 6.54 6.60 100.91
8 3.84 2.70 6.54 6.54 100.00
9 3.84 2.70 6.54 6.52 99.60
10 3.84 4.50 834 8.54 102.00
11 3.84 4.50 8.34 8.29 99.00
12 3.84 4.50 834 8.42 101.00

(*) mg/L. Foram adicionadas concentragdes de limonin conhecidas as amostras de suco de
laranja com concentragdo de limonin determinadas.

Tabela 4: Concentragdo (mg/L) de limonin encontrada para as diferentes variedades nos

diferentes estagios de maturagio durante a primeira safra estudada.

Péra Péra Valéncia Valéncia Natal Natal Variagio

inicio fim inicio fim inicio Fim (média)
Concentragdo  1.47a 0.60b 0.57b 0.56b 0.55b 0.45b 0,31-1,53
(n=3) (0,70)
d.p. 0.05 0.17 0.12 0.21 0.11 0.16 0.37

Médias seguidas da mesma letra nao apresentam diferenga significativa ao nivel de 5% de
significancia de probabilidade

Pela Tabela 4 observa-se que na primeira safra, a variedade Péra no inicio da

maturagdo apresentou um teor significativamente maior de limonin em relagdo as demais
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variedades. As demais variedades ndo apresentaram diferenca significativa entre si ao nivel

de 5% na concentragdo de limonin.

Podemos observar, pelos resultados da tabela 5, que para a segunda safra estudada,
a variedade Péra de inicio de safra, apresentou conteudo de limonin significativamente
superior, ndo diferindo apenas da amostra Natal de inicio de safra (p<0,05). A variedade
Natal apresentou uma significativa redugdo no conteudo de limonin durante a segunda

safra. Todas as variedades apresentaram valores maiores de limonin no inicio da safra.

TABELA 5: Concentragdo (mg/L) de limonin encontrada para as diferentes variedades nos

diferentes estagios de maturagdo durante a segunda safra estudada.

Péra Inicio Péra Fim  Valéncia Valéncia  Natal Natal Fim Variagio
Inicio Fim Inicio (média)
Meédia 1.342a 0.65bc 0.96b 0.56¢ l.1lab 0.25d 0.14-1.41
(n=3) 0.82 )
d.p. 0.07 0.11 0.14 0.09 0.12 0.12 0.38

Medias seguidas da mesma letra ndo apresentam diferenca significativa ao nivel de 5% de

significancia

Tabela 6: Concentragdo de limonin (mg/L) encontrada para todas as variedades nos

diferentes estagios de maturagao e diferentes safras.

Primeira Safra Segunda Safra
Variedade Inicio Fim Inicio Fim
PERA 1.47 aA 0.60bA 1.34aA 0.65bA
VALENCIA 0.57b B 0.56bA 0.96aB 0.56bA
NATAL 0.55b B 0.45bA 1.11aAB 0.25dB

Médias com mesmas letras mintiscula na linha e maiusculas na coluna nio diferem entre si a0 nivel

de 5% de significancia

Os valores da Tabela 6 indicam que a variedade Péra de inicio de safra, apresentou
elevada concentragio de limonin nas duas safras estudadas. As variedades Valéncia e Natal,
de inicio de safra, apresentaram teor de limonin estatisticamente superiores na segunda

safra. Pode-se observar também que durante a segunda safra, todas as variedades
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apresentaram teores de limonin elevados no inicio da safra, entretanto esses teores
diminuiram de maneira significativa no fim da safra. Esses resultados sao similares aos
encontrados por outros autores que verificaram a presen¢a de uma maior concentragdo de
limonin em suco de laranjas do inicio da safra (Albach et a/,1981, Bettini,1990) ou maior
conteudo de seu precursor na fruta de inicio de safra (Hasegawa er a/,1991). Fong et al
(1992), em seus estudos com laranja Valéncia obtida de duas safras consecutivas
encontraram um conteudo maior de precursor do limonin (limonoato anel A lactona) em
laranjas da variedade Valéncia no inicio da safra. Essas laranjas foram caracterizadas como

laranjas de casca verde, em ambas as safras estudadas.

Tabela 7: Intensidade de amargor das variedades nos diferentes estagios de maturagao e

safras observado através do teste descritivo.

Variedade Primeira Safra Segunda Safra

i Inicio Fim Inicio Fim
PERA 1.69bc 1.26bcde 2.65a 1.68bc
VALENCIA 1.56bcd 1.14cde 0.92de 1.52bed
NATAL 1.95ab 1.43 bcde 080¢ 0.90 de

Meédias com mesmas letras nao diferem entre si ao nivel de 5% de significancia

Os valores de intensidade de amargor encontrados pela equipe descritiva, no inicio
da segunda safra, para a laranja Péra, podem estar relacionados aos niveis de limonin
obtidos. Os resultados coincidem com os valores encontrados por Guadagni ef al. (1973),
onde para teores de 2mg/L de limonin, 32% dos provadores treinados foram capazes de

detectar sabor amargo.
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6. CONCLUSOES

O método utilizado para determinagio de limonin ¢ bastante rapido e reprodutivo,

podendo ser utilizado como controle para o processo de extragio do suco de laranja.

Houve diferenga significativa para os valores de limonin entre as variedades, sendo
que a variedade de laranja Péra apresentou maior concentra¢do de limonin na fruta colhida

no inicio de safra.

Os valores de limonin para as variedades Valéncia e Natal, variaram de maneira

significativa de uma safra para outra, quando analisamos o suco de inicio da safra.

Todas as amostras de suco produzidas a partir das laranjas de fim de safra,

independente da variedade, apresentaram valores de limonin inferiores a 0.7 mg/L de suco.

Os valores de limonin encontrados, inferiores a 2 mg/L de suco, sdo considerados
baixos e ndo causariam a percep¢do de amargor pelo consumidor comum, entretanto a
equipe sensorial de analise descritiva detectou uma maior intensidade de amargor nas

amostras de laranja Péra de inicio de safra.

Para o suco obtido da variedade Péra, foi possivel relacionar a intensidade de

amargor e 0s valores de limonin para o suco de laranja pasteurizado.
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CAPITULO I

AVALIACAO DA QUALIDADE SENSORIAL DO SUCO DE
LARANJA(Citrus sinensis L. Osbeck) DE DIFERENTES VARIEDADES
DE LARANJA ATRAVES DA ANALISE DESCRITIVA
QUANTITATIVA

“K muito importante que 0 homem tenha ideais. Sem eles nio se vai a parte alguma”.

Dalai Lama
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1. RESUMO

Existem disponiveis no mercado dois tipos de suco de laranja pasteurizado,
pronto para consumo. A diferenga principal entre esses sucos é a origem da matéria prima.
Um tipo € feito a partir da reconstituicdo do suco concentrado (suco reconstituido de
laranja) e o outro, a partir do processamento da fruta “in natura” (conhecido como suco
pasteurizado ndo proveniente do suco concentrado, Not From Concentrate ou NFC),
podendo variar de sabor e aroma devido as diferentes variedades disponiveis ao longo do

ano.

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver uma terminologia
descritiva e de perfil sensorial de suco de laranja pasteurizado NFC obtido de trés
variedades de laranja: Natal, Péra e Valéncia, colhidas no inicio e fim de safra, durante duas
safras consecutivas. Foram levantados atributos sensoriais que melhor definissem o aroma,
sabor, textura e aparéncia. As amostras foram avaliadas por uma equipe treinada de oito
provadores e avaliadas quanto a aceitagdo por trinta provadores potenciais consumidores

através do teste afetivo.

Os resultados da anélise descritiva indicaram que as amostras de inicio de safra,
independente da variedade, caracterizaram-se pelos seguintes atributos: aroma de fresco e
sumo, sabor fresco e sumo, acido e amargo, diferindo-se significativamente das amostras de
fim de safra que apresentaram maior intensidade dos atributos de aroma e sabor de passado
e cozido. Foi encontrada correlagdo significativa entre aroma e sabor de fresco, e aroma e

sabor de sumo, respectivamente.

O suco de laranja Péra de fim de safra, apresentou menor intensidade de aroma
e sabor de fresco caracterizando-se por ter relagio solidos soltveis e acidez titulavel,

“ratio” de 17.0, considerado elevado pelos padrdes da industria citrica.

Em relagdo ao teste afetivo, ndo se obteve maior aceitagio em fungio especifica
da variedade, e sim devido as caracteristicas quimicas e sensoriais das amostras de suco de

laranja. Valores de acidez do produto elevado, causaram maior incidéncia de atributos
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como sabor 4cido e amargo e foram relevantes para menor aceitagio do suco, no inicio do
estudo de vida de prateleira. As amostras de fim de safra apresentaram maior incidéncia de

atributos como sabor passado e cozido, principalmente apos 60 dias de vida de prateleira.
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2. ABSTRACT

Two types of ready to drink pasteurized orange juice for consumption are
available on the market. The main difference between these juices is the origin of the raw
material. One type is from the reconstitution of concentrated juice (reconstituted orange
Juice) and the other from the processing of the fruit “in natura” (known as pasteurized juice
not proceeding from the concentrated juice, Not From Concentrate or NFC), which varies

in flavor and aroma throughout the year due to the different varieties available.

The objective of the present work was to develop a descriptive terminology and
sensory profile for NFC from the three varieties of orange (Natal, Pera and Valencia)
harvested at the beginning and end of the harvest during two consecutive harvests. Sensory
attributes were described that better defined the aroma, flavor, texture and appearance. A
trained panel of eight trained judges evaluated the samples, and the acceptance was

evaluated by thirty potential consumers (affective test).

The results of the descriptive analysis indicated that the samples at the
beginning of the harvest, independent of the variety, were characterized by the following
attributes: fresh and natural aroma, fresh and natural flavor and acid and bitter taste,
differing significantly from the samples at the end of harvest that presented greater intensity
of cooked and over-ripe flavors and aroma. Significant correlation was found between fresh

aroma and fresh flavor and between natural aroma and natural flavor.

The end of harvest Pera orange juice presented the lowest intensity of fresh
aroma and flavor and was characterized by having a ratio of 17, considered high when

compared to the citrus industry standards.

With respect to the affective test, no greater acceptance as a specific function of
the variety was characterized, but there was a relation with specific features of the orange
juice samples. High values for acidity caused a greater incidence of comments such as acid

flavor and bitter taste, leading to a lower acceptance of the juice at the beginning of the
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shelf life. The samples from the end of harvest showed a greater incidence of comments

such as over-ripe and cooked flavor, mainly after 60 days of shelf life.
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3. INTRODUCAO

Nos ultimos anos houve um aumento do consumo do suco de laranja fresco, em
embalagem plasticas e também de suco pasteurizado embalado em embalagem cartonada.
Em 1997, o consumo de suco tipo longa vida chegou a 100 milhdes de litros. A tendéncia
de se aumentar o consumo deste tipo de produto parece ser fato inquestiondvel, em funcio

da praticidade da vida moderna ( ABECITRUS, 2000).

As industrias que produzem suco de laranja pasteurizado diretamente da fruta
disponivel, e ndo a partir do suco concentrado, enfrentam sério problema tecnoldgico. As
frutas apresentam variabilidade em suas caracteristicas quimicas e sensoriais devido as

caracteristicas naturais intrinsecas de cada variedade e alteragdes entre as safras.

Essas variagdes tem sido relacionadas a fatores como caracteristicas genéticas
da variedade, regido geogréfica, solo, clima, indice pluviométrico, numero de folhadas e
outros fatores, os quais tem dificultado a padronizagdo sensorial do produto acabado,

causando insatisfagdo do consumidor.

A qualidade do fruto aumenta com sua maturagdo. O sabor é um dos principais
fatores de qualidade, mas outros atributos como aroma, textura e cor contribuem também
para a qualidade total do fruto. O sabor do fruto e do suco, podem ser afetados, tanto pelo
fruto imaturo, quanto pelo fruto muito maduro. Quando a fruta atinge uma determinada
relagao entre solidos soltveis e acidez , o sabor e caracteristicas sensoriais do fruto nio

maduro desaparecem (Ting & Attaway, 1971; Bettini, 1995).

A curva de maturagdo dos frutos se processa de forma complexa, em que
interagem a temperatura do ar, radiagéo solar, dgua disponivel nas raizes, além de fatores
locais de relevo, como localizagio geografica, face de exposicdo solar e caracteristicas
varietais. O amadurecimento dos frutos citricos é caracterizado pelo aumento gradual de
suco, decréscimo no teor de acidez, aumento na quantidade de solidos soliveis

(principalmente os agticares) no suco, desenvolvimento de cor, aroma e sabor proprios de
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cada variedade, e a relagdo entre a quantidade de solidos soluveis e acidos (Nagy ef al.,
1990).

Os conhecimentos sobre as variedades de laranja para produgdo de suco, sdo
interessantes ndo s6 no aspecto de rendimento em suco, como também na qualidade
quimica e sensorial do suco final (Shaw & Wilson, 1980). Dentre as variedades de laranja
comercialmente importantes no Brasil destacam-se as variedades Péra e Valéncia que

representam 50% e 10% respectivamente do total de variedades comercializadas
(Rodriguez, 1991).

Virios autores estudaram as caracteristicas quimicas, sensoriais € componentes
volateis presentes em suco de laranja obtidos de diferentes variedades. As caracteristicas
individuais de cada variedade sdo fatores de grande importancia devido a sua contribui¢do
na qualidade final do suco pasteurizado (Wolford ez al., 1963; Nisperos-Carriedo & Shaw,
1990; Shaw & Wilson, 1980; Bettini, 1995; Benassi Jr., 2001).

A analise descritiva quantitativa proporciona uma completa descri¢do de quase
todas as propriedades sensoriais de um produto, representando um dos métodos mais
completos e sofisticados para a caracterizagdo sensorial de atributos importantes (Stone &

Sidel., 1998).

3.1. ANALISE SENSORIAL

Segundo Meilgaard ef al. (1991), a cadeia de percepgdo sensorial envolve as
seguintes etapas basicas: o estimulo, que alcanga o orgdo sensor € ¢ convertido em sinal
nervoso transportado até o cérebro, que organiza e interpreta a sensagdo recebida em
percepgdo. Por tltimo uma resposta ¢ elaborada com base na percepgdo. A diferenca entre
sensagdo e percepgdo no mecanismo cerebral, é que a sensagdo € um fendmeno mais
periférico e a percepgdo mais central, esta Gltima influenciada por um pré-condicionamento

do individuo.
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Em geral, observamos os atributos de um produto na seguinte ordem: aparéncia,
odor/aroma/fragrancia, consisténcia ou textura e sabor (aroma + sensa¢des quimicas +
gosto). Apesar disto, no processo global de percepgdo, os atributos se sobrepdem uma vez
que todas as impressdes surgem quase que simultaneamente e s6 o treinamento tornara as

pessoas capacitadas a avalia-los de forma isolada (Meilgaard et af., 1991)

A avaliagdo sensorial da qualidade de um alimento nio ¢ uma tarefa facil. A
qualidade ¢ uma resposta complexa as propriedades sensoriais do produto, que se baseia
nas expectativas e experiéncias prévias de um individuo em relagdo ao produto. E uma
resposta individual e subjetiva, que varia de pessoas para pessoa, devido as diferengas
individuais de experiéncias, expectativas e preferéncias. Portanto, ¢ de se esperar que 0s
provadores mais experientes e sensiveis tenham diferengas de opinido a respeito da

qualidade de um alimento.

Diferentes métodos podem ser utilizados na analise sensorial dependendo do
objetivo do teste. De uma maneira geral, os métodos diferenciam-se em métodos

discriminativos, métodos descritivos e os métodos afetivos de produtos.

3.1.1. Métodos Discriminativos

Os testes discriminativos sdo utilizados para confirmar a existéncia de pequenas
diferencas nas caracteristicas de amostras ou produto (verificar diferenga entre lotes,
quando se substitui ingredientes, estudos de vida de prateleira, etc.) e também para
selecionar julgadores de equipes treinadas. Nestes tipos de testes, em geral o provador é
forcado a escolher uma amostra. Esta escolha pode ser designada como correta ou
incorreta. Se a freqiiéncia de respostas corretas for maior que a esperada por acaso, entdo a
diferenga existe (Amerine ef al., 1965). Como exemplos, destes tipos de testes, temos:
Teste Triangular; Teste duo-trio; Teste de Comparacdo Pareada, Teste A ou nio A.
(Amerine et al., 1965).
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3.1.2. Métodos Descritivos

Os métodos descritivos descrevem e avaliam a intensidade dos atributos
sensoriais de produtos. Assim, pode-se dizer que os métodos descritivos possuem dois
aspectos: a) aspecto qualitativo, que diz respeito a descrigdo do produto avaliado quanto as
suas caracteristicas sensoriais e b) aspecto quantitativo, que avalia a intensidade de cada

caracteristica sensorial presente no produto (Meilgaard et al., 1988).

A técnica da andlise descritiva exige uma equipe previamente treinada para
avaliacdo do produto. Os julgadores devem ser capazes de detectar e descrever as
caracteristicas sensoriais de uma amostra. Estes aspectos qualitativos do produto devem
permitir defini-los e diferencid-los dos outros. Além disso, os julgadores devem saber
indicar a intensidade com que o atributo ¢ percebido nas amostras — aspecto quantitativo,
permitindo a discriminagdo e caracterizagdo das diferencas entre as amostras (Meilgaard ef

al., 1991).

De maneira geral, a andlise descritiva é apropriada quando se requer
informagdes detalhadas sobre os atributos de um produto, a exemplo das seguintes
situagdes: documenta¢do das caracteristicas sensoriais, identifica¢do e quantifica¢do dos
atributos sensoriais para orientagdo de uma pesquisa, manutengdo de um produto ou
compara¢do e entre produtos similares, correlagdes entre mediadas instrumentais e
determinagdes quimicas com respostas sensoriais, definicio de um padrio ou referéncia

para controle de qualidade (Meilgaard er al., 1991).

Em qualquer método de Analise Descritiva, a primeira etapa a ser cumprida é o
desenvolvimento de uma lista de termos verbais (descritores) que descrevem os produtos
avaliados. Essa lista inclui termos que juntos, ajudam a definir o perfil sensorial do produto

avaliado.

Entre os métodos descritivos mais conhecidos temos: Perfil de Sabor (Artur D.
Little in Meilgaard ef a/ 1987), Andlise Descritiva Quantitativa (ADQ) ou na versdo em
inglés, QDA® (Stone & Sidel, 1974) E Perfil de textura (Civille & Szcesniak, 1973).
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3.1.3. Métodos Afetivos

Os testes afetivos tém por objetivo, conhecer a opinido de um determinado
grupo de consumidores que consomem o produto de interesse, ou seja, da populagio alvo
do produto. Essa opinido pode ser dada com relagio ao produto de uma forma global, ou

com relagdo a algumas caracteristicas especificas do produto (Meilgaard et al., 1991 )

Em geral, os testes afetivos, ou testes de consumidores, sdo aplicados frente a
quatro objetivos basicos: verificagdo do posicionamento do produto no mercado,
otimizagdo da formulagdo do produto, desenvolvimento de novos produtos e avaliag¢do do

potencial do mercado (Stone & Siedel, 1993: Meil gaard et al., 1991).

