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RESUMO

Na industria de suco de laranja, é empregado tratamento térmico nos produtos a fim de
neutralizar a acdo de microrganismos patogénicos. Contudo, tal acdo pode ocasionar perdas
nutricionais. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a seguranca microbioldgica, a
qualidade fisico-quimica e o potencial antioxidante do suco integral de laranja ‘Lima’
processado pelo método térmico convencional e compara-lo com o processamento a plasma.
Para avaliacdo microbioldgica do suco, foi instalado um experimento em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) com 5 repeticbes, onde foram inoculados a bactéria
Escherichia coli e o fungo Candida albicans no suco estéril, sendo aplicados em seguida 0s
tratamentos: plasma, gerado numa voltagem de 14 kV e frequéncia de 400 Hz, aplicado em 5
mL de suco por 1 min; tratamento térmico aplicado em 50 mL de suco a temperatura de 87 °C
por 1 min (controle positivo); um suco contaminado com microrganismo que nio passou por
tratamento (controle negativo) e um suco autoclavado (controle absoluto). Apds este processo,
0 suco contaminado com a E. coli foi plagueado em meio de cultura 4gar VRB (Violet Red
Bile) e o suco contaminado com a C. albicans foi plaqueado em meio de cultura BDA (Batata
Dextrose Agar), ambos incubados a temperatura controlada de 36 °C por 24 h em Demanda
Bioldgica de Oxigénio (B.O.D), para contagem das unidades formadoras de coldnia. Para
avaliacdo das analises fisico-quimicas e compostos bioativos, foi instalado um segundo
experimento em delineamento inteiramente casualizado, com esquema fatorial 3 x 5
(tecnologias de tratamentos x dias de avaliacGes) com cinco repeti¢es. Neste experimento, o
suco néo foi autoclavado, nem inoculado com microrganismos, porém passou pelos mesmos
tratamentos (plasma e térmico), e um suco ndo tratado (controle absoluto). Os sucos foram
avaliados guanto as seguintes variaveis: cor, pH, acidez titulavel (AT), sélidos soltveis (SS),
relacdo SS/AT, acUcares totais e redutores, vitamina C, carotenoides, flavonoides amarelos,
polifendis e atividade antioxidante ao longo de 16 dias, com avaliagOes a cada 4 dias. Os
sucos foram armazenados por 16 dias em geladeira a temperatura de 2 = 1 °C e umidade
relativa de 53 £ 3%. As aplicacGes do plasma e do tratamento térmico reduziram a quantidade
da bactéria Escherichia coli no suco, com inativacdo de 16,72 e 100%, respectivamente. O
plasma ndo inativou Candida albicans em suco de laranja integral. O tratamento térmico
inativou 100% da C. albicans. O plasma e o tratamento térmico alteraram a cor, com aumento
nos valores de luminosidade e angulo Hue. A aplicagdo do plasma reduziu os teores de

vitamina C, carotenoides e polifenois; os flavonoides amarelos aumentaram. O suco que



passou pelo tratamento térmico, logo apds o processo, reduziu o teor de carotenoides.

Contudo, o tratamento térmico e o plasma nao prejudicaram a atividade antioxidante.

Palavras-chave: C. albicans; compostos bioativos; cor; E. coli; tratamento ndo-térmico.



ABSTRACT

In the orange juice industry, heat treatment is used to neutralize the action of pathogenic
microorganisms. However, such action can cause nutritional losses in the juice. In this way,
the objective of this work was to evaluate the microbiological safety, the physico-chemical
quality and the antioxidant potential of whole juice of 'Lima' orange processed by
conventional thermal method and to compare it with the plasma processing. For
microbiological evaluation, a completely randomized experiment, with 5 replicates, was
conducted. Escherichia coli and Candida albicans were inoculated in the sterile juice, then,
the following treatments were applied: atmospheric plasma (14 kV voltage, 400 Hz
frequency) in 5 mL juice for 1 min; and heat treatment (87 °C) in 50 mL juice for 1 min; a
sample of juice contaminated with microorganism not treated (negative control) and
autoclaved juice sample (absolute control). After this process, the infected juice sample with
E. coli was plated in culture medium agar VRB (Violet Red Bile) and the juice infected with
C. albicans was plated in culture medium BDA (Potatoe dextrose agar), both inoculated under
36° C during 24 h in Biological Demand Oxygen (B.O.D.), for counting of colony forming
units. Moreover, to evaluate the physical-chemical and bioactive compounds, a second
experiment was conducted in a completely randomized design, in a 3 x 5 factorial scheme
(technologies of treatment x days of evaluations), with five replicates. In this experiment,
juice samples were neither autoclaved nor inoculated with microorganisms, but, similarly,
they were submitted to plasma and heat treatments, and a not treated sample juice was used as
control. The juice samples were assessed with respect to: color, pH, titratable acidity (AT),
soluble solids (SS), SS / AT ratio, total and reducing sugars, vitamin C, carotenoids, yellow
flavonoids, polyphenols and antioxidant activity throughout 16 days, with evaluations each
four days. Then, the juice samples were stored during 16 days under 2 + 1 °C and 53 + 3% R.
H. The application of plasma and heat treatment reduced the amount of the bacterium E. coli
in juice, inactivation of 16.72 and 100%, respectively. The plasma did not inactivate C.
albicans in whole orange juice. The thermal treatment inactivated 100% C. albicans. The
plasma and heat treatment changed the color, with an increase in the values of brightness and
hue angle. The application of plasma reduced levels of vitamin C, carotenoids and
polyphenols; yellow flavonoids have increased. The juice that passed through heat treatment,
soon after the process, reduced the content of carotenoids. However, the heat treatment and

the plasma did not have undermine the antioxidant activity.



Keywords: Bioactive compounds; Candida albicans; color; Escherichia coli; no-heat

treatment.
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1 INTRODUCAO

A laranja é a fruta mais produzida no Brasil. Em 2017, foram produzidas 17,5 bilhdes
t, 0 que rendeu aumento de 2%, em relacdo ao ano anterior, nos valores de producdo na
fruticultura, sendo o estado de S&o Paulo o principal produtor (IBGE, 2017). O Brasil
apresenta grande influéncia no mercado mundial da laranja e do seu suco, pois 34% da laranja
e 76% do suco de laranja que sdo comercializados no mundo séo originados do Brasil
(NEVES; TROMBIN, 2017).

O suco de laranja € um produto de grande aceitacdo no mundo, principalmente devido
aos beneficios a saude (CITRUSBR, 2017; OLIVEIRA et al., 2006). Além disso, este produto
é uma importante fonte de vitamina C, polifendis, carotenoides, flavonoides, acucares, dentre
outros compostos (COUTO; CANNIATTI-BRAZACA, 2010; ALMEIDA et al.,, 2015;
ALEGRE, 2015).

A producdo de suco no Brasil é regida pela Lei n° 8.918, de julho de 1994, do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), Decreto n° 6.871, de 4 de
junho de 2009, tratando da padronizacao dos diferentes tipos de suco.

Os sucos precisam ser confeccionados de modo a manterem suas caracteristicas fisico-
quimicas e compostos bioativos e, consequentemente, qualidades nutricionais do produto para
o consumidor. Além das caracteristicas nutricionais, é necessario verificar a seguranga
microbioldgica do produto, sendo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) o
orgao responsavel pela fiscalizacéo.

Os sucos, assim como os demais alimentos, sdo substratos onde se desenvolvem
diversos microrganismos, principalmente fungos e bactérias. Alguns microrganismos
encontrados em sucos de laranja sdo Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Rhodotorula
glutinis, Geotrichum candidum, e diversas espécies de Candida (C. albicans, C.
guilliermondii, C. krusei, C. pelliculosa e C. tropicalis) (OLIVEIRA et al., 2006; SOARES et
al.,, 2011; YAMADA et al., 2014). Estes microrganismos, principalmente E. coli e C.
albicans, podem causar sérias doencas nos seres humanos, o que torna indispensavel a
indUstria de sucos realizar tratamentos eficientes na inativacao destes seres vivos.

