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RESUMO

Considerando o crescimento socioecondmico proporcionado pela citricultura brasileira e o reconhecimento
da alta qualidade do suco de laranja originario do Brasil, a fim de entrar neste mercado produtor e
exportador, as inddstrias buscam cada vez mais recursos e técnicas para melhorar e refinar seu processo,
de maneira que consigam agradar e estar dentro dos padrdes estabelecidos pelos consumidores e
consigam entregar um bom produto final a estes. Dentre 0s recursos e técnicas que séo utilizadas pelas
empresas, tém-se a analise cromatogréfica, que fornece subsidios para que se encontre, por meio desta,
as caracteristicas especificas e que podem ser solicitadas por um cliente, em uma amostra de suco. Dessa
maneira, tendo em vista 0s varios tipos de analises cromatograficas existentes, o presente trabalho
mantem seu enfoque na cromatografia liquida, e objetiva analisar a implantacdo do método de analise
cromatografica liquida de Limonin em uma industria de sucos concentrados de laranja e liméo, concluindo-
se gue essa implantacéo consiste em uma ferramenta de grande valia para que as empresas encontrem
o produto final que atenda as especificacdes realizadas pelos clientes.
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1. INTRODUCAO

Suculenta, doce, rica em vitamina C e um pouco azedinha, a laranja € amplamente consumida, seja
in natura, em forma de suco ou como ingrediente de pratos diversos, sendo uma das frutas mais populares
no mundo. Em estudos de pesquisa recentes, as propriedades de cura de laranjas foram associadas com
uma grande variedade de compostos de fitonutrientes. Estes fitonutrientes incluem flavanonas citrinos (tipos
de flavonoides que incluem as moléculas de hesperitina e naringenina), antocianinas, acidos
hidroxicinamicos , e uma variedade de polifendis. Quando estes fitonutrientes sdo estudados em
combinacdo com laranjas-vitamina C, as propriedades antioxidantes significativas deste fruto séo
compreensiveis (OPAS, 2017).

O lim&o é boa fonte de fibras e vitamina C, além de conter outras vitaminas (tiamina, riboflavina) e
minerais (fésforo, silicio, célcio e ferro).Grande parte dos seus beneficios estéo vinculados a uma substancia
presente na casca, chamada d-limoneno (rica em flavonoides). Esses flavonoides possuem acéo antioxidante
gue previne a agéo dos radicais livres, podendo também agir como redutores, interruptores de radicais livres,
inibidores ou supressores de oxigénio singlete e como inativadores de metais pro-oxidantes. (BELEZA E
SAUDE, 2017; JORGE & LUIZA, 2010).

A agroindustria do setor citrico tem importancia reconhecida na economia brasileira, principalmente
devido a sua grande participagdo na producdo e exportacdo mundial de suco de laranja concentrado e
congelado (FCOJ — Frozen Concentrated Orange Juice). Outros produtos, desse mesmo setor, também
representam uma fatia consideravel do mercado agroindustrial como os pellets de polpa citrica, as frutas in
natura, o suco natural pronto para beber e os 6leos essenciais (COSTA et al, 2004).

Segundo Neves, Trombin e Milan (2010), o suco de laranja originario do Brasil tornou-se reconhecido
por possuir uma qualidade elevada e o principal produto exportado € o FCOJ (Frozen Contrated Orange
Juice), com 66° Brix, mas que, aos poucos, vém dando lugar as crescentes exportacdes de NFC (Not From
Concentrate), que se torna preferido dos consumidores por possuir um paladar mais agradavel e imagem
mais saudavel, se assemelhando ao suco natural e espremido na hora, e a sua exportacdo passa a
corresponder a uma média de 13% do total exportado pelo Brasil. No entanto, com 11,5° Brix, o NFC requer,
ao longo do processo de producdo, um investimento trés vezes superior ao que € necessario para o FCOJ.