Os testes afetivos podem ser classificados em dois tipos: os testes de aceitagdo,
que avaliam quanto os consumidores gostam ou desgostam de um ou mais produtos; e os
testes de preferéncia, que medem a preferéncia dos consumidores de um produto sobre os

demais (Meilgaard ef al., 1991).

Os testes de preferéncia sdo chamados “testes de escolha forgada”, porque
obrigam o provador a escolher um ou mais produtos. Esses testes, entretanto, ndo indicam o
grau de aceitagdo das amostras avaliadas. Os testes de preferéncia mais utilizados sdo:

comparagdo pareada, ordenagéo e preferéncia multipla variada (Meilgaard ef al., 1991).

O teste de aceitagdo tem por objetivo avaliar o quanto o consumidor gosta ou
desgosta de um ou mais produtos. Embora este teste ndo avalie diretamente a intengéo de
compra do produto, nem dimensione a por¢do do mercado que, de fato, adquirira o produto,
o teste de aceitagdo tem sido muito util como um teste a ser aplicado antes dos testes de
pesquisa de mercado, os quais incluem estratégia de propaganda, pre¢o ¢ embalagem do

produto, de forma a predizer o sucesso de venda do mesmo (Stone & Siedel, 1993).
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Os resultados dos testes afetivos, como em outros métodos sensoriais,
podem sofrer influéncia de varios fatores. Dentre eles, a possibilidade de uma amostra
exercer influéncia sobre a amostra subseqiiente (efeito de contraste ou adaptagao), durante a
avalia¢do pelo provador, é muito comum. Esse efeito, de natureza psicologica e fisiologica,
¢ chamado “first order carry over effect” (Amerine et al., 1965). Para minimizar esses
efeitos em testes sensoriais, sugere-se que as amostras sejam apresentadas ao provador de
forma balanceada, e ndo apenas aleatorizada. MacFie et a/ (1989) recomendam o uso de
quadrados latinos, onde as amostras sdo apresentadas aos consumidores em blocos
completos e balanceados. Através desse delineamento, cada amostra ocorre igual numero

de vezes em cada posi¢do, sendo precedida e sucedida por cada uma das demais amostras, o

mesmo numero de vezes.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL

Foram utilizadas laranjas das variedades Natal, Péra e Valéncia, provenientes de
uma fazenda na cidade de Santa Cruz do Rio Pardo da regido centro-oeste do Estado de Sao
Paulo. As amostras foram previamente selecionadas quanto a zona e talhdo de plantio e
foram feitas colheitas no inicio e fim de safra de cada variedade, em um periodo maximo de
70 dias entre o inicio e fim de safra, em duas safras consecutivas (98/99 e 99/2000). As
amostras de laranja foram processadas para produgdo do suco pasteurizado, em uma planta
industrial localizada no mesmo local de obten¢io da matéria prima, conforme descrito no

Capitulo III deste trabalho.

4.2. METODOS

[nicialmente, 24 provadores foram recrutados de acordo com sua
disponibilidade para execugdo dos testes, interesse e freqiiéncia de consumo de suco de
laranja pasteurizado. O poder discriminativo dos candidatos foi avaliado, segundo método
recomendado por Meilgaard ef al. (1988), através de analise seqliencial, utilizando-se testes
triangulares com duas amostras de suco de laranja, uma produzida a 5 dias e outra com 30
dias de vida de prateleira, sendo selecionados os provadores que alocaram-se nos
seguintes parametros pré-definidos: pp=0,33 (maxima habilidade inaceitavel); p,=0,66
(minima habilidade aceitavel) e valores iguais a 0,20 para « (probabilidade de aceitar um

candidato sem acuidade) e B (probabilidade de rejeitar um candidato com acuidade).

Doze candidatos, pré-selecionados, 4 mulheres e 8 homens, com faixa etaria de
18 a 40 anos foram utilizados para levantamento dos termos descritivos. O

desenvolvimento da terminologia descritiva das amostras de suco de laranja foi realizado
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baseando-se no Método de Rede proposto por Kelly (1955), citado por Moskowitz (1983).
As amostras foram apresentadas aos pares e foi solicitado ao provador que agrupasse as
amostras mais similares com relagdo ao aroma, sabor, textura e aparéncia e também
descrevesse as diferengas entre as amostras apresentadas. Depois do levantamento dos
termos, a equipe se reuniu de quatro a seis vezes e através de um debate, com um
moderador, foram escolhidos os termos mais apropriados e importantes, que realmente
descrevessem os atributos das amostras. Com os atributos escolhidos, foram preparadas
referéncias desses atributos para defini¢do de cada tributo e de sua intensidade para
determinar os extremos da escala de avaliagdo sensorial. Foram elaboradas as fichas de
avaliagdo, com escalas ndo estruturadas de nove centimetros, ancoradas nos pontos

extremos, a esquerda pelo termo fraco/pouco/ nenhum e a direita com o termo muito/forte.

Para a selecdo dos provadores que comporiam a equipe final de analise
descritiva de suco de laranja, trés amostras foram avaliadas em trés repetigdes pelos
individuos treinados. Os resultados de cada provador, para cada atributo, foram avaliados
através de Andlise de Varidncia (ANOVA) (fontes de varia¢do: amostras ¢ repeti¢ao). Os
niveis de significancia de Famostra (Pramostra) © d€ Frepetigio (PFrepeticac) foram computados e
utilizados como critérios de selecdo dos provadores. Provadores mostrando Fimosira< 0.50,
Prrepeticao NA0 significativo para p>0.05 e consenso com a equipe sensorial, através da
concordancia das médias de cada atributo com a média da equipe, para a maior parte dos
atributos avaliados, foram selecionados para compor a equipe descritiva. Assim, quatro

provadores foram eliminados e a equipe descritiva final foi composta por oito provadores.

As amostras de suco das diferentes variedades foram provadas em cabines
individuais, em béqueres de 50 mL de vidro codificados com nimeros de trés digitos,
sendo servidos 30 mL de suco a temperatura refrigerada (8°C). As amostras foram

apresentadas de forma monadica, com 3 repetigdes aleatorizadas.

Com os dados coletados foi realizada ANOVA tendo como fonte de variagdo,
amostras, provadores e interagdo amostra x provadores com intera¢do para cada atributo.

Foi aplicado teste de Tukey para comparagdo das médias das amostras. Foi realizada
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também andlise de Componentes Principais. As analises estatisticas foram realizadas

usando o pacote estatistico SAS®.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Quinze termos descritores relacionados ao aroma, sabor do suco foram
desenvolvidos pelos provadores para descrever as similaridades e diferengas entre as
amostras de suco de laranja. Os descritores e suas respectivas referéncias estdio descritos na

Figura 1 e Figura 2.

Apds as sessdes de treinamento, onde foram definidos os descritores e
referéncias, foi elaborada uma ficha, de maneira consensual com a equipe, para avaliagio

descritiva (Figura 2).

Para facilitar a identificagio das amostras utilizamos uma codificagdo na qual o
nome da variedade seguido dos numeros 1 e 2 indica a analises feita no inicio e fim da
primeira safra estudada respectivamente. As amostras codificadas com os niimeros 3 e 4

indicam as amostras de inicio e fim da segunda safra estudada respectivamente.

A Tabela 1 apresenta as médias de cada atributo avaliado, para cada uma das

doze amostras estudadas.

Os aromas e sabores menos desejados no suco de laranja pasteurizado sdo os
que se referem a uso de uma matéria prima com seu ponto de matura¢do ja em fase de

declinio, realgando aroma e sabor de passado.

Outro fator bastante negativo nos sucos processados e tratados termicamente
esta relacionado a atributos como aroma e sabor cozido, que em geral, mascaram a

sensacdo de frescor do suco.
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AROMA
FRESCO

PASSADO

COZIDO

SUMO

SABOR
FRESCO

COZIDO

PASSADO

AMARGO

ACIDO

DOCE

SUMO

DEFINICAO

Caracteristico do aroma de
suco recém extraido

Caracteristico de suco
processado com laranja
passada/murcha

Caracteristico de suco
submetido a tratamento
térmico

Caracteristico da casca da
laranja ao ser espremida

Caracteristico do suco
recém-extraido

Caracteristico de suco
processado termicamente

Caracteristico de suco
produzido com laranjas
passadas

Sensagdo residual na boca
apos ingestao

Caracteristico de suco
extraido de laranja verde

Caracteristico de suco de
laranja da variedade lima

Caracteristico da presen¢a do

6leo essencial da casca no
SUCO

REFERENCIA

FRACO: suco extraido em espremedor doméstico e mantido em estufa
37°C durante 2,5 horas

FORTE: suco recém extraido em espremedor doméstico

NENHUM: suco recém extraido a partir de laranjas ainda verdes, Ratio 1
12.

FORTE: suco de laranja extraido utilizando-se laranjas murchas, bel
passadas, misturadas com laranjas madura na proporgio 3.7

FRACO: suco recém extraido, suco fresco

FORTE: suco de laranja pasteurizado aquecido (fervura por 3 minutos).

FRACO: suco de laranja “de vez” extraido em extratora domestica diluic
com dgua na proporgao 3:2
FORTE: suco de laranja pasteurizado misturado com cascas de laranja

sumo extraido da casca da laranja

POUCO: suco de laranja pasteurizado armazenado a temperatura ambien
por 60 dias

MUITO: suco de laranja recém extraido

POUCO: suco de laranja recém extraido, suco fresco

MUITO: suco de laranja pasteurizado aquecido (fervura) por 3 minutos
NENHUM: suco de laranja extraido com laranja “de vez”

MUITO: suco de laranja “de vez” pasteurizado misturado com suco
laranjas murchas na proporgio de 6:2

NENHUM: suco de laranja variedade Péra Ratio 15. pasteurizado, dilui
70% ¢ adogado com sacarose a 14°Brix.

MUITO: suco de laranja variedade Péra pasteurizado (10,5 °Br

adicionado de 0.07% de cafeina.

POUCO: suco de laranja “de vez” diluido com dgua na proporgdo :
(acidez aprox. de 0.35%)

MUITO: suco de laranja com acidez final de 1,2% apés adigdo de aci
citrico.

POUCO: suco extraido de laranja verdes, com 9.5°Brix ¢ acidez 0,90%.
MUITO: suco de laranja maduras com adigdo de sacarose até 16°Brix.
POUCQ: suco de laranja extraido em espremedor doméstico e diluido ¢
agua na proporgio 1:1.

MUITO: suco de laranja misturado com cascas de laranja espremida

Figura 1: Definigdo dos termos descritores e referéncias utilizadas como extremos de escala de intensidade de
aroma e sabor na analise descritiva de suco de laranja pasteurizado.



TEXTURA
CORPO

APARENCIA
COR

PRESENCA DE
FRAGMENTOS

HOMOGENEI
DADE

DEFINICAO

Caracteristico da amostra
apresentar resisténcia ou
recobrimento da lingua

Cor variando de amarelo a
alaranjado

Caracteristico da presenca de
particulas brancas
precipitadas ou dispersas no
suco

Caracteristico da amostra nio
apresentar dispersdo ou
separacgdo de uma segunda
fase.

REFERENCIA
POUCO: Suco de laranja integral diluido com agua 3:2

MUITO: Suco de laranja concentrado diluido com dgua a 18°Brix

AMARELO: Suco de Laranja Pasteurizado variedade Péra diluido na
proporgio 3:2
ALARANJADO: Suco integral de Tangerina variedade Murcot

NENHUM: Auséncia de particulas

MUITOS: Presenga de mais de 15 particulas da polpa dispersas
POUCA: Suco concentrado reconstituido a 11.5°Brix e deixado em
repouso por 3 horas

MUITA: Refresco artificial de laranja marca Fresh preparado conforme

orientagdo do rotulo.

Figura 2: Definicdo dos termos descritores e referéncias utilizadas como extremos de escala de intensidade de
textura e aparéncia na anélise descritiva de suco de laranja pasteurizado.
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Nome: Data:

Amostra:

Por favor, prove a amostra e avalie cada um dos atributos abaixo, indicando com um trago vertical o

ponto da escala que melhor quantifique a intensidade de cada atributo

AROMA
Fresco | |
fraco forte
Passado | |
nenhum forte
Cozido | |
fraco forte
Sumo | |
fraco forte
SABOR
Fresco | |
pouco muito
Cozido | |
pouco muito
Passado | |
nenhum muito
Amargo | |
nenhum muito
Acido | |
pouco muito
Doce | |
pouco muito
Sumo | |
pouco muito
TEXTURA
Corpo | |
pouco muito
APARENCIA
I I
Cor amarelo alaranjado
| |
Fragmentos nenhum muitos
I I
Homogeneidade pouca muita

Figura 3: Ficha de avaliagdo descritiva utilizada para ADQ de suco de laranja.
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As figuras 4, 5 e 6 apresentam os perfis sensoriais das amostras de suco de
laranja das variedades Natal, Péra e Valéncia respectivamente. De maneira geral, as
amostras de inicio de safra (codigos 1 e 3) para as trés variedades caracterizaram-se por
uma maior intensidade dos atributos de aroma fresco e de sumo e sabor fresco, acido e
amargo e foram caracterizados por apresentarem baixas intensidade de aroma e sabor de
cozido e passado. Por outro lado, as amostras de fim de safra ( codigos 2 e 4) apresentarem
maiores intensidade de atributos negativos como aroma e sabor de cozido e passado.
Podemos observar que a amostra de suco de laranja Valéncia apresentou menor
variabilidade, no conjunto dos atributos, entre as amostras colhidas no inicio e fim de safra

e entre as duas safras.

Independente da variedade, as amostras que apresentaram valores de aroma e
sabor de fresco maior, tiveram menor intensidade de aroma de passado e cozido.Os
resultados estatisticos mostraram uma correlagio inversa entre sabor fresco e aroma

passado (r =-0.68, p<0.05).

O aroma de sumo e aroma de fresco obtiveram um coeficiente de correlagéo
direta (r = 0.69, p<0.05), assim como os atributos de aroma de fresco e sabor de sumo
também apresentaram correlagdo direta (r = 0.62). As amostras que apresentaram maiores
intensidades de aroma e sabor de fresco, também apresentaram maior intensidade dos

atributos de aroma e sabor de sumo.
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Tabela 1: Média da intensidade de cada atributo de aroma e sabor para as variedades estudadas
nas diferentes épocas de maturag@o e colheita.

ATRIBUTOS

AROMA SABOR

AMOSTRAS  Fresco  Passado Cozido Sumo Fresco Cozido Pass. Amargo Acido Doce

NATALI 5.66 0.93% 140°  2.03° 5.54° 10770 0.87% 195®  5.08™ 4.88
NATAL2 4.05%  1.94° 247 0.80¢ 3.95% 251° 233 1435  ggst 408
NATAL3 471%0 0889 124 127" 4.86™ 098¢ 096" 0.80° 4745 4 50
NATAL4 3.67¢ 131 1.73° 123%  390% 132  1.10% 0.90%  3.68" 3.80°
PERALI 4.42¢  1as*  129% 199" 4159 1.61° 1.03%F 1.69%  4.90™ 3.55%
PERA2 3420 157 1 1.15%  3.75%0 ].a8™ 1.36™ 126™%* 3117 402
PERA3 3.55¢ .57 143 064 3.19% 106”0  1.77* 2.65° 6.52° 3.37°
PERA4 3.15° 1.81° 1.73° 049™ 2838 146%  1.88" 1.68™ 2948  4.08%*
VALENCIA1 5.15% 089  1.80% 203" 522® 1.02¢  0.76ef 1.56™ 520" 3.94°

VALENCIA2 463%™  1.10° 1.41%° 1.35% 473" 134%™ 1.09% 1.14%% 397 3.89°
VALENCIA3 4.87™ 0.55¢ 0.72¢ 0.87°¢ 5.12® 0.67 0.62f  0.92% 4.39% 477
VALENCIA4  3.14 1.03° 0.91% 0.81% 339 .93 1.22% 15224 440 395

MDS** 0.68 0.46 0.53 0.63 0.75 0.56 0.55 0.71 0.73 0.72

Médias na coluna, com mesma letra, ndo diferem significativamente entre si (p<0,05)

N = 39 (13 provadores, 3 repetigdes)

**MDS = Minima Diferenga Significativa ao nivel de 5% de significancia

Amostras codificadas como 1 e 2 representam a primeira safra estudada da respectiva  variedade, sendo
que as amostras com codigo 1 sdo provenientes de laranja de inicio da safra e 2 do fim da safra.

Amostras codificadas como 3 e 4 representam a segunda safra estudada, sendo que as amostras com c6digo
3 séo provenientes do inicio da safra e 4 do fim da safra.

Os atributos relacionado aos aromas de passado e cozido obtiveram um
coeficiente de correlagdo moderado (r = 0,74 p<0,05), indicando a possibilidade desses
aromas serem provenientes de reagdes quimicas intrinsecas ao suco que poderiam gerar

esses dois atributos.



atre

sfre

| —&—Natalt —=— Natal2 —— Natal3 — = Natald |

Figura 4: Perfil sensorial das amostras de amostras de suco de laranja Natal da primeira
(Natal 1 € 2) e da segunda safra (Natal 3 e 4).
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Figura 5: Perfil sensorial das amostras de amostras de suco de laranja Péra da primeira
(Péra 1 e 2) e da segunda safra (Péra 3 e 4).
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afre

asum
spas’ 'scoz
—e— Valéncial — @ Valéncia2
—A— Valénciad ——w—Valénciad
a Valéncia da primeira

Figura 6: Perfil sensorial das amostras de amostras de suco de laranj

(Valéncial e 2) eda segunda safra (Valéncia 3 e 4).
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Quando o numero de amostras ¢ grande e o numero de atributos elevado, a
analise de resultados através da simples visualiza¢do das médias (tabela 1) ¢ dificultada. O
grafico da Analise de Componente Principal (ACP), Figura 7, é uma ferramenta
fundamental para discriminar os efeitos dos atributos € sua interagdo com as amostras que

ocorreram no estudo.

Podemos observar que as amostras foram diferenciadas em dois grandes grupos.
Amostras de numero impar (1, 3,5, 7 e 9), representando as amostras de inicio de safra
para todas as variedades e que foram caracterizadas pelos aromas de fresco e sumo e pelo
sabor fresco, 4cido e sumo. Amostras de numero par (2, 4, 6 e 8) caracterizadas pelos
vetores dos atributos de aroma de passado e cozido e sabor de passado e cozido. A amostra
de suco de laranja Valéncia do inicio da segunda safra, apresentou caracteristica de aroma e
sabor de fresco e elevado sabor doce, diferenciado-se significativamente ao nivel de 5% de
quase todas as amostras de inicio de safra que em geral apresentaram elevado sabor acido e

pouca dogura.