Para garantir a qualidade dos alimentos, a industria geralmente realiza processos como
pasteurizacdo e esterilizacdo (POLYDERA et al., 2003). A pasteurizacao € 0 processo térmico
mais utilizado para o tratamento de suco na indudstria. Geralmente, a pasteurizagdo de sucos
utiliza uma temperatura entre 60 e 100 °C durante poucos segundos de tratamento

(EVANGELISTA, 2008). Apesar de esse processo ser o mais usual e apresentar eficacia na
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inativacdo de microrganismos patogénicos e enzimas indesejaveis, sdo comprovadas as perdas
de alguns nutrientes e mudancas na qualidade dos sucos (SUCUPIRA et al., 2012). Badolato
(2000), quando avaliou suco de laranja pasteurizado em temperaturas de 82,5 85,0 e 87,0 °C
com tempos de retencdo variando de 11 a 59 s, observou valores de contagem de
microrganismos do grupo de bolores e leveduras abaixo do valor méximo estabelecido pela
legislacdo da época, diferentemente do suco ndo pasteurizado, onde a quantidade de
microrganismos foi superior ao maximo permitido. Os teores de solidos soluveis e de polpa
diminuiram quando o suco de laranja foi pasteurizado. Dutra et al. (2012) também avaliaram a
influéncia de diferentes temperaturas (88 a 100 °C) e tempos (16 a 44 s) na pasteurizacdo de
sucos de tangerina, observando que o teor de &cido ascorbico foi reduzido somente quando o
suco foi tratado a 100 °C, comparado ao suco in natura, diferentemente dos carotenoides
totais e da capacidade antioxidante, que reduziram em temperaturas menores, 88 e 90 °C,
respectivamente.

Diante disso, pesquisadores vém buscando novas alternativas para tratar os produtos
processados de modo a manter a qualidade e a seguranca alimentar do produto. Entre as
tecnologias que vém demostrando bons resultados nas pesquisas, destacam-se as que usam
alta pressdo hidrostatica, campo elétrico e plasma (WAN et al., 2009). O processamento por
alta pressao hidrostatica consiste na aplicacdo de altas pressdes (100-1000 Mpa) transmitidas
pela 4gua durante um pequeno tempo, que pode ser de até 20 minutos (AGANOVIC et al.,
2015). Por sua vez, o processamento por campo elétrico utiliza pulsos de alta densidade em
temperaturas baixas ou moderadas (<60 °C). Esse método é utilizado principalmente em
alimentos liquidos e tem demostrado conservacao do sabor fresco, cor e compostos sensiveis
ao calor (WAN et al., 2009). O plasma é outra tecnologia que vem sendo estudada no
processamento de alimentos. O plasma é formado por descargas elétricas produzidas pela
aplicacdo de campos elétricos e/ou magnéticos numa atmosfera gasosa ou liquida. Ele é
composto de elétrons, ions, particulas neutras energéticas e ndo-energéticas. Para isso, €
utilizado um plasma em que a energia dos elétrons é muito superior a energia das demais
espécies. Uma vez que o carater desse plasma é mais quimico e obtido na pressao atmosférica,
ele é denominado de plasma frio atmosférico (WAN et al., 2009).

Pesquisas com aplicacdo do plasma tém mostrado bons resultados tanto na inativacao
de microrganismos quanto na manutencdo das caracteristicas fisico-quimicas de diversos
produtos alimenticios, porém ainda sdo necessarios muitos estudos para aperfeigoamento do
uso da tecnologia do plasma em alimentos (LAROUSSI; LEIPOLD, 2004; YU et al., 2005;
SHIl et al., 2011; MELO, 2015; ALMEIDA et al., 2016; AMINI; GHORANNEVISS, 2016).
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Assim, este trabalho objetivou avaliar a seguranca microbioldgica, a qualidade fisico-
quimica e o potencial antioxidante do suco integral de laranja ‘Lima’ processado pelo método
térmico convencional, utilizado na inddstria, e compara-lo com o processamento a plasma em
condicdes bem-sucedidas em nossa instituicdo, quando aplicadas para inativacao de esporos

de fungos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Suco de Laranja

A laranja é a fruta mais produzida no Brasil. De acordo com os dados da Produgéo
Agropecuéaria Municipal realizada pelo IBGE, em 2017 a producdo de laranja chegou aos 17,5
bilhGes t. O Brasil ndo é apenas um grande produtor de laranja, como também um grande
exportador de suco de laranja. Em 2016, a exportacdo brasileira deste suco congelado nédo
fermentado, incluindo o suco de laranja concentrado, o néctar de fruta e outros sucos, atingiu
2,3 milhdes de toneladas, com uma receita bruta de US$ 1,9 milh&o, tendo como maiores
importadores paises como os Estados Unidos, Bélgica e Holanda (CONAB, 2017).

O suco é um produto de grande aceitacdo em todo o mundo, consumido
preferencialmente durante os lanches no Japédo e na Russia, em refei¢Bes principais no Brasil,
e como bebida esportiva na China. E consumido em casa, na escola, no trabalho, nos pontos
de venda de alimentos e nos mais diversos ambientes (CITRUSBR, 2017).

O Brasil apresenta o maior percentual de pessoas que consomem suco diariamente,
51%, seguido dos Estados Unidos (45%), Reino Unido (42%) e Japédo (29%). Dentre 0s sucos,
o de laranja é o preferido pelos consumidores: em 2015, foram vendidos 6,9 bilhdes de litros,
0 que corresponde a 46% do mercado de suco integral (CITRUSBR, 2017).

O suco de laranja proporciona aos consumidores alguns beneficios, por isso é bastante
consumido, alguns estudos com testes in vitro e in vivo tém demonstrado eficiéncia na

imunizacdo contra alergias, doencas cardiovasculares e cancer (OLIVEIRA et al., 2006).

2.1.1 Qualidade fisico-quimica e compostos bioativos

As caracteristicas de qualidade mais avaliadas em sucos de laranja sdo: cor, pH,
solidos solaveis, acidez titulavel, relacdo sélidos soluveis/acidez titulavel, aglcares e
compostos antioxidantes como vitamina C, polifendis, carotenoides e flavonoides (COUTO;
CANNIATTI-BRAZACA, 2010; SHI et al., 2011; ALMEIDA et al., 2015; TRIVELATO et
al., 2016; ALMEIDA et al., 2017).

A cor ¢ um atributo de qualidade bastante estudado para avaliar a aparéncia de sucos,
pois muitas vezes o0s tratamentos empregados nos mesmos podem altera-la (ALMEIDA et al.,
2015; MELO, 2015; KOVACEVIC et al., 2016; XIANG et al., 2018). Uma das formas de

avaliar a cor é uso do colorimetro, equipamento que libera um flash sobre a amostra estudada,
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permitindo avaliar luminosidade, croma e angulo Hue, ou seja, permite avaliar se o produto
estd mais claro ou escuro, se apresenta maior ou menor saturacdo, bem como a cor ao olho
humano; respectivamente (MINOLTA, 2007). A cor do suco de laranja depende da variedade
da fruta e geralmente varia de laranja a amarelo (ALMEIDA et al., 2015).

O potencial hidrogenidnico (pH), outra varidvel sempre avaliada, indica o inverso da
concentracdo de ions de hidrogénio em um produto. Os &cidos organicos e os acidos fracos
presentes na célula contribuem na medida do pH. Quando associados com 0s sais de potassio
presentes nas células, estes acidos realizam efeito tampdo, importante na atividade enzimatica
e na estabilidade do pH. Os sucos, quando produzidos, apresentam células das frutas de
origem e continuam desenvolvendo a capacidade tampdo, permitindo, portanto, grande
variacdo na acidez porém pouca variacdo no pH (CHITARRA; CHITARRA, 2005). O suco
de laranja ‘Lima’ apresenta pH mais alto do que sucos de outras variedades, conferindo-lhe
baixa acidez (COUTO; CANNIATTI-BRAZACA, 2010).

