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Resumo

Introducdo: A vitamina C € uma vitamina hidrossoluvel, com importantes caracteristicas
nutricionais, antioxidantes e terapéuticas, encontrada nos citrinos. As cascas resultantes
do processamento alimentar transformam-se geralmente em desperdicio, o que tem
impacto ambiental. Contudo, os residuos resultantes dos citrinos podem ser utilizados

como uma fonte de compostos funcionais.

Objetivo: O objetivo deste trabalho experimental recaiu na quantificacdo da vitamina C
nas cascas de trés citrinos selecionados: a laranja (Citrus sinensis), o limdo (Citrus
limon) e a tangerina (Citrus reticulata), tendo em vista o reaproveitamento destas cascas

e a sua possivel aplicacdo nas industrias alimentar e farmacéutica.

Métodos: O método utilizado foi a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com

detecdo UV. A anélise foi realizada a temperatura ambiente e em triplicado.

Resultados: A concentragéo de vitamina C nos citrinos avaliados mostrou-se superior na
tangerina (137,1mg/100g), seguida da laranja (102,0mg/100g) e, por ultimo, do limao
(99,5mg/100g).

Conclus3o: E necessario garantir a evolucio tecnoldgica da citricultura e a otimizagao
da tecnologia de processamento dos alimentos, de forma a promover o reaproveitamento

dos subprodutos alimentares resultantes das cascas dos citrinos.

Palavras-chave: vitamina C, citrinos, HPLC, subprodutos alimentares.



Abstract

Introduction: Vitamin C is a water soluble vitamin found in citrus fruits with important
nutritional, antioxidant and therapeutic characteristics. Peels resulting from food
processing generally become wasteful, which has environmental impact. However,

residues resulting from citrus fruits can be used as a source of functional compounds.

Aim: The objective of this experimental work was to quantify vitamin C in the peels of
three selected citrus fruits: citrus (Citrus sinensis), lemon (Citrus limon) and tangerine
(Citrus reticulata), in order to reuse these peels and its possible application in the food

and pharmaceutical industries.

Methods: The method used was High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

with UV detection. The analysis was performed at room temperature and in triplicate.

Results: The concentration of vitamin C in the evaluated citrus fruits was higher in
tangerine (137.1mg/100g), followed by orange (102.0mg/100g) and, finally, lemon
(99.5mg/100g).

Conclusion: It is necessary to ensure the technological evolution of the citrus industry
and the optimization of food processing technology in order to promote the reuse of

food by-products resulting from citrus peel.

Keywords: vitamin C, citrus fruits, HPLC, food by-products.
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1. Introducéo
1.1. Avitamina C

O acido L-ascérbico (AA), comumente designado por vitamina C, de formula quimica
CeHsOs (Figura 1), é uma vitamina hidrossolivel envolvida em véarias reacdes de
hidroxilacdo e na biossintese de catecolaminas, hidroxiprolina e corticosteroides. Esta
vitamina é absorvida e distribuida no organismo, apresentando uma maior concentracdo
nas glandulas adrenal e pituitaria. A sua excrecdo ocorre sob a forma de acido
desidroascorbico, podendo verificar-se duas situacdes distintas associadas ao seu
consumo: quando este € excessivo, ocorre um aumento da concentragdo circulante de
acido oxalico, porém quando é diminuido podem surgir sintomas associados ao

escorbuto [1].

Figura 1 - Estrutura quimica da vitamina C/acido L-ascérbico. (Retirado de Silva et al, 2017) [2].

A vitamina C apresenta inimeras funcgdes, das quais se destacam a estimulacdo de
funcbes musculares, a contribuicdo para a absorcdo de ferro, a formacéo de colagénio, o
aumento da resisténcia as infecdes e a reducdo da hipercolesterolemia. Além disso, pode
participar ainda na conversao do acido folico em &cido folinico, a sua forma ativa,
apresenta um efeito protetor sobre a vitamina E, intervindo ainda na conversdao dos
aminoacidos em neurotransmissores (norepinefrina, por exemplo) [3, 4]. Para além do
papel fundamental no sistema imunoldgico, a vitamina C tem um efeito positivo na
obesidade infantil [5], demonstra propriedades diuréticas, € benéfica em situacdes de
stress e depresses e estimula o sistema linfatico, libertando o organismo de toxinas [6].
Perez-Cornago et al (2017) [7] salientam ainda as propriedades anticarcinogénicas desta