Podemos observar que o nivel de maturagdo da fruta, e conseqiientemente, as
caracteristicas intrinsecas ao grau de maturagdo, diferenciam de maneira significativa as

caracteristicas sensoriais do suco de laranja.
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Fatorl(0,42%)

Fatorl1{(0,63%)

Ssumo

Legenda:

Suco de Laranja Natal

Suco de Laranja Péra-Rio

Suco de Laranja Valéncia

1 — Inicio da Primeira Safra

5 — Inicio da Primeira Safra

9 — Inicio da Primeira Safra

2 — Fim da Primeira Safra

6 — Fim da Primeira Safra

10 — Fim da Primeira Safra

3 — Inicio da Segunda Safra

7 — Inicio da Segunda Safra

11 —Inicio da Segunda Safra

4 — Fim da Segunda Safra

8 — Fim da Segunda Safra

12 — Fim da Segunda Safra

Figura 7: Projegdo dos atributos sensoriais de sabor e aroma (vetores) e amostras (1al2)

nos componentes principais [ e II.
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Tabela 2: Média da intensidade de cada atributo de textura e aparéncia para as variedades
estudadas nas diferentes épocas de maturagao e colheita.

TEXTURA APARENCIA
AMOSTRAS CORPO COR FRAGMENTOS HOMOGENEIDADE
NATALI 4.80 ab 6.02a 2.01 cde 7.07 a
NATAL2 3.77c¢ 4.70 bc 2.15¢d 6.3 ab
NATAL3 3.88¢ 4.73 be 1.15 de 5.57 bed
NATAL4 371 ¢ 403¢ 1.13 de 5.31 bed
PERAI 3.85be 4.15¢ 3.61b 5.45 bed
PERA2 355¢ 3.89¢ 2.77be 4.88 d
PERA3 3.87 be 4.77 be 531a 6.14abc
PERA4 537a 6.10 a 1.35 de 6.88a
VALENCIAL1 4.17 be 627a 1.46 de 6.99 a
VALENCIA2 4.00 be 4.75 be 1.84 cde 5.00 cd
VALENCIA3 4.43 abc 5.38 ab 1.46 de 7.04a
VALENCIA4 433 be 4.71 be 095e 6.87a
MDS** 0.95 0.96 1.14 1.24

Médias na coluna, com mesma letra, ndo diferem significativamente entre si (p<0.,05)

N = 39 (13 provadores, 3 repeti¢des)

**MDS = Minima Diferenca Significativa ao nivel de 5% de significancia

Amostras codificadas como 1 e 2 representam a primeira safra estudada da respectiva variedade, sendo
que as amostras com c6digo 1 sdo provenientes de laranja de inicio da safra e 2 do fim da safra.

Amostras codificadas como 3 e 4 representam a segunda safra estudada, sendo que as amostras com codigo
3 sdo provenientes do inicio da safra e 4 do fim da safra.

A Tabela 2 apresenta os valores de médias dos atributos para avaliagdo da
textura e aparéncia das amostras de suco de laranja. Para o atributo corpo, houve diferenga
significativa entre as amostras de laranja Péra de uma safra para outra. Também para a
amostra de laranja Natal, foi verificada diferen¢a entre as amostras do inicio e fim da
primeira safra. O suco de laranja Péra do fim da segunda safra apresentou maior
intensidade do atributo corpo (5.37). A maior intensidade de corpo do suco de laranja, esta
diretamente relacionado a porcentagem de polpa e pectina solivel presente no suco que

estio relacionados processo de extragdo e  ao indice de maturagio da fruta,
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respectivamente. Conforme o fruto amadurece, aumenta-se a porcentagem de pectinas

soliveis e o suco apresenta-se mais espesso ou viscoso(Nagy et al., 1977).

A cor é um dos aspectos mais importantes em relagdo a aparéncia e aceitagdo do
produto. As variedades de laranja apresentam, em geral, a polpa com cor mais clara no
inicio da safra, devido a menor quantidade de carotendides e mascaramento causado pela
clorofila e mais alaranjada do meio da safra, quando a quantidade de carotenoides aumenta
significativamente. Algumas variedades, como a laranja Hamlim, apresentam um suco de
cor clara durante toda safra. O suco da laranja Valéncia apresenta cor alaranjada mais
intensa desde o inicio da safra, principalmente em fungdo dos tipos de carotendides
presentes na polpa ( a e (-caroteno, criptoxantina, luteina, mutatoxantina, luteoxantina) e

de suas quantidades (Gross, 1977).

Em nossos resultados ndo foi verificada uma relagio direta entre a fruta de
inicio de safra e a cor mais amarela, ou a fruta de fim de safra e a cor mais alaranjada.
Podemos observar uma variabilidade significativa ao nivel de 5% de probabilidade entre os

valores de cor encontrados para as amostras estudadas.

Houve uma moderada correlagio entre os dados de cor e corpo (r = 0.71) e entre

os atributos cor e homogeneidade (r = 0.66).

Os valores de fragmentos indicam a possibilidade de particulas originadas do
albedo da laranja terem migrado para o suco, durante o processo de extrago. Foi observado
maior tendéncia no aparecimento desses fragmentos no suco da laranja Péra, diferindo
significativamente ao nivel de 5% em relagdo as demais amostras. Observa-se na Tabela 2
um elevado contetido desses fragmentos no suco obtido da laranja Péra de inicio de safra.
Esse contetido de fragmentos do albedo no suco pode ser a causa da maior intensidade de

amargor percebido pelos provadores para essa amostra (Tabela 1).
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5.2. TESTE AFETIVO

Os testes afetivos foram feitos com 30 provadores com faixa etéria entre 18 e 50

anos, consumidores em potencial de suco de laranja.

Os resultados dos testes afetivos mostraram que nao houve correlagdo
significativa em relagdo a variedade da amostra de suco de laranja e a maior aceitagdo dos
provadores, ou seja, nao foi detectada uma preferéncia em relagdo a alguma das variedades.

Entretanto, as amostras de suco de laranja Valéncia, da primeira safra,
apresentaram uma melhora significativa de sua aceitagdo durante a vida de prateleira (0 que
nao era esperado, porque em geral o suco diminui sua aceitacdo durante estocagem) e
também maior porcentagem de comentarios pelos provadores de atributos como sabor
caracteristico de laranja, sabor doce e corpo, indicando um melhor desempenho dessa

variedade em relagdo a aceitagio do suco.

A amostra com menor aceitagio sensorial (5.90), no inicio do armazenamento,
foi caracterizada pela equipe descritiva com menor intensidade de aroma e sabor de fresco
(Valéncia 4). A amostra Péra 3, que apresentou uma aceitagdo regular (6.56), apresentou
intensidade de amargor e acidez elevada, indicando um provavel efeito negativo desses

atributos sobre a aceitagdo do suco de laranja.
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Tabela 3: Valores médios de nota de aceitagdo dos sucos de laranja em diferentes periodos

de vida de prateleira.

AMOSTRAS Vida de Prateleira (0 dias) Vida de Prateleira (60 dias)
NATALI1 6.50e.f,g,h 720 a,b
NATAL2 6.80b,c,d.e.f 6.93 a,b.c.d
NATALS3 7.23ab 7.00 a,b,c.d
NATAL4 7.07 a,b,c 6.40 f.g,h

PERAI 6.60 d,e.f 6.10 g.h,i
PERA2 737 a 7.00 a,b,c.d
PERA3 6.56 d.e,f,g 593 i
PERA4 6.56 c.d,e,f 5.87i

VALENCIA1 6.50 e.f.gh 7.00 a,b,c,d

VALENCIA2 7.16 abc 740 a

VALENCIA3 6.40 f,g,h 6.07 h,i

VALENCIA4 590i 5.90 i

N = 30 provadores

Médias na coluna e linha, com mesma letra, ndo diferem significativamente entre si (p<0,05)

Amostras codificadas como 1 e 2 representam a primeira safra estudada da respectiva  variedade, sendo
que as amostras com codigo 1 sdo provenientes de laranja de inicio da safra e 2 do fim da safra.

Amostras codificadas como 3 e 4 representam a segunda safra estudada, sendo que as amostras com codigo
3 sdo provenientes do inicio da safra e 4 do fim da safra,

Os provadores avaliaram também o que mais gostaram e 0 que menos gostaram
nas amostras degustadas. Abaixo estdo relacionados os atributos mais citados nas amostras

no tempo zero dias e no tempo 60 dias apos estocagem, para todas as amostras estudadas.

Em relagio a variedade Natal foram citadas as seguintes freqiiéncias de

comentarios:

Natal 1 - No inicio da vida de prateleira, 27% dos provadores citaram o sabor
de laranja caracteristico como um fator positivo. A acidez intensa foi citada por 20% dos
provadores. Apos 60 dias, 17% dos provadores citaram o sabor caracteristico de laranja

como fator positivo e 17% citaram como negativa o sabor 4cido.
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Natal 2 - No inicio da vida de prateleira, 27% citaram o sabor caracteristico de
laranja e 16% e 13% respectivamente citaram o sabor cozido e 4cido como fatores
negativos. Apos 60 dias, 17% citaram o sabor caracteristico de laranja, 13% a dogura e

como fator negativo, 7% citaram a acidez.

Natal 3 — No inicio da estocagem, 27% citaram o sabor de laranja e como fator
negativo o sabor acido foi mencionado por 24% dos provadores. Apds 60 dias, 17%
citaram o sabor caracteristico de laranja e 14% a docura adequada, e como fatores

negativos, 24% citaram a acidez e 17 % sabor residual.

Natal 4 — No inicio da vida de prateleira, 37% dos provadores citaram o sabor
caracteristico de laranja e como fatores negativos, 17% citaram um sabor residual e 13% a
acidez. Apos 60 dias, somente 13% citaram o sabor caracteristico de laranja e como fatores

negativos 27% citaram o sabor de cozido e 7% citaram a acidez.

Péra 1 — No inicio da vida de prateleira, 14% dos provadores citaram sabor
caracteristico de laranja, e como fatores negativos 20% citaram a acidez intensa, 13% sabor

de cozido e 23% sabor amargo. Apés 60 dias, 26% citaram o sabor acido.

Péra 2 — No inicio da vida de prateleira, 35% citaram o sabor caracteristico de
laranja, 23% citaram a acidez com ideal e como fator negativo, 6% citaram o sabor cozido.

Apos 60 dias, 7% citaram o sabor de cozido.

Péra 3 - No inicio da vida de prateleira, 20% gostaram da cor e 80% citaram a
acidez como fator negativo na amostra de suco e 13% citaram a presenca de pontos
brancos.Apos 60 dias, 57% citaram a acidez intensa e 13 % citaram o amargor como fatores

negativos.

Péra 4 — No inicio da vida de prateleira, 20% dos provadores citaram o sabor
caracteristico de laranja, 30 % citaram sabor residual, 7% citaram o amargor e 7% sabor de
passado. Apos 60 dias, 40% dos provadores citaram sabor residual, 27% citaram sabor e

aroma de passado.
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Valéncia 1 - No inicio da vida de prateleira, 33% gostaram do sabor
caracteristico e 30% ndo gostaram da acidez do suco. Apds 60 dias, 24% gostaram do
sabor, 20% consideraram a dogura adequada e 20% consideraram a acidez intensa

desagradavel.

Valéncia 2 - No inicio da vida de prateleira, 33% ressaltaram o sabor de laranja,
17% encontraram um sabor residual. Apds 60 dias de estocagem, 27% gostaram do sabor

doce. 17% ressaltaram a cor € 10% citaram a acidez residual.

Valéncia 3 - No inicio da vida de prateleira, 37% dos provadores ressaltaram o
sabor caracteristico, 10% gostaram da dogura, 40% no gostaram do sabor acido e 17% do
sabor residual. Apos 60 dias, 20% citaram a cor, sabor e dogura como fatores positivos, €

37% acharam a acidez intensa e 24% amargor.

Valéncia 4 - No inicio da vida de prateleira, 24% consideraram o sabor
caracteristico e 20% a acidez e cor como fatores positivos, 13% consideraram a dogura
como agradavel, e 14% ressaltaram o sabor de cozido como negativo. Apods 60 dias, 20%

acharam a dogura ideal e 14% perceberam o sabor de cozido

Em relagfio aos comentarios feitos pelos provadores, podemos distinguir que a
maior aceitagdo do suco de laranja depende de alguns fatores como sabor de laranja
caracteristico. sabor 4cido moderado, sabor doce, auséncia de aroma e sabor passado,

cozido ou sabor residual.

Foi observada uma diminuicdio significativa da aceitagdo durante a vida de
prateleira de 60 dias para algumas amostras. O suco de laranja Natal 4 apresentou uma
diminuigdo de aceitagdo de 7.07 para 6.40 durante esse periodo, significativa ao nivel de
59%. Essas amostra foi caracterizada no tempo 0 dias, pela equipe descritiva, com pouca
intensidade de aroma e sabor de fresco. Os dados de andlises quimicas (capitulo III desta
tese), indicaram que essa amostra apresentou a menor acidez titulavel, comparativamente as
demais amostras e menor quantidade de solidos soluveis. Sabe-se que a presenga do acido
citrico ¢ importante porque possui um efeito anti-oxidante, diminuindo as reagdes

oxidativas indesejaveis em sucos de frutas.
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A amostra de laranja Natal 1, que apresentou uma maior aceitagdo apos 60 dias
de vida de prateleira, teve como caracteristica principal a elevada intensidade de sumo
caracterizada pela equipe descritiva, no tempo zero. Essa caracteristica associada a acidez
percebida pelos provadores, fizeram com que a amostra obtivesse no inicio uma menor
aceitagdo. Com o tempo de estocagem, existe uma tendéncia das amostras desenvolverem
odores desagradaveis e diminuirem a intensidade da sensa¢do de sumo. Entretanto os
atributos de aroma de fresco intenso no inicio da estocagem e aroma de sumo ndo tdo

excessivo, apos 60 dias, favoreceram a aceitagdo do produto apos o periodo de estocagem.
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6. CONCLUSOES

Avaliando-se os resultados Analise Descritiva Quantitativa (ADQ®) através da
Analise de Componente Principal (ACP), verificou-se que as amostras caracterizaram-se
em fung¢éo de atributos sensoriais especificos como intensidade de acidez. dogura, frescor,
conseqiientemente em fungdo da €poca de colheita, mais do que em relagio ao tipo de

variedade ou safra.

As amostras de inicio de safra, em geral, caracterizam-se pelo aroma e sabor de
fresco € aroma e sabor de sumo. As amostras de fim de safra caracterizaram-se pela

intensidade de aroma e sabor de passado e cozido.

Pela analise estatistica, foi verificada uma correlago significativa positiva entre
os atributos de aroma e sabor de fresco, e aroma e sabor de sumo. Para os atributos de
aroma e sabor de fresco e aroma e sabor de cozido foi verificada uma correla¢io

significativa inversa.

Os testes afetivos indicaram que uma maior aceitagdo do suco de laranja
pasteurizado relaciona-se diretamente ao aroma e sabor de fresco, balango de acidez ¢
dogura e pouca intensidade de cozido e passado. A acidez intensa pode ser considerada o

fator de menor aceitagio pelos provadores.
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CAPITULO 111

CARACTERIZACAO QUIMICA E ACEITACAO SENSORIAL DO
SUCO DE LARANJA(Citrus sinensis L. OSBECK)
PASTEURIZADO OBTIDO DE DIFERENTES VARIEDADES DE
FRUTAS CITRICAS.

“Para que a pesquisa cumpra seu papel, ela nio deve somar conhecimentos, mas

multiplica-los. Se isto niio acontecer, ela tera sido perda de tempo”

Ruth Rocha
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1. RESUMO

Amostras de suco de laranja pasteurizado foram processadas utilizando trés
variedades de laranja (Citrus sinensis osbeck), Péra, Valéncia e Natal. Essas variedades sdo
as mais produzidas no Estado de Sao Paulo (Brasil) e também as que apresentam maior
rendimento em suco na extragio. As amostras das frutas foram padronizadas quanto ao
local de colheita e selecionadas em regides especificas de uma plantagdo para colheita no
inicio e fim da safra e em duas safras consecutivas. Apos a colheita as amostras foram
processadas para obten¢do do suco pasteurizado, que foi acondicionado em embalagem
cartonada (Tetra Pak). Foram feitas analises das caracteristicas quimicas e fisico-quimicas.
As amostras também foram analisadas quanto a aceitagao sensorial por consumidores

potenciais de suco laranja.

Dentre as variaveis estudadas, as que apresentaram maior correlagdo com o
nivel de aceitagdo do suco de laranja foram: o teor de solidos soliveis , acidez titulavel,

relacdo solidos soluveis e acidez titulavel ou “ratio” e o teor de limonin.

Valores de “ratio” elevado (acima de 16) podem causar uma diminui¢ao da
aceitabilidade do suco em fungdo da percepdo de passado e cozido que podem se

desenvolver no produto apos a pasteurizagéo e durante a vida de prateleira.

Foi encontrada diferenca significativa nos valores de acidez, de inicio e fim de
safra, para as variedades estudadas. A acidez do suco afeta significativamente a qualidade

sensorial do produto, diminuindo a aceitagao do produto.

Os valores encontrados de acido ascorbico nos sucos produzidos a partir das
frutas de inicio de safra foram significativamente superiores as do suco provenientes da
fruta de fim de safra para todas as variedades. Independente da concentragdo inicial de
acido ascorbico, os teores tendem a diminuir durante a vida de prateleira do produto,

podendo diminuir de 5 a 15% apos 60 dias de estocagem.
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Em relagio as variaveis relacionadas aos indices de cor, foi encontrada grande
variabilidade entre as amostras (variedades) e entre as safras, indicando que a coloragdo do
suco ¢ de dificil padronizagido. Pra quase todas as amostras, os valores de aunter (vermelho)
aumentaram durante a vida de prateleira e os valores de Luunter (luminosidade) e byuner
(amarelo) diminuiram, indicando uma provavel reagdo de escurecimento nos sucos durante

o periodo de armazenamento.
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2. ABSTRACT

Pasteurized orange juice samples were processed using three varieties of orange
(Citrus sinensis L. Osbeck), Pera, Valencia and Natal. These varieties are produced in the
State of Sdo Paulo (Brasil) and are those that present the greatest yields in juice during
extraction. The samples of fruit were standardized as to the place of harvest, and thus
specific regions of the plantation were designated at the beginning and end of the harvest
for two consecutive harvests. After harvest, the samples were processed to obtain the
pasteurized juice, which was packed in cartons (Tetra Pak). The chemical and physico-
chemical characteristics were determined. Potential orange juice consumers also analyzed

the samples for sensory acceptance.

Of the variables studied, those that presented greater correlation with the level
of acceptance of the orange juice were: the soluble solids content as Brix, the acidity, Ratio

and the limonin content.

High values for Ratio (above 16) can cause a reduction in the acceptability of
the juice as a function of the perception of over-ripe and cooked, which develop in the

pasteurized product during the shelf life.

A significant difference was found in the values for acidity at the beginning and
end of harvest for the varieties studied. The acidity of the juice significantly affects the

sensory quality of the product, diminishing the acceptance of the product.

The values found for ascorbic acid in the juices produced at the beginning of
harvest were significantly higher than those from juice extracted at the end of the harvest
for all varieties. Independent of the initial concentration of ascorbic acid, the contents tend
to decrease during the shelf life of the product, decreasing from 5 to 15% after 60 days of
storage.