Quanto aos soélidos soltuveis em alimentos, estes compreendem todos os solidos
dissolvidos no meio aquoso, tendo o aglicar como um dos principais constituintes. Os sélidos
sollveis variam conforme a espécie, a cultivar, o estagio de maturacdo e o clima do local de
producdo dos frutos (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Por sua vez, a relagdo entre os sélidos
soluveis e a acidez titulavel, também chamada de ratio, determina o balanco do sabor doce ou
acido. O suco de laranja ‘Lima’, diferentemente dos sucos de laranja de outras variedades,
apresenta ratio mais elevado, o que esta diretamente relacionado a sua baixa acidez, pois a
quantidade de sélidos sollveis é bem proxima aos de outras variedades de laranja, como a
‘Pera’, ‘Natal’, ‘Valéncia’ e ‘Bahia’ (COUTO; CANNIATTI-BRAZACA, 2010).

Os acucares totais, redutores e ndo-redutores sao parametros de qualidade utilizados
com frequéncia para avaliar produtos horticolas. Eles sdo constituidos por sacarose (néao-
redutor), glicose e frutose (redutores), podendo ser quantificados por métodos indiretos, como
o refratométrico, que expressa a quantidade de sélidos soluveis, ou por métodos diretos,
representados por espectrofotometria, cromatografia e polarimetria (CHITARRA;
CHITARRA, 2005). Diversos trabalhos apresentam avaliacdo dos aglcares em sucos de
laranja, em virtude da sua importancia para o consumidor, e esse atributo pode diminuir ou
aumentar de acordo com o tratamento aplicado no suco (KLIMCZAK et al., 2007; ALMEIDA
etal., 2015; TRIVELATO et al., 2016).

Com relagdo aos compostos bioativos, a vitamina C é um dos principais para o
organismo humano, atuando como antioxidante, ativador do sistema imunoldgico e

preventivo de inflamag6es. Os alimentos de origem vegetal sdo fontes de vitamina C, que
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deve ser consumida diariamente, j& que ndo é sintetizada pelo corpo humano. As frutas
citricas s&o as principais fontes de vitamina C, pois apresentam alto consumo na comparagao
com as demais frutas (CHITARRA; CHITARRA, 2005). O suco de laranja ‘Lima’ apresenta
em média 41,30 mg/100 g de vitamina C, quantidade inferior a sucos de outras variedades de
laranja, como da Terra 44,3 mg/100 g; Pera 73,3 mg/100 g; e Baia 94, 5 mg/100 g (TACO,
2011).

Quanto a estabilidade, ha diminuicdo durante o armazenamento em muitos produtos.
Um dos motivos é a acdo de enzimas como acido ascorbico oxidase ou enzimas oxidantes. A
vitamina C pode ser encontrada em vegetais como acido ascorbico ou &cido deidroascorbico,
podendo se transformar em é&cido 2,3-dicetogulénico, sem exercer funcdo bioldgica como
vitamina (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Os carotenoides também sdo compostos bioativos dos frutos encontrados nos sucos de
laranja. S&o biossintetizados na rota dos metabdlicos secundérios, derivando do &cido
mevalbnico. A rota de sintese dos carotenoides pode ser afetada por diversos fatores, tais
como disponibilidade de nutrientes, tipo de solo, falta de 4gua, temperatura, luz solar, época
de cultivo, periodo de colheita e maturacdo dos frutos (DUTRA et al., 2012). A degradacéo
dos carotenoides pode acontecer por isomerizacdo e/ou oxidacdo; alguns fatores responsaveis
sdo: luz, calor, acdo enzimética e oxidacdo promovida por peroxido proveniente da oxidagdo
lipidica (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). Os carotenoides desempenham importante papel
nos parametros de qualidade de frutas e vegetais, pois sdo pigmentos de alta frequéncia nesses
organismos. Além disso, os carotenoides propiciam grandes beneficios a salde, apresentando
alta capacidade antioxidante, agentes anticancerigenos e pré vitamina A (PALIYATH et al.,
2008).

A maior parte da cor amarela dos alimentos é atribuida aos carotenoides, porém, em
alguns alimentos, o amarelo se deve a presenca de flavonoides, com exclusdo das
antocianinas. Os flavonoides amarelos conferem cor branca e amarela aos alimentos
(DAMODARAN et al., 2010). Além da influéncia na cor dos alimentos, os flavonoides,
juntamente com a vitamina C, s&o os principais antioxidantes dos citros (KLIMCZAK et al.,
2007). Os flavonoides pertencem a classe dos compostos fendlicos, estes sdo caracterizados
pela presenca de um anel aromatico (C6) e um ou mais grupos hidroxila. Nas plantas, 0s
polifendis sdo responsaveis pela adaptacdo a mudancga do meio bidtico e abidtico; pela defesa
ao ataque de herbivoros e patégenos, bem como pela interacdo com moléculas-sinal para
interagir com o ambiente (PALIYATH et al., 2008). Em frutos, os polifendis contribuem para
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expressdo do flavor, coloracdo, vida de prateleira e atividade antioxidante (CHITARRA,
CHITARRA, 2005).

Conforme mencionado, o suco de laranja apresenta alguns compostos bioativos
responsaveis por desenvolver atividade antioxidante, com a funcdo de retardar ou evitar a
oxidacdo de alguns compostos, seja no préprio vegetal ou no organismo humano. O
organismo humano sintetiza alguns compostos antioxidantes, porém ainda se faz necesséaria a
ingestdo adicional por meio dos alimentos. Com base na importancia dos compostos
antioxidantes, sua atividade tem sido frequentemente estudada (KLIMCZAK et al., 2007;
COUTO; CANNIATTI-BRAZACA, 2010; ALMEIDA et al., 2015).

2.1.2 Legislacdo para producdo de sucos

De acordo com a Lei n° 8.918, de julho de 1994, do Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento, e Decreto n° 6.871, de 4 de junho de 2009, que dispde sobre a
padronizacdo de bebidas, 0 suco € uma bebida ndo fermentada, ndo concentrada e ndo diluida,
obtida da parte comestivel da fruta por meio de processo tecnoldgico adequado. De acordo
com a mesma lei, existem algumas classificacdes e ressalvas para sucos, devendo ser
informados ao consumidor por meio do rétulo do produto o tipo de suco e suas respectivas

caracteristicas:

e O suco ndo pode conter substancias estranhas no produto de origem;

e Nao é permitida adi¢do de aromas e corantes artificiais;

e Podera conter agucar, conforme regulamento para cada tipo de suco;

e Podera ser adicionado de dioxido de carbono;

e Podera ser desidratado ou concentrado;

e O suco integral € aquele sem adicao de agucar e na sua concentragédo natural;

e O suco misto compreende a mistura das partes comestiveis de frutas e ou
vegetais na composicao do suco;

e Suco reconstituido € aquele concentrado ou desidratado diluido até a
concentracéo do suco integral,

e Suco tropical é aquele obtido por meio da dissolucao da fruta polposa de origem
tropical em agua potavel ou em suco clarificado de fruta tropical por meio de

processo tecnologico adequado;
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e Suco tropical misto é obtido semelhantemente ao suco anterior, porém pode ser

utilizada a mistura de varias polpas de frutas tropicais.

Além de todos os cuidados que devem ser tomados quanto as caracteristicas fisicas e
fisico-quimicas no processamento do suco, alguns tratamentos ainda precisam ser aplicados
nos Sucos para que apresentem seguranca microbioldgica aos consumidores e maior vida de

prateleira, sendo os mais comuns a pasteurizacao e a esterilizacdo (POLYDERA et al., 2003).

