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Influéncia do cancro citrico nas caracteristicas do fruto e
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Resumo

O cancro citrico (Xanthomonas citri subsp. citri) ¢ uma das doengas mais importantes da
citricultura mundial, tanto por causar a redugdo da producao em funcdo da queda prematura
de frutos sintomaticos quanto por depreciar a qualidade da produgdo para o mercado de fruta
de mesa. Além disso, suspeita-se que as lesdes necroticas de cancro citrico na casca de frutos,
as quais servem de substrato para a colonizagdo de fungos saprofiticos, possam estar
relacionadas a presenca de fragmentos de fungos (mold) no suco. No entanto, nao ha estudos
sobre essa associacdo ou mesmo informagdes na literatura sobre a influéncia da doenca nas
caracteristicas do fruto e do suco de laranja. Para garantir a qualidade ndo sé do produto final,
mas também da matéria-prima, parametros fisico-quimicos e de quantidade de mold sdo
monitorados pela industria para atender as exigéncias dos mercados compradores de suco.
Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncia do cancro citrico sobre as
caracteristicas do fruto e sobre os parametros de qualidade fisico-quimica e incidéncia de
mold no suco de laranja. Para isso, frutos com e sem lesdes de cancro citrico, coletados da
planta e do chdo, foram amostrados em diferentes talhdes localizados nas regides noroeste,
norte e centro do estado de Sdo Paulo. Os frutos foram analisados quanto ao diametro, peso,
contetido de o6leo na fruta e rendimento industrial. As caracteristicas fisico-quimicas do suco
avaliadas foram °Brix, acidez, ratio, teor de oOleo, limonin, hesperidina, aminoacidos
primarios (indice de formoldeido) e secundérios (prolina) e pectina. A avaliagcdo de mold foi
realizada pela quantificacdo de fragmentos de hifas presentes no suco, utilizando a
metodologia Howard mold count. Adicionalmente, foi avaliada a importancia da lavagem de
frutos na reducao de mold no suco. As caracteristicas do fruto e os parametros de qualidade
fisico-quimica ndo foram afetados de forma consistente pelo cancro citrico. No entanto, em
algumas amostras o suco de frutos com lesdes de cancro citrico apresentaram aumento na
acidez e na quantidade de aminoéacidos secundarios, e redugdo de pectina. O cancro citrico
causou aumento de mold no suco de frutos coletados do chdo e, eventualmente, no suco de
frutos coletados da planta, os quais apresentaram média de 21,58 e 7,76% de mold,
respectivamente. Em contrapartida, frutos assintomaticos coletados na planta € no chao
apresentaram 1,25 e 3,66% de mold, respectivamente. A lavagem de frutos com cancro
reduziu em mais da metade o mold no suco. Apesar da associacdo do cancro citrico com o
aumento de mold, o risco de contaminagdo do suco pode ser minimizado ou evitado por meio
do manejo correto da doenca no pomar, do ndo aproveitamento de frutos caidos e da lavagem
de frutos antes do processamento.

Palavras-chave: Howard mold count; Xanthomonas citri subsp. citri; prolina; pectina; Citrus
sisnesis.
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Abstract

Citrus canker (Xanthomonas citri subsp. citri) is one of the most important diseases affecting
citrus species worldwide. The disease may cause severe premature fruit drop or decrease the
marketability of fresh fruit. In addition, the citrus canker lesions on fruit rind may serve as
substrate for saprophytic fungi, which may increase the quantity of hypha fragments (mold) in
the juice. However, there is no information about this association or on the influence of the
disease on several aspects of the fruit and the orange juice. In order to ensure the quality, not
only of the final product (juice), but also of the raw material (fruit), thresholds for physical-
chemical parameters and mold were established by the industry to meet the customer
requirements. Therefore, the aim of the present study was to evaluate the influence of citrus
canker on fruit characteristics, physical-chemical parameters and mold incidence in the juice.
Fruit with and without citrus canker lesions were sampled from the trees and from the ground
under the canopy, in different citrus blocks located in the northwest, north and central regions
of the Sao Paulo state. The fruit were assessed regarding the diameter, weight, oil content and
industrial yield. The evaluated physical-chemical parameters of the juice were Brix, acidity,
ratio, oil, limonin, hesperidin, primary amino acids (formoldehyde index) and secondary
(proline) and pectin. The amount of mold in the juice was assessed by quantifying the number
of hyphae fragments using the “Howard mold count” methodology. A complimentary trial
was set up to evaluate the contribution of pre-washing the fruit before juice extraction on the
reduction of mold in the juice. The characteristics of the fruit and the physical-chemical
parameters were not consistently affected by citrus canker. However, in some samples, the
juice from fruit with citrus canker lesions showed higher levels of acidity, secondary amino
acids, and lower amount of pectin compared to symptomless fruit. Citrus canker lesions led to
an increase of incidence of mold in the juice of fruit from the ground and eventually in the
juice of fruit from the tree, with average mold incidence of 21.58 and 7.76%, respectively. On
the other hand, the juice from asymptomatic fruits from the tree and from the ground
presented average mold incidence of 1.25 and 3.66%, respectively. Pre-washing the fruit with
citrus canker before processing reduced more than half of the mold in the juice. Despite the
association of citrus canker with the increase of mold incidence in the juice, the risk of
contamination may be minimized or prevented by controlling the disease in the field, by avoid
harvesting fruit from the ground, and by washing the fruit before processing.

Keywords: Howard mold count; Xanthomonas citri subsp. citri; prolin; pectin; Citrus
sisnesis.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

A citricultura tem se destacado como sendo uma das atividades agricolas mais
importantes em varios paises do mundo. Dentre as espécies citricas cultivadas, a laranja doce
(Citrus sinensis) merece destaque, tanto pelo volume produzido quanto pelos beneficios
socioecondmicos promovidos pela cadeia produtiva. O Brasil ¢ o pais lider mundial na
producao da fruta, seguido pela China, Unido Europeia, Estados Unidos e México,
respectivamente. O pais destaca-se como principal produtor e exportador de suco de laranja
do mundo, respondendo por 56% e 76%, respectivamente, da produ¢do e exportacdo mundial
na média das ultimas cinco safras. Na tltima safra brasileira foram produzidas 15,6 milhdes
de toneladas de laranja, gerando aproximadamente 885 mil toneladas de suco concentrado. A
comercializa¢do do fruto e do suco gera montantes que ultrapassam os R$ 5,3 bilhdes por
safra, o que corresponde a 6,5 bilhdes de ddlares no Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro
(Neves et al., 2010; FNP, Consultoria e Comércio, 2017; Neves & Trombin, 2017).

O cinturdo citricola paulista, formado por pomares de laranja concentrados no
Tridngulo/sudoeste do estado de Minas Gerais e principalmente em Sdo Paulo, atualmente ¢
responsavel por 73% da produgdo nacional de laranja. Esta ¢ a regido com maior producdo da
fruta no pais. Apesar do grande volume de frutos comercializados in natura, dados de 2016
mostram que o comércio de frutas frescas correspondeu a apenas 2,7% do total produzido no
estado de Sao Paulo, evidenciando a grande tendéncia do estado ao processamento industrial
da fruta para producao de suco (Fundo de Defesa da Citricultura, 2017; FNP, Consultoria e
Comércio, 2017). Deste modo, € no territorio paulista onde as grandes industrias extratoras de
suco, como Citrosuco, Sucocitrico Cutrale e Louis Dreyfus Company estdo localizadas.
Juntas, estas industrias comportam 90% das extratoras de suco de laranja existentes em todo o
pais (Barros et al., 2016).