vitamina.
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A atividade bioldgica da vitamina C diminui ap6s a sua oxidacdo. A oxidacdo e,
consequentemente, os produtos de degradacdo que esta origina, dependem de alguns
parametros, como a pressao parcial de oxigénio, o pH, a temperatura e a presenca de
ides e metais pesados, nomeadamente Cu?* e Fe3*. Na presenca de aminoécidos, 0 AA,
0 acido desidroascérbico e os seus produtos de degradacdo podem ser alterados, em

virtude de ocorrerem reagdes de escurecimento do tipo Maillard [1].

A vitamina C pode ser degradada por processos de conservacdo, refinacéo,
processamento e cozedura dos alimentos. As perdas na conservacdo devem-se a
oxidacdo enzimatica, processo que ocorre apos a colheita das frutas, e é acelerado pela
manipulacdo e emurchimento das frutas e dos vegetais. Por isso, a perda é tanto maior
quanto maior for o intervalo entre a colheita e 0 consumo [3]. Assim, a quantificagdo da
vitamina C é utilizada como um indicador da qualidade nutricional e até mesmo de
conservagao de alimentos [8]. No entanto, através da aplicacdo de procedimentos de
estabilizacdo adequados, a vitamina C pode permanecer estavel por longos periodos de

tempo [9].

As vitaminas sdo essenciais a vida, sendo, no entanto, eficientes em quantidades
minimas [10]. A vitamina C deve ser consumida de acordo com as recomendacfes
singulares, em funcdo da faixa etaria e do estagio de vida. As recomendacles de
ingestdo para mulheres e homens adultos (>18 anos) sdo de, respetivamente, 75 e 90 mg
[11].

1.2. Os citrinos

Os citrinos sdo reconhecidos como as principais fontes de vitamina C e apresentam
importantes caracteristicas nutricionais, antioxidantes e terapéuticas associadas a
prevencdo e promocdo da salde através da nutricdo [12-14]. As propriedades
antioxidantes dos citrinos devem-se, sobretudo, a presenca de vitamina C, que €
responsavel pelo balanco corporal e protecdo dos tecidos face a danos causados pelas
espécies reativas de oxigénio (ERO) [15]. Além da atividade antioxidante, os citrinos
evidenciam atividade anti-inflamatdria, antitumoral, antifungica, antidiabética e
capacidade de inibicdo de coagulos sanguineos [16, 17]. Esta vitamina suprime o

crescimento tumoral através da inibicdo da oxidacdo, protege o0 é&cido
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desoxirribonucleico (ADN) e estimula a apoptose celular [18]. Segundo Brito et al
(2014) [19], existe uma forte correlagéo entre o consumo elevado de citrinos e a baixa

incidéncia de doencas cardiovasculares e cancro.

A laranja, a tangerina e o limdo, todas pertencentes ao género Citrus e a familia
Rutaceae [18], sdo reconhecidas como as trés espécies mais importantes de citrinos,
devido a presenca de importantes compostos bioativos, nos quais se inserem a vitamina
C [20].

A laranja (Citrus sinensis) é a espécie de citrinos mais cultivada e comercializada no
mundo. O principal composto fitoquimico da laranja é a vitamina C [21], demonstrando
esta fruta inimeras propriedades farmacoldgicas, das quais se destacam as atividades
antimicrobiana, antifngica, antiparasitaria, antiproliferativa, antioxidante, relaxante,

sedativa e ansiolitica, antiobesidade, entre outras [22].

O limé&o (Citrus limon) € produzido em regifes muito especificas, dado que o limoeiro é
muito sensivel a baixas temperaturas [23]. As vantagens associadas ao consumo do
limdo relacionam-se com a prevencdo da obesidade, diabetes, doencas cardiovasculares
e certos tipos de cancro. Adicionalmente, promove o decréscimo dos niveis séricos de
lipidos [24].