2.2 Microrganismos patogénicos

Os alimentos sdo substratos onde se desenvolvem diversas espécies de
microrganismos. A contaminagdo microbiana do alimento pode acontecer na matéria prima
ainda no campo (frutos, hortalicas, cereais etc.) ou durante o processamento, devido as formas
precarias de higiene dos equipamentos ou ainda dos operarios. A contaminagdo
microbioldgica dos alimentos pode ser de natureza bacteriana, parasitaria ou fungica, e as
patologias decorrentes séo classificadas como infec¢des ou intoxica¢bes (MALFEITO et al.,
2000).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria na Resolu¢do-RDC N° 12, de 02 de
janeiro de 2001, estabelece para sucos pasteurizados e refrigerados padrdes de qualidade
apenas para 0s microrganismos Coliformes a 45 °C, com tolerancia em uma amostra
indicativa de 10 UFC/mL e Salmonela spp., ausente em 25 mL de amostra.

Na maioria dos estabelecimentos que vendem suco natural, ndo h& fiscalizacéo
intensa, 0 que resulta na venda destes produtos em desacordo com a legislacdo. Analisando
sucos de laranja in natura comercializados na cidade do Rio de Janeiro, Oliveira et al. (2006)
isolaram 55 cepas de coliformes termotolerantes, sendo uma identificada como Escherichia
coli e 54 como Klebsiella pneumoniae, além de verificarem que algumas amostras estavam
improéprias para consumo, devido as altas concentragdes de coliformes fecais. Yamada et al.
(2014) também avaliaram sucos de laranja in natura de alguns pontos de venda, verificando
que todas as amostras apresentavam contaminacdo com E. coli, além de estarem em
desacordo com a legislacdo devido a grande quantidade de microrganismo.

Além da fiscalizacdo da Anvisa (2001) sobre determinados microrganismos, como
mencionado anteriormente, é importante se preocupar com outros microrganismos que podem
ser encontrados em frutas, polpas e sucos, pois alguns deles podem causar sérios problemas
de saude (MALFEITO et al., 2000).
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Fazio (2006), avaliando a qualidade microbioldgica de 62 amostras de polpas de frutas
de pontos comerciais, isolou e identificou 136 leveduras, sendo uma destas do género
Candida. Da mesma forma, Soares et al. (2011), com o intuito de avaliar a qualidade
microbioldgica de sucos de laranja in natura comercializados em alguns estabelecimentos,
observaram que todas as amostras apresentaram leveduras, 82% do género Candida (C.
albicans, C. guilliermondii, C. krusei, C. pelliculosa e C. tropicalis), 9% do género
Rhodotorula (R. glutinis) e 9% pelo género Geotrichum (G. candidum). Segundo estes
autores, as espécies C. albicans e C. krusei foram as mais encontradas e estes microrganismos
sdo importantes agentes de infeccdes, principalmente em individuos imunodeficientes,
também consumidores de suco de laranja. Diante da frequéncia de microrganismos
encontrados em sucos, torna necessaria a aquisicdo de tecnologias de tratamento eficientes, a
fim de produzir um alimento seguro para o consumidor. Dentre 0s microrganismos
contaminantes de sucos, a bactéria Escherichia coli e o fungo Candida albicans merecem
destaque, pois sdo importantes causadores de doencas nos seres humanos.

2.2.1 Escherichia coli (T. Escherich, 1885)

Escherichia coli é uma bactéria que habita no trato intestinal dos animais de sangue
quente. Pertence ao grupo dos coliformes termotolerantes (resisténcia a 45 °C), grupo de
microrganismos fiscalizados pela legislacdo de alimentos. E. coli, assim como outras bactérias
termotolerantes, apresenta a forma de bastonete, com tamanho de aproximadamente 1 pm, é
do tipo Gram negativa, ndo forma esporos, é anaerobio facultativo, fermenta lactose e produz
gas quando incubada por um periodo de 24 a 48 horas em temperatura de 32 a 37 °C
(SIQUEIRA, 1995; LEVINSON, 2016).

Normalmente, a E. coli é inofensiva, porém algumas linhagens sdo patogénicas. Essas
bactérias podem se ligar as células epiteliais do intestino e liberar toxinas, causando distdrbios
no sistema gastrico, denominado gastroenterite por E. coli (TORTORA et al., 2012). As cepas
E. coli produtoras de toxina de Shiga sdo as patogénicas mais estudadas, pois séo
responsaveis por causar desde uma simples diarreia a uma diarreia sanguinolenta, podendo se
tornar uma sindrome hemolitica urémica e parpura trombdtica trombocitopénica, evoluindo
ainda a danos crénicos, como faléncia renal (LUCATELLI, 2009) .

A contaminagdo desta bactéria nos alimentos é considerada de grande interesse na
salde publica, e os sucos de frutas constituem um dos principais meios de contaminagdo para

0 ser humano. E. coli pode vir a contaminar 0s sucos por meio da parte externa dos frutos, ma
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higiene dos equipamentos e, principalmente, da &gua utilizada no preparo (ADAM et al.,
2015). Pequenos niveis de contaminacdo desta bactéria podem ocasionar infec¢do alimentar
(BRITO; ROSSI, 2005), motivo pelo qual a Anvisa (2001) estabelece limite maximo de 10

UFC/mL em uma amostra de suco pasteurizado.

2.2.2 Candida albicans (Berkhout, 1923)

Candida albicans € um microrganismo unicelular classificado como levedura (fungo
ndo filamentoso), apresenta estrutura oval e tamanho médio de 5 um, maiores que as bactérias
(TORTORA et al.,, 2012; LEVINSON, 2016). Algumas leveduras sdo benéficas, sendo
utilizadas na industria alimenticia, outras podem deteriorar alimentos e provocar doengas em
vegetais e animais (SIQUEIRA, 1995).

Altos indices de fungos filamentosos e de leveduras em alimentos podem indicar
condicGes de méa higiene na cadeia de industrializacdo, seja causada por limpeza inadequada
dos equipamentos, falha no processamento e/ou na estocagem ou matéria-prima altamente
contaminada (SIQUEIRA, 1995).

A levedura C. albicans é um importante patégeno humano, podendo contaminar 0s
produtos alimenticios por varias vias, entre elas as maos, a boca, 0s cabelos e 0 nariz. Os
manipuladores de alimentos precisam fazer uso das boas préaticas de fabricacéo para garantir a
qualidade e a seguranca microbioldgica dos produtos (SOARES et al., 2011).

E um patdgeno presente em varias partes do corpo humano, incluindo a cavidade oral,
partes do trato respiratorio e gastrointestinal, além do sistema genital. Em algumas condicdes,
principalmente em pessoas com baixa imunidade, este fungo pode causar sérias doengas e a
cura dificilmente é alcancada, pois esse microrganismo possui alta e recorrente taxa de
infestacdo (XIONG et al., 2010).

Apesar destes problemas, a quantificacdo da Candida em alimentos néo € exigida pela
legislacdo, diferentemente da bactéria E. coli, a qual pertence ao grupo dos coliformes e sua
andlise ¢ obrigatoria de acordo com a Resolugdo N° 12, que trata da seguranca microbioldgica
de alimentos diversos (ANVISA, 2001).

2.3 Inativacao dos microrganismos

Para assegurar a qualidade microbioldgica dos alimentos, 0s processos térmicos sdo 0s

mais tradicionais (WAN et al., 2009), porém, apesar de causar beneficios ao consumidor por
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destruir patégenos e inativar enzimas indesejaveis nos produtos, também causa perdas de
alguns nutrientes, como vitaminas, principalmente da vitamina C e tiamina (SUCUPIRA et
al., 2012).

Diante disso, novas tecnologias estdo sendo estudadas com intuito de melhorar a
seguranga microbiolégica e a qualidade dos alimentos, sem alterar as caracteristicas
nutricionais, funcionais e sensoriais. Estas tecnologias sdo dependentes de processos fisicos,
tais como alta pressdo hidrostatica, campo elétrico pulsado e plasma frio, que inativam
microrganismos a temperaturas ambiente ou moderadamente elevadas em curto tempo (WAN
et al., 2009).