A industria nacional de suco de laranja exporta um grande volume de suco,
consequentemente, esta deve atender as exigéncias dos mercados consumidores para
viabilizar o comércio do produto. Os paises consumidores de suco estabelecem rigorosas
normas de controle de qualidade, dentre as quais as qualidades fisico-quimica e
microbioldgica sdo as de maior relevancia, tanto para o suco nao concentrado (NFC, not from
concentrate), quanto para o concentrado (FCOJ, frozen concentrate orange juice) (Darros-
Barbosa, 2006). O mercado internacional, por meio de organizagdes que regulamentam a

comercializagdo de suco de laranja, como a associacdo europeia de suco de frutas (AIJN,



European Fruit Juice Association), estabelecem limites restritivos para qualidade fisico-
quimica do suco de laranja brasileiro. Por exemplo, a presenca de alguns compostos como a
hesperidina, indicadora da adi¢do de sucos secundarios (provenientes de casca e bagago) ao
suco primdrio, tem limite maximo estabelecido de 700 mg/L de suco. Também sdo
estabelecidas analises de compostos que indicam a matura¢ao das frutas, como a pectina
soluvel em agua e aminoacidos primarios, os quais tém limites estabelecidos entre 200-500
mg/L e 15-26 mg/L, respectivamente (European Fruit Juice Association, 2016). Entretanto,
cada mercado consumidor de suco de laranja possui exigéncias especificas, como o0s
compradores norte-americanos, que exigem andlises nao sO fisico-quimicas como a de
limondides, mas também a quantificagao de fragmentos de fungos (mold), a qual ¢ um dos
principais parametros relacionados a qualidade microbioldgica da matéria-prima (fruto)
utilizada no processamento.

A qualidade microbiologica do suco de laranja estd associada a presenca de mold,
bactérias acido-tolerantes, bolores e leveduras. Estes microrganismos sdo contaminantes
especificos ligados a cada uma das etapas de producdo do suco. A analise de mold ¢ utilizada
para detectar a presenca de fungos que colonizam a superficie de frutos ainda no pomar ou
durante o transporte e armazenamento da fruta. Estes fungos se tornam contaminantes
principalmente durante a fase de extragdo do suco e sdo detectados como hifas inativadas
depois do processo de pasteurizacdo, podendo vir a causar a deterioragdo do suco. Outras
analises estdo relacionadas a verificacao da eficiéncia dos processos de assepsia durante o
processamento industrial, como a contagem total de bactérias acido-tolerantes, bolores e
leveduras (Tetra Pak, 2017).

Diversos fatores estdo relacionados com a contaminagdo microbioldgica do suco de
laranja, como a estocagem do fruto em locais sujos, o uso de 4gua de lavagem contaminada, a
higienizacdo inadequada dos equipamentos durante a extragdo do suco, além da falta de
higiene dos manipuladores (Correia & Roncada, 2002; Correia & Roncada, 2003; Paula et al.,
2011; Silveira & Bertagnolli, 2012). Até o final de 2000, a Portaria 451/97-MS, que
estabelecia os padrdes microbioldgicos quanto a contaminacdo de bolores e leveduras em
suco NFC, exigia o limite maximo de 104 unidades formadoras de colonia por mililitro de
amostra/mL (UFC/mL). Atualmente, de acordo com a Resolu¢do da Diretoria Colegiada,
RDC n°12 de 2001 do Ministério da Satde, ndo existem padrdes para esse tipo de
contaminac¢do (Paula et al., 2011). No entanto, sabe-se que as condi¢des de higiene para o

processamento de suco de laranja in natura devem ser rigorosamente controladas de forma a



oferecer a seguridade alimentar exigida pelo mercado consumidor, seja este nacional ou
internacional.

A contagem de fragmentos de hifas de fungos (mold) em produtos termoprocessados
derivados de frutas, mesmo quando negativo na contagem total, também ¢ considerada uma
importante analise de qualidade microbiologica. Fatores relacionados a carga microbiana da
superficie externa do fruto, presenca de lesdes no epicarpo e, a forma com que a colheita ¢
realizada, assim como os equipamentos utilizados, influenciam a presenca de fungos sobre o
fruto e consequentemente sobre a qualidade da matéria-prima (Correia & Roncada, 2002).
Adicionalmente, um manejo fitossanitario insatisfatorio no pomar também pode levar a este
aumento de microrganismos na superficie do fruto e consequente contaminag¢ao da matéria-
prima que sera utilizada em todo o processo de produgdo do suco.

A associacdo internacional de quimica analitica (AOAC, Association of Olfficial
Analytical Chemists) estabelece o método para a contagem de filamentos de hifas (método
Howard) para produtos de diversas frutas. Desta forma, ¢ possivel determinar
quantitativamente o nivel de contamina¢do de um produto, por fungos ou, indiretamente, por
seus metabolitos secundarios (micotoxinas). A analise de contaminantes do suco, comumente
conhecida por ‘contagem de mold’ ou mold count, ¢ reconhecida pelo departamento de
agricultura dos Estados Unidos (USDA, United States Department of Agriculture) e pela
agéncia federal do departamento de saude e servicos humanos dos Estados Unidos (FDA,
Food and Drug Administration) sendo rotineiramente utilizada para este fim. Esta analise
determina se o produto pode ser considerado como adequado ou ndo para comercializagao
com base nos fragmentos microbioldgicos encontrados.

Diferente dos parametros microbioldgicos e sanitdrios, as caracteristicas fisico-
quimicas do suco de laranja sdo estreitamente relacionadas a fatores climaticos, variedade da
fruta, grau de maturagdo, tipo de solo e irrigagdo (Iha et al., 2000). No entanto, mesmo que a
fruta seja produzida em regides com condi¢cdes edafoclimaticas propicias ao cultivo de
laranjas, como no cinturdo citricola de Sao Paulo, estas caracteristicas podem ser afetadas por
fatores microbioldgicos. A presenca de doencas que afetam as plantas citricas, principalmente
aquelas causadas por fungos e bactérias, podem influenciar diretamente ou indiretamente a
qualidade fisico-quimica da matéria-prima (fruto) obtida.

Mesmo com o continuo desenvolvimento de técnicas fitossanitarias para o controle de
pragas e doencas no cinturdo citricola de Sao Paulo, caracteristicas de cultivo dos citros como
continuidade espacial, temporal e genética, favorecem a incidéncia das doengas e o surto de

pragas (Bassanezi et al., 2014). A maioria destas afetam as laranjeiras de modo secundario,



uma vez que ndo causam grandes danos. Entretanto, algumas sdo extremamente prejudiciais,
por causarem perdas significativas ainda na fase de producao da fruta (Neves et al., 2010). As
doencas e pragas causam alteracdes externas ou internas no fruto levando nao somente a
queda prematura, mas também a redug@o da qualidade do fruto e/ou suco, como demonstrado
para a morte subita dos citros (MSC), a clorose variegada dos citros (CVC) e o huanglongbing
(HLB), as quais afetam de forma direta as caracteristicas qualitativas de frutas e do suco de
laranja (Bassanezi et al., 2007; Laranjeira et al., 1999; Baldwin et al., 2010).

A morte subita dos citros causa reducdo de didmetro, peso e alteragdo de solidos
soluveis totais (SST) do fruto (Bassanezi et al., 2007). Estudos demonstraram que a CVC
provoca aumento da acidez no suco e quantidade de SST, reducdao do ratio, SST/fruto,
volume de suco, relagdo sulco/polpa, peso e diametro do fruto (Menegucci et al, 1995;
Laranjeira et al., 1999). As alteragdes na qualidade do suco de laranja sdo ainda mais
evidentes em frutos provenientes de plantas sintomaticas afetadas pelo HLB (Bassanezi et al.,
2017; Bassanezi et al., 2009; Baldwin et al., 2010; Dagulo et al., 2010; Plotto et al., 2010).
Frutos de ramos com sintomas de HLB possuem peso e tamanho reduzidos, quando
comparados com frutos de plantas sadias ou de ramos assintomaticos. Estes frutos possuem
redugdo na porcentagem de suco, na concentracdo de SST e aumento da quantidade de oleo
no suco. As caracteristicas organolépticas também s3o alteradas. O suco de frutos
sintomaticos ¢ mais amargo ¢ azedo devido ao aumento de compostos como o limonin e 0
aumento da acidez, respectivamente. Por outro lado, doengas como a leprose dos citros
(Citrus leprosis virus) e a pinta preta dos citros (Phyllosticta citricarpa) sdo conhecidas por
causarem somente danos externos aos frutos, comprometendo seu valor no mercado in natura
e prejudicando a comercializagdo para regides ou paises onde a doenga ¢ considerada
quarentenaria (Bassanezi et al., 2017).