O desenvolvimento do sabor amargo apds o0 processamento dos sumos de citrus advém
principalmente de um triterpendide tetraciclico denominado de limonin e de um flavonéide naringina. O limonin
€ amargo e encontra-se em maiores concentragées em porgdes nao comestiveis dos citrinos (por exemplo,
casca e sementes), possuindo uma capacidade de solubilidade em agua limitada (SILVA, 2010).

Os precursores do Limonin ocorrem, naturalmente, no albedo e na polpa da laranja, com isso, apés
0 processamento, algumas enzimas iniciam a transformacdo desses precursores em Limonin e,
consequentemente, aparece 0 sabor amargo no suco. Tendo em vista que se sabe que os baixos niveis de
Limonin estdo associados a boa qualidade da fruta/produto, antes de essa passar pelo processo de produgéo,
realiza-se a analise de Limonin da mesma, a fim de que essa amargues seja evitada no produto final
(HASEGAWA; MIYAKE, 1996).

A cromatografia consiste no meio fisico-quimico de separa¢ao dos componentes de uma mistura. Sao
realizadas por meio da distribuicdo desses componentes em duas fases imisciveis, mével e estacionaria, essa

separacao ocorre, pois as substancias que estao presentes na mistura possuem propriedades diferentes de



composicao e, assim, a interacéo dessas propriedades e composi¢cdes com as duas fases imisciveis, também
pode ser diferentes, uma vez que a velocidade com que uma migra pode vir a ser maior e a de outra. E o
estado fisico da fase movel que caracteriza o tipo de analise cromatografica a ser realizada, liquida, gasosa
ou de massa (FOGACA, 2015; PESSOA, 1993).

Salatino (2016) afirma que, em relagdo a HPLC (High Performance Liquid Chromatograph, ou CLAE,
Cromatografia Liquida de Alta Frequéncia), a mesma deve ser utiliza para separar misturas de compostos
semelhantes, sendo processada em temperaturas que estejam pouco acima da ambiente, separando
substancias termicamente instaveis, e para a mesma sao utilizadas, normalmente, colunas metalicas e
pressdes de fase mével, os liquidos, elevadas, e que séo obtidas através do auxilio de uma bomba de alta
presséo, e, para a autora, a caracteristica da amostra de HPLC é ser solivel na fase moével, tendo, em seu
mecanismo de separagdo, a competicdo entre as moléculas da fase mével pelos sitios ativos da fase
estacionéria, sendo considerada uma cromatografia de particdo e com eluigdo por gradiente, de modo que
haja 0 aumento da polaridade da fase movel por meio da reten¢éo da amostra na fase estacionaria.

A sua fase médvel consiste em um solvente que dissolva a amostra sem qualquer interacdo quimica
entre ambas, tendo alto grau de pureza e ser de facil purificagdo, para que se possa fazer analises de alta
sensibilidade, pois as impurezas podem interferir na detec¢éo do analito por ultravioleta (UV). Ja para a fase
estacionaria devem ser utilizados sélidos ou semirrigidos, cujas particulas, que sao porosas esféricas ou
irregulares, devem apresentar diferentes didmetros e suportar uma presséo de até 350 bar sobre a coluna
cromatogréfica, feita de um material inerte e que resista a todas as pressées nas quais ela serd utilizada, em
gue a capacidade é determinada por seu comprimento, didmetro e pelo material de recheio (PERES, 2002).

Ao se tratar de HPLC, os componentes do aparelho devem ser: uma bomba, a coluna cromatografica,
o detector e o registrador e, sobre esses componentes, Malviya et al. (2010), discorre que a bomba movimenta
a fase mével e a amostra através da coluna; na coluna cromatografica esta contida a fase estacionaria, que
pode ser formada pelas particulas sdlidas, porosas e esféricas, com um didmetro de cerca de 35 uym; ja o
detector mostra o tempo em que as moléculas ficam retidas, e esse tempo de retencéo é variavel de acordo
com as interacfes da amostra e com as fases estacionarias e moveis; e, por fim, o registrador aponta os
resultados obtidos.

O esquema de analise do cromatégrafo é representado pela Figura 1 e o cromatografo liquido

utilizado na empresa em questéo, pela Figura 2.