2.3.1 Tecnologia do Plasma

O plasma é constituido por gas parcialmente ionizado cuja carga no volume total é
zero. Alguns autores afirmam que ele pode ser considerado o quarto estado da matéria porque
possui propriedades que ndo sdo de gases nem de liquidos. Quando o plasma é utilizado em
baixa temperatura, ou seja, a energia dos elétrons é muito maior que a energia média das
demais espécies, sua aplicacdo se faz principalmente em materiais bioldgicos e outros termos
sensiveis ou de alta pressdo de vapor. Plasma térmico € utilizado principalmente em processos
industriais, incluindo microeletrénicos e industria automotiva. Atualmente, a aplicacdo de
plasmas tem ocorrido a baixas temperaturas e pressdes atmosféricas principalmente para
produtos sensiveis ao calor (WAN et al., 2009).

Para se converter um gas neutro em plasma, é necessaria a aplicacdo de energia, seja
na forma de campos térmicos, elétricos ou magnéticos, bem como frequéncias de radio ou
micro-ondas, que aumenta a energia cinética dos elétrons livres presentes no gas. A colisao
desses elétrons com atomos/moléculas e demais espécies resulta na formagéo de produtos de
plasma, como elétrons, ions, radicais e radiagdes variaveis (WAN et al., 2009).

Alguns ions sdo formados no plasma pela mistura do nitrogénio, oxigénio e didxido de
carbono, entre eles O, 0% N*, N?*, N O*, 0%, NO*, CO?, radicais livres e espécies
intermediéarias altamente reativas (KOGELSCHATZ, 2007). Além destes ions, na presenca de
agua sdo formadas espécies reativas, como H.O*, H, OH, HO? além de ions de cluster
contendo H>O, com geracéo da radiacdo UV nos intervalos de 10 a 290 nm de comprimento
de onda (LAROUSSI, 2005).

O contato dessas diversas espécies reativas de oxigénio e nitrogénio com o0s

microrganismos resulta em morte ou lesdo deles. Estas espécies reativas reagem com
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macromoléculas microbianas, entre elas lipideos de membrana, proteina e &cido nucleico,
afetando a estrutura externa e/ou interna desses seres vivos (LAROUSSI; LEIPOLD, 2004;
YU etal., 2005; SHI et al., 2011).

Bons resultados tém sido obtidos por varios autores com a aplicacdo do plasma em
diversos alimentos. Shi et al. (2011) — utilizando prototipo que gera plasma frio por meio
DBD em ar atmosférico, a uma tensdo de 30 kV e frequéncia de 60 kHz; em estudos com suco
de laranja recém-espremido e inoculado com o0s microrganismos Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Candida albicans, ap0s 12, 8 e 25 segundos de tratamento, respectivamente
— verificaram redugdo de mais de cinco ciclos logaritmicos (logs) no nimero de contagem de
cada microrganismo, além da manutencédo da qualidade do suco.

Estudando a aplicacdo de plasma frio gerado em modelo DBD a 70 kV e 50 Hz em ar
atmosférico, com distancia entre eletrodos de 22 mm, Almeida et al. (2015) verificaram em
suco prebidtico de laranja que o processamento por plasma ndo degradou o fruto-
oligossacarideo utilizado e preservou a cor e atividade antioxidante do suco, resultados
relevantes para os sucos prebidticos.

Melo (2015), também trabalhando com suco tratado com jato de plasma frio gerado
por meio DBD a 9 kV e 10 kHz utilizando gas Hélio com 2 L/min de vazdo, verificou em
suco de uva ‘Isabel’ que a qualidade fisico-quimica e microbiolégica foi mantida, ndo
apresentando, no tratamento com 2 minutos de exposicdo ao plasma com distancia de 1 cm
entre a ponta do bocal do plasma e a amostra, nenhuma colénia da bactéria, segundo o método
empregado para E. coli, coliformes, mesofilos aerdbios, bolores e leveduras. Além disso,
houve aumento significativo na concentracdo de compostos fendlicos, antocianinas e
atividade antioxidante.

Estudos com aplicacdo de jato de plasma frio, gerado com poténcia de 15 kV e
frequéncia de 12 kHz utilizando gas argénio com 1 L/min de vazdo, em nozes frescas,
mostraram que 11 minutos de tratamento, com uma distancia de 1,5 cm da amostra para o
bico de injecdo do plasma, causaram a eliminacdo completa de Aspergillus flavos que haviam
sido inoculados. Apds 15 e 30 dias de armazenamento a 4 °C, os autores afirmaram que o
namero de A. flavos foi insignificante nas amostras tratadas. Quanto ao contetdo de fendlico
total e atividade antioxidante, ndo houve diferenca significativa, tanto para nozes secas quanto
frescas (AMINI; GHORANNEVISS, 2016).

As pesquisas citadas tém sido encorajadoras para os estudos com a aplicagéo do

plasma em suco de laranja ‘Lima’ realizados durante este trabalho.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Preparo da analise microbioldgica do suco de laranja

3.1.1 Obtengdo dos microrganismos e preparo do indculo

A bactéria Escherichia coli ATCC 25922 foi obtida do Laboratério de Bioprocessos
da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN). O indculo bacteriano foi preparado
em meio de cultura caldo soja tripticaseina com incubacgdo na incubadora da marca Marconi
modelo MA-420, sob agitacdo e temperatura controlada a 36 °C + 1 °C por 24 horas.
Posteriormente, foi realizada a contagem das unidades formadoras de colénia presentes no
indculo por meio do método padrdo de contagem em placas contendo meio bilis vermelho-
violeta (VRB) (TORTORA et al., 2012). A concentracdo do indculo foi de 1,71 x 10%°
UFC/mL (Figura 1).

Figura 1 — Escherichia coli ATCC 25922 crescidas em meio de cultura 4gar VRB.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A levedura C. albicans SC 5314 foi obtida do Laboratério Integrado de Biomoléculas
da Universidade Federal do Ceara. O indculo foi preparado em meio de cultura caldo de
batata dextrose e incubado na incubadora da marca Marconi modelo MA-420, sob agitacao e
temperatura controlada a 36 °C + 1 °C por 24 horas. Passado o periodo de incubacdo, foi

realizada a contagem das unidades formadoras de colénia presentes no in6culo por meio do
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método padrdo de contagem em meio agar batata dextrose (BDA) (TORTORA et al., 2012).
A concentracéo do indculo foi de 3,05 x 108 UFC/mL (Figura 2).

Figura 2 - Candida albicans SC 5314 crescidas em meio de cultura BDA (A) e observadas

entre 1dmina e laminula por meio de microscopio Optico na lente objetiva de 40 vezes.

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.1.2 Preparacéo do suco integral de laranja

As laranjas da variedade Lima foram adquiridas em supermercado na cidade de
Mossord. Foram lavadas com &gua e detergente, cortadas, espremidas e o suco foi passado em
peneira para eliminar granulos grandes (Figura 3). O suco foi autoclavado a 121 °C por 15
minutos. Apos o resfriamento do suco, foram realizados a inoculacdo e ajuste das
concentragfes de microrganismos nos sucos utilizando os indculos preparados anteriormente
(item 3.1.1), seguindo a metodologia de Montenegro et al. (2002). As concentracGes dos
sucos foram ajustadas para 5,86 x 10° UFC/mL e 1,74 x 10* UFC/mL com E. coli e C.

albicans, respectivamente, realizou-se posteriormente a aplicacao dos tratamentos.
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Figura 3 — Limpeza dos frutos (A) e processamento para obtencdo do suco integral (B).