O cancro citrico (Xanthomonas citri subsp. citri), da mesma forma que as doengas
citadas anteriormente, também causa dano externo ao fruto, levando a depreciacdo para o
comércio in natura, devido a presenca de lesdes na casca. A doenga também pode levar a
queda prematura de frutos, resultando na reducdo da producdo e, consequentemente, no
aumento dos custos de produgdo. Além destes danos, quando em estagios severos, a doenga
provoca desfolha de plantas jovens, levando ao retardamento em seu desenvolvimento e
producdao. Em algumas situagdes, o cancro citrico pode limitar a escolha de variedades ou
espécies de citros muito suscetiveis em regides onde a doenca estd estabelecida (Behlau &
Belasque, 2014; Porto, 2006). O periodo de maior favorabilidade ao cancro citrico ocorre nas

condigdes do Sudeste brasileiro, nas estagdes de primavera e verdo, quando a maior



intensidade de chuva combinada por temperaturas altas e fortes rajadas de vento auxiliam na
disseminagdo da doenca e infec¢do pela bactéria (Amorim & Bergamin Filho, 2001;
Gottwald, 2002). A infeccao por Xcc nos frutos ocorre entre 90 e 120 dias apds a queda das
pétalas, ou até que estes atinjam didmetro de cerca de 50 mm (Graham et al., 2011; Behlau &
Belasque, 2014; Lanza et al., 2018).

No Brasil, durante 60 anos a estratégia de controle da doenga foi baseada na exclusao,
com a erradicagdo de plantas doentes ou com suspeitas de contaminacdo. A partir de setembro
de 2016 a Instru¢ao Normativa IN 37 do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), revogada para a IN 21 de abril de 2018, passou a regulamentar o controle do cancro
citrico e estabelecer o status de controle da doenga no territorio brasileiro como: 1) area sem
ocorréncia; ii) area livre de praga; iii) area sob Sistema de Mitigacdo de Risco (SMR) e; iv)
area sob erradicacdo (Brasil, 2018). No Estado de Sao Paulo a Resolucao SAA de 20/02/2017
define e oficializa o controle do cancro citrico pelo SMR (Sao Paulo, 2017), que designa o
emprego de medidas de manejo que contribuam com a preven¢do da chegada da doenga ou
com a manuten¢cdo de niveis baixos de incidéncia nos pomares. Atualmente, com essa
mudanga na legislagdo, a incidéncia de pomares com ocorréncia da doenca estd em expansao
no estado. No ultimo levantamento realizado pelo Fundo de Defesa da Citricultura
(Fundecitrus) a incidéncia de plantas afetadas apresentou aumento de 35% em relacdo ao
levantamento realizado em 2017, com um total de 11,7% de plantas sintométicas no cinturdo
citricola paulista. Adicionalmente, o levantamento do impacto da doenca na queda prematura
de frutos apontou 0,31 pontos percentuais de um total de 17,31% de queda de frutos, o que
corresponde a 1,5 milhdes de caixas de 40,8 kg de laranja perdidas devido ao cancro citrico
(Fundo de Defesa da Citricultura, 2017).

O controle do cancro citrico segundo o SMR depende de medidas integradas de
manejo, como a aplicacao preventiva de bactericidas a base de cobre em intervalo de 21 dias
durante a fase de suscetibilidade dos frutos (Graham et al., 2011; Behlau et al., 2017; Behlau
et al., 2010), o plantio de mudas sadias e de variedades mais resistentes ou menos suscetiveis,
o uso de quebra-ventos e o controle do minador-do-citros (Phyllocnistis citrella) (Behlau &
Belasque, 2014).

Frutos infectados apresentam desenvolvimento de lesdes de aspecto pardo (Figura 1
a), salientes e em algumas vezes com halo amarelo circundando a lesao. Em lesdes mais
severas, podem aparecer crostas salientes, com anéis concéntricos e fissuras (Figura 1 b), por
onde a bactéria ¢ exsudada (Rossetti, 2001). As lesdes de cancro em frutos estdo restritas ao

flavedo e albedo (Figura 1 c), e, portanto, ndo afetam diretamente a polpa. No entanto, a



ocorréncia de grandes areas necrosadas e rachaduras no centro da lesdo, o que ocasionalmente
facilita a entrada de organismos saprofiticos (Figura 1 d), podem levar a deterioragdo da parte
interna do fruto e, teoricamente, a reducao da qualidade do suco.

Estudos na literatura dedicados a investigacdo detalhada da associa¢do do cancro
citrico com alteragdes nas caracteristicas do fruto e propriedades do suco sdo escassos ou nao
focaram na comparagdo das qualidades do suco de frutos sadios e afetados pela doenga.
Graham & Leite Junior (2004) investigaram a qualidade do suco de laranja de plantas
submetidas a diferentes medidas de controle da doenga, como indutores de resisténcia e
pulverizagdes com cobre, porém nao reportaram a influéncia do cancro citrico na qualidade
do suco. Além da inexisténcia de informacdes consistentes sobre esse tema, as recentes
mudancas na estratégia de controle da doenga nos pomares de Sao Paulo, as quais resultaram
em um aumento na incidéncia da doenga, reforgam a preocupac¢do com o impacto desta, nao
somente na produtividade, mas também na qualidade da producdo. Assim, o presente
trabalhou objetivou estudar de forma detalhada a influéncia do cancro citrico sobre as
caracteristicas do fruto e, sobre as caracteristicas de qualidade do suco de laranja, através de

parametros fisico-quimicos e de incidéncia de mold.



Figura 1. Lesdes de cancro citrico em frutos de laranja. LesOes iniciais em fruto jovem (a), lesdes
totalmente desenvolvidas em fruto maduro com presenga de rachaduras (b), detalhe da

les@o atingindo flavedo e albedo (c) e lesdes colonizadas por fungos saprofiticos (area
branco-acinzentada sobre as lesdes de cancro citrico) (d).



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Descricao dos tratamentos

A influéncia do cancro citrico sob os diferentes parametros de qualidade do fruto e do
suco de laranja (Citrus sinensis) foi avaliada utilizando-se trés amostras de frutos
provenientes de trés talhdes de cada uma das trés principais variedades comerciais de laranja
doce cultivadas no estado de Sao Paulo (Tabela 1): Hamlin (maturagdo precoce), Pera
(maturagdo intermedidria), e Valéncia (maturagao tardia).

Os tratamentos estudados no presente trabalho foram (i) frutos sem cancro citrico
coletados da planta; (ii) frutos sem cancro citrico coletados do solo sob a copa das plantas
apos sete dias de queda provocada manualmente; (iii) frutos com lesdes de cancro citrico
coletados da planta; e (iv) frutos com lesdes de cancro citrico coletados do solo sob a copa das
plantas, apds sete dias de queda provocada. Para a quantificagdo de mold foi avaliado um
tratamento adicional composto por (v) frutos com lesdes de cancro citrico caidos ha mais de
sete dias. Para esse tratamento, ndo foram utilizados frutos em decomposi¢do ou improprios
para o processamento. O tamanho das amostras foi determinado em fung¢@o do volume de suco
necessario para realizacdo das andlises e da operacionalizacdo de extra¢do. Deste modo,
foram utilizadas trés amostras de 8 kg de frutos para cada tratamento em cada um dos talhdes
selecionados (Figura 2 a, b). Para a coleta de frutos com cancro citrico foi considerada a
presenca de pelo menos uma lesao grande (> 5 mm).

Os frutos com e sem cancro citrico dos tratamentos de queda provocada manualmente,
foram coletados em cerca de dez plantas aleatoriamente distribuidas no talhdo. Em seguida, os
frutos foram marcados (Figura 2 c¢) e depositados na serapilheira sob a area de projecao da
copa (Figura 2 d), onde permaneceram por sete dias. Posteriormente, as amostras foram
acondicionadas em sacos plasticos transparentes, transportadas e armazenadas overnight em
camara fria (16 °C) do Fundo de Defesa da Citricultura (Fundecitrus), Araraquara, SP, até
serem enviadas a planta piloto, da empresa JBT FoodTech® localizada no mesmo municipio,
a qual dispde de equipamentos semi-industrias que simulam com precisao as condigdes reais
de extracao de suco da industria.

Adicionalmente, em um dos talhdes de ‘Hamlin’, amostras dos tratamentos (iii) e (iv)
foram coletadas em dobro com objetivo de avaliar a importancia da lavagem de frutos (pratica

rotineira realizada na industria) sobre a quantidade de mold no suco.