A tangerina, por sua vez, para além dos beneficios em comum com o liméo, pode ainda

ser utilizada no tratamento de doencas neurodegenerativas [25].

1.3. Sustentabilidade e reaproveitamento de subprodutos alimentares dos citrinos

De acordo com o boletim estatistico da Food and Agriculture Organization (FAQO), a
producdo mundial anual de citrinos est4 estimada em cerca de 125 milhGes de toneladas
[26], sendo que as laranjas séo as responsaveis por 60-70% da producdo total e consumo
[22, 27, 28]. Dados estatisticos de 2016 referem que, no caso especifico das tangerinas,
a sua colheita ultrapassa as 100 mil toneladas a nivel mundial [29]. No Brasil,
aproximadamente 90% da producgdo de citrinos € destinada a industria de fabrico de
sumos [14], gerando assim uma vasta quantidade de residuos alimentares,
fundamentalmente as cascas, que representam cerca de 50-65% do peso total do fruto
intacto [15, 27].
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As cascas, ndo sendo processadas, transformam-se num desperdicio, originando odores
e poluicdo do solo e, posteriormente, poluicdo ambiental, constituindo assim um

problema para a industria agroalimentar [15, 27, 30].

Os principais residuos alimentares resultantes do processamento da fruta sdo as cascas,
as sementes, 0 caroco e 0 bagaco [31]. Estima-se que os residuos industriais dos citrinos
correspondam a mais de 40 milhGes de toneladas a nivel mundial [28]. As cascas e as
sementes parecem ser 0s residuos que apresentam uma maior composicdo em vitaminas,

minerais, fibras e compostos antioxidantes [31].

Com o objetivo de alcangar um desenvolvimento sustentavel, os consumidores devem
alterar habitos alimentares, optando por alimentos sustentaveis e, assim, aproveitar 0s
residuos alimentares sob a forma de subprodutos [32]. A Unido Europeia tem
incentivado a utilizacdo de residuos alimentares na producdo de subprodutos
alimentares, de forma a diminuir os custos da sua eliminacdo, tendo em consideracao

que o reaproveitamento dos residuos podera ser benéfico [33].

As cascas correspondem ao subproduto alimentar maioritario do processamento dos
citrinos [15, 27]. Estas, para além de serem boas fontes de antioxidantes naturais,
apresentam atividade antifingica, anti-inflamatéria e, ainda, antimicrobiana [34-37].
Lado et al (2015) [38] referem que o flavedo (face externa da casca) é o tecido mais rico
em vitamina C comparativamente com o albedo (face interna da casca) e com a

polpa/endocarpo.

De acordo com isto, os residuos resultantes dos citrinos podem ser utilizados como uma
fonte de compostos funcionais [28], nomeadamente as cascas que parecem conter
compostos benéficos com melhores capacidades antioxidantes que outras fragcdes da
fruta [30]. Por exemplo, o 6leo de laranja € um subproduto alimentar resultante do
processo de extracdo a partir das cascas [39], que pode ser aplicado como ingrediente
em aditivos alimentares, conservante contra a deterioracdo, podendo também ser
utilizado em farmacos e produtos cosméticos. Os 0Oleos resultantes das cascas podem
ainda ser utilizados como aromaticos em marmeladas, gelatinas, gelados, produtos
lacteos, 6leos e bolos. A sua aplicacdo podera substituir os antioxidantes sintéticos, que
podem causar efeitos nocivos a salde [40, 41]. O albedo é uma fonte importante de

pectina [42], uma fibra soltvel [43], e demonstra ser Util na melhoria do rendimento do
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processo de confecdo, melhorando a textura dos alimentos [28]. As cascas dos citrinos

sdo tambeém utilizadas na produgéo de geleias [36].

Na industria farmacéutica, 6leos provenientes da casca da laranja podem ser utilizados
para disfarcar o sabor desagradavel de alguns farmacos [36], parecendo ainda revelar

efeitos antimicoticos e antibidticos [44].

A reutilizacdo dos residuos dos citrinos leva entdo a diminuicdo dos custos das
organizagdes, melhora a eficiéncia do processamento, a0 mesmo tempo que reduz a

carga poluente ambiental [28].