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.1.3 Geracdo do plasma atmosférico

Foi utilizado um prot6tipo experimental, conforme ilustrado na figura 4, desenvolvido
por uma equipe de pesquisadores do Laboratério de Processamento de Materiais por Plasma
(LABPLASMA) do Centro Integrado de Inovacdo Tecnologica do Semiarido (CITED) da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA). O aparato gera plasma por meio de
Descarga por Barreira Dielétrica (DBD), numa tensdo de 14 kV e frequéncia de 400 Hz

utilizando o ar atmosférico.

Figura 4 — llustragdo do prototipo experimental com modelo de aplicacdo de plasma DBD,
tensdo de 14 kV e frequéncia de 400 Hz.
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Fonte: Adaptado de Costa (2018).
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3.1.4 Aplicagéo dos tratamentos

Apls o ajuste das concentracBes de microrganismo no suco, foram aplicados os
tratamentos, selecionados por meio de pré-testes. O tratamento com o plasma foi realizado em
camara de fluxo laminar estéril adicionando 5 mL de suco em uma placa de Petri (9 cm de
didmetro e 1 cm de altura), aberta e estéril. A descarga de plasma foi colocada sobre a placa
de Petri contendo o suco por 1 minuto (Figura 5A). Para o tratamento térmico, foram
depositados 50 mL de suco, em frascos de vidro @mbar estéreis, mantidos em banho-maria
(Figura 5B) a temperatura de 87 °C por 1 minuto. O tratamento térmico foi adotado como
controle positivo devido a sua utilizagdo na industria de suco. O experimento contou ainda
com um controle absoluto, representado pelo suco autoclavado, e um controle negativo,
representado pelo suco apenas adicionado de microrganismo, sem aplicacdo de tratamento
(Tabela 1).

Tabela 1 — Tratamentos empregados no suco de laranja ‘Lima’ para analises microbioldgicas.
UFERSA. Mossoré-RN, 20109.

Quantidade de
tratamentos

1

Tratamentos

Suco adicionado de microrganismo
(controle negativo)
2 Suco tratado com plasma (5 mL/1min)
3 Suco tratado termicamente - Controle
positivo (87 °C/1 min)
4 Suco autoclavado (controle absoluto)
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Figura 5 — Aplicacdo de plasma DBD utilizando ar atmosferico, 14 kV e 400 Hz (A) e

tratamento térmico a 87 °C/1 min (B), ambos em suco de laranja ‘Lima’.

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.1.5 Analises microbiologicas

O suco inoculado com E. coli, apds passar pelos tratamentos, foi plaqueado em meio
de cultura VRB. O suco inoculado com C. albicans, ap6s os tratamentos, foi plaqueado em
meio de cultura BDA. Ambos os microrganismos foram incubados a temperatura de 36 + 1
°C, em B.O.D. por 24 horas. Posteriormente, foi realizada a contagem das unidades
formadoras de coldnias (SIQUEIRA, 1995).

3.1.6 Anélises estatisticas

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com
cinco repeticdes. Os tratamentos foram aplicacdo de plasma e 0s controles: positivo
(tratamento térmico), negativo (apenas o suco inoculado) e absoluto (suco autoclavado). Os
dados foram avaliados no programa estatistico R versdo 3.5.1 (R CORE TEAM, 2018) pelo
teste de Kruskal-Wallis; para comparacdo das médias, utilizou-se o teste de Dunn ao nivel de
5% de probabilidade.

3.2 Preparacdo do suco integral de laranja para as andlises fisico-quimicas e compostos

bioativos
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As laranjas da variedade Lima foram adquiridas em supermercado na cidade de
Mossord, lavadas com agua e detergente neutro e desinfetadas com agua clorada a 100 ppm
por 10 minutos. Em seguida, as frutas foram cortadas, processadas em processador doméstico

para citros e o suco foi passado em peneira para eliminar granulos grandes (Figura 3).

3.2.1 Aplicagéo dos tratamentos

Apds o preparo do suco, foram aplicados os tratamentos como descrito no item 3.1.4.
A etapa de esterilizacdo do suco ndo foi realizada para as avaliagbes nutricionais. Os
tratamentos foram aplicagdo de plasma, tratamento térmico (controle positivo) e controle
absoluto (suco apenas extraido das frutas) (Tabela 2). O suco foi armazenado em frascos
fechados de cor ambar, cada frasco continha 25 mL de suco, sendo a capacidade do frasco 30
ml (Figura 6). Estes foram mantidos em geladeira & temperatura de 2 £ 1 °C e umidade
relativa de 53 + 3% por 16 dias, sendo analisados no dia do processamento e a cada quatro

dias.

Tabela 2 — Tratamentos empregados no suco de laranja ‘Lima’ para analises fisico-quimicas e
compostos bioativos. UFERSA. Mossoré-RN, 2019.
Quantidade de

Tratamentos
tratamentos
1 Suco in natura (controle absoluto)
2 Suco tratado com plasma (5 mL/1 min)
3 Suco tratado termicamente - controle

positivo (87 °C/1 min)

Figura 6 — Frasco utilizado no armazenamento do suco de laranja ‘Lima’.
]

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2.2 Analises fisico-quimicas
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3.2.2.1 Cor

A cor foi analisada adicionando 15 mL do suco em placa de Petri aberta sobre um
papel branco por meio de um colorimetro da marca Konica Minolta (CHROMA METER CR-
410). Foram realizadas leituras nas medidas de L (luminosidade - brilho, claridade ou
refletancia), C (croma — saturacdo ou intensidade da cor) e H (dngulo Hue - tonalidade)
(MINOLTA, 2007).

3.2.2.2 pH

O pH foi medido diretamente na amostra, utilizando medidor de pH de bancada da
marca mPA — 210 (AOAC, 2002).

3.2.2.3 Solidos soluveis

Os solidos soluveis foram medidos depositando trés gotas de suco na lente do
refratbmetro digital da marca Refractive index (13330 — 14098) (AOAC, 2002).

3.2.2.4 Acidez titulavel

Para a determinacdo da acidez titulavel, foram pesados 0,5 g de suco em erlenmeyer
de 125 mL, adicionando-se 50 mL de agua destilada e trés gotas de fenolftaleina 1% como
indicador, seguido de titulacdo por titulometria com NaOH 0,1 N até a viragem para cor rosea
claro, com permanéncia da cor por 15 segundos (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).

3.2.2.5 Relagéo solidos soltveis/acidez titulavel (SS/AT)

Esta relagdo foi feita dividindo os valores de solidos soltveis pelos valores de acidez

titulavel.

3.2.2.6 Acucares totais

Para determinacéo de agucares totais, foi feito um extrato, pesando-se 0,5 g de amostra

e completando um bal&o volumétrico de 50 mL com &gua destilada. O conteudo do baldo foi
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filtrado em papel de filtro e foi retirada aliquota de 40 pL do filtrado, realizando-se a analise
pelo método do Antrona, com o uso do espectrofotdmetro a um comprimento de onda de 620
nm (YEMN; WILLIS, 1954).

3.2.2.7 Acucares redutores

Para a determinacdo dos acUcares redutores, foi feito um extrato pesando-se 0,5 g de
amostra e completando um baldo volumétrico de 50 mL com &gua destilada. O conteudo do
baldo foi filtrado em papel de filtro e foi retirada uma aliquota de 1000 uL do extrato. Seguiu-
se 0 método do reagente 3,5 - Dinitro — Salicilico (DNS) com o uso do espectrofotdmetro a
um comprimento de onda de 540 nm (MILLER, 1959).

3.2.3 Compostos bioativos

3.2.3.1 Carotenoides totais

Foram pesados 5 g de amostra para extracdo dos carotenoides por meio da
metodologia proposta por Higby (1962), com uso do espectrofotdmetro a um comprimento de
onda de 450 nm.

3.2.3.2 Flavonoides amarelos

Para a determinacgéo dos flavonoides amarelos, foi pesado 1 g de amostra e adicionada
uma solucédo de Etanol-HCI (1,5 N) (85:15%) para extracdo dos compostos bioativos. Seguiu-
se a metodologia de Francis (1982), utilizando espectrofotometria com comprimento de onda
de 374 nm.

3.2.3.3 Polifendis extraiveis totais

Para a determinacdo dos polifendis, foi preparado um extrato pesando-se 10 g da
amostra. Em seguida, foi realizada a extracdo dos compostos com alcool metilico 50% e
acetona 70%, seguindo a metodologia descrita por Larrauri et al. (1997) e realizando as

leituras em espectrofotémetro a 700 nm.
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3.2.3.4 Vitamina C

Foram pesados 0,5 g da amostra e adicionado acido oxalico 0,5% gelado e completado
um baldo de 25 mL. Filtrou-se o contetdo do baldo em papel filtro, retirou-se uma aliquota de
5 mL do filtrado para Erlenmeyer de 125 mL e foram adicionados 45 mL de &gua destilada.
Em seguida, foi titulado com solugdo de Tillman gelada até viragem rdsea claro, com
permanéncia da cor por 25 segundos (STROHECKER; HENNING, 1967).

3.2.3.5 Atividade Antioxidante pela captura do radical ABTS

Inicialmente, foram preparados extratos pesando-se 10 g da amostra e adicionando-se
reagentes extratores, alcool metilico 50% e acetona 70%. Em seguida, tomou-se 30 pL deste
extrato, adicionou-se 3 mL do radical ABTS * e, apds seis minutos, realizou-se as leituras em
espectrofotometro a 734 nm (RUFINO et al., 2006).

3.2.4 Andlises estatisticas

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado (DIC) em
esquema fatorial 3 x 5, com cinco repeticdes. O primeiro fator representa os tratamentos
aplicados no suco (aplicacdo de plasma e os controles positivo e absoluto). O segundo fator
representa 0s tempos nos quais o suco foi analisado durante o armazenamento (0, 4, 8, 12 e 16
dias). Os dados foram avaliados no programa estatistico R versdo 3.5.1 (R CORE TEAM,
2018), por meio de analise de variancia (ANAVA) e teste de Tukey para comparacdo das

médias a 5% de probabilidade.
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4 RESULTADO E DISCUSSAO

4.1 Analises microbioldgicas do suco de laranja

4.1.1 Escherichia coli

O suco de laranja ‘Lima’ inoculado com E. coli, depois de ser tratado com o plasma,
apresentou menor quantidade de UFC/mL do que o suco controle negativo (suco adicionado
de bactéria que ndo passou por nenhum tratamento), com diferenca significativa entre eles. O
plasma foi capaz de inativar 16,72% das bactérias contidas no suco. Porém, o suco controle
positivo (suco adicionado de bactéria e tratado termicamente) ndo apresentou UFC/mL em
contagem real, sendo igual estatisticamente ao controle absoluto (suco autoclavado) (Tabela
3).

Tabela 3 — Numero médio de UFC de E. coli ATCC 25922 em suco de laranja ‘Lima’
submetido a diferentes tratamentos. UFERSA. Mossoré-RN, 2019.

Tratamentos UFC/mL
Suco néo trata_do (controle 17,4 (5,86 x 10%) a
negativo)
Suco tratado com plasma 13,6 (4,88 x 10°) b
Suco tratado term_lt_:amente 5,5 (0) ¢
(controle positivo)
Suco autoclavado (controle 5,5 (0) ¢

absoluto)
Valores seguidos de mesma letra ndo apresentam diferenca estatistica entre si pelo teste de Dunn ao nivel de 5%
de probabilidade. Valores referentes a UFC/mL sdo “rank” médios obtidos da analise ndo paramétrica (valores
reais estdo entre parénteses).

A legislacdo brasileira estabelece uma quantidade maxima de coliformes fecais de 10
UFC/mL em sucos pasteurizados. Considerando esta referéncia, somente 0 suco que passou
pelo tratamento térmico (controle positivo) e o suco autoclavado (controle absoluto) sdo
indicados para o consumo, levando em consideracdo a qualidade microbioldgica.

Segundo Majumdar et al. (2009), o efeito bactericida do plasma provavelmente ocorre
por meio de choques ou tensdes elétricas que rompem a parede celular. Além disso, a radiacdo
UV, aliada aos demais produtos de plasma, induz o rompimento das ligacbes quimicas,

aumentando a taxa de morte bacteriana.
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Shi et al. (2011), usando um protétipo que gera plasma por meio DBD, a uma tensdo
de 30 kV e frequéncia de 60 kHz, observaram apenas 1 UFC/50 pL de suco, reducdo de mais
de cinco logs da bactéria E. coli (ATCC 8039), quando trataram 50 pL de suco de laranja por
8 segundos.

Montenegro et al. (2002) também analisaram a influéncia do plasma frio na inativacéo
de bactérias. O isolado E. coli O157:H7 foi inoculado em suco de maca estéril, em seguida
foram aplicados pulsos de plasma ndo térmico. Os autores concluiram que a melhor
inativacdo, reducdo de mais de cinco logs da bactéria, ocorreu quando se utilizou uma
frequéncia de 100 Hz, com 4000 pulsos de 9000 V, o que pode ser alcan¢ado em 40 segundos.

Amostras de leite inoculadas com E. coli (KCTC 1682) foram estudadas por Kim et al.
(2015). Foi aplicado plasma por descarga de barreira dielétrica encapsulada em pressao
atmosférica numa tensdo de 250 W e frequéncia de 15 kHz durante cinco e dez minutos. A
maior eficiéncia ocorreu na aplicacdo de plasma durante 10 min, com inativagdo de 3,85 log
UFC/mL de bactéria.

Como citado anteriormente, alguns autores, em experimentos envolvendo a aplicacao
de plasma frio em bactérias E. coli, obtiveram maior inativacéo das bactérias. De acordo com
Wan et al. (2009), é necesséria energia para a formacdo do plasma, a qual permite que os
elétrons dos atomos de gas colidam e gerem produtos de plasma. Neste sentido, se
compararmos a poténcia do aparato utilizado no presente trabalho com a poténcia dos
aparatos utilizados por Shi et al. (2011), Montenegro et al. (2002) e Kim et al. (2015),
podemos perceber que o aparato utilizado neste trabalho possui menor poténcia ou menor
quantidade de energia inserida no sistema. Isto pode ter ocasionado menor colisdo dos atomos
presente no gas atmosférico e, consequentemente, menor formacao de produtos de plasma e
menor interacdo destes produtos com as bactérias. Alem do fator poténcia, existem outros
fatores como: fluxo de gas inserido no sistema, quantidade de amostra tratada e distancia entre
amostra e plasma, que podem interferir na inativagdo dos microrganismos pelo plasma. Estes
fatores podem ter contribuido para a baixa inativacdo da bactéria no tratamento do suco de

laranja utilizando o plasma.
4.1.2 Candida albicans
O suco de laranja ‘Lima’ inoculado com C. albicans, apés ser tratado com o plasma,

ndo apresentou diferenca estatistica, apesar de apresentar menor quantidade de UFC/mL,

inativacdo de 11,94%, se comparado com 0 suco controle negativo (suco adicionado de
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levedura que ndo passou por nenhum tratamento). O suco controle positivo (suco adicionado
de levedura e tratado termicamente) ndo apresentou nenhuma UFC do fungo, sendo
semelhante ao controle absoluto (suco estéril). Portanto, o controle positivo foi igual

estatisticamente ao controle absoluto e diferente dos demais tratamentos (Tabela 4).

Tabela 4 — Numero médio de UFC de C. albicans ATCC SC 5314 em suco de laranja ‘Lima’
submetido a diferentes tratamentos. UFERSA. Mossor6-RN, 2019.

Tratamentos UFC/mL
Suco néo trata_do (controle 16,4 (1,74 x 10% a
negativo)
Suco tratado com plasma 14,6 (1,53 x 109 a
Suco tratado termicamente 5,5 (0) b
(controle positivo)
Suco autoclavado (controle 5,5 (0) b

absoluto)
Valores seguidos de mesma letra ndo apresentam diferenca estatistica entre si pelo teste de Dunn ao nivel de 5%
de probabilidade. Valores referentes a UFC/mL sdo “rank” médios obtidos da analise ndo paramétrica (valores
reais estdo entre parénteses).

As normas brasileiras ndo trazem padrdo de contagem microbiana para leveduras,
porém estes microrganismos deterioram os alimentos e podem ser comensais ou patogénicos
para 0s seres humanos, o que torna interessante a preocupagdo com as leveduras, inclusive C.
albicans (SIQUEIRA, 1995; SOARES et al., 2011).

Alguns autores sugerem gque 0 modo de a¢do do plasma para inativar fungos se deve a
destruicdo ou deformacédo de estruturas ou partes deles, como parede celular e membrana
celular de esporos, micélio e organelas, ocasionando vazamento do citoplasma e do contetdo
celular, bem como também a degeneracéo e oxidacdo de proteinas e de moléculas de DNA no
citoplasma (XIONG et al., 2010; YE et al., 2012; LU et al., 2014; KANG, et al., 2014).

Xiong et al. (2010) observaram a influéncia do jato de plasma gerado numa voltagem
de 8 kV, frequéncia de 9 kHz e um fluxo de gas hélio de 2 L/min sobre C. albicans. Uma
quantidade desconhecida de solucdo espdrica numa concentragio de 107 UFC/mL foi
espalhada em placas de Petri contendo meio de cultura. Apds 8 min de tratamento, houve
inativacdo de 99,9% das UFC/mL de C. albicans, tratadas em placa de Petri tampada, ao
passo que em placa de Petri aberta a inativacdo foi de pequenas fracdes, aplicando um jato de

plasma também de 8 min, resultado interessante comparado com o encontrado neste trabalho,
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quando o suco de laranja com Candida foi tratado com plasma em placa de Petri aberta, no
qual foi verificada baixa inativacdo deste microrganismo.

Shi et al. (2011) tambem obtiveram alta inativacdo da Candida em suco de laranja,
quando utilizaram um prot6tipo que gera plasma por meio DBD e gas atmosférico a uma
tensdo de 30 kV e frequéncia de 60 kHz. Shi et al. (2011) observaram apenas 1 UFC/50 pL de
suco, uma reducdo de mais de 5 logs da levedura C. albicans (ATCC 10231) quando trataram
50 pL de suco de laranja por 25 segundos.

Klampfl et al. (2012), também trabalhando com a inativacdo da Candida e algumas
bactérias, investigaram a influéncia do plasma frio sobre a esterilizacdo destes
microrganismos. Estes autores avaliaram a aplicacdo de microdescargas de plasma gerado em
aparato com tenséo de 10 kV pp, frequéncia de 1 kHz e operando em ar atmosférico sobre 15
cepas bacterianas e C. albicans (ATCC 90028). Uma aliquota de 100 pL de solucdo com
esporos foi espalhada em placas de Petri contendo meio de cultura, em seguida as placas
foram tratadas por plasma durante 30 s. Os pesquisadores verificaram inativacdo de
aproximadamente 4 logs da levedura, verificando-se, entretanto, maior inativacdo das
bactérias estudadas.

Como citado nos parégrafos anteriores, autores como Xiong et al. (2010), Shi et al.
(2011) e Klampfl et al. (2012) obtiveram maior inativagdo do que a alcangada neste trabalho,
quando aplicaram descargas de plasma em Candida. Assim como ja discutido no item 4.1.1 a
respeito da inativacdo da bactéria E. coli no suco de laranja tratado pelo plasma neste
trabalho, foi verificado que os mesmos fatores — poténcia do aparato, fluxo de gas inserido no
sistema, distancia entre amostra e plasma, e quantidade de amostra tratada — podem ter

interferido na inativacdo da Candida.

4.2 Analises fisico-quimicas

4.2.1 Cor

Quanto ao parametro cor, para a medida de luminosidade (L) houve interagdo
significativa entre as formas de tratamento do suco e o armazenamento (Figura 7). A medida
de luminosidade da amostra indica que numeros mais proximos de O tendem para o preto
(escuro) e numeros mais proximos de 100, para o branco (claro). As formas de tratar o suco

influenciaram na luminosidade no dia do processamento (tempo zero), ou seja, tornaram o
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suco mais claro do que o ndo tratado; nos demais dias de avaliacdo, 4, 8, 12 e 16 dias, 0s

tratamentos nao influenciaram a luminosidade do suco.

Figura 7 — Valor médio de cor em luminosidade (L), croma (C) e angulo Hue (H°) em suco de
laranja ‘Lima’ submetido a diferentes tratamentos e armazenados a 2 = 1 °C por 16 dias.
UFERSA. Mossoré-RN, 20109.
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Entretanto, avaliando apenas o suco controle absoluto no decorrer do armazenamento,
observou-se que no dia do processamento a luminosidade era menor do que no ultimo tempo
de avaliag&o. Para o suco tratado pelo plasma, temos que aos quatro dias de armazenamento a
luminosidade apresentava menor valor do que nos demais dias de avaliacdo. Quanto a
luminosidade do suco tratado termicamente, se diferenciaram os valores dos sucos do 4° e 0
12° dias.

Para a medida de croma (C), foi observada diferenca significativa apenas aos 8 e 12
dias de armazenamento no suco tratado com plasma, com menor valor do que os demais
sucos, ou seja, uma cor com menos saturacdao. Avaliando os sucos durante 0 armazenamento,
foi observado que no ultimo dia de avaliacdo os valores de croma foram menores do que 0s

valores das avalia¢Ges anteriores, para todos os tratamentos (Figura 7).
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Com relagdo ao angulo Hue (H), houve interacdo significativa entre os tratamentos
aplicados e o armazenamento (Figura 7). O angulo Hue representa a cor da amostra e nesse
trabalho o suco de laranja apresentou valores proximos a 100°, 0 que representa a faixa de cor
amarelo.

No dia do processamento (tempo 0), o suco tratado termicamente apresentou maior
valor, seguido do suco tratado pelo plasma. No final do armazenamentom foi observado que o
suco tratado com o plasma apresentou maior valor de angulo Hue, seguido do suco controle
absoluto.

O suco controle absoluto apresentou menores valores de angulo Hue no inicio do
armazenamento e maiores valores no final, o que também se observou no suco tratado pelo
plasma. Por sua vez, o suco tratado termicamente apresentou maior valor de angulo Hue no
dia do processamento e menor valor no final do armazenamento, inversamente ao observado
nos demais sucos.

De maneira geral, os sucos sofreram leve alteracdo na cor apds a aplicacdo dos
tratamentos térmico e plasma.

Almeida et al. (2015), quando estudaram a influéncia do plasma no suco de laranja,
observaram mudanca significativa nas medidas de cor do suco apds 15, 30, 45 e 60 segundos
de exposicdo ao plasma gerado em modelo DBD a 70 kV e 50 Hz em ar atmosférico, ndo
sendo possivel perceber alteracdo visual da cor, como também ndo foi possivel observar no
presente trabalho.

Xiang et al. (2018), avaliando sucos de maca expostos ao plasma, observaram
alteracdo na cor. Os autores utilizaram plasma DBD numa poténcia de 90 W, com duragéo
variando de 40 a 200 segundos sobre o suco de macgd. Os valores de croma diminuiram, 0s
valores de angulo Hue aumentaram e a luminosidade n&o sofreu alteracdo.

Kovacevic et al. (2016) também observaram alteragdo na cor de amostras de suco de
romad tratados por jato de plasma gerado na presenca de gas argonio e poténcia de 2,5 kV e 25
kHz. Eles observaram que a partir do aumento do tempo de tratamento, do volume da amostra
e do fluxo