With respect to the variables related to the color indexes, great variability was
found between samples (varieties) and between harvests, indicating that the color of the

juice is difficult to standardize. For almost all the samples, the values for apumer (red)
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increased during the shelf life and the values for Ltuner (luminosity) and byumer (yellow)

decreased, indicating a probable browning reaction of the juices during the storage period.
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3. INTRODUCAO

3.1. CITRICULTURA COMO AGRONEGOCIO

No setor agro-industrial, a industria de sucos de frutas ¢ uma das maiores em
todo o mundo. Nesse mercado, o suco de laranja é o produto de maior destaque, seguido

pelos sucos de maga, uva, abacaxi e outros citricos.

Segundo a FAO (1999), em todo o mundo. na safra de 96/97 foram produzidas
51.048.000 toneladas de laranja, sendo processadas para produgdo de suco, 22.475.000
toneladas, representando 44% desse volume. O Brasil produziu 16.360.000 (32%)
toneladas, processando na industria, 10.608.000 (20.7%). Os Estados Unidos da América
produziram 11.992.3000 (23.4%) toneladas e processaram 9.150.000 (17,9%).

O Estado de Sio Paulo tem a maior area de produgdo de laranja do pais e
produziu na safra de 98/99, 298.9 milhdes de caixas de 40.8 Kg. Os outros estados do
Brasil produziram 50 milhdes de caixas. A industria paulista processou 203 milhGes
(67.9%) de caixas, e o mercado interno de frutas frescas consumiu 95.0 (31.7% milhdes de

caixas de 40.8 Kg (ABECITRUS, 2000).

No Brasil, a produgio de suco de laranja originou-se € se desenvolveu voltada
para o mercado externo, principalmente EUA, Europa e outros paises de economia
desenvolvida. Grande parte dessa produgdo destina-se a obtengao do suco em sua forma
concentrada congelada. De maneira geral, o consumo doméstico interno de suco de laranja
concentrado congelado € baixo em relagao ao observado no mercado internacional.
Acreditava-se que era devido a disponibilidade de fruta fresca durante o ano inteiro, €

assim, o suco produzido era quase todo exportado.

A industria de suco sempre deu pouca atengdo ao mercado interno e, apesar da

existéncia de fruta fresca ao longo do ano, os consumidores possuiam o habito de extrair o
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Suco em suas proprias residéncias, por motivos de conveniéncia e praticidade do processo

de extragdo (Nisida ef a/, 1993 e Souza, 1997).

A partir do inicio dos anos 90, o mercado de suco de laranja comegou a
apresentar mudangas. O surgimento de novas formas de comercializagdo do produto, a
tendéncia de auto-suficiéncia e competitividade dos norte-americanos e a implantagdo de
um programa de estabilidade econdmica do pais, elevando o poder de compra da

populagdo, fizeram crescer o consumo de suco de laranja industrializado no Brasil.

O aumento do interesse pelo suco de laranja integral, também se deve, em parte,
pelo habito moderno em consumir produtos naturais, fazendo com que o consumidor
substitua as bebidas artificiais industrializadas, como refrigerantes, pelos sucos naturais
(Anon, 1996).

Uma das formas de comercializagdo s3o 0s sucos prontos para beber,
pasteurizados e comercializados sob refrigeragdo, um dos segmentos que desperta grande
interesse dos fabricantes de sucos, que acreditam ser este um mercado promissor, devido a
tendéncia do consumidor moderno em preferir o alimento refrigerado. Alimentos
refrigerados sdo submetidos a processamentos térmicos brandos, fazendo com que suas
caracteristicas organolépticas sejam mais proximas as do produto fresco, uma vez que o
mercado brasileiro tem uma alta exigéncia com relagdo ao sabor/odor natural dos sucos
citricos e geralmente detecta alteragdes no suco submetido a processamentos térmicos

rigorosos (Anon, 1996).

Existe um outro segmento que sdo os sucos prontos para beber, envasados em
embalagem cartonada, comercializados a temperatura ambiente. No entanto, este produto
apresenta maiores alteragdes em suas caracteristicas organolépticas, quando comparado as

alteragdes quimicas e sensoriais dos sucos refrigerados.

A estabilidade quimica e sensorial do suco de laranja armazenado a temperatura
ambiente ¢ um desafio a ser superado, uma vez que o produto, apresenta um custo menor de
comercializagdo, quando comparado ao produto refrigerado, atraindo um maior nimero de

consumidores.
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3.2. HISTORICO

A produgdo comercial significativa de laranja para processamento de suco foi
iniciada na Flérida na década de 20. Na década de 30, o valor da vitamina C no suco citrico
ganhou publicidade e a demanda de produtos citricos aumentou. O desenvolvimento do
suco concentrado na década de 40 foi considerado o mais importante passo no crescimento
da industria de processamento da laranja. Desde a primeira comercializagdo de suco
concentrado em 1945-46, estas vendas tiveram um rapido crescimento, excedendo todos os

outros produtos citricos(Hasse, 1987).

Por volta de 1962, devido as constantes geadas na Florida, regido onde se
produzia a laranja para a industrializagao, ocorreram quedas na safra, pela destruicdo de
muitos pomares. Nesta fase, a primeira planta nacional para processar suco concentrado,
usando a tecnologia da Florida, foi construida na cidade de Araraquara — SP, no ano de
1963 Tendo encontrado condigdes favoréaveis, as industrias de processamento de citrus
expandiram rapidamente no Brasil. Nos anos de 1983-94, a produgdo de laranja industrial
no pais ultrapassou a dos EUA, tornando-se o pais lider na produgdo de laranja industrial

(Hasse, 1987 e Onoftre, 1995).

A inovagdo do sistema de transporte e estocagem dos grandes volumes, tanto nos

terminais para a exportagdo quanto para importagao, viabilizou o transporte em navios

transcontinentais, agilizando a exportagio do suco de laranja. Atualmente, o Brasil €

responsavel por aproximadamente 80% das exportagdes mundiais de suco concentrado e,

juntamente com os EUA, respondem por 90% do volume total produzido no mundo, o que

coloca a industria de produtos citricos numa posi¢éo de destaque na economia nacional e

mundial (Onofre, 1995).

No Brasil a concentragio da citricultura esta no estado de Sio Paulo e deve-se
as condigdes climaticas e edaficas favoraveis , fatores culturais € bom suporte tecnologico

agricola industrial (Donadio ef al,1995)

79



A espécie citrus mais explorada no Brasil, tanto para consumo da fruta fresca
como para a industrializagdo é a cifrus sinensis (1) Osbek, que pode ser denominada como
Laranja Doce e subdividida em 4 grupos importantes: Laranja Comum; Laranja Navel,
Laranja sem acidez, e Laranja Vermelha ou pigmentada. Em relagdo a esses 4 grupos, o de
maior destaque € o da Laranja Comum que representa aproximadamente 66% das Laranjas
Doce plantadas. As principais Laranjas Comuns comercialmente importantes sdo a
Valéncia e a Péra, que representam 10% e 50% respectivamente das variedades de

importancia comercial.

A laranja Péra é a principal variedade citrica produzida no Brasil (Donadio et
al., 1995; Rodriguez ef al ,1991). O suco representa 52% do peso do fruto, e apresenta
valores médio de solidos soluveis de 11.8%, acidez tiltulavel 0.95% e ‘ratio’ 12.5. Essa
variedade € tipicamente brasileira e representa 52% do total, relativo as laranjas plantadas

no estado de Sao Paulo.

3.3. SUCO DE LARANJA

Seguindo os padrdes de Identidade e Qualidade estabelecidos pelo Ministério da

Agricultura (1974), o suco de laranja ¢ caracterizado conforme descrito.

Por defini¢do, o suco de laranja ¢ um liquido limpido ou turvo, extraido do
fruto da laranjeira (Citrus sinensis), através de processo tecnologico adequado, ndo
fermentado, de cor aroma e sabor caracteristicos, submetido a tratamento que assegura a
Sua apresentagdo e comercializagdo até o momento do consumo. Tal designagdo é para o

suco apresentado na sua concentragio e composi¢ao natural.

As caracteristicas gerais do produto incluem: preparo com frutas frescas,
maduras, sas, desprovidas de terra. sujidades, parasitas e microrganismos que possam
tornar o suco improprio para consumo humano, bem como apresentar as caracteristicas
organolépticas da laranja. As caracteristicas quimicas e fisicas do suco de laranja deverio

obedecer os limites especificados na Tabela 1.
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Segundo Tocchini (1997), a Coordenagdo de Inspecdo Vegetal do Ministério da
Agricultura e Abastecimento, resolveu dispensar, temporariamente, a exigéncia relacionada a
solidos soluveis minimo, para suco resfriado ndo-pasteurizado e resolveu adotar o valor
minimo de 27 mg/100 ml para acido ascorbico e o maximo de 10% em volume para solidos em
suspensdo, no produto pasteurizado. Esta decisdo surgiu em virtude do crescimento do
mercado interno de suco de laranja pronto para beber e de muitos fabricantes que verificaram
que seus produtos ndo atendiam aos Padrdes de Identidade e Qualidade previstos na Portaria
371/74, por razdes envolvendo problemas de entressafra (°Brix ), condigdes de

comercializa¢ao (acido ascorbico) e de preferéncia do consumidor (Solidos em suspensao).

As caracteristicas microbiologicas, conforme consulta ao laboratorio de analises
microbiologicas do Ministério da Agricultura em S3o Paulo, devem seguir os padrdes
aprovados na Portaria n. 451/97 do Ministério da Saude (1997) para os sucos e refrescos in

natura:

= Salmonelas: auséncia em 25 ml
* Bactérias do grupo coliforme de origem fecal: NMP, maximo, 10/ml
» Bolores e leveduras: maximo, 10%/ ml.

A qualidade do suco de laranja € influenciada basicamente por fatores
microbiolégicos, enzimaticos € quimicos, que comprometem suas caracteristicas
organolépticas (aroma, sabor, cor, consisténcia, estabilidade e turbidez separagido de fases

solido/liquido) e nutricionais (vitaminas) (Graulinch ef a/, 1986).
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Tabela 1: Caracteristicas quimicas e fisicas do suco de laranja.

Parametros Limites Unidades
minimo maximo
Densidade relativa a 20/20°C ... 1,042 ——=
Solidos soluveis, a 20°C ............ 10,5 S °Brix
Relagdo °Brix/acidez ................. 9.0 20 2/% de acido citrico
Solidos em suspensdo ............... o 7 % (viv)
Alcool etilico ... o 0,5 graus GL
Agucares totais naturais da laranja 13,0 g/100ml
Acido Ascorbico ... 38.0 e mg/100ml
Oleo essencial ... 0,03 % (V/V)

Fonte: MINISTERIO DA AGRICULTURA (1974)

A qualidade do fruto aumenta com sua maturagdo. O sabor ¢ um dos principais

fatores de qualidade, mas outros atributos como aroma, textura e cor contribuem também
para a qualidade total do fruto. O sabor do fruto e do suco, podem ser afetados, tanto pelo
fruto imaturo, quanto pelo fruto de maturagdo passada. Quando a fruta atinge uma
determinada rela¢do entre solidos soluveis e acidez ( “ratio” ), o sabor e caracteristicas do

fruto ndo maduro desaparecem (Nagy e al., 1980; Bettini, 1995).

A curva de maturagdo dos frutos se processa de forma complexa, onde
interagem as temperaturas do ar, radiagdo solar, agua disponivel nas raizes, além de fatores
locais de relevo, como localizagdo geografica, face de exposi¢do solar e caracteristicas
varietais. O amadurecimento dos frutos citricos ¢ caracterizado pelo aumento gradual de
suco, decréscimo no teor de acidez, aumento na quantidade de solidos soluveis
(principalmente os aglcares) no suco, desenvolvimento de cor, aroma e sabor proprios a
cada variedade, e a relagdo entre a quantidade de solidos soluveis e acidos (Nagy er
al.,1990).
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Os conhecimentos sobre as variedades de laranja para produgdo de suco, s@o
interessantes ndo sO no aspecto de rendimento em suco, como também na qualidade
quimica e sensorial do suco final (Kimball, 1991). Dentre as variedades de laranja
comercialmente importantes no Brasil destacam-se as variedades Péra e Valéncia que
representam 50% e 10% respectivamente do total de variedades comercializadas (Donadio
et al.,1995).

3.3.1. Tipos de Suco

Suco Concentrado de Laranja

O suco concentrado congelado de laranja ou “FCOJ — Frozen Concentrate
Orange Juice” foi desenvolvido por pesquisadores da Florida no “USDA Laboratory”, no
meio da década de 40. Diferentes tipos de evaporadores podem ser utilizados para
concentragdo de sucos, entretanto, para suco de laranja, o processo mais utilizado € a
evaporagdo de multi-efeito, em alta temperatura e curto tempo TASTE (7Thermally
Accelerate Short Term Evaporator). O produto é concentrado a 65°Brix e acondicionado
em tambores, com revestimento duplo de sacos plasticos de polietileno, ou sdo
acondicionados em “Tank Farms”, e posteriormente armazenados a temperatura iguais ou

inferiores a - 18°C (Buslig,1990).

Sucos Integrais de Laranja

Nesta categoria encontramos diferentes classificagdes: suco resfriado, suco
fresco, suco pasteurizado resfriado e suco pasteurizado armazenado a temperatura
ambiente. Basicamente eles se diferenciam por serem ou ndo obtidos do suco concentrado e

por serem ou ndo submetidos a algum tipo de tratamento térmico.
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O suco de laranja resfriado ou “Chilled Orange Juice” é produzido a partir do
suco fresco ou do suco concentrado reconstituido e armazenado sob refrigeragio, em
embalagens de plastico, garrafas de vidro ou cartonadas, podendo ser pasteurizado ou ndo
(Buslig, 1990).

O suco de laranja NFC ( Not From Concentrate ) industrializado apresenta
grande variagdo durante o ano pela oferta de diferentes variedades de laranja com
caracteristicas quimicas e sensoriais proprias, sendo assim, é comum a industria citrica
utilizar “blends” ou misturas de diferentes variedades durante a safra para alcangar um
balango Brix/Acidez favoravel sensorialmente, entretanto o conhecimento individual de
cada variedade faz-se necessario para estabelecer a contribui¢io individual de aromas e
caracteristicas quimicas de cada variedade (St Pao ef al., 1996). A padroniza¢do sensorial
da qualidade do suco de laranja integral processado assepticamente ao longo do ano é um

dos desafios da industria de suco.

Varios autores estudaram as caracteristicas quimicas, sensoriais € componentes
volateis presentes em suco de laranja obtidos de diferentes variedades. As caracteristicas
individuais de cada variedade sao fatores de grande importancia devido a sua contribui¢do
na qualidade final do suco pasteurizado (Wolford ef al,1963; Shaw & Wilson, 1980:
Kimbal, 1991; Bettini, 1995; Benassi Jr., 2001).

3.4. ESTUDOS SOBRE ALTERACOES DO SUCO

Para produzir um suco de laranja com qualidade, o processo deve contemplar
qualidades nutricionais ¢ sensoriais. O suco de laranja processado e armazenado, como
muitos outros produtos, pode sofrer variagdes bruscas de temperatura durante a estocagem,
estando susceptivel a reagdes quimicas que causam variagdes de cor, sabor, odor e

diminuigao da qualidade nutricional (Kaanane ef al., 1988)
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O uso de processo asséptico em produtos citricos favorece a produgio de um
suco de laranja com maior qualidade tanto em relagdo aos aspectos nutricionais como
sensoriais (Kaanane ef al., 1988). Condigdes de processamento e estocagem sio 0s
principais fatores que afetam a retengdo de vitamina C e formagdo de escurecimento ndo
enzimético e diminuem o valor comercial de produtos citricos como laranja e grapefruit.
(Rassis & Saguy, 1995; Kaanane ef al., 1988, Lee & Nagy, 1988a; Marcy ef al., 1989;
Saguy ef al., 1978a, 1978 b).

Novas tecnologias tem sido sugeridas para minimizar o efeito da temperatura na
qualidade do suco de laranja. Uso de corrente elétrica pulsada e alta pressdo (Hoover, 1997,
Goodner ef al,1999) tem sido estudadas como tecnologias alternativas, entretanto

apresentam ainda um custo razoavel para serem implantadas.

De um modo geral, a avaliagdo da vida de prateleira do suco de laranja pode ser
feita analisando-se as alteragdes na cor, sabor, aroma e da vitamina C ao longo do tempo de
estocagem além de sua condigdo microbiologica. Estes fatores de qualidade sao afetados
pelo tempo de estocagem do suco, embalagem utilizada (que permite ou ndo a entrada de
luz e trocas de gases) e temperatura de estocagem (sob refrigeracdo ou ambiente). Aluz e a
temperatura sdo fatores que influem na degradag¢ao da vitamina C, além da presenca de
oxigénio e de ions metalicos tais como cobre, niquel e ferro, que catalisam a degradagao

por oxidagao.

Em seus estudos sobre amargor em cifrus, Maier & Beverly citados por Pollard
& Timberlake (1971) mostraram que o amargor desenvolvido em laranja Navel no inicio
da safra, € resultado de trocas secundarias que ocorrem apos extragao do suco. O problema
¢ causado pela excessiva maceragao dos tecidos feitas durante a extragao do suco, processo

que deve ser bem controlado.

Lafuente er al. (1978) estudaram as alteragdes sensoriais e de cor, teor de
limonin, intensidade de sabor amargo, equilibrio da relagdo agucar/acido e nivel de
aceita¢do de 5 variedades de laranja de interesse comercial na Espanha. Foram preparados
sucos a partir de diferentes variedades (Salustiana, Comuna, Cadenera, Verna e Valéncia).

Os resultados mostraram que os sucos das variedades tardias (Verna e Valéncia)
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apresentaram melhor qualidade sensorial que as variedades de meia estagdo (Comuna e
Cadenera) e temporonas ( Salustiana ). A variedade Salustiana produz intenso sabor
amargo, que pode variar durante a safra. Algumas variedades apresentaram sabor amargo
menos intenso, que desapareceram a indices de maturacgdo inferiores (8,5° Brix). Para todas
as variedades o suco apresentou um sabor e paladar agradavel quando a razao

°Brix/Acidez foi 10 ou superior a este valor.

Wolford et al .(1963) estudaram a composigdo do suco fresco de diferentes
variedades (Hamlin, Pineapple e Valéncia) e observaram diferencas dentro da prépria
variedade no inicio e fim de safra. Para a variedade Hamlin alguns compostos volateis ( etil
butirato, n-hexanal, 3-hexanal) aumentaram sua concentragdo ao longo da safra e outros,
n-octanal, linalol, l-octanol e neral), diminuiram do meio para o fim da safra. Para a
variedade Valéncia foi observado no decorrer da safra uma elevagdo da concentracio de etil
butirato, n-hexanal, n-octanal e pequeno aumento de I-hexanol, 3-hexanol, linalol e 1-
octanol. Para a variedade Pineapple houve redugdo de alguns terpenos como d-limoneno e

B-mirceno.