Figura 2. Coleta das amostras de frutos com e sem cancro citrico no pomar. Amostra de 8 kg de frutos
com cancro citrico (a, b); simulacdo da queda para o tratamento de frutos coletados do solo
sob a copa das plantas da (c, d).
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2.2. Caracterizacao do fruto

A influéncia do cancro citrico sobre o tamanho, peso e teor de 6leo, foi avaliada em
frutos de laranja das variedades Pera e Valéncia (Figura 3 a). O tamanho foi determinado pela
média do comprimento (medida longitudinal) e didmetro de cada fruto (medida transversal).
Para medi¢ao dos frutos foi utilizado paquimetro analdgico Stainless Hardned de 150 mm
(Mitutoyo, Brasil) (Figura 3 b). O teor de 6leo disponivel na fruta (kg/t) foi obtido pelo
‘método de Scott” (Aoac, 1990). O tamanho e peso foram mensurados em quatro frutos de
cada uma das trés amostras, cuja média representou uma repeticdo do tratamento. Para

determinagdo do 6leo disponivel foram utilizados dois frutos por amostra.

. //
A\\\Y

W A STTETITH

| 0 ‘e

Figura 3. Amostras de frutos utilizadas no estudo. Recebimento das amostras individualizadas na JBT
FoodTech® (a), e medi¢do do tamanho dos frutos com paquimetro (b).

2.3. Caracterizacao do suco

2.3.1. Processamento dos frutos

Frutos ndo lavados das trés variedades estudadas foram processados em extratora JBT
modelo 391, em configuracao 2H2L, padrao tipico para obtencao de sucos NFC (Figura 4 c,
d), utilizando copo extrator de trés polegadas com base no didmetro médio do fruto. Para o
ensaio de lavagem, antes do processamento, as amostras adicionais de frutos de ‘Hamlin’
foram lavadas com 4gua de torneira, em equipamento semi-industrial de lavagem de frutos

citricos, durante trés minutos (Figura 4 a, b).
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Figura 4. Lavagem e extragdo dos frutos. Equipamento industrial de lavagem de frutos citricos (citrus
brusher washer) utilizado neste estudo (a, b), e extratora de suco de laranja, JBT modelo
391(c, d).

2.3.2. Parametros avaliados

O suco obtido das amostras foi caracterizado quanto ao rendimento industrial, aos teores
dos componentes quimicos e, a quantidade de mold. O rendimento de suco foi verificado para
as variedades Pera e Valéncia assim como, as caracteristicas fisico-quimicas do suco. A

quantificagdo de mold foi realizada para o suco das trés variedades citadas.
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2.3.3. Balanc¢o de massa

O balango de massa foi analisado para avaliar o rendimento industrial do lote de
frutas. Para sua determinagdo, foram extraidas as fragdes de casca (Frit), bagaco e suco de
cada amostra, as quais foram separadas em diferentes compartimentos do equipamento
extrator. O processo de filtragdo foi realizado de forma manual em peneira de uso doméstico,
uma vez que devido ao pequeno volume amostral de suco nao foi possivel realizar o processo
de filtragdo em finisher (UCF35 Finisher, JBT Food Tech, SP, Brasil), equipamento utilizado

na industria para separar o suco da polpa. (Figura 5 a, b).

Figura 5. Obtengdo do suco de laranja no balango de massa. Obtengdo de suco (a), filtragem manual
do suco extraido (b) para separar o suco da polpa, simulando o processo de finisher.

2.3.4. Analise fisico-quimica

Para simular o processo de pasteurizagdo do suco de laranja utilizado nas industrias, o
suco extraido foi submetido ao tratamento térmico em forno micro-ondas a 90°C por trés
minutos (Ribas e Flores, 2000). Posteriormente, as amostras de suco foram envasadas em
recipientes plasticos de 500 mL e mantidas em freezer (-17 °C) por cerca de 10 dias, até
serem analisadas quanto as caracteristicas fisico-quimicas, seguindo metodologias descritas

na Tabela 2.
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Tabela 2. Analises e metodologias utilizadas para a caracterizagdo fisico-quimica do suco de laranja
‘Pera’ e “Valencia’ de amostras de frutos com e sem cancro citrico, coletados da planta e

do chao.
Analise Objetivo Metodologia empregada Referencia
STT (°Brix) Quz’mtl.ﬁcaga_o de solidos Refratometro de mesa (JBT,2018)
soluveis totais
Acidez Quantificagdo Via titulométrica (total) (JBT,2018)
da acidez titulavel
Ratio Determinacéo do indice de Razdo SST/acidez (JBT,2018)
maturidade da fruta
% Oleo no Determinacdo do conteudo de ~ Método Scott (AOAC, 1990)
Suco D-Limoneno no suco
Limonodides Quantificag¢do de limonin HPLC-DAD modificado gggg)a sietal,
Hesperidina Quantificacdo de hesperidina HPLC-DAD (IFFJP, 1991)
Aminoacidos  Verificagdo do indice de Via titulométrica (total) (IFFJP, 1984)
primarios formoldeido
Aminoacidos  Quantificacdo de prolina Via colorimétrica (UV-VIS) (IFFJP, 1983)
secundarios
Pectina Quantificacdo de pectina Via extracdo e colorimétrica (IFFJP, 2005)

soltivel em agua

com carbazol (meio sulftrico)

2.3.5. Quantificacao de mold

A quantificagdo de mold foi realizada segundo metodologia proposta pelo USDA
(Departamento de Agricultura dos Estados Unidos) com modificagdes (USDA, 2013). As
amostras de suco de 250 mL utilizadas nas anélises de mold foram mantidas apenas sob
refrigeragdo.

A andlise de mold para as amostras de suco foi realizada em duas etapas: (i) preparo da
amostra e (i1) leitura em camara de Howard composta por 25 campos de leitura. Para o
preparo da amostra, o suco puro de cada repeti¢do foi homogeneizado e centrifugado por 10
minutos a 2500 rpm em tubo cdnico tipo Falcon de 50 mL. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado e o volume completado com agua destilada até 15 mL. A amostra foi novamente

homogeneizada e em seguida acondicionada na camara de Howard (Figura 6 a).



15

Posteriormente, a cdmara de Howard contendo a amostra de suco (Figura 6 b e c), foi
posicionada em microscopio Optico com aumento nominal de 100x e o foco ajustado de
acordo com a linha de calibra¢do presente na laminula. A contagem dos fragmentos de hifas
foi realizada em duplicata, totalizando 50 leituras (campos). Foram considerados positivos os
campos com a presenc¢a de pelo menos um fragmento de hifa maior que 1/6 (maior que 0,23
mm) do didmetro do campo de leitura (Figura 7), ou trés fragmentos de hifa que juntos
apresentavam a soma do comprimento equivalente a 1/6 do diametro do campo de leitura.
Campos de leitura sem fragmentos ou com fragmentos cuja soma do comprimento nao
ultrapasse 1/6 do diametro do campo de leitura foram considerados negativos. A propor¢ao
(apresentada em percentagem) de mold na amostra foi determinada pela razao entre o total de

campos positivos e o total de campos examinados.

e T

HOWARD
CELL
S60

Depth 0.imm \

. / =&
K20 Covergloss Y

mm————F

e

Figura 6. Camara de Howard para contagem de filamentos de fungos no suco. Camara com amostra
de suco (a); detalhe da laminula contendo 25 campos de leitura (b) e; amostra pronta para
leitura (c).
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Figura 7. Observacdao de mold em microscopio optico (aumento nominal de 100x). Campo positivo
para mold (circulado em vermelho) (a) e, detalhe de fragmento de hifa (indicado por seta
vermelha) maior que 1/6 do didmetro do campo (b).

2.4. Analise dos dados

Os dados das caracteristicas relacionadas ao fruto e a qualidade fisico-quimica do
suco, foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) em esquema fatorial 2x2 (frutos
com e sem sintomas e, frutos coletados da planta e do chiao) em blocos casualizados com trés
repeticdes, sendo cada talhdo considerado como um bloco. O valor médio do tratamento para
cada bloco foi resultante da média das trés amostras, obtidas de cada um dos trés talhdes
avaliados. Em caso de diferenca significativa (p<0,05), as médias foram submetidas ao teste
Tukey a 5% de probabilidade.

Os dados de contagem de mold no suco foram analisados da mesma forma, porém, em
delineamento inteiramente ao acaso com trés repeticdes (amostras de 8 kg de frutos) por
talhdo e com tratamento adicional, representado por frutos com lesdes de cancro citrico
coletados do chao ap6s queda natural ocorrida ha mais de uma semana. Em caso de diferenca
significativa (p<0,05), as médias foram submetidas ao teste Tukey a 5% de probabilidade.