O objetivo deste trabalho experimental incidiu na quantificacdo de vitamina C nas
cascas de trés diferentes espécies de citrinos — laranja, lim&o e tangerina —, comparando
os resultados obtidos com os da literatura ja existente e, tendo como perspetiva futura o
reaproveitamento destas mesmas cascas como fonte de AA e a sua potencial incluséo

em diversos produtos, nomeadamente, pelas industrias alimentar e farmacéutica.

2. Materiais e métodos

O periodo de experimentagdo laboratorial decorreu entre 14 de margo e 23 de maio de
2018. O modelo utilizado por Valente et al (2011) [45] foi adaptado ao objeto de
estudo, as cascas de citrinos. Desta forma, foram analisadas as cascas frescas de trés
diferentes citrinos — laranja (Citrus sinensis), limdo (Citrus limon) e tangerina (Citrus
reticulata). Os trés citrinos eram de origem portuguesa e foram adquiridos num

hipermercado da regido do grande Porto.

2.1. Determinacéo de vitamina C

O HPLC é um método muito eficiente na analise de AA em frutas e vegetais [9]. Para a
realizagdo de analises recorrendo ao HPLC, h& a considerar a escolha do tipo de coluna,
do detetor, da fase movel e dos parametros instrumentais, devendo estes ser adaptados
aos compostos a analisar [46]. Este método apresenta algumas vantagens relativamente
a outros, tais como a sensibilidade, a rapidez, a facilidade de manuseio e o0 baixo risco

da ocorréncia de interferéncias, a precisdo e a alta produtividade [9, 47]. Este método



Determinacdo de vitamina C em cascas de citrinos

permite entdo minimizar erros e acrescentar informacdo que podera ser utilizada na

producgédo de nova informagéo de elevada qualidade [9, 46].

2.2. Reagentes e solugbes-padrao

Os cristais extra puros de AA (99,0%), o acido metafosforico (m-HPOs, 35,0%) e o di-
hidrogenofosfato de aménio (NH4H2PO4, >98,0%) sdo provenientes dos laboratorios
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA), enquanto o acido ortofosforico (HsPOa,
85,0%) e o acido perclérico (HCIO4, 70,0%) sdo dos laboratdrios Fisher Scientific
(Hampton, New Hampshire, EUA). Todas as solucbes foram preparadas com agua
ultrapura obtida através de um sistema de purificacdo de agua ultrapura — Milipore
Simplicity 185 (Burlington, Massachussets, EUA).

Para a obtencdo da reta de calibragdo foi preparada uma solucdo-padrdo mae. As
restantes solucbes foram obtidas através da diluicdo apropriada dessa solucdo, com o
intuito de obter concentragdes finais de acido ascorbico de 30, 50, 100, 200, 300 e 500,
1000 e 2500 pg/mL, respetivamente.

A representacdo grafica das areas sob as curvas obtidas pela analise cromatografica das
solucbes-padrdo em funcgdo das concentragdes das mesmas resultou na obtencdo da

seguinte equacdo da reta de calibragdo: y=7,442x107x+5,43x10? (r>=0,9933).

2.3. Preparacao da solucéo acida

A solucgdo acida foi preparada da seguinte forma: 10% (v/v) de acido perclérico e 1%
(m/v) de acido metafosforico em agua ultrapura. O uso desta solucdo permite a
estabilizagdo e precipitacdo das proteinas presentes na amostra. A combinacao de ambos
o0s acidos providencia uma melhor extracdo e minimiza as interferéncias entre o acido

metafosférico e a coluna analitica [9].
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2.4. Preparacao da amostra

Para cada uma das cascas utilizadas, foi pesada rigorosamente uma quantidade de 1,5¢
de amostra e estabilizada com 6 mL de solucdo &cida. A mistura foi homogeneizada
com recurso ao vortex durante cerca de 1 min e, posteriormente, diluida a 25,00 mL

com fase movel.

A amostra foi filtrada inicialmente com papel de filtro e depois com um filtro Milipore
PVDF de 0,45 pum.