Mannheim (1985) em seus estudos sobre qualidade sensorial de suco
processado assepticamente reportaram que o suco estocado a 15°C manteve boa qualidade
de flavor por 4 meses. Lafuente ef al. (1979) encontraram uma diminui¢do do flavor e
aceitagdo sensorial apdés duas semanas de estocagem a temperatura ambiente. Carlson
(1983) relatou que a maioria dos sucos de laranja que foram processados assepticamente

apresentaram uma vida de prateleira maxima de 4 meses.

Graumlich ef al. (1986) em sua revisdo sobre suco de laranja assepticamente
embalado, mostraram diversos trabalhos sugerindo que alteragdes quimicas durante a vida
de prateleira influenciam na qualidade nutricional ( diminui¢do da vitamina C ), cor
principalmente escurecimento ndo enzimatico do suco) e aceitagdo sensorial. Esses sdo

fatores limitantes que determinam a vida de prateleira destes tipos de sucos.

Maillard e outras reagbes ndao enzimaticas que ocorrem durante o
processamento e estocagem de produtos alimenticios foram relacionadas a deterioragdo da

cor (escurecimento), aroma e sabor do suco de laranja (Albala-Hurtado ef al., 1999,
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Handwerk & Coleman, 1988, Meydav & Berk, 1978; Shaw et a/, 1977, Tatum ef al.,
1975).

Varios autores investigaram os produtos de degradagdo do acido ascorbico em
condigdes anaerdbicas (Smoot & Nagy, 1980, Robertson & Samaniego, 1986, Rodriguez et
al., 1991). Os resultados indicaram que, sob condigdes anaerdbicas, o acido ascorbico

degrada-se para furfural predominantemente e ndo em acido dehidroascorbico.

Yuan & Chen (1998) estudaram a degradagido do acido ascorbico em solugdes
aquosas em diferentes valores de pH. As solugdes foram aquecidas a 100°C por 2 horas e
os quatro principais produtos de degradagdo foram identificados por Cromatografia
Liquida. Sob condigdes anaerdbicas o principal produto de degradagdo encontrado foi o
furfural. Baixos valores de pH favoreceram a formacdo de furfural, sendo que em pH
extremamente baixo (pH = 1,0), o furfural foi o produto dominante. Os autores sugeriram
que em solugdes aquosas, meio acido e condigdes anaerobicas, o furfural € o principal

produto de degradagdo do acido ascorbico.

Solomon & Svanberg (1995) estudaram o efeito do oxigénio € luz fluorescente
na qualidade do suco de laranja reconstituido, pasteurizado e acondicionado em diferentes
embalagens (embalagem cartonada, polietileno de baixa e alta transparéncia e vidro) e
estocado a 8°C. Esses parametros foram relacionados ao teor de vitamina C ( &cido
ascorbico e acido dehidroascorbico), escurecimento nao enzimatico e formagdo de Furfural
e Hidroximetilfurfural (HMF) durante estocagem do suco por 52 dias. Os niveis de
oxigénio dissolvido aumentaram em algumas embalagens, durante o tempo de estocagem
e foram relacionados significativamente com a degradagdo do acido ascorbico e
escurecimento do suco estocado. A embalagem cartonada foi a que apresentou maior
permeabilidade ao oxigénio. A luz ndo teve um efeito significativo nestas variaveis. O

conteudo de Furfural aumentou lentamente em todas as embalagens e condi¢des estudadas.

Satar ef al.(1989) encontraram efeito significativo da luz fluorescente na
degradagdo do acido ascorbico e na avaliagdo sensorial de bebida de laranja estocada a

temperatura ambiente (25-30°C) por 32 dias.

87



4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL

Foram utilizadas laranjas das variedades Natal, Péra-Rio e Valéncia,
provenientes de uma fazenda na cidade de Santa Cruz do Rio Pardo da regido centro-oeste
do Estado de Sao Paulo. As amostras foram previamente selecionadas quanto a zona e
talhdo de plantio e foram feitas colheitas no inicio e fim de safra de cada variedade, em
duas safras consecutivas (98/99 e 99/2000). As amostras de laranja foram processadas para
produgdo do suco pasteurizado, em uma planta industrial localizada no mesmo local de

obtengdo da matéria prima.

As variedades de laranja Natal, Péra e Valéncia foram colhidas para
processamento, no inicio e fim de safra durante duas safras consecutivas. Os sucos obtidos
dessas variedades foram caracterizados quimica e sensorialmente. Para o estudo de vida de
prateleira , o suco foi armazenado a temperatura ambiente e foram feitas analises nos
tempos, 0, 15, 30, 45 e 60 dias.

4.2. METODOS

4.2.1. Etapas do Processamento

A Figura 1 apresenta as etapas do processamento para obten¢do do suco de laranja
pasteurizado.
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Descarregamento da fruta e selegio

.

Lavagem com agua clorada

v

Extragdo do suco

.

Tratamento do suco (despolpamento) em “Finisher”

.

Tratamento térmico em trocador de calor tubular (“Flash cool )

T =94°C/15-20 segundos

Acondicionamento em embalagem cartonada asséptica “Tetra Brik Asseptic (TBA)”

v

Estocagem a temperatura ambiente.

Figura 1: Fluxograma de processamento do suco de laranja pasteurizado acondicionado em
embalagem cartonada.
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4.2.2. Acido ascérbico: Segundo método por titulagio utilizando-se 2,6-diclorofenol
indofenol da AOAC (1984), modificado por Benassi (1989).

4.2.3. Anilise Instrumental de Cor: Foi utilizado espectrofotometro modélo Color
Quest II marca Hunter Lab. O método de calibragdo utilizado foi de refletancia especular
incluida (RSIN), com padrdo de calibragdo branco ( C 6299 Hunter Color Standard). O
sistema de cor ¢ Hunter Lab com iluminante D65 e angulo observador 10°. As leituras
foram feitas usando Cubeta de vidro opticamente limpo de 20 mm. Foram determinados os
valores de Lyumer (Luminosidade), apumer (intensidade de vermelho e bpuner (intensidade de

amarelo).

4.2.4. Anailise de Solidos Soliveis( °Brix): Feito por leitura direta em refratometro Carl

Zeiss, modelo 32G 110d. (Jena).
4.2.5. Analise de Acidez Titulavel: Segundo método da AOAC 1990 n. 22058.
4.2.6. Relacao Solidos Soliveis(°Brix) / Acidez = Ratio

A relagdo Solidos soluveis e Acidez titulavel € usada para indicar o equilibrio

doce acido de bebidas ndo alcoolicas, de frutas, sucos, sendo uma avaliagao de qualidade.
4.2.7. Determinacio de pH: Foram feitas leituras diretas em pHmetro Micronal B374.

4.2.8. Andlise Sensorial de Aceitacio (Teste Afetivo): Foi realizado teste de aceitagdo,
segundo método descrito em Stone & Sidel (1993). Foram recrutados 30 provadores,
consumidores de suco de laranja, para avaliagdo sensorial de aceitagdo das amostras. As
amostras foram servidas em béqueres de vidro de 50 mL, sendo o volume de amostra de 25

mL.

Os provadores avaliaram as amostras utilizando uma escala hedonica
estruturada de 9 (nove) pontos, ancoradas nos extremos nos termos “‘desgostei
muitissimo”™(1) e “gostei muitissimo”(9). Os provadores também foram solicitados a

descrever o que mais gostaram € o que menos gostaram na amostra. (Figura 2).
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Nome: Data:

1) Por favor, prove a amostra codificada de suco de laranja e use a escala abaixo(faca um X

no nimero), para indicar o quanto vocé gostou ou desgostou da amostra
AMOSTRA:

9 — gostei muitissimo

8 - gostei muito

7 — gostei moderadamente

6 — gostei ligeiramente

5 — nem gostei/nem desgostei

4 — desgostei ligeiramente

3 — desgostei moderadamente

2 — desgostei muito

1 — desgostei mutissimo

2) Agora, por favor, comente 0 que vocé mais gostou e o que menos gostou da amostra:

Mais gostou :

Menos gostou :

Figura 2: Ficha de avaliagdo sensorial do teste afetivo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

De maneira geral, os resultados obtidos indicaram a variabilidade de valores
de solidos soluveis e acidez que podemos encontrar entre variedades diferentes, durante a
safra e entre safras (Tabela 1). A relagdo entre solidos soluveis e acidez titulavel (“ratio”)
é o indice mais utilizado para indicar o grau de maturagdo das frutas citricas. Os valores de
“ratio” aumentaram durante a safra, variando de 10.50, menor valor encontrado no inicio
de safra para 17.30, maior valor encontrado de fim de safra. Essa variabilidade, entretanto,
pode encontrar valores adversos de solidos soluveis e acidez. As amostras de Natal 2 e
Natal 4 apresentaram valores de “Ratio” proximos a 14.50, entretanto seus valores de
solidos soluveis e acidez sdo completamente distintos. Isso demonstra que os valores de
“ratio” devem ser usados com critério no momento de se indicar o grau de maturagdo para

processar um suco de laranja.
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Tabela 2: Valores* de Sélidos Soluveis(°Brix), Acidez e Relagdo Solidos

Soluveis e Acidez (Ratio) para as amostras de suco obtido das diferentes variedades de laranja.

Amostras de suco(**) Solidos solaveis Acidez tituldvel “Ratio”
(°Brix) (g/100mL) (S.S/Acidez)
Natal 1(Dez98) 12.10 0.93 12.96
Natal 2(Fev99) 11.93 0.83 14.43
Natal 3(Dez99) 12.10 0.97 12.86
Natal 4(Mar00) 10.96 0.75 14.60
Péra 1(Jul99) 11.33 0.94 12.10
Péra 2(Set99) 11.50 0.77 14.90
Péra 3(Jul00) 12.36 117 10.50
Péra 4(Set00) 13.02 0.75 17.30
Valéncia 1(Nov99) 12.93 0.98 13.20
Valéncia 2(Jan00) 11.43 0.82 14.00
Valéncia 3(Nov00) 12.60 1.01 12.50
Valéncia 4(Fev01) 11.10 0.74 15.00

(*) Valores médios de 3 determinagdes analiticas.
(**)A data dentro do parénteses indica o més e ano da colheita da laranja e processamento do

Suco.

5.1. ACIDO ASCORBICO

Os valores de acido ascorbico encontrados nas amostras de suco das diferentes
variedades estdo representados nas Figuras 3, 4 e 5. As amostras foram estocadas por 60
dias, com exce¢do de uma das amostras de laranja Valéncia que foi estocada por um
periodo de 80 dias.
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Figura 3: Contetdo de acido ascorbico no suco de laranja obtido da variedade Natal.

A Figura 3 apresenta as de curvas conteudo do é4cido ascorbico durante a
estocagem do suco produzido a partir da variedade Natal. Os resultados mostram que a
variabilidade do contetido do acido ascorbico foi significativa entre as diferentes €pocas de

maturagdo.

Independente da concentragdo inicial de acido ascorbico, os teores tendem a
diminuir durante a vida de prateleira do produto, podendo variar de 5 a 15% apos 60 dias de

estocagem.

Esses resultados sdo superiores ao encontrados por Bisset & Berry (1975), em
estudos de suco de laranja acondicionado em garrafas de vidro, polietileno de alta
densidade, poliestireno de alto impacto e cartonada. Sucos de laranja em lata e em garrafas
de vidro apresentaram retengio de 75% de vitamina C apoés estocagem de um ano a
temperatura ambiente. Suco de laranja pasteurizado embalado em garrafas de vidro
apresentaram reten¢do de 67% de ac. ascorbico apos 8 meses de estocagem a 26°C,

entretanto apos esse periodo tornaram-se inaceitaveis devido a alteragdes de flavor e cor.
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Assim como a acidez e solidos soluveis, o teor de acido ascorbico na fruta também é
influenciado pela maturagdo da planta. Em nossos estudos, os valores de acido ascorbico
variaram de forma significativa entre as amostras estudadas. Pelas Figuras 3, 4 e S observa-
se que as amostras de inicio de safra, para as trés variedades, apresentaram maiores valores
de acido ascorbico que as amostras de fim de safra. Essa tendéncia da laranja de inicio de
safra apresentar maior teor de acido ascorbico ja foi observada por outros autores (Kimball,
1991; Benassi Jr., 2001) e em frutas ricas em vitamina C como a acerola. Todas as
amostras de suco apresentaram uma diminui¢do significativa no teor de acido ascorbico
durante a vida de prateleira, sendo que as perdas de acido ascorbico variaram de 5 a 15%.

Assim como a acidez e solidos solliveis, o teor de acido ascorbico na fruta também ¢é

influenciado pela maturagdo da fruta.
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Figura 4: Contetdo de acido ascorbico no suco de laranja obtido a partir da variedade Péra.
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Figura 5: Contetido de 4cido ascorbico no suco de laranja obtido a partir da variedade Valéncia.

5.2. ACIDEZ TITULAVEL

Os valores encontrados de acidez titulavel estdo indicados nas figuras 6, 7 e 8.

Houve diferenga significativa ao nivel de 5% na acidez das amostras,
principalmente em relagdo as amostras de inicio de safra, que apresentaram valores

superiores a 1% (Variedade Péra).

As amostras apresentaram diminui¢do significativa da acidez durante a vida de
prateleira. Constatou-se que as laranjas de fim de safra apresentaram uma diminui¢do
significativa na acidez em relagdo as laranjas de inicio de safra o que ja havia sido
observado nas variedades anteriores. Observa-se também que existe diferenca significativa

na acidez entre todos os lotes.
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Figura 6: Variagao da porcentagem de acidez durante a vida de prateleira dos sucos de laranja dos 4

diferentes lotes de laranja Natal ( Inicio e fim de safras 99/00 ).
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Figura 7: Variagdo da porcentagem de acidez durante a vida de prateleira dos sucos de laranja dos

4 diferentes lotes de laranja Péra ( Inicio e fim de safras 99/00 ).
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Figura 8 : Variagao da porcentagem de acidez durante a vida de prateleira dos sucos de laranja dos

4 diferentes lotes de laranja Valéncia (Inicio e fim de safras 99/00 ).

5.3. SOLIDOS SOLUVEIS (“BRIX)

Em relagio ao teor de solidos soluveis das amostras (Tabelas 3, 4 e 5), os lotes
apresentaram-se relativamente estaveis, com uma pequena diferenga significativa durante o

tempo armazenagem. Entretanto, essa diferenga ndo comprometeria a qualidade do suco.

Podemos observar que para as variedades Natal e Valéncia, as amostras de inicio
de safra apresentaram valores superiores de solidos soliiveis em relacio aos lotes de fim de
safra, mas isso ndo ¢ uma tendéncia observada na variedade Péra. Essas variagoes,
entretanto, sdo importantes no aspecto de qualidade do suco, indicando que deve haver uma

padronizagao durante a safra.
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Tabela 3. Valores médios (*) de solidos soliveis da Variedade Natal

Dias Inicio 1999 Fim 1999 Inicio 2000 Fim 2000
0 12.10aA 11.93aB 12.10aC 10.96aB
15 11.93bA 12.18bB 12.50bC 10.36aD
30 12.02cA 12.02cA 12.78¢cB 10.36aC
45 12.10aA 12.02cB 11.86dC 10.36aD
60 11.93bA 12.02¢B 11.86dC 10.50bD

(*) Valores médios de 3 determinagdes analiticas.
As médias seguidas de mesma letra nio diferem significativamente entre si ao nivel de 5%

As letras minisculasa . b . c, d . e . comparam os valores da coluna da tabela.

As letras maitsculas A , B, C . D . comparam os valores nas linhas da tabela.

Tabela 4. Valores médios (*) de solidos soltveis da Variedade Péra

Dias Inicio 1999 Fim 1999 Inicio 2000 Fim 2000
0 11.33aA 11.50aA 12.36aB 13.02aC
15 11.52aA 12.00bB 12.52bC 13.43bD
30 11.31aA 12.28¢cB 12.43cB 13.43bC
45 10.71bA 11.50aB 12.52bC 14.03cD
60 11.21aA 12.00bB 12.28dC 14.03¢D

(*) Valores médios de 3 determinagdes analiticas.
As médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si ao nivel de 5%
Asletrasa,b,c,d,e.comparam os valores da colunas da tabela.
Asletras A B, C. D, comparam os valores nas linhas da tabela.

Tabela 5: Valores médios (*) de solidos soluveis da variedade Valéncia

Dias Inicio 1999 Fim 1999 Inicio 2000 Fim 2000
0 12.93aA 11.43aB 12.60aC 11.1aD
15 12.36bA 11.78bB 12.60aC 11.1aD
30 12.60cA 11.18¢B 12.52bB 11.1aC
45 12.60cA 11.36dB 12.52bC 11.1aD
60 12.60cA 11.86eB 12.60aA 11.1aC
80 12.60a

(*) Valores médios de 3 determinagdes analiticas.

As médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si ao nivel de 5%
Asletrasa.b.c,d.e.comparam os valores da colunas da tabela.

Asletras A, B, C, D, comparam os valores nas linhas da tabela.

5.4. RELACAO SOLIDOS SOLUVEIS/ACIDEZ TITULAVEL (“RATIO”)

A relagdo solidos soluveis/acidez, mais conhecida pela industria como “ratio” é

um dos indices mais utilizados para definir a maturagdo das frutas citricas.
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Os valores de “ratio” apresentados nas Figuras 9, 10 e 11, confirmam a
tendéncia de variagdo dentro de uma mesma safra e relacionando-se esse item com a
aceitacdo do produto verifica-se uma tendéncia de maior aceitagdo para a amostra de suco
no “ratio” superior a 14 amostra de final de safra 1999. Amostras com “ratio "’ superior a
16 podem apresentar maior tendéncia de desenvolver sabor cozido e passado na vida de

prateleira.

Amostras com “ratio” inferior a 13, contendo elevadas porcentagens de acidez

podem apresentar baixos niveis de aceitagdo pelo consumidor.

Frutas ndo maduras sdo aquelas que apresentam ratio <12.
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Figura 9: Variagdo do Ratio durante a vida de prateleira dos Sucos de Laranja dos 4 diferentes Lotes
de Laranja Natal.
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Figura 10: Variagdo do “ratio” durante a vida de prateleira dos sucos de laranja dos 4 diferentes
lotes de laranja Péra
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Figura 11: Variagdo do “ratio” durante a vida de prateleira dos sucos de laranja dos 4 diferentes

lotes de laranja Valéncia.
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5-5. INDICES DE COR LHI.II'I“‘.‘I‘S aHu_n(er e b"unh_-r

Os indices de cor indicados nas Tabelas 6 a 14 evidenciam que a cor do suco
pode variar de maneira significativa durante a safra, principalmente devido a alteragdes de
pigmentos amarelos, verdes e vermelhos presentes nos frutos. Na maioria dos vegetais, a
clorofila (pigmento verde) tende a diminuir com a maturagdo dos frutos, quando entdo os
pigmentos amarelos (carotenoides) comecam a ser identificados visualmente. Os resultados
mostraram que durante a vida de prateleira, os valores de vermelho aumentam e 0s valores
de luminosidade e amarelo tendem a diminuir. indicando uma provavel rea¢do de
escurecimento nos sucos durante o periodo de armazenamento.