Para o ensaio adicional da influéncia da lavagem de frutos sobre a contagem de mold,
os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) em esquema fatorial 2x2 (frutos
com cancro coletados da planta ¢ do chdo e, lavados e ndo lavados) em delineamento
inteiramente ao acaso, com trés repeticoes (amostras de 8 kg de frutos). Em caso de diferenca
significativa (p<0,05), as médias foram submetidas ao teste Tukey a 5% de probabilidade.
Todas as andlises foram processadas no software R, utilizando o pacote de analises “ExpDes”

(Www.r-project.org).
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3. RESULTADOS

3.1. Caracterizacao do fruto

Os frutos de laranja ‘Pera’ ndo apresentaram diferenca significativa quanto ao
tamanho, independentemente da presenga de cancro citrico e da origem do fruto (coletados da
planta ou do chao). Para essa variedade o didmetro dos frutos variou de 71 a 76 mm (Figura
8A). Entretanto, para a variedade Valéncia, frutos com lesdo de cancro citrico coletados do
chdo (68 mm) apresentaram diametro significativamente menor que os frutos coletados da
planta (72 mm) ou que os frutos coletados sem lesao do chao (71 mm) (Figura 8D).

Nao foram observadas diferengas significativas para ambas as variedades quanto ao
peso dos frutos, que variou de 158 a 217 g para ‘Pera’ e de 163 a 221 g para ‘Valéncia’
(Figura 8B, E). Da mesma forma, a presenca de lesdes de cancro citrico nao alterou o teor de
oleo no fruto em ambas as variedades estudadas. No entanto, em ‘Pera’, frutos coletados do
chdo apresentaram teor de 6leo significativamente superior (8,1 kg/t) que frutos coletados da
planta (7,8 kg/t) (Figura 8C). Em ‘Valéncia’ ndo foi observada diferenga significativa quando
avaliado o teor de 6leo nos frutos, que foi de 9,9 kg/t para frutos coletados da planta e 10,5

kg/t para frutos coletados do chao (Figura 8F).

3.2. Caracterizacio do suco

3.2.1 Rendimento de suco

A presencga de lesdes de cancro ndo alterou o rendimento final de suco. A percentagem
de rendimento para a variedade ‘Pera’ variou de 56 a 68%, e ndo foi observada diferenca
significativa para os fatores avaliados. Por outro lado, em ‘Valéncia’ o rendimento de suco foi
maior para os frutos coletados do chao (58,5%), do que aqueles coletados da planta (55,7%)

(Figura 9).
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Figura 8. Didmetro, peso e teor de 6leo de frutos de laranja ‘Pera’ (A-C) e ‘Valéncia’ (D-F) com e
sem sintomas de cancro citrico coletados da planta ou do chao. OF, origem do fruto; PC,
presenca de lesdes de cancro citrico no fruto. Colunas de mesma cor seguidas de mesma
letra maiuscula e colunas de cores diferentes seguidas de mesma letra minuscula, para
frutos sem ou com cancro, nao diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. A
auséncia de letras maitsculas e/ou minusculas indica a inexisténcia de diferenca estatistica.
A significancia do teste /' da analise de variancia para os fatores (OF e PC) e interagcdo (OF
vs. PC) esta representada pelo p-valor. Barras indicam o erro padrio da média de trés
talhoes (blocos) distintos.
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Figura 9. Rendimento de suco de laranja ‘Pera’ (A) e ‘Valéncia’ (B) com e sem sintomas de cancro
citrico coletados da planta ou do chao. OF, origem do fruto; PC, presenca de lesdes de
cancro citrico no fruto. Colunas de mesma cor seguidas de mesma letra maiuscula e
colunas de cores diferentes seguidas de mesma letra mintscula, para frutos sem ou com
cancro, nao diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. A auséncia de letras
maiusculas e/ou minusculas indica a inexisténcia de diferenca estatistica. A significancia
do teste F da analise de variancia para os fatores (OF e PC) e interagdo (OF vs. PC) esta
representada pelo p-valor. Barras indicam o erro padriao da média de trés talhdes (blocos)

distintos.

3.2.2 Analise fisico-quimica

O cancro citrico ndo afetou significativamente a quantidade de SST no suco de frutos

das variedades Pera e Valéncia, as quais apresentaram valores médios de 9,5 e 10,5 °Brix,

respectivamente (Figura 10A, D).

O suco proveniente de frutos com cancro da variedade Pera apresentou acidez titulavel

significativamente superior (0,69 %) em relacdo a frutos sem sintomas da doenca (0,62 %),

independentemente da origem (Figura 10B). Consequentemente, o ratio do suco representado

pela relacdo SST/acidez, foi significativamente menor em frutos com lesdes de cancro (13,8)

em relacdo aos assintomaticos (14,9) (Figura 10C). Para a acidez do suco obtido de frutos de

‘Valéncia’, que variou de 0,51 a 0,54 %, ndo foi observada diferenca significativa para

nenhum dos fatores avaliados (Figura 10E). O mesmo foi observado para o ratio, que variou

de 16 a 24 (Figura 10F).
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Figura 10. Soélidos soluveis totais (SST), acidez titulavel e ratio (SST/acidez) do suco proveniente de
frutos de laranja ‘Pera’ (A-C) e “Valéncia’ (D-F) com e sem sintomas de cancro citrico
coletados da planta ou do chao. OF, origem do fruto; PC, presenca de lesdes de cancro
citrico no fruto. Colunas de mesma cor seguidas de mesma letra maitscula e colunas de
cores diferentes seguidas de mesma letra mintscula, para frutos sem ou com cancro, nao
diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. A auséncia de letras maiusculas
e/ou minusculas indica a inexisténcia de diferenca estatistica. A significancia do teste F' da
analise de variancia para os fatores (OF e PC) e interacao (OF vs. PC) esta representada
pelo p-valor. Barras indicam o erro padrao da média de trés talhdes (blocos) distintos.

A percentagem de 6leo presente no suco da laranja ‘Pera’ variou de 0,018 a 0,027 ¢
nao apresentou diferenga significativa, independentemente do fator avaliado (Figura 11A). No
entanto, em suco de ‘Valéncia’ resultante de frutos coletados da planta, a concentragdo de
6leo foi significativamente superior (0,031%) que no suco obtido a partir de frutos coletados
do chao (0,027%), independentemente se apresentavam sintomas ou nao (Figura 11C).

O suco de frutos com cancro citrico da variedade Pera apresentou quantidade
significativamente menor de pectina soluvel em agua (206 mg de acido galacturdnico por litro
de suco - AGA/L) do que o suco de frutos sem lesdes de cancro (233 mg AGA/L) (Figura

11B). O mesmo resultado foi observado para o suco de frutos com e sem sintomas coletados
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da planta, os quais apresentaram menor concentracdo de pectina (203 e 210 mg AGA/L,
respectivamente) quando comparado ao suco de frutos coletados do chao (215 e 250 mg
AGA/L, respectivamente). Todavia, o suco de laranjas ‘Valéncia’ ndo apresentou alteracao
significativa na quantidade de pectina, independentemente dos fatores analisados. Para essa
variedade, a concentra¢do de pectina soluvel em agua variou de 170,7 a 254,7 mg AGA/L

(Figura 11D).
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Figura 11. Concentragdo de 6leo (v/v) e de pectina soluvel em 4gua no suco de laranja ‘Pera’ (A, B) e
“Valéncia’ (C, D) proveniente de frutos com e sem sintomas de cancro citrico coletados da
planta ou do chdo. OF, origem do fruto; PC, presenca de lesdes de cancro citrico no fruto.
Teor de pectina determinado em suco ajustado a 11,2° Brix. AGA/L, teor de pectina
mensurado pela quantidade de acido galacturdnico por mililitro de suco. Colunas de mesma
cor seguidas de mesma letra maiuscula e colunas de cores diferentes seguidas de mesma
letra mintiscula, para frutos sem ou com cancro, nao diferem entre si pelo teste Tukey a 5%
de probabilidade. A auséncia de letras maiusculas e/ou minusculas indica a inexisténcia de
diferenca estatistica. A significancia do teste /' da analise de variancia para os fatores (OF e
PC) e interag@o (OF vs. PC) esta representada pelo p-valor. Barras indicam o erro padrao
da média de trés talhdes (blocos) distintos.