Figura 1 - Desenho esquematico das etapas de um cromatografo
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Figura 2 - Cromatdgrafo liquido da Agilent
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A matéria-prima processada, no caso a laranja, apresenta grande influéncia na inddstria de
processamento de suco. Como se trata de uma matéria-prima agricola, dependente de inUmeros fatores
naturais, torna-se impossivel estabelecer uma homogeneizacéo da fruta que entra no processo. E papel da
industria de suco, portanto, estar constantemente alterando seu processo de produgdo para conseguir um
melhor aproveitamento desta matéria-prima, viabilizando a producao de um mix de diferentes tipos de suco,
gue atende um mercado cada vez mais exigente (COSTA et al, 2004).

Assim, a fim de entrar neste mercado produtor e exportador, as indUstrias buscam, cada vez mais,
recursos e técnicas para melhorar e refinar seu processo, de maneira que consigam agradar e estar dentro
dos padrdes estabelecidos pelos consumidores e consigam entregar um bom produto final a estes e, dentre
0S recursos e técnicas que sdo utilizadas pelas empresas, tém-se a analise cromatografica, que fornece
subsidios para que se encontre, por meio desta, as caracteristicas especificas e que podem ser solicitadas
por um cliente, em uma amostra de suco.

O presente trabalho mantem seu enfoque na Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, e objetiva, a
utilizacdo da cromatografia pois, esta pode ser considerada um método de analise bastante versétil e de
grande aplicabilidade nas empresas para a analise de Limonin em uma indUstria de sucos concentrados de

laranja e lim&o.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Andlise do Limonin

Para a analise de Limonin seja feita de maneira correta, implantou-se um procedimento para a analise
dessas, cujo principio visa determinar o Limonin dos sucos citricos a partir dos resultados que podem ser
obtidos através do método analitico por Cromatografia liquida. Assim, conforme sera visto abaixo, ha uma
listagem de materiais e equipamentos que devem ser utilizados, bem como solugBes e reagentes e o
procedimento para o preparo do padrao da amostra, da extracédo do Limonin, da configuragcdo HPLC/UV e um

modelo de cromatograma.

2.1.1. Materiais e Equipamentos

e Tubos para centrifuga;
e Centrifuga;

e Cartuchos SPE-C18;

e Manifold

e Béquer;

e Pipeta volumétrica;

e Cromatografo liquido;

e Balado volumétrico;

2.1.2. SolugBes e Reagentes

e Acetonitrila (HPLC);
e Agua (HPLC);

e Limonin (HPLC);

e Etanol (HPLC);

2.1.3 Procedimento

Como procedimento, deve-se, primeiro, realizar o preparo do padrdo, o preparo da amostra, a
extracdo do Limonin e, por fim, as configura¢des do HPLC/UV.

2.1.3.1 Preparo do Padréo

O padréo consiste em analisar a amostra, uma solu¢éo conhecida, em que se sabe a concentracio
em ppm do Limonin e que depois é utilizado para comparar com os resultados obtidos das amostras

analisadas. Para o seu preparo deve-se seguir a seguinte ordem:



e Pesa-se 0.005 g de Limonin (HPLC), diluir em 0.5 ml de Acetonitrila e transferir para um baldo
volumétrico de 50 ml;

e Completa-se o volume com etanol (HPLC), (Solucéo de 100 ppm);

e Transfere-se 1 ml da Solucédo de 100 ppm para um baldo de 10 ml;

e Completa-se o volume com a mesma propor¢céo da fase mével (35% de acetonitrila / 65% de agua de
grau HPLC), este é o padréo de 10 ppm.;

¢ Filtra-se em filtro para seringa (0.20 pm).

e Transfere-se para o vial.

2.1.3.2. Preparo da Amostra

A amostra consiste no suco que sera analisado. Para o seu preparo deve-se seguir a seguinte ordem:

e Reconstitui-se a amostra de suco concentrado de laranja para 11,50 +/- 0,02 ° e para suco de liméo
concentrado, 8,0 +/- 0,02 ° Brix.

e Transfere-se a amostra para o tubo de centrifuga.

e Centrifuga-se as amostras durante 20 minutos a 14.500 RPM.