Esperava-se que os valores de ajunter (intensidade vermelho) aumentassem de
maneira significativa durante a estocagem para todas as variedades. Isso pode ser
observado para as variedades Natal e Valéncia, nas amostras de inicio e fim de safra, para
as duas safras. Entretanto, para a variedade Péra isso este aumento significativo foi

observado nas amostras de fim de safra, nas duas safras estudadas.

Muitos autores mostraram uma direta relagio entre o aumento do
escurecimento e a diminuigdo do teor de acido ascorbico. O mecanismo de degradagio
aerobica e anaerobica do 4cido ascorbico resulta em pigmentos escuros e compostos que

tem sido relacionados a altera¢io do sabor do suco.

Os resultados de estocagem do suco pasteurizado a temperatura ambiente, estdo
em concordancia com outros autores, que concluiram também, que as condi¢des de
processamento e estocagem sdo os principais fatores que afetam a retengdo de vitamina C e
formagido de escurecimento ndo enzimatico e diminuem o valor comercial de produtos
citricos como laranja e grapefruit. (Rassis & Saguy, 1995, Kaanane ef al., 1988; Lee &
Nagy, 1988a; Marcy et al., 1989; Saguy et al., 1978a, 1978b).

Foi encontrada uma variabilidade significativa do indice de luminosidade, entre
as épocas de colheita e entre as safras para todas as variedades. O suco de laranja obtido da
variedade Valéncia apresentou uma tendéncia significativa de diminui¢io de luminosidade

para todas as amostras durante o periodo de estocagem.
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Tabela 6: Valores médios (*) de Luminosidade (Lyune) dos sucos da Variedade Natal

Dias Inicio 1999 Fim 1999 Inicio 2000 Fim 2000 D.M.S (5%)
0 42.20aA 37.73aB 41.80aC 41.11aD 0.19
15 42 31aA 42.47bB 42.08bC 40.90bD 0.14
30 42.17aA 42.63cB 41.97bC 40.99abD 0.17
45 41.80bA 42.23dB 41.95abA 40.96abC 0.21
60 41.93bA 42.32dB 42.39¢B 40.85bC 0.23
D.M.S (5%) 0.19 022 0.18 0.18

Tabela 7: Valores medios (*) de intensidade de vermelho (apuy.:) dos sucos da Variedade Natal

Dias Inicio 1999 Fim 1999 Inicio 2000 Fim 2000 D.M.S (5%)
0 3.86aA 4.99aB 3.92adA 2:32aC 0.11
15 4 39bA 4.62bB 3.71bC 2.83abD 0.13
30 4.10cA 4.80cB 3.9laC 2.92bcD 0.17
45 4.19cA 4.82cdB 4.04cdC 2.95¢cD 0.11
60 4 40bA 4 93adB 4.12¢C 3.10dD 0.14
D.M.S (5%) 0.12 0.12 0.12 0.11
Tabela 8: Valores médios (*) de intensidade de amarelo (byue) da Variedade Natal
Dias Inicio 1999 Fim 1999 Inicio 2000 Fim 2000 D.M.S (5%)
0 18.60aA 20.74aB 18.13aC 16.65aD 0.15
15 18 42bA 18.68bB 18.17bC 16.39bD 0.11
30 18.35bA 18.71bB 18.16bC 16.31bD 0.13
45 18 05cA 18.43¢B 18.12bA 16.33bC 0.12
60 18.13cA 18.38cB 18.14bAB 16.28bC 0.25
D M.S (5%) 0.13 0.17 0.13 0.14

(*) Valores médios de 3 determinagdes analiticas.
D.M.S. (5%) Diferenga minima significativa pelo teste de Tukey a 5%.

As médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si.
Asletrasa,b . c,d, e, comparam os valores da coluna da tabela.
As letras A, B ,C , D, comparam os valores nas linhas da tabela.
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Tabela 9: Valores médios (*) de Luminosidade (L) da Variedade Péra

Dias Inicio 1999 Fim 1999 Inicio 2000 Fim 2000 D.M.S (5%)
0 41.50aA 42.33aB 43.48aC 45 54aD 0.27
15 41.79aA 43.61bB 43.07bC 45.93bD 0.16
30 42.23bA 43 46bB 43.10bC 45.72¢D 0.12
45 43 11cAB 42 8lacA 43 42aB 45.69¢C 0.60
60 43.07cA 43 11bcA 43.09bA 45.42aB 0.27
D.M.S (5%) 0.29 0.60 0.15 0.12
Tabela 10: Valores médios (*) de intensidade de vermelho (auue) da Variedade Péra
Dias Inicio 1999 Fim 1999 Inicio 2000 Fim 2000 D.M.S (5%)
0 4.08aA 3.71aB 3.37aC 2.90aD 0.21
15 3.55bA 4.17bB 3.56bA 3.00aC 0.12
30 3.84cA 4.22bcB 3.62bcC 3.16bD 0.17
45 3.80cA 4.29¢cB 3.69cA 3.34¢C 0.16
60 3 96acA 4.29¢B 3.98dA 3.39¢C 0.11
D.M.S (5%) 0.17 0.10 0.12 0.10
Tabela 11: Valores médios (*) de intensidade de amarelo (byu.:) da Variedade Péra
Dias Inicio 1999 Fim 1999 Inicio 2000 Fim 2000 D M.S (5%)
0 19.67aA 19.06aB 19.65aA 20.27aC 0.18
15 18.50bA 19.71bB 19.35bC 20.18bD 0.12
30 18.74cA 19.50bcB 19.25bdC 19.99¢D 0.12
45 19.05dA 19.19acA 19.11cA 19.94cB 0.49
60 19.10dA 19.29acB 19.14cdA 19.78dC 0.14
D.M.S (5%) 0.14 0.41 0.13 0.06

(*) Valores médios de 3 determinagdes analiticas.

D.M.S. (5%) Diferenga minima significativa pelo teste de Tukey a 5%.

As médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si.
As letras minusculas a . b.c, d . e, comparam os valores da coluna da tabela.
As letras mamisculas A ., B .C , D, comparam os valores na linha na tabela.
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Tabela 12: Valores médios (*) de Luminosidade (L) da Variedade Valéncia

Dias Inicio 1999 Fim 1999 Inicio 2000 Fim 2000 D.MS (5%)
0 42.52acA 41.97aB 41.36aC 40.57aD 0.29
15 43.02bA 41.94aB 41.23bC 40.52aD 0.11
30 42.76bcA 40.58bBC 40.98¢cB 40.25aC 041
45 42.06adA 41.19¢cB 40.59dC 40.34aD 0.13
60 41.70dA 41.45cA 40.26eA 39.61aA 2.15
80 40.01f
D.M.S (5%) 047 0.41 0.08 1.74

Tabela 13: Valores médios (*) de intensidade de vermelho (au..,) da Variedade Valéncia

Dias Inicio 1999 Fim 1999 Inicio 2000 Fim 2000 DM S (5%)
0 4 57aA 3.44aB 2.06aC 1.45aD 0.32
15 4 38bA 3.43bA 2.13aB 1.58aC 0.11
30 4.61abA 3.46aB 2.29bC 1.71aD 0.13
45 5.55¢cA 3.60cB 2.44cC 1.80aD 0.12
60 5.28¢cA 3.67cB 2.52dC 1.75aD 047
80 nd nd 2.60e nd
D.M.S (5%) 0.34 0.07 0.07 043

Tabela 14: Valores médios (*) de intensidade de amarelo (b)) da Variedade Valéncia

Dias Inicio 1999 Fim 1999 Inicio 2000 Fim 2000 D.M.S (5%)
0 19.72aA 18.12aB 16.74aA 15.39aC 0.46
15 19.10bA 17.65bB 16.68bC 15.34aD 0.24
30 19.03cA 17.16¢B 16.47¢C 15.09aD 0.16
45 19.54abA 17.33dB 16.24dC 15.22aD 0.11
60 18.74cA 17.39dAB 15.99eBC 14.47aC 1.59
80 nd nd 15.69f nd
D.M.S (5%) 0.47 0.14 0.04 1.45

(*) Valores médios de 3 determinagdes analiticas.
D.M.S. (5%) Diferenga minima significativa pelo teste de Tukey a 5%.

As médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si.
As letras minusculasa , b, ¢ . d . e, f comparam os valores da coluna na tabela.
As letras maiusculas A , B, C , D, comparam os valores da linha na tabela.
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5.5.1. Teste de Aceitacio do Suco

Os testes afetivos foram feitos com 30 provadores com faixa etaria entre 18 ¢ 50

anos, consumidores em potencial de suco de laranja.

Os resultados dos testes afetivos mostraram que ndo houve correlagdo
significativa em relagdo a variedade da amostra de suco de laranja e a maior aceitagao dos

provadores, ou seja, ndo foi detectada uma preferéncia em relagéo a alguma das variedades.

A amostra com menor média de aceitagdo (5.90), foi caracterizada pela equipe
descritiva com menor intensidade de aroma e sabor de fresco (Valéncia 4). A amostra Péra
3, que obteve uma aceitagdo moderada (6.56), apresentou intensidade de amargor e acidez

elevada, mostrando o efeito negativo desses atributos sobre a aceitagao do suco de laranja.

Entretanto, as amostras de suco de laranja Valéncia da primeira safra
apresentaram uma melhora significativa de sua aceitagdo durante a vida de prateleira (o que
ndo era esperado, porque em geral a aceitagdo dos produtos alimenticios diminuem durante
estocagem) e também maior porcentagem de comentarios pelos provadores de atributos
como sabor caracteristico de laranja, sabor doce e corpo, indicando um melhor desempenho

dessa variedade em relag@o a aceitagdo do suco.

Os resultados das analises sensoriais indicaram que, até 60 dias de vida de
prateleira, a maioria dos sucos estudados, apresentou diferenga significativa na aceitagao
pelos provadores. A amostra (Péra 3, inicio da segunda safra), que apresentou maior teor
acidez titulavel (Tabela 1) também apresentou maior incidéncia de comentarios de sabor
acido excessivo e ndo apresentou comentarios sobre sabor de cozido durante a vida de
prateleira, indicando que a acidez pode ser um inibidor de reagdes oxidativas que

favorecem o sabor de cozido em suco de laranja pasteurizado.
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Tabela 15: Valores médios de notas de aceitagio das amostras de suco de laranja em

diferentes periodos de vida de prateleira.

Amostras Vida de Prateleira Vida de Prateleira
(0 dias) (60 dias)
NATALI 6.50¢.f,g.h 720ab
NATAL2 6.80b.c.d.e.f 693 ab.cd
NATAL3 7.23 ab 7.00 ab.cd
NATAL4 7.07 ab.c 6.40 f,g.h
PERAI 6.60 d.e.f 6.10 g.h.i
PERA2 7137 a 7.00 ab,cd
PERA3 6.56 defg 5931
PERA4 6.56 cd.ef 5871
VALENCIAI 6.50 e.f.gh 7.00 ab.c.d
VALENCIA2 7.16 ab,c 7.40 a
VALENCIA3 6.40 £,g.h 6.07 hii
VALENCIA4 590 i 590

N = 30 provadores
Médias na coluna e linha, com mesma letra. ndo diferem significativamente entre si (p<0,05)

Amostras codificadas como 1 ¢ 2 representam a primeira safra estudada. sendo que as amostras com codigo
1 siio provenientes de laranja de inicio da safra ¢ 2 do fim da safra.

Amostras codificadas como 3 ¢ 4 representam a segunda safra estudada. sendo que as amostras com codigo
3 sdo provenientes do inicio da safra e 4 do fim da safra.

5.5.2. Relagiio entre as caracteristicas quimicas e fisico-quimicas e a aceitaciio

sensorial das amostras.

O grafico de Analise de Componente Principal (ACP), figura 12, apresenta através
da representagdo por vetores, algumas caracteristicas quimicas e fisico-quimicas das
amostras de suco (codificadas de 1 a 12 e representadas por pontos). Amostras similares,
ocupam regides proximas no grafico e sao caracterizadas pelos vetores mais proximos a

elas. A importancia da caracteristica quimica na discriminagdo entre as amostras pode ser
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verificada através do tamanho do vetor representativo de cada atributo; quanto maior o

vetor mais importante seu papel para discriminar as amostras.

-10

Fator I+1l
(R794N

Fator | (44%)
10

Legenda:

Suco de Laranja Natal

Suco de Laranja Péra-Rio

Suco de Laranja Valéncia

1 — Inicio da Primeira Safra

5 — Inicio da Primeira Safra

9 _ Inicio da Primeira Safra

2 — Fim da Primeira Safra

6 — Fim da Primeira Safra

10 — Fim da Primeira Safra

3 — Inicio da Segunda Safra

7 — Inicio da Segunda Safra

11 - Inicio da Segunda Safra

4 — Fim da Segunda Safra

8 — Fim da Segunda Safra

12 — Fim da Segunda Safra

Figura 12: Projegdo das caracteristicas quimicas e fisico-quimicas (vetores) e amostras de

suco de laranja(1 a 12) nos componentes principais [ e L.
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As amostras 1,2,3,5,7, 9 e 11 estdo proximas e foram caracterizadas pelos vetores
de cor apunter © bHunter, pelos valores de Brix, Acidez, Teores de Ac. Ascorbico e de limonin.
Com excegdo da amostra 2, todas as demais amostras sdo de inicio de safra e abrangem

todas as variedades estudadas.

As amostras 6 e 10, variedades Péra-Rio e Valéncia foram caracterizadas pelos

valores de Ratio, pH e Luminosidade (Lyuuer), sendo ambas amostras de fim de safra.

As amostras 4 e 12 se destacaram das demais, sendo caracterizadas pelo pH. A
amostra 8 foi caracterizada pela Luminosidade e Ratio. Essas amostras apresentaram em
comum o fato de pertencerem a segunda safra estudada e o periodo de fim de maturagéo

das variedades do estudo.

As amostras com maior aceitagdo sensorial foram caracterizadas pelo valor de

“ratio”, luminosidade e Brix elevado.

As amostras com menor aceita¢do sensorial foram caracterizadas pela acidez

intensa e teor elevado de limonin(substancia que confere amargor ao suco).
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6. CONCLUSOES

Dentre as variaveis estudadas, as que apresentaram maior correlagdio com o
nivel de aceitagdo do suco de laranja foram: o teor de sélidos soltveis, acidez titulavel,

“ratio” e o teor de limonin.

A variavel “ratio” utilizada para identificar o grau de maturagio das frutas
citricas deve ser verificada dentro um contexto mais amplo e pode ser um indicador da

caracteristica sensorial do produto a ser consumido.

Valores de “ratio” elevado podem caracterizar uma diminuicdo da aceitabilidade
em fungdo da percepgao de passado e cozido que podem se desenvolver no produto apos a

pasteurizagdo e durante a vida de prateleira.

Foi encontrada diferenga significativa nos valores de acidez titulavel, de inicio e

fim de safra, para as variedades estudadas.

A acidez do suco afeta significativamente a qualidade sensorial do produto,

diminuindo a aceitagdo do produto.

Os valores de acido ascorbico dos sucos produzidos a partir das frutas de inicio
de safra foram significativamente superiores as do suco provenientes da fruta de fim de

safra para as variedades Péra, Valéncia.

Independente da concentragdo inicial de acido ascorbico os teores tendem a
diminuir durante a vida de prateleira do produto, podendo diminuir de 5 a 15% apos 60 dias

de estocagem.

Em relagdo as variaveis relacionadas aos indices de cor, foi encontrada grande
variabilidade entre as amostras (variedades) e entre as safras, indicando que a coloragdo do

suco ¢ de dificil padronizagio.
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CAPITULO IV

DETERMINACAO DE FURFURAL EM SUCO DE LARANJA
PASTEURIZADO

“Se vocé der ao mundo e aos outros o melhor de si mesmo, vocé corre risco de se

machucar. Dé o que vocé tem de melhor mesmo assim”.

Madre Tereza de Calcuta

119



1. RESUMO

Um dos fatores mais importantes nos alimentos industrializados € a preservagao
de suas qualidades durante a estocagem. Para a industria citrica existe o grande desafio de
garantir a qualidade do suco de laranja pasteurizado envasado em embalagem cartonada e

estocado a temperatura ambiente.

Um dos componentes quimicos que degradam durante a estocagem € o acido
ascorbico e a partir dele varios compostos sdao formados, entre eles o Furfural, que tem sido
associado a alteragdo na qualidade sensorial dos sucos de frutas, principalmente durante

estocagem.

O objetivo deste trabalho foi estudar o teor de Furfural em suco de laranja
obtido de diferentes variedades de laranja, em diferentes épocas de colheita, assim como,
verificar o aumento do conteudo deste composto no suco de laranja pasteurizado durante a

estocagem.

Para processamento do suco foram utilizadas trés variedades de laranja (Cifrus
sinensis L. Osbeck), Péra, Valéncia e Natal. Essas variedades sdo as mais produzidas no
Estado de Sido Paulo (Brasil) e também as que apresentam maior rendimento em suco. As
amostras foram selecionadas em regides especificas de uma plantagdo para colheita no
inicio e fim da safra e em duas safras consecutivas. Apos a colheita as amostras foram
processadas para obtengdo do suco pasteurizado, que foi acondicionado em embalagem
cartonada (Tetra Pak). Apos quatro dias de armazenagem, as amostras foram congeladas
para posterior determinagdo de Furfural. Para o estudo de vida de prateleira, determinou-se
o teor de Furfural no suco pasteurizado de laranja Valéncia estocado por 240 dias. Foram
coletadas amostras nos tempos 5, 30, 60, 120, 150 e 210 dias de estocagem a temperatura

ambiente.
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Para determinagdo do Furfural, utilizou-se o0 método de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE). Foi utilizada coluna Supelcosil LC-18 (25¢cm x 4,6mm/
Smicrom). A fase movel que apresentou melhor elui¢o foi Acetonitrila/Agua (15:85, v/v).

A detecgao foi feita a 285 nm.

Os resultados indicaram que amostras de inicio de safra das variedades Péra e
Valéncia, processadas na primeira safra apresentaram maiores concentragdes de Furfural,
diferindo de maneira significativa (p<0.05%) das demais amostras. Essas amostras
apresentaram maiores valores de acidez (1.27% e 1.01%) respectivamente, e teores de

acido ascorbico superiores a 40 mg/100mL.

No estudo de estocagem, o aumento do contetido de furfural foi significativo e
apresentou uma correlagdo significativa com o tempo de estocagem (r=0,98 p<0,05). Os
resultados mostraram uma correlagdo significativa inversa entre a degradagdo do acido
ascorbico e o aumento do furfural (Coeficiente de Correlagdo de Pearson, r=- 0.95,
p<0.05).
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2. ABSTRACT

One of the most important factors in industrialized foods is the preservation of
their qualities during storage. For the citrus industry the major challenge is to guarantee the

quality of pasteurized orange juice packed in cartons and stored at room temperature.