O teor de limonin presente no suco de laranja ‘Pera’ resultante de frutos com lesdes de
cancro coletados da planta foi significativamente superior (1,1 mg/L) aos teores existentes no
suco de frutos com cancro coletados do chdo (0,67 mg/L) e de frutos sem lesdes de cancro
coletados da planta (0,74 mg/L) (Figura 12A). Nao foi observada, para nenhum dos fatores

analisados, diferenca significativa nos teores de limonin do suco de frutos da variedade
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Valéncia, os quais variaram de 0,18 a 0,67 mg/L (Figura 12C). Do mesmo modo, o teor de
hesperidina ndo variou significativamente em funcdo do cancro citrico para ambas as
variedades. Em suco de ‘Pera’ a concentragdo de hesperidina detectada variou de 280 a
394mg/L e o valor médio foi 45% maior que a média de “Valéncia’, a qual variou de 154 a

334 mg/L (Figura 12B, D).
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Figura 12. Teor de limonin e hesperidina no suco de laranja ‘Pera’ (A, B) e ‘Valéncia’ (C, D)
proveniente de frutos com e sem sintomas de cancro citrico coletados da planta ou do chéo.
OF, origem do fruto; PC, presenca de lesdes de cancro citrico no fruto. Teores de limonin e
hesperidina determinados em suco ajustado a 11,2° Brix. Colunas de mesma cor seguidas
de mesma letra maiuscula e colunas de cores diferentes seguidas de mesma letra minuscula,
para frutos sem ou com cancro, nao diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade. A auséncia de letras maitisculas e/ou mintsculas indica a inexisténcia de
diferenga estatistica. A significancia do teste /' da analise de variancia para os fatores (OF ¢
PC) e interagdo (OF vs. PC) esta representada pelo p-valor. Barras indicam o erro padrao
da média de trés talhdes (blocos) distintos.

Para ambas as variedades, a quantidade de prolina no suco (indicador da presenca de
aminodcidos secundarios) foi significativamente superior em frutos com lesdes de cancro
citrico, tanto para aqueles coletados da planta (1065 e 985 mg/L para as variedades Pera e
Valéncia, respectivamente) quanto do chiao (1080 e 992 mg/L para as variedades Pera e

Valéncia, respectivamente) (Figura 13A,C).
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A presenga de lesdes de cancro citrico em frutos de laranja ‘Pera’ também resultou em

um aumento significativo no indice de formoldeido (index formol - utilizado para estimar o

conteudo de aminodcidos totais no suco de laranja), tanto em frutos coletados da planta (28,7

NaOH/100 mL) quanto do chao (29,4 mL NaOH/100 mL) (Figura 13C). Para a variedade

‘Valéncia’, os frutos coletados do chdo apresentaram maior indice de formoldeido no suco

(28,2 mL NaOH/100 mL) quando comparado ao indice encontrado no suco de frutos

coletados da planta (26,1 mL NaOH/100 mL), independentemente da presenca de lesdes de

cancro (Figura 13D).
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Figura 13. indice de formoldeido (mL NaOH 0,1N/100 mL de suco) e teor de prolina (mg/L) no suco
de laranja ‘Pera’ e “Valéncia’ proveniente de frutos com e sem sintomas de cancro citrico
coletados da planta ou do chdo. OF, origem do fruto; PC, presenca de lesdes de cancro
citrico no fruto. Teores de prolina determinado em suco ajustado a 11,2° Brix. Colunas de
mesma cor seguidas de mesma letra maitiscula e colunas de cores diferentes seguidas de
mesma letra minuscula, para frutos sem ou com cancro, ndo diferem entre si pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade. A auséncia de letras maitisculas e/ou minusculas indica a
inexisténcia de diferenca estatistica. A significancia do teste /' da andlise de variancia para
os fatores (OF e PC) e interagdo (OF vs. PC) esta representada pelo p-valor. Barras indicam
o erro padrao da média de trés talhdes (blocos) distintos.

3.2.3 Quantificacao de mold

Para todos os talhdes avaliados, o percentual de mold no suco de frutos com cancro

citrico, caidos ha mais de sete dias (tratamento adicional), foi superior a média dos demais
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tratamentos. Para este tratamento, os frutos de laranja dos trés talhdes de ‘Hamlin’ resultaram
nos maiores indices de mold. Para ‘Hamlin’, ‘Pera’ e ‘Valéncia’ o percentual de mold no suco
de frutos do tratamento adicional variou de 70,7 a 78, 48 a 62,7 ¢ 60 a 67,3, respectivamente
(Figura 14).

De modo geral, apesar de observado algumas diferengas entre os talhdes, a presenca
de lesdes de cancro citrico levou a aumentos significativos na percentagem de mold no suco
de laranja, principalmente em suco de frutos coletados do chdo. Para as trés variedades
estudadas, o suco de frutos com lesdes de cancro que permaneceram no chdo por até sete dias,
apresentou aumento significativo de mold (de 67 a 93%) em relagdao ao suco de frutos com
cancro coletados na planta, ou sem cancro, independentemente da origem do fruto (Figura
14B, C, F, H, I). Adicionalmente, em alguns talhdes, o suco de frutos com lesdes de cancro
mesmo quando coletados da planta, apresentou aumento significativo na incidéncia de mold
quando comparado ao suco de frutos sem lesdes também coletados na planta (Figura 14C, D,
G). Da mesma forma, em outros talhdes, o suco de frutos sem lesdes de cancro coletados do
chdo, também apresentou niveis significativamente mais elevados de mold que o suco de

frutos sem lesdo coletados da planta (Figura 14B, C, E, H).
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Figura 14. Percentagem de detecg¢do de mold (fragmentos de hifas de fungos) em amostras de suco

NFC (not from concentrate) de laranja ‘Hamlin’ (A-C), ‘Pera’ (D-F) e ‘Valéncia’ (G-I)
provenientes de frutos com e sem sintomas de cancro citrico coletados da planta ou do
chao. OF, origem do fruto; PC, presenca de lesdes de cancro citrico no fruto; TA,
tratamento adicional composto por frutos com lesdes de cancro citrico caidos ha mais de
sete dias. Colunas de mesma cor seguidas de mesma letra maitscula, e colunas de cores
diferentes, para frutos sem ou com lesdo de cancro citrico, seguidas de mesma letra
minuscula, ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Colunas
hachuradas seguidas de asterisco indicam diferenga significativa entre TA ¢ a média dos
demais tratamentos (Fat.) pelo teste F a 5% de probabilidade. A auséncia de letras
maiusculas e/ou minusculas indica a inexisténcia de diferenca estatistica. A significancia
do teste F da analise de variancia para os fatores (OF e PC) e interagdo (OF vs. PC) esta
representada pelo p-valor. Barras indicam o erro padrio da média de trés amostras
(repeticao) por talhdo. Em A, D, E, G e I os dados foram analisados ap6s transformagao em

arco seno,/x/100.

A lavagem de frutos com cancro citrico antes da extracdo do suco contribuiu de forma

significativa para reducdo de mold. O suco de frutos sintomaticos que ndo foram lavados

apresentou mold de 53% para aqueles colhidos do chao e, de 15% para os colhidos da planta.

No entanto, os frutos com cancro que foram lavados resultaram em 26 e 2% de mold no suco

de frutos colhidos do chao e da planta, respectivamente. O suco de frutos lavados, coletados
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tanto da planta, quanto do chdo, resultaram em reducdes de 87 e 51% de mold no suco (Figura

15).
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Figura 15. Percentagens médias de mold (fragmentos de hifas de fungos) detectadas em amostras de
suco NFC (not from concentrate) de frutos de laranja ‘Hamlin’ com lesdes de cancro
citrico coletados da planta ¢ do chdo submetidos ou ndo a lavagem antes da extracdo do
suco. OF, origem do fruto; LA, processo de lavagem. Colunas de mesma cor seguidas de
mesma letra maiuscula, e colunas de cores diferentes, para frutos coletados da planta e do
chdo, seguidas de mesma letra mintscula, ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade. A significancia do teste /' da analise de variancia para os fatores (OF e LA)
e interagdo (OF vs. LA) esta representada pelo p-valor. Barras indicam o erro padrao da
média obtida de trés repeticdes (amostras) em um talhdo.
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4. DISCUSSAO

4.1. Caracterizacao do fruto

O estudo mostrou pela primeira vez que as caracteristicas do fruto ndo s2o, ou sdo pouco
afetadas pelo cancro citrico. Para a variedade Valéncia foi observado que os frutos com lesdes
coletados do chao apresentaram redugao significativa no diametro e uma tendéncia de redugao
no peso, quando comparados aos demais tratamentos. Provavelmente isto pode ser explicado
pela desidratacdo natural que ocorre a partir do momento em que o mesmo se desprende da
planta. Além disso, a maior desidratagdo observada nesta variedade provavelmente ocorreu
devido as altas temperaturas na época de colheita dos frutos (Tabela 1). Frutos de ‘Pera’
coletados do chdo, apresentaram maiores porcentagens de 6leo provavelmente também devido
a perda de agua, que leva ao aumento da propor¢do de 6leo no fruto. Portanto, apesar do
cancro citrico comprometer algumas vesiculas de 6leo na casca, a doenga ndo interferiu de

forma significativa na obtencao de 6leo essencial do fruto.