¢ Retira-se o sobrenadante do tubo da centrifuga para extracdo em fase sélida (Cartucho SPE-C18).

2.1.3.3. Extracéo do Limonin

O Limonin é extraido da amostra preparada anteriormente. Para que se realize a sua extracao, utiliza-
se o cartucho SPE, que é acondicionado para a extragdo do Limonin; assim, primeiro, deve ser realizada a
fase sem coleta, em que as solu¢Bes séo descartadas no Manifold, para isso, deve-se seguir 0s seguintes
passos:
¢ 5 ml acetonitrila a 100%, (ndo deixar secar o cartucho);
e 5 mlde agua HPLC, (ndo deixar secar o cartucho);.
e 5 mlda amostra, (pode-se utilizar o vacuo, caso necessario);

e 5 mlde agua HPLC;

Ja para a fase com coleta, no final da qual a amostra sera coletada e injetada na maquina para analise,
deve-se:
¢ 5 ml de acetonitrila para coletar fracdo de Limonin na amostra com pipeta volumétrica, recolher a
amostra em baldo volumétrico de 5 mL;
o Filtrar em filtro para seringa (0.20 pm);

e Analisar cada amostra no sistema HPLC



2.1.3.4. Configuragcées HPLC/UV

A Ultima etapa sdo as configuracdes do HPLC/UV, que consiste no modo como a maquina sera

programada para a obtencado dos resultados. Nesta etapa deve-se:

e Coluna: Waters XTERRA RP18 (5 pm, 4,6 x 250 mm), ou semelhante;

Aquecimento da coluna: 40 ° C;

Detector: UV detector ajustado a 210 nm;
Fase mével: 35% de acetonitrila / 65% de agua de grau HPLC;

Fluxo: 1,0 ml / min;

Injecdo: 10 pl

Tempo de execucgédo: 20 minutos

Os resultados finais sdo expressos em ppm (mg/L).

2.1.3.5 Cromatograma

Apo6s a configuracao do HPLC/UV, obtém-se o cromatograma, que consiste nos resultados obtidos

da analise por meio de um grafico e que esta representado por meio da Figura 3 um cromatograma de

amostra padréo, em que através do pico descobre-se o tempo de retengdo em que aparecerd o Limonin no

cromatograma da amostra.

Figura 3 - Cromatograma de padrao de Limonin
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O cromatdgrafo considera as duas amostras, a padréo, que consiste no resultado ja conhecido, e a
de suco, que consiste no resultado que sera identificado, comparando-as, de maneira que o pico existente na
amostra padrao indique o tempo de retencdo do Limonin, e que, posteriormente, serve como referéncia para
identificacao da presenca do componente na amostra de suco da empresa.

A Figura 4 apresenta o cromatograma que indica a presenca de Limonin na amostra de suco
produzido pela empresa. Entende-se, assim, que a partir da andlise e da obtengdo desses resultados, a
empresa consegue quantificar o Limonin presente em seu produto final, podendo, dessa maneira, direcionar
aos clientes o produto que esteja de acordo com as especificacdes que sejam exigidas pelos mesmos no ato
da compra.

Diante dos dados abordados ao longo do trabalho e dos resultados obtidos, entende-se que,
considerando o mercado produtor e exportador as empresas devem recorrer, cada vez mais, a recursos e
técnicas que melhorem e refinem seu processo oferencendo produtos de melhor qualidade. Assim,
compreende-se que andlise cromatografica fornece os subsidios necessarios para que sejam encontradas as

caracteristicas especificas solicitadas pelos clientes no produto final.

Figura 4 - Cromatograma de amostra de Limonin
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4. CONCLUSAO

Pode-se concluir que a implantacdo do método de andlise cromatografica de Limonin, consiste em
uma ferramenta de grande valia para que as empresas encontrem o produto final que atenda as
especificacBes realizadas pelos clientes.
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