One of the chemical components degrading during storage is ascorbic acid and
from this several compounds are formed, including furfural, which has been associated

with alterations in the sensory quality of fruit juices, mainly during storage.

The objective of this work was to study the furfural content in orange juice
obtained from different varieties of orange at different times of harvest, as well as to verify

increases in the pasteurized orange juices during storage.

For juice processing, three varieties of orange were used, Pera, Valencia and
Natal. These varieties are produced in the State of Sdo Paulo (Brazil) and are also those
presenting the greatest yields in juice. The samples were selected from specific regions of a
plantation for harvest at the beginning and end of the harvest, for two consecutive harvests.
After harvesting the samples were processed to obtain the pasteurized juice, which was
conditioned in cartons (Tetra Pak). Afier 4 days of storage, the samples were frozen for
subsequent determination of furfural. For the shelf life study, the furfural contents were
determined in the pasteurized juice from Valencia orange stored for 240 days. Samples

were taken after 5, 30, 60, 120, 150 and 210 days of storage at room temperature.

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) was used for the
determination of furfural, using a Supelcosil LC-18 column (25¢cm x 4,6mm/Smicron). The
mobile phase presenting the best elution was acetonitrile and water (15:85, v/v), with

detection at 285 nm.
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The results indicated that samples from the beginning of the harvest for the
varieties Pera and Valencia, processed during the first harvest, presented the greatest
concentrations of furfural, differing significantly (p<0.05%) from the other samples. These
samples also presented greater values for acidity (1.27% and 1.01%), and ascorbic acid

contents greater than 40 mg/100mL.

During the shelf life the increase in furfural content was significant and
presented a significant correlation with the storage time (r=0.98 p<0.05). The results
showed a significant inverse correlation between the degradation of ascorbic acid and the

increase in furfural (Pearson Coefficient of Correlation, r = - 0.95, p<0.05).
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3. INTRODUCAO

O sabor, um fator decisivo na escolha e aceitagido de alimentos e bebidas, ¢ uma
resposta integrada principalmente a sensa¢ao do gosto e do aroma. O gosto € atribuido aos
compostos ndo volateis nos alimentos, tais como, agucares, sais, limonin ou cafeina e acido,
determinando os quatro gostos basicos: doce, salgado, amargo e acido. O aroma € bem mais
complexo e é devido a dezenas e centenas de substancia volateis, representantes de varias

classes quimicas.

O aroma tipico das frutas resulta de uma combinagdo de um grande nimero de
ésteres, que ocorrem em concentragdes abaixo de 30 mg/L. Mesmo os compostos volateis
que apresentam baixas concentragdes (ug/L) sdo capazes de influenciar a caracteristica

completa do aroma.

Para produzir um suco de laranja com qualidade, o processo deve contemplar
qualidades nutricionais e sensoriais. O suco de laranja processado e armazenado, como
muitos outros produtos, pode sofrer variagdes bruscas de temperatura durante a estocagem,
estando susceptivel a reagdes quimicas que causam variagdes de cor, sabor, odor e

diminuigdo da qualidade nutricional (Kaanane ef al., 1988)

O uso de processo asséptico em produtos citricos favorece a produgao de um
suco de laranja com maior qualidade tanto em relagdo aos aspectos nutricionais como
sensoriais (Kaanane er al., 1988). Condigdes de processamento € estocagem S3ao OS
principais fatores que afetam a retengdo de vitamina C e formagao de escurecimento ndo
enzimatico e diminuem o valor comercial de produtos citricos como laranja e grapefruit.
(Rassis & Saguy, 1995; Kaanane ef al., 1988; Lee & Nagy, 1988a; Marcy ef al., 1989,
Saguy et al., 1978a, 1978b).

Novas tecnologias tem sido sugeridas para minimizar o efeito da temperatura na

qualidade do suco de laranja. Uso de corrente elétrica pulsada e alta pressao (Knorr ef al.,
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1994; Hoover, 1997, Goodner et al., 1999) tem sido estudadas como tecnologias

alternativas, entretanto apresentam ainda um custo razoavel para serem implantadas.

A ocorréncia de furfural e S-hidroximetilfurfural (HMF) em produtos de
citricos estocados € reconhecido como um indicador da deterioragdo do produto (Berrry &
Tattum, 1965; Nagy ef al. , 1972; Nagy & Randall, 1973, Lee ef al., 1986; Kaanane ef al.,
1988, Rassis & Saguy, 1995).

Muitos autores tem relacionado o aparecimento de “off-flavors” ou odores
desagradaveis em suco de laranja e grapefiuit e o aumento da concentragio de furfural
(Dinsmore & Nagy, 1972; Maraulja & Blair, 1973; Marcy & Rouseff, 1984). Substancias
quimicas naturais presentes no suco, como a vitamina C, agucares e acido citrico tem sido
relacionados ao aumento de furfural em suco de laranja (Nagy et al., 1972; Nagy &
Dinsmore, 1974; Kaanane et al., 1988; Rodriguez ef al., 1991; Solomon et al., 1995; Yuan
& Chen, 1998).

Segundo Espinosa-Mansilla et al.(1996), 2-furfuraldeido (FUR) é o principal
produto da hidrolise de pentoses. Este composto, assim como, 35-hidroximetil-2-
furfuraldeido (HMF), originado a partir da hidrolise acida de glicoses e frutoses, tem sido
relacionado com processos de escurecimento em diversos alimentos. Ambos sio usados
como indicadores de abuso de temperatura ou tempo de estocagem em alimentos

processados.

Furfural tem sido relacionado com alteragdes de flavor em suco de uva e maga

(Blanco-Gomis ef al., 1991).

Maillard e outras reagdes ndo enzimaticas que ocorrem durante o
processamento e estocagem de produtos alimenticios foram relacionadas a deterioragdo da
cor (escurecimento), aroma e sabor (Albala-Hurtado ef a/.,1999; Handwerk & Coleman,

1988; Meydav & Berk, 1978; Shaw ez al., 1977, Tatum et al., 1975).
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Naim ef al. (1993) estudaram alguns compostos quimicos, L-cisteina e N-acetil-
L-cisteina e seu efeito na formag¢ao de Hidroximetilfurfural (HMF) e Dihidroximetilfurfural
(DHMF), considerado um componente que causa mau odor em suco de laranja (Tatum ef
al.,1975) Os resultados indicaram que a L-cisteina, em concentra¢des de 0.5-12.3 mM
reduzem o escurecimento e a formagdo de HMF e DHMEF, entretanto somente
concentra¢des de 0.5mM de L-cisteina produzem um suco (estocado por 14 dias a 45°C)
com aroma similar ao suco original, mantido a 4°C. A L-cisteina reduziu a degradagdo de

acido ascorbico.

A formag@o de furfural, a partir da quebra de pentoses ou devido a reagao de
Maillard, foi encontrada em estudos com vinhos doces e em presenga de oxigénio (Cutzach
et al., 1999). Os autores relacionaram esse componente com o processo de envelhecimento

do vinho na presenga de oxigénio.

Varios autores investigaram os produtos de degradacao do acido ascorbico em
condigdes anaerobicas (Smoot & Nagy, 1980; Robertson & Samaniego, 1986, Rodriguez ef
al., 1991). Os resultados indicaram que, sob condi¢des anaerdbicas, o acido ascorbico

degrada-se para furfural predominantemente e ndo em acido dehidroascorbico.

Yuan & Chen (1998) estudaram a degradag¢do do acido ascorbico em solugdes
aquosas em diferentes valores de pH. As solugdes foram aquecidas a 100°C por 2 horas ¢
os quatro principais produtos de degradagdo foram identificados por Cromatografia
Liquida. Sob condi¢des anaerdbicas o principal produto de degradagdo encontrado foi o
furfural. Baixos valores de pH favoreceram a formagdo de furfural, sendo que em pH
extremamente baixo (pH = 1.0), furfural foi o produto dominante. Os autores sugeriram que
em solugdes aquosas, meio acido e condigdes anaerobicas, o furfural € o principal produto

de degradagao do acido ascorbico.

Rassis & Saguy (1995) estudaram o efeito da temperatura de pasteurizagdo, e
efeito da temperatura e tempo de estocagem na qualidade de suco de laranja concentrado

processado assepticamente. Os autores estudaram trés temperaturas de pasteurizagdo, 84,
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87 e 90°C, por 72 segundos e estocagem por 7 semanas a 32°C e 15 semanas a 22° C .
Nenhuma diferenga foi encontrada em relagio ao escurecimento enzimatico e
concentragdes de vitamina C, sacarose, frutose e glicose, furfural, HMF
(Hidroximetilfurfural) ¢ DMHF (Dimetilhidroxifuranona) para as diferentes temperaturas
de pasteurizagdo. Os fatores dominantes que afetaram a concentragao de vitamina C e
escurecimento enzimatico foram o tempo e temperatura de estocagem. Um lag-tempo foi
observado na formagdo do escurecimento enzimatico, 4 e 1 semana para as temperaturas de
22° C e 32° C respectivamente. O teor de vitamina C decresceu rapidamente a temperatura
de 32°(29mg/semana/Litro) C e mais lentamente a 22° C(5mg/semana/Litro). Valores
similares também foram observados por outros autores(Marcy ef al., 1989) que também
verificaram que a velocidade de degradagdo do acido ascorbico em sucos processados ¢
maior do que em suco fresco de laranja e que por essa razio devem ser estocados a baixas
temperaturas (refrigerados).O teor de furfural encontrado foi menor que 1 mg/L durante o
periodo de estocagem a 22°C e menor que 2 mg/L apds 7 semanas a 32° C .Os autores
relacionaram o baixo teor de furfural devido a reatividade deste componente com aldeidos,
cetonas e amino-acidos. Os valores de HMF forma bastante elevados apos 7 semanas a 32°

C, variando de 0 a 10 mg/L neste periodo.

Em estudos sobre teor de furfural e hidroximetilfurfural, escurecimento nio
enzimatico, concentragdo de aglcares e alteracdes sensoriais  em péras em xarope de
agucar com diferentes pH, embaladas em embalagem tipo “Retort pouches”, Kluter et al.
(1996), verificaram um aumento no escurecimento nas amostras armazenadas as 38° C, pH
3.5 e em relagdo as amostras armazenadas na mesma temperatura mas com pH 4.0. Esses
dados foram correlacionados com a analise sensorial de aparéncia do produto conduzidas
por um painel de provadores. Houve interagdes significativas entre o tempo/processo/pH do
produto para os resultados de cor. Os valores de furfural aumentaram com a estocagem a
38° C, e foram significativamente maiores para pH 3.5 (30-40 mg/L) em relagdo ao pH 4.0
(10-20mg/L). Para estocagem a 21°C, as concentragdes de furfural aumentaram (0 a 10
mg/L) de 0 a 24 meses e posteriormente decresceram até 0 mg/L. Os autores relacionaram

esse fato a uma possivel interagdo quimica entre furfural e amino-acidos.
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Solomon & Svanberg (1995) estudaram o efeito do oxigénio e luz fluorescente
na qualidade do suco de laranja reconstituido, pasteurizado e acondicionado em diferentes
embalagens (embalagem cartonada, polietileno de baixa e alta transparéncia e vidro) e
estocado a 8°C. Esses parametros foram relacionados ao teor de vitamina C (acido
ascorbico e acido dehidroascorbico), escurecimento ndo enzimatico e formagao de furfural
e Hidroximetilfurfural (HMF) durante estocagem do suco por 52 dias. Os niveis de
oxigénio dissolvido aumentaram em algumas embalagens, durante o tempo de estocagem
e foram relacionados significativamente com a degradagio do acido ascorbico e
escurecimento do suco estocado. A embalagem cartonada foi a que apresentou maior
permeabilidade ao oxigénio. A luz ndo teve um efeito significativo nestas variaveis. O

conteudo de Furfural aumentou lentamente em todas as embalagens e condigdes estudadas.

Satar ef al. (1989) encontraram efeito significativo da luz fluorescente na
degradagao do acido ascorbico e na avaliagdo sensorial de bebida de laranja estocada a

temperatura ambiente (25-30°C) por 32 dias.

Uma forte relagdo entre degradagdo do aroma do suco de laranja e o teor de
furfural tem sido observado (Nagy & Randall, 1973) .Entretanto, como ndo esta bem clara
essa influéncia na formagao de “off-flavors”, furfural tem sido usado como indicador de

odores desagradaveis ou uso de elevada temperatura no processamento do suco.

Maraulja & Blair (1973) estudaram a estabilidade sensorial de suco de laranja
enlatado e encontraram um coeficiente de correlagdo altamente significativo entre a notas
de flavor e a concentragdo de furfural para laranjas Hamlim, Valéncia e suco de grapefruit.

A velocidade de deterioragdo flavor foi dependente do tempo de estocagem e temperatura.

O método colorimétrico que usa a reagdo de anilina e ac. acético tem sido usado
a muito tempo como metodologia para determinagdo de furfural (Dinsmore & Nagy,1972;
Nagy & Randall, 1973). A adi¢do de cloreto estanhoso (SnCl,) e acido cloridrico (HCI) foi
sugerida por Dinsmore & Nagy (1972) para aumentar a intensidade e estabilidade da cor

de reagdo. Como outras substancias do suco podem reagir com os reagentes propostos,
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utiliza-se a destilagdo para separar o furfural. Apos a destilagao, usa-se uma aliquota do
destilado para reagir com etanol 95% e reagente anilina-acido acetico. O produto da reagao

¢ lido em espectrometro a 515nm.

Lee & Nagy (1986) encontraram boa reprodutibilidade utilizando cromatografia
liquida de alta eficiéncia para quantificagao de furfural e hidrometilfurfural em suco de
laranja. Rassis & Saguy (1995), seguindo a mesma metodologia dos autores anteriores,
estudaram a cinética da qualidade suco de laranja concentrado asséptico durante
processamento e estocagem comercial. Encontraram uma alta correlagdo entre o tempo de

estocagem e o teor de hidroximetilfurfural.

Benson et al. (1998) investigaram os produtos da reagdo de Maillard usando
isotopos e analise por espectrometro eletrospray ionizagdo de massa = Os autores
elucidaram as dificuldades em se identificar os produtos da reagdo de Maillard devido a
grande variabilidade desde de pequenas moléculas até polimeros extremamente grandes. A
diversidade quimica dessas moléculas, e extrema hidroficidade dos produtos finais, tem
dificultado a otimizagdo de metodologias e técnicas para caracterizagdo e identificagdo
desses compostos. Tomlison ef al. (1994) usaram com sucesso a eletroforese capilar para
separagdo de compostos coloridos produtos da reagdo de Maillard. Os autores obtiveram
esses pigmentos através da reagdo de sistemas contendo solugdes de HMF com glicina e

glicose com glicina.

Tatum ef al. (1975) em seus estudos sobre mal odores ou “off-flavors’™ de suco
de laranja enlatado, usaram cromatografia gas-liquida e teste sensorial e apos estocagem de
12 semanas a 35°C, encontraram diversos compostos que sdo reconhecidos como
causadores de odores desagradaveis. Os autores usaram coluna de 9x0.25d.i. Carbowax
20M (20% de Chrom-P, 60-80 mesh), fluxo de gas hélio 200mL/min, A programagao de
temperatura foi de 80°C chegando a temperatura final de 220°C. Furfural e hidroximetil

furfural foram identificados mas néo quantificados.
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Figura 1: Degradagao anaerobica simplificada do acido ascorbico em furfural (Cheftel and

Cheftel, 1976)

131



4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL

As amostras utilizadas foram de suco de laranja obtido a partir do
processamento asseptico, de diferentes variedades de laranja, Natal, Valéncia e Péra,
obtidas de duas safras consecutivas. A matéria prima foi selecionada, extraido o suco,
filtrado, desaerado, pasteurizado (95°C/15seg), e embalado em embalagem asséptica Tetra

Brik Square.

4.2. METODOS

Dois métodos de extragdo do furfural foram testados durante o estudo.

4.2.1. Método de extragiio 1: Para 10 mL de amostra de suco, 0,5 ml de Carrez I (15% de
Ferrocianeto de Potassio) e 0,5 ml de Carrezll (30% de Sulfato de Zinco) foram
adicionados, misturados e ap6s 5 minutos foram centrifugados a 3000 rpm por 15
minutos. Um ml de sobrenadante foi passado através de uma pré-coluna C-18 Sep-Pak,
Supelco (pré-condicionada com 2 ml de metanol, seguido de 5 ml de agua), e lavada com
0,5 mL de hexana. Os componentes desejados, furfural e hidroximetilfurfural, foram
eluidos com 3x3ml de acetato de etila seco e o eluato foi evaporado com N; em um banho
de 30°C. Para aplicagdo no cromatografo, o extrato seco foi ressuspendido em 2 mL de fase

movel.

4.2.2. Método de extracdo 2. Um volume de 50 mL de suco foi destilado em
microdestilador marca Tecnal e 10 ml do destilado foi coletado, filtrado com filtro milipore

e utilizado para para aplicagdo no cromatografo. O tempo de destilagdo foi de 1 minuto.
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4.2.3. CONDICOES CROMATOGRAFICAS:

Foi utilizado Cromatografo Shimadzu modelo CTO 10 A VP e bomba LC
10AD, coluna Supelcosil LC-18 (25cmx4,6mm/ Smicrom), pré —coluna Supelcosil LC-18.

FASE MOVEL: Para estudo da melhor fase movel, foi utilizada a mistura de

Agua:Acetonitrila, testadas nas proporgoes de 80:20 ; 85:15 e 75:15.
Foi selecionada a fase movel agua:acetonitrila 85:15.

As temperaturas da coluna testadas foram: 27°C :; 30°C; 35°C. Sendo

selecionada a temperatura de 30 °C.

Os fluxos 1; 1,3 ¢ 2,0 ml/min foram testados, sendo considerado o fluxo de 1,3

mL como o que apresentou melhor elui¢do do pico.
Volume de Inje¢do: 20 uL

Detector de UV — Shimadzu SPD 10A: Leitura a 285nm
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relagdo aos métodos de extragdo, quando utilizamos a clarificagdo com
reagente de Carrez | e Il obtivemos um cromatograma com muitos interferentes. Os picos
de 5-hidrometilfurfural e furfural eluiram respectivamente com 4.7 e 7.3 minutos mas sem

uma boa resolugdo, o que dificultou sua quantificagdo (Anexo IV).

Os cromatogramas de algumas amostras de suco do estudo, utilizando o método

por destilag@o, estdo nos anexos V a XV.

Os melhores resultados foram obtidos utilizando-se o método de extragdo por
destilagdo. A Tabela 1 apresenta os dados de recuperagdo para o estudo de extragdo 2
utilizando o método de extragao com microdestilador, que apresentou um cromatograma
quase sem interferentes, facilitando a identificagdo do furfural que foi eluido com tempo de
retengdo de 6.3 a 6.6 minutos. N3o houve uma boa recuperagao do hidroximetilfurfural, ndo

sendo possivel quantifica-lo no experimento.

A melhor condigdo cromatografica para elui¢do do fufural ocorreu utilizando-se
a fase movel agua-acetonitrila na proporgdo 85:15 e fluxo de 1.2 ml/min. A temperatura da

coluna que apresentou melhor separagao foi a 27°C.