4.2. Caracterizacio do suco

4.2.1. Rendimento de suco

O rendimento de suco nao foi afetado pela doenca, no entanto, para a variedade
Valéncia o rendimento de suco de frutos coletados do chao foi maior. Este fato pode ser
explicado, novamente, devido a desidratacdo da casca (pericarpo) e endocarpo, o que torna o
fruto mais macio, aumentando a eficiéncia de extragcdo do suco, e/ou, fazendo com que o peso

destas partes seja reduzido, aumentando o rendimento (p/v).

4.2.2. Analises fisico-quimicas

A presenca de lesdes de cancro citrico no fruto ndo alterou a quantidade de SST no
suco de laranja. Para a variedade Pera, houve um aumento da acidez titulavel, e
consequentemente uma diminuicdo no ratio do suco obtido a partir de frutos com cancro.
Todavia, ndo se pode afirmar com seguranga que a doenga influenciou a acidez do suco, uma

vez que, diferenca significativa nos valores desta variavel foi observada apenas em uma das
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duas variedades estudadas. Além disso, mesmo com a redu¢do no ratio, 0 mesmo manteve-se
dentro dos Padrdes de Identidade e Qualidade (PIQ) do MAPA, que estabelece como ideal,
um ratio maior ou igual a sete para suco de laranja. Para os consumidores, sucos com ratio
entre 14 e 16 sdo considerados os mais palatdveis. O ratio ¢ utilizado nas industrias para
identificar o grau de maturagdo da fruta, sendo este um importante indicador para producao de
sucos citricos (Pozzan & Triboni, 2005; Kimball, 1991).

A presenga de lesdes de cancro citrico nos frutos ndo afetou o teor de 6leo essencial
encontrado no suco de laranja NFC. No entanto, em suco de frutos de ‘Valéncia’ coletados da
planta, foi detectado maior teor de 6leo do que o suco daqueles frutos que foram coletados do
chao. Contudo, os teores de 0leo essencial no suco de laranja detectados pelo presente estudo
nas diferentes amostras ndo excederam o limite de 0,035%, considerado apropriado para
consumo (Brasil, 2016; Darros-Barbosa & Curtolo, 2005). Dependendo da variedade e do tipo
de equipamento utilizado na extracdo o suco pode apresentar teores muito elevados de oleo
essencial (> 0,1%), o que leva a depreciacao do aroma e sabor do produto. Por outro lado, em
quantidades muito baixas, o 6leo no suco nao restaura as caracteristicas naturais de aroma e
sabor inerentes ao produto. Assim, em sucos naturais e concentrados, a determinacao do teor
de 6leo essencial proveniente da casca da fruta se torna necessaria, uma vez que esta variavel
estd relacionada com os pardmetros de qualidade do suco de laranja. Na industria, durante o
processo de concentragdo, o suco perde por evaporagdo uma grande parte dos seus
componentes volateis, presentes no 6leo, responsaveis por suas caracteristicas organolépticas.
Pelo contrario, a elevada pressao exercida na extragdo, sobre a fruta, apesar de proporcionar
maior rendimento de extragdo, acarreta um maior arraste de compostos para o suco e,
consequentemente, em maior quantidade de 6leo, principalmente em frutos murchos, os quais
sao esmagados com maior facilidade. Desta forma, por meio da estimativa da propor¢ao de
0leo no suco, ¢ possivel determinar a necessidade de adi¢do ou diluigdo dos componentes
aromaticos volateis (presentes no o6leo) ao suco concentrado reconstituido ou NFC,
melhorando assim sua palatabilidade. Contudo, o a adi¢do de Oleo deve ser praticada
atendendo a limites preestabelecidos (Machado, 2010; Almeida, 2013).

Apesar de ter sido detectado dentro dos limites especificados pelos mercados
compradores (entre 200 e 500 mg de AGA/L em suco a 11,2 °Brix), o teor de pectina no suco
da variedade Pera foi menor em fun¢ao da presenca de lesdes de cancro citrico no fruto. Essa
reducdo pode ter ocorrido devido a acdo de enzimas pectinoliticas como a poligalacturonato
liase e a polimetilgalacturonato liase, produzidas durante a colonizacdo do tecido por

Xanthomonas citri subsp. citri ou enzimas pectinoliticas produzidas por outros
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microrganismos, principalmente fungos saprofiticos que se desenvolvem nas lesdes (Uenojo
& Pastore, 2007). De acordo com Alkorta et al. (1998) as paredes celulares dos tecidos que
compdem os frutos contém uma grande variedade de polissacarideos, entre eles as substancias
pécticas classificadas como pectina, a qual é responsavel pela consisténcia e turbidez dos
sucos de frutas. Apesar de ser uma substancia desejavel no suco, uma quantidade elevada de
pectina se torna muitas vezes um problema, causando um consideravel aumento na
viscosidade e dificultando os processos de prensagem, filtracdo e subsequente concentragao,
diminuindo assim, o rendimento da extracdo de sucos. Este problema ¢ solucionado pela
adicao de pectinases que hidrolisam a pectina e outros polissacarideos, promovendo a redugao
da viscosidade dos sucos e aumento da vida de prateleira dos mesmos. Enzimas pectinoliticas
sdo produzidas por diversos microrganismos, incluindo bactérias, fungos filamentosos,
leveduras, protozodrios, insetos e nematoides. Segundo Jayani et al. (2005) e Santi et al.
(2014) fungos filamentosos como, Aspergillus niger, Coniotryrium diplodiela, Sclerotinia
libertina e espécies de Botrytis, Penicilium e Rhizopus sdao os mais empregados para a
produ¢do em escala industrial dessas enzimas, principalmente devido ao pH ideal das
pectinases secretadas por estes fungos aproximar-se do valor de pH de muitos sucos de frutas
(3,0a5,5).

Somente o suco de frutos da variedade Pera com presenga de lesdes de cancro,
resultou em um acréscimo de limonin, apesar de ndo ter sido detectado acima do limite
maximo estabelecido pelos mercados compradores (4,5 mg/L em suco a 11,2 °Brix) para
ambas as variedades estudadas. A tendéncia de maior concentracao de limonin em suco de
frutos com lesdes de cancro pode ser explicada pelo rompimento de células do albedo durante
o processo de colonizagdo de Xanthomonas citri subsp. citri. O limonin, principal limonéide
amargo encontrado em suco de laranja, ¢ responsavel por causar sérios problemas na industria
de sucos citricos. O sabor amargo, perceptivel algumas horas depois da extracdo ou apds o
tratamento térmico, se deve a presenga desta substancia. O limonin em sua forma pura nao
estd presente na fruta, mas seu precursor denominado 4cido limonodico monolactona A, esta
presente nos mesmos e também ¢ sintetizado por folhas e sementes de citros. Este precursor ¢
estavel no pH fisiologico dos tecidos intactos, que ao serem rompidos, por meio de danos ao
tecido, quer seja pelo processo natural de decomposi¢ao, congelamento ou durante o processo
de extracdo do suco (em casos de elevada pressao exercida sob a fruta), torna o meio
acidificado, ocorrendo a conversdo gradual do acido limondico a limonin, que proporciona

intenso sabor amargo ao suco (Oliva, 2002).
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O cancro citrico, bem como a origem do fruto ndo afetaram as concentracdes de
hesperidina no suco obtido. De acordo com o European Fruit Juice Association (2016) o
contetido de hesperidina no suco de laranja deve estar entre 250 a 700 mg/L, o que foi
observado neste estudo para ambas as variedades. A hesperidina ¢ um dos flavonoides mais
importantes, proveniente de metabodlitos secundarios, presente na casca e polpa dos citricos.
Pertencente ao grupo das flavanonas glicosidicas, a hesperidina ¢ uma substancia sem sabor,
que esta presente, juntamente com a narirutina, apenas em sucos derivados de Citrus sinensis
(Pupin, 1997). Por estar em maior quantidade comparada aos outros flavonoides, a
hesperidina ¢ utilizada por muitos laboratdrios de controle de qualidade, como marcador de
perfis polifendlicos de sucos citricos. Dessa forma, quando detectada acima do limite
estabelecido, esse marcador indica o processamento de frutos muito macios, excessiva pressao
de extracdo, ou ainda adi¢ao de sucos de outras variedades, de substancias aditivas ou, de
sucos secundarios (pulp-wash, core wash, peel wash) provenientes da agua de lavagem da
polpa, do suco ou da casca (Silva, 2009). Porém, em niveis abaixo do minimo estabelecido, a
hesperidina indica sucos amargos e clarificados (European Fruit Juice Association, 2016).