2.5. Fase mdvel, instrumentos, condi¢bes cromatograficas

A fase mdvel foi composta por 20 mM de di-hidrogenofosfato de aménio, pH 3,5 —
ajustado com acido ortofosforico (85,0%) adicionado gota-a-gota com o auxilio de um
potenciostato (Heidolph MR, Hei-Mix L) e de um agitador magnético — e 0,015% (m/v)
de acido metafosforico. A fase movel foi filtrada através de um filtro Milipore PVDF de
0,45 pm.

A quantificacdo de AA foi efetuada através de um Sistema HPLC Agilent 1100 Series
HPLC Value System (Agilent Technologies, Hewlett-Packard-Strasse 8, Alemanha)
com uma coluna analitica Hichrom 5C18 (25,0 cm x 4,6 cm) (The Markham Centre,
Station Road Theale, Reading, Berks, RG7 4PE, Reino Unido). A detecdo do sinal foi
gravada e as areas foram identificadas e processadas com o sistema informéatico HP

ChemStation System.

Todas as solugdes-padréo foram filtradas por um filtro Milipore PVDF de 0,45 pm, e
desgaseificadas num banho de ultra-sons antes de um volume de 50 L ser injetado com
uma seringa Hamilton 710 NR de 100 pL no sistema HPLC. A detecdo do AA,
realizada a temperatura ambiente, foi monitorizada a 254 nm, usando-se um fluxo de 1,0

mL/min. A andlise cromatogréfica foi efetuada em triplicado.

2.6. Anélise estatistica

A analise estatistica foi efetuada com recurso ao Microsoft Excel® 2016.
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2.7. Revisdo bibliografica

De forma a realizar a pesquisa bibliografica no ambito deste trabalho de investigacao,
recorreu-se a Pubmed, B-on, Science Direct e Google Académico. As palavras-chave
“citus peel” foram articuladas com o conetor AND as seguintes palavras-chave “vitamin
C”, “HPLC”, “food by-products” e “new food products”. Visto que o tema deste
trabalho é ainda muito pouco explorado nas bases de dados médicas e das ciéncias da

salde, ndo foram tidos em consideracdo critérios de selecdo especificos.

3. Resultados

O método de HPLC com detecdo UV permitiu a separacao nitida e, consequentemente,
a identificacdo do pico relativo ao AA, a um tempo de retencdo médio de 7,4 minutos
(Figuras 2 e 3). A area sob cada uma das curvas obtidas para as solugdes amostra aliada
a equacdo da reta de calibracdo permitiram o célculo da concentracdo de AA nas cascas

de laranja, liméo e tangerina (Tabela 1).

Figura 2 - Perfil cromatografico de uma das solucGes-padrdo (500 pg/mL).
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Figura 3 - Perfil cromatografico da amostra de casca de liméo.

Tabela 1 - Teor de AA (mg/100g) nas cascas de laranja, liméo e tangerina.

Teor de AA (mg/100g) nas cascas

Laranja (Citrus sinensis) Limao (Citrus limon) Tangerina (Citrus reticulata)

102,0+0,7 99,5£0,9 137,110, 1

Os resultados obtidos revelaram que a concentragdo de AA nos citrinos avaliados
acompanhou a seguinte ordem decrescente: a tangerina foi o citrino que demonstrou um
maior teor de AA (137,1mg/100g), seguida da laranja (102,0mg/100g) e, por ultimo, do
liméo (99,5mg/100g).

4. Discussao

Tal como neste trabalho, o citrino que obteve uma maior concentracdo de AA no estudo
de Barros et al (2012) [15] foi a tangerina (47,6mg/100g). A laranja demonstrou
concentracgdes de 43,2 e 24,3mg/100g de acordo com o cultivar. Os valores referidos, e
que refletem os teores de vitamina C nas cascas dos citrinos colhidos numa fazenda
num estado brasileiro, foram determinados por um método classico, nomeadamente,

uma volumetria.