Os resultados da Tabela 2 mostram que entre as variedades, as amostras de inicio
de safra Péra e Valéncia 7 e 11, apresentaram maiores concentragdes de Furfural, diferindo
de maneira significativa (p<0.05%) das demais amostras. Essas amostras apresentaram
maiores valores de acidez titulavel (1.27% e 1.01%) respectivamente, e teores de acido

ascorbico superiores a 40 mg/100mL.

Os resultados mostraram que independente da variedade ou periodo de colheita,
os niveis de furfural ndo foram elevados, variando de 3.03 a 5.59 ug/L, estando abaixo dos

valores considerados criticos como indicador de “off-flavors”™.
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A amostra de suco de laranja da variedade Péra (inicio da segunda safra
estudada) apresentou o maior valor de furfural e diferiu significativamente das demais
amostras. Os resultados da analise descritiva sensorial (Capitulo II) indicaram que esta
amostra apresentou pouco aroma e sabor de fresco e acentuado aroma e sabor de passado e

cozido, considerados odores desagradaveis em suco de laranja.

TABELA 1: Estudo da Recuperagdo do Furfural no processo de extragdo da amostra por

destilagio.
Furfural

Amostra |Inicial(*) Padrio Esperado |Encontrado |Recuperacio(%)

Adicionado(*) | mg/L mg/L
1.Suco 0.0020 0.23 0.2320 0.194 84
2. Suco 0.0018 0.23 0.2318 0.181 78
3 Suco 0.0240 0.21 0.2340 0.271 116
4 Suco 0.0220 0.21 0.2320 0274 118
5 Suco 0.4300 045 0.8800 1.051 120
6 Suco 0.4100 0.45 0.8600 0.986 114
7 Padrao** | 0.1120 - 0.1120 0.098 87
8 Padrao |0.1120 - 0.1120 0.107 95
9 Padrio |[0.5314 -—- 0.5314 0.504 94
10 Padrao |0.5314 --- 0.5314 0.482 90

(*) mg/L. Foram adicionadas concentragdes de Furfural conhecidas a amostras de suco
de laranja com concentrag@o de Furfural determinadas.

(**) Padrdes destilados
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Figura 2: Curva Padrao de Furfural.
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TABELA 2: Concentragdo de Fufural encontrada no suco de laranja das diferentes

amostras. Valores expressos em ug/L.

Amostras(**)
1 2 3 -4 5 6 7 8 9 10 11 12
Média 423a - 3.7b 336bc 346ed 3.03c 5.56c 343bc 4.53af 384abcd 4.94f 3 84abd
(n=3)
d_p_ 0.15 --- 0.36 0.06 0.11 0.12 0.15 0.06 0.19 0.23 0.17 0.15

* Os valores com mesma letra, niio diferem entre si a0 nivel de 95% de significincia (p<0,05)
**Legenda:

Suco de Laranja Natal Suco de Laranja Péra-Rio Suco de Laranja Valéncia
1 - Inicio da Primeira Safra 5 — Inicio da Primeira Safra 9 — Inicio da Primeira Safra
2 - Fim da Primeira Safra 6 — Fim da Primeira Safra 10 — Fim da Primeira Safra
3 - Inicio da Segunda Safra 7 — Inicio da Segunda Safra 11 — Inicio da Segunda Safra
4 — Fim da Segunda Safra 8 — Fim da Segunda Safra 12 — Fim da Segunda Safra

As amostras 3, 4, 8, 10 e 12 nao apresentarem diferenga significativa ao nivel
de 5% de significancia nos valores de furfural. As amostras 1. 9 e 12 ndo diferiram

significativamente no conteudo de furfural.

Nagy & Randall (1973) em seus estudos, encontraram que niveis de furfural
superiores a 55 ug/L de suco, foram considerados significativos (p<0.001) para diferenciar
amostras durante a vida de prateleira, quando entdo a alteracdo do flavor torna-se
perceptivel. Dinsmores & Nagy (1972), mostraram que suco de laranja estocado a 30°C,
desenvolve uma significativa diferenga de flavor e que valores de furfural entre 50-70 ug/L

sao indicativos de degradag@o do sabor.

Muitos autores tem relacionado a influéncia da acidez e do pH na formagdo do
furfural (Kluter er al.,1996; Yuan & Chen, 1998). Valores de pH entre 3.4 e 3.6,

favoreceram a formagdo de furfural em solugdes aquosas de acido ascorbico. Os autores

137




sugeriram que em solugdes aquosas, meio acido e condigdes anaerobicas, o furfural € o
principal produto de degradagio do acido ascorbico. Os autores sugeriram que em solugdes
aquosas, meio acido e condigdes anaerobicas, o furfural ¢ o principal produto de

degradag¢io do acido ascorbico.
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Figura 3: Concentragio de acido ascorbico (mg/100 mL) e furfural (ug/l.) durante

estocagem do suco de laranja Valéncia a temperatura ambiente.

A possibilidade de o acido ascorbico ser o principal precursor da formagdo do
furfural foi relacionada por varios autores (Smoot & Nagy, 1980; Robertson & Samaniego,

1986; Rodriguez et al., 1991; Solomon & Svanberg , 1995; Yuan & Chen,1998).
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Os resultados encontrados sdo inferiores aos valores encontrados nos estudos
feitos por Nagy & Randall (1973), que encontraram concentragdes de 9 a 18 ug/L de

furfural em suco de laranja embalado em garrafas de vidro.

A Figura 3 apresenta a curva de aumento de furfural e de degradacdo do acido
ascorbico para suco de laranja valéncia (Valéncia do inicio de safra, segunda safra)
estocado por 210 dias. O aumento do conteudo de furfural foi significativo e apresentou
uma correlagdo significativa com o tempo de estocagem (r=0.98 p<0.05). Os resultados
mostraram uma correlag@o significativa inversa entre a degradagio da vitamina C e o
aumento do furfural (Coeficiente de Correlagdo de Pearson, r =- 0.95, p<0.05). Muitos
autores evidenciaram a possibilidade da formagdo do furfural a partir da degradagdo do

acido ascorbico em condigdes de baixo pH.

Foram encontrados valores de 430 ug/L de furfural, apos 210 dias de estocagem
a temperatura ambiente ( 24-27°C), no suco de laranja Valéncia. Esses valores sio
superiores aos valores encontrados por Nagy & Randall (1973), que em seus estudos com
suco de laranja enlatado, que encontraram valores de 291 ug/L de furfural em suco de
laranja estocado a 30°C por 240 dias. Os autores relacionaram que concentragdes de

furfural superiores a 55 ug/L sdo indicadores de alteragdo do Jlavor do suco de laranja.

Elevados conteudos de furfural foram encontrados nos estudos com suco de
laranja valéncia feitos por Maraulja & Blair (1973). Os autores estudaram o aumento da
concentragdo de furfural em suco de laranja enlatado estocado em diferentes temperaturas.
Foram encontrados valores de 2600 ug/L e 500 ug/L de furfural em suco estocado a 26°C e
15°C por 210 dias, respectivamente. Os autores encontraram um coeficiente de correlagao
inversa (r=-0,80 p<0,01) entre as notas de flavor do suco e a concentragdo de furfural. Suco
de laranja Valéncia estocado contendo concentragdes de 131 ug/L foram considerados bom

pela equipe de degustadores (nota 7) e regular para concentragdes de 201 a 593 ug/L.

Mannheim (1985) em seus estudos sobre qualidade sensorial de suco

processado assepticamente reportaram que o suco estocado a 15°C manteve boa qualidade
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de flavor por 4 meses. Lafuente ef al. (1979) encontraram uma diminui¢do do flavor e
aceitagdo sensorial apos duas semanas de estocagem a temperatura ambiente. Carlson
(1983) relatou que a maioria dos sucos de laranja que foram processados assepticamente

apresentaram uma vida de prateleira maxima de 4 meses.

Graumlich et alli (1986) em sua revisio sobre suco de laranja assepticamente
embalado, mostraram que diversos trabalhos enfocam alteragdes quimicas durante a vida de
prateleira que influenciam na qualidade nutricional (diminuigdo da vitamina C), cor
(principalmente escurecimento ndo enzimatico do suco) e flavor. Esses sdo fatores

limitantes que determinam a vida de prateleira destes tipos de sucos.
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6. CONCLUSOES

O método testado para quantificagdo do furfural ¢ bastante rapido e reprodutivo

e pode servir de suporte para estudos de vida de prateleira de suco de laranja.

Independente da variedade de laranja ou nivel de maturagio, os niveis inicias de
furfural no suco de laranja pasteurizado, podem diferir significativamente, ndo sendo,

entretanto quantidades consideradas importantes para o paladar do suco.

O aumento do teor de furfural em suco de laranja pasteurizado, embalado em
embalagem cartonada Tetra Brik, esta correlacionado ao tempo de estocagem e a

degradagao do acido ascorbico.

Suco de laranja pasteurizado NFC (Not From Concentrate) produzido
assepticamente e estocado a temperatura ambiente apresenta um aumento do teor de
furfural significativo, sendo que apds 70 dias, os valores encontrados podem indicar inicio

de alteragdo do aroma e sabor, com conseqiiente perda da qualidade do suco.

141



7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALBALA-FURTADO, S; VECIANA-NOGUES, M. T.; MARINE-FONT, A VIDAL-
CAROU, M. C. Progress of browing reactions during storage of liquid infant milks.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 47(10):4033-4037, 1999

BENSON, L. M.; NAYLOR, S.; TOMLINSON, A. J. Investigation of Maillard reaction
products using N isotope studies and analysis by electrospray ionization-mass

spectrometry. Food Chemistry, 62(2):179-183, 1998.

BERRY, R. E; TATUM, JH. 5 Hidroxymethylfurfural in stored Foam Mat Orange
powders. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 13(3):588-590, 1965.

BLANCO-GOMIS, D.; GUTIERREZ-ALVAREZ, M. D.; SOPENA-NAREDO, L,;
MANGAS-ALONSO, J. J. High-performance liquid chromatographic determination of

furfural and hydroxymethylfurfural in apple juices and concentrates. Chromatography,
32:45-48, 1991.

CUTZACH, 1, CHATONNET, P., DUBOURDIEU, D. Study of the formation
mechanisms of some volatile compounds during the aging of sweet fortified wines. Journal

of Agricultural and Food Chemistry, 47(7): 2837-2846, 1999.

DINSMORE, H. L., NAGY, S. Colorimetric furfural measurement as an index of
deterioration in stored citrus juice. Journal of Food Science, 37(3):768-769, 1972.

DINSMORE, H. L; NAGY, S. Fruits and Fruits products — Improved colorimetric

determination for furfural in citrus juice. Journal Association Official Analytical Chemistry,
57(2):332-333, 1974.

142



ESPINOSA-MANSILLA, A ; DURAN-MERAS, I.; LOPEZ, F. S. Kinetic determination of
2-furfuraldeyde based in a modified Winkler’s method. Journal Agricultural Food
Chemistry, 44(10):2962-2965, 1996

GOODNER, J. K.; BRADDOCK, R. J: PARISH. M. E.; SIMS, C. A. Cloud stabilization of
orange juice by high pressure processing. Jowrnal of Food Science, 4(64):699-700, 1999.

HANDWERK, R. L.; COLEMAN, R. L. Aproaches to the citrus browing problem. A
review. Journal of Agricultural and Food C, hemistry, 36(2):231-236, 1988.

HOOVER, D.G Minimally processed fruits and vegetables by nonthermal physical
treatments. Food Technology, 51(6):66-70, 1997.

KAANANE, A.;KANE, D.; LABUZA, T. P. Time e temperature effect on stability of
moroccan processed orange juice during storage. Journal of Food Science, 53(5), 1470-
1473, 1988.

KNORR, D.; GEULEN, M.; GRAHL, T.: SITZMAN, W. Food application of high eletric
field pulses. Trends Food Science T echnology, 5:71-75, 1994,

LEE, H. S.: NAGY, S. Quality changes in nonenzymatic browning intermediates in

grapefruit juice during storage. Journal Food Science. 53 (1):168-172, 1988a.

LEE, H. S.; NAGY, 8. Relationship of sugar degradation to detrimental changes in citrus
juice quality. Food Technology, 42(1):91-97, 1988b.

143



LEE, H. S.; ROUSEFF, R. L; NAGY, S. HPLC Determination of furfural and 5-
hidroxymethylfurfural in citrus juices. Journal of Food Science, 51(4): 1075-1076, 1986.

MARAULJA, M. D.; BLAIR, J. S.; OLSEN, R. W.; WENZEL, F. W. Furfural as an index
of flavor deterioration in canned citrus juice. Proceedings Florida State Horticultural

Society, 86(2): 270-275, 1973.

MARCY, J.E.: ROUSEFF, R. L. High performance liquid chromatography determination
of furfural in orange juice. Journalof Agricultural and Food Chemistry, 32(3): 979-980,
1984

MARCY, J. E; HANSEN, A. P.; GRAUMLICH, T. R. Effect of storage temperature on the
stability of aseptically packaged concentrated orange juice and concentrate orange drink.
Journal of Food Science, 54:227-228, 1989.

MEYDAYV, S.. BERK, Z. Colorimetric determination of browning precursors in orange
juice products. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 26 (2): 262-285, 1978.

NAGY, S.: DINSMORE, H. L. Relation of furfural to temperature abuse and flavor change
in commercially canned single strength orange juice. Journal of Food Science, 39(4):1116-
1118, 1974.

NAGY, S; RANDALL, V; Use of furfural content as an index of storage temperature
abuse in commercially processed orange juice. Journal Agricultural Food Chemistry, 21
(2):2712-273, 1973.

NAGY, S.; RANDALL, V.; DINSMORE, H. L. Furfural measurements an index of
temperature abuse in stored grapefruit juices. Proceedings Florida State Horticultural

Society, 85(2):222-224, 1972.

RASSIS. D.: SAGUY, S. 1. Kinetics of aseptic concentrate orange juice quality changes
during commercial processing and storage. International Journal of Food Science and
Technology, 30:191-198, 1995.

144



ROBERTSON, G. L.; SAMANIEGO, C. M. L. Effect of initial dissolved oxygen levels on

the degradation of ascorbic acid and the browning of de lemon juice during storage.
Journal Food Science, 51(1):184-187, 1986.

RODRIGUEZ, M.; SADLER, G. D.; SIMS. C. A.; BRADDOCK, R. J. Chemical changes

during storage of an alcoholic orange juice beverage. Journal of Food Science, 56(3):475-
479, 1991.

SAGUY, I; KOPELMAN, 1. J.; MIZRAHI, S. Simulation of ascorbic acid stability during
heat processing and concentration of grapefruit juice. Journal of Food Processing and
Preservation, 2:213-225, 1978a.

SAGUY, I, KOPELMAN, 1. J; MIZRAHI, S. Extent of noenzymatic browning in
grapefruit juice during thermal and concentration processes: kinetics and prediction.
Journal of Food Processing and Preservation, 2:175-184. 1978b.

SATTAR, A.; DURRANI, M. J.; KHAN, R. N HUSSAIN, B. H. Effect of packaging
materials and fluorescent light on HTST- pasteurized orange drink. Z. Lebensm. Unters
Forsch. 188:430-433, 1989.

SHAW, P. E; TATUM, J. H;; BERRY, R. E. Nonenzymic browing in orange juice and in
models systems. Dev. Food Carboydrates, 1: 91-111, 1977.

SMOOT, J; NAGY, S. 1980. Effects of storage temperature and duration on total vitamina

C content of canned single-strengh grapefruit juice. Journal Agricultural Food Chemistry,
28(3):417-421.

SOLOMON;, O.; SVANBERG, U.; SAHLSTROM, A. Effect of Oxygen and fluorescent
light on the quality of orange juice during storage at 8°C. Food Chemistry, 53 (2): 363-368,
1995.

TATUM, J. H;; NAGY, S.; BERRY, R. E.. Degradation products formed in canned single-
strength orange juice during storage. Journal of Food Science, 40(1):47-50, 1975,

145



THOMAZINI, M.; FRANCO, M. R. B. Metodologias para analise dos constituintes
volateis do sabor. Boletim da SBCTA, 34(1):52-59,jan/jul, 2000

TOMLINSON, J. A; MLOTKIEWICZ, J. A; LEWIS, I. A S. Application of capillary
electrophoresis to the separation of coloured products of maillard reactions. Food

Chemistry, 49(2):219-223, 1994.

TRAMMELL, D. J.: DALSIS, D. E.; MALONE, C. T. Effect of oxygen on taste, ascorbic
acid loss and browing for HTST-pasteurized, single-strength orange juice. Journalof Food
Science, 51(5)1021-1023, 1986.

YUAN, J. P; CHEN, F. Degradation of ascorbic acid in Aqueous Solution. Journal
Agricultural Food Chemistry, 46(12):5078-5082, 1998.

YUAN, J. P; CHEN, F. Simultaneous separation and determination of sugars, ascorbic
acid and furanic compounds by HPLC-dual detection. Food Chemistry, 64:423-427, 1999.

146



ANEXOS

147



Anexo I. Cromatograma da analise de limonin do suco de laranja Péra 2 (fim de safra,
primeira safra).
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Anexo II. Cromatograma da analise de limonin do suco de laranja Valéncia 3 (inicio de

safra, segunda safra)
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Anexo III. Cromatograma da analise de limonin de suco de laranja pasteurizado ¢ intenso
sabor amargo. Amostra néo faz parte do estudo.
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Anexo IV. Cromatograma da amostra de laranja Natal 1, utilizando o método de extragdo
de furfural com reagente de Carrez ¢ II.
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Anexo V. Cromatograma de amostra de suco de laranja da variedade Péra 2 (fim de safra,
primeira safra)
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Anexo VI. Cromatograma da amostra de suco de laranja da variedade Natal 3 (inicio de
safra, segunda saftra).
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Anexo VII. Cromatograma da amostra de suco de laranja da variedade Natal 4 (fim de
safra, segunda safra).
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Anexo VIII. Cromatograma da amostra do suco de laranja da variedade Pera 3 (inicio de
safra, segunda safra).
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Anexo IX. Cromatograma da amostra de suco de laranja da variedade Valéncia 1(inicio de
safra, primeira safra).
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Anexo X. Cromatograma da amostra de suco de laranja da variedade Valéncia 2 (fim de
safra, primeira safra)
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Anexo XI. Cromatograma da amostra de suco de laranja da variedade Valéncia 3 (inicio de
safra, segunda safra).
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Anexo XII. Cromatograma da amostra de suco de laranja da variedade Valéncia 4 (fim de
safra, segunda safra)
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Anexo XIII. Cromatograma da amostra de suco de laranja Valéncia estocado a 27 dias a
temperatura ambiente.
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Anexo XIV. Cromatograma da amostra de suco de laranja Valéncia estocado a 60 dias a
temperatura ambiente.

mV
F‘JRT‘IR}\*!:} 474
. }
1
s l
2_
|| g.271
0_______"——#;____—’—]\’(-___,\___,____/\——-—-#—'_'./ S &_.__.
0 2 a 6 8 10
min

161