Suco de frutos com lesdes de cancro citrico apresentaram maiores concentragdes de
prolina quando comparado ao suco de frutos sem lesdes. Porém, em ambas as variedades
estudadas o teor de prolina permaneceu dentro do intervalo de 450 a 2090 mg/L, estabelecido
pelo AIIN. O aumento de prolina pode ser explicado devido ao amadurecimento precoce dos
frutos, que ocorre por consequéncia das lesdes de cancro. A presenca de lesdes leva a um
estresse metabolico no fruto, o que desencadeia a sintese de etileno. Este regulador vegetal
estd envolvido na modulagcdo de vérios processos nos vegetais, dentre eles as respostas a
estresses bioticos, como os causados por patégenos e, amadurecimento de frutos (Bonato,
2015). Uma vez que frutos muito maduros ou muito verdes nao sao adequados para o
processamento, a analise de prolina ¢ realizada de forma a determinar o nivel de maturagdo do
fruto, indicando os niveis organolépticos ideais para comercializagdo do suco de laranja. De
forma semelhante, porém mais rapida, o indice de formoldeido também ¢ utilizado para
avaliar a maturagdo do fruto. A industria também utiliza este indice para determinar a adigdo
indesejada de sucos secundarios ao suco primario, uma vez que tal adicao eleva o indice de
formaldeido a valores acima de 26. O AIJN especifica um intervalo de 15 a 26 mL de NaOH
0,1N/100 mL de suco para este parametro. Uma extracdo com elevada pressdo sobre o fruto,
ou mesmo frutos moles devido a perda de dgua ou amadurecimento elevado, provocam o
aumento do indice de formoldeido do suco. Assim como observado para os valores de prolina,

a presenca de cancro citrico em frutos de laranja ‘Pera’, também provocou aumento no indice
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de formoldeido do suco. Além disso, foi observado um elevado valor para o indice, acima do
limite estabelecido, quando frutos de ‘Valéncia’ foram coletados do chio. Portanto, a colheita
de frutos caidos que apresentam maturacdo avangada ndo ¢ recomendada, pois podem
interferir negativamente na composi¢ao de aminoacidos do suco de laranja (Esteve & Frigola,

2007).

4.2.3. Quantificacio de mold

O presente estudo demonstrou de forma inédita a influéncia de lesdes de cancro citrico
sobre o aumento na quantidade de fragmentos de hifas de fungos no suco de laranja. Na
maioria dos talhdes analisados, o suco de frutos coletados do chdo com lesdes grandes de
cancro citrico apresentam as maiores quantidades de mold. Além disso, foi observado, em
algumas situagdes, que frutos com lesdes de cancro, mesmo quando coletados da planta,
resultaram em acréscimo na percentagem de mold no suco. De maneira semelhante, também
foi observado que frutos caidos sem sintomas podem levar a um aumento na proporcao de
mold, porém, em menor quantidade quando comparado ao suco de frutos com sintomas. Estes
resultados indicam que a presenca de lesdes de cancro no fruto ¢ um fator importante para o
aumento de mold no suco, e que este aumento pode ser favorecido pelo contato dos frutos
com o solo. Apesar de uma alta umidade ser favoravel ao desenvolvimento de fungos, nao foi
observada neste trabalho associagdo entre o aumento de mold ¢ a ocorréncia de chuvas antes
da amostragem de frutos ou durante o periodo em que os frutos permaneceram em contato
com o solo (Tabela 1).

Fungos saprofiticos, tais como os pertencentes aos géneros Fusarium, Alternaria,
Aspergillus, Penicillium, Cladosporium e Aureobasidium pullulans estdo presentes
naturalmente na serapilheira dos pomares (Pasin et al., 2011; Fisher et al., 2013; Gomes,
2006). Estes fungos colonizam o tecido vegetal necrosado e, muitas vezes também se nutrem
de substancias organicas liberadas por tecidos vegetais injuriados. Este processo pode acelerar
a decomposi¢ao do fruto até mesmo nas fases pds-colheita (Fisher et al., 2013) e aumentar a
quantidade de hifas presentes no suco. A contagem de mold nao s6 do suco de laranja, mas de
qualquer alimento industrializado ou in natura, deve atender as exigéncias estabelecidas pelos
orgaos fiscalizadores (United State Agriculture Department, 2013). Este procedimento ¢
realizado pela industria de sucos, geleias, molhos e afins, de forma a se manter um padrao de
qualidade nao s6 do produto final, mas da matéria-prima utilizada em todo o processo

(Stancari et al., 2018; Potts et al., 2001). Na cadeia citricola, todas as etapas de cultivo,
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colheita e processamento devem ser realizadas de forma a se preconizar a qualidade da fruta
que sera processada. Dessa forma, o cancro citrico passa a ser ndo s6 uma doenga que exige
cuidados em pré-colheita, mas também em pos-colheita durante o processamento da
producdo.

E importante ressaltar que tanto a amostragem quanto o preparo dos frutos para o
processamento foram realizados de forma a maximizar a probabilidade de deteccdo de
fragmentos de hifas no suco. No estudo, todos os frutos amostrados tinham pelo menos uma
lesdo grande de cancro citrico e ndo foram lavados antes do processamento. No entanto, em
lotes normalmente processados na industria todos os frutos sao lavados previamente e a
incidéncia de frutos sintomaticos provenientes de pomares que receberam manejo adequado
da doenca ¢ bem menor, muitas vezes inferior a 5% (Behlau et al., 2017). Destaca-se ainda
que em lotes com alta incidéncia de frutos com cancro citrico, a lavagem de frutos
sintomaticos pode ndo ser suficientemente para reduzir o mold no suco. Conforme
demonstrado, frutos colhidos do chdo, mesmo passando pelo processo de lavagem,
apresentaram percentagem de mold acima do limite de 10% estabelecido pelo FDA (Food and
Drug Administration) para sucos citricos (FDA, 2018). Assim, em trabalhos futuros, sugere-
se que seja investigada a incidéncia de mold em lotes de frutos com diferentes niveis de
incidéncia e severidade de cancro citrico.

Apesar deste estudo ter mostrado a influéncia do cancro citrico na quantidade de mold,
¢ importante mencionar que a adogao de boas praticas nos processos de producao, colheita,
transporte e processamento, como conduzir o manejo adequado da doenga nos pomares, evitar
o aproveitamento de frutos caidos e realizar a lavagem dos frutos colhidos antes da extragdo

do suco podem minimizar ou evitar o problema.
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5. CONCLUSOES

. O cancro citrico aumenta os niveis de prolina no suco de frutos sintomaticos.

o O cancro citrico ndo afeta de forma consistente o didmetro, peso e teor de 6leo dos
frutos de laranja, tampouco o rendimento, quantidade de solidos soluveis totais, acidez, ratio,

6leo, limonin, hesperidina, pectina e aminoacidos primarios do suco de laranja.

. O cancro citrico provoca o aumento de mold em suco de frutos sintomaticos,

principalmente quando coletados do chao.

J A lavagem de frutos antes do processamento reduz a incidéncia de mold no suco.

o Quanto maior o tempo de permanéncia de frutos caidos com cancro citrico no solo,

maior ¢ a incidéncia de mold no suco.
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