Comparando os resultados obtidos neste trabalho com os de Al-Juhaimi (2014) [41],
concluiu-se que este obteve concentracdes inferiores de vitamina C para as cascas de
citrinos provenientes da Arabia Saudita. No entanto, Al-Juhaimi, utilizando um método

espetrofotométrico, refere um teor de AA superior para a casca da laranja (62,45
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mg/100g), seguida da casca da tangerina (54,87mg/100g) e, por fim, da do liméo
(25,69mg/100g). Bermejo et al (2012) [48], recorreram ao High Performance Liquid
Chromatography with Diode-Array Detection (HPLC-DAD). Os resultados referidos
neste estudo revelam um valor médio de 146,20mg/100g (101,36; 116,72; 181,65 e
185,08 mg/100g) para as tangerinas e um valor médio de 149,93mg/100g (100,24;
159,35 e 190,21 mg/100g) para as laranjas. Os valores diferem conforme o cultivar. As

frutas selecionadas pelos autores tém origem em Espanha.

Alguns estudos demonstram que as cascas apresentam maiores teores de vitamina C
comparativamente as polpas ou aos respetivos sumos [13, 41]. Alds et al (2014) [13]
referem que a distribuicdo de vitamina C nas frutas é de 53% na casca (34% no flavedo
e 19% no albedo), 21% na polpa e 26% no sumo. De acordo com um estudo realizado
por Guimardes (2010) [49], as cascas de laranja, tangerina e limdo evidenciaram

concentragdes superiores em vitamina C que 0s respetivos sumos.

As diferencas nos teores de vitamina C dos estudos dependem de diversos fatores, o que
justifica as diferencas nos resultados dos estudos anteriormente referidos. Para além dos
fatores enddgenos, os niveis de AA sdo também dependentes de fatores externos —
procedimentos de colheita/manuseio, condi¢es climaticas e praticas de cultivo. A
temperatura e exposicdo a luz tém influéncia nestes teores, dado que as frutas expostas a
luz solar direta revelam quantidades superiores de vitamina C face aquelas que estdo
dispostas mais internamente na arvore. Este efeito provavelmente estard apenas restrito
ao flavedo [38]. E ainda de salientar que ocorrem alteragbes nas concentracdes de
vitamina C de acordo com os diferentes estados de desenvolvimento das frutas, ou seja,
durante o amadurecimento das frutas o conteudo da vitamina aumenta no flavedo,

ocorrendo o oposto ao nivel da polpa [38, 50].

Estes resultados mostram que as cascas tém quantidades importantes de vitamina C para
a nutricdo humana, porém, muitas vezes, ndo sdo reconhecidas, pois correspondem

geralmente a componentes ndo ediveis [15].

Dadas as concentracfes de vitamina C nas cascas da laranja, do liméo e da tangerina,

percebe-se que o consumo das mesmas seria benéfico na satisfacdo da ingestdo diaria

recomendada desta vitamina. As cascas apresentam quantidades relevantes de

componentes bioativos [51], nomeadamente vitamina C, por isso a sua incorporacao em

produtos alimentares e farmacéuticos podera ser vantajosa, pois verifica-se assim a
10
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méaxima utilizacao de produtos naturais, a0 mesmo tempo que se promove a protecdo do
ambiente [37].

5. Conclusao

Este trabalho experimental permitiu confirmar que a vitamina C, para além de estar
reconhecidamente presente na polpa dos citrinos, pode ser encontrada em quantidades

significativas também nas suas cascas.

Tanto a nivel da indastria alimentar, como da indlstria farmacéutica, o
reaproveitamento das cascas, o residuo mais significativo dos citrinos, seria uma mais-
valia para a promoc¢do da saude humana. Para além disso, fomentar o uso deste
subproduto e, assim, diminuir os custos das empresas associados a gestdo de residuos,

contribuiria para um menor impacto ambiental.

Para alcancar este objetivo, é também necessaria uma evolucdo tecnoldgica a nivel da
citricultura que permita dar resposta aos requisitos atuais. A tecnologia de
processamento dos alimentos deveria ser entdo otimizada no sentido de desenvolver
métodos de reaproveitamento dos residuos alimentares em inddstrias de grande escala.

Por isso, € necessaria a participacdo ativa de industrias com producdo sustentavel.

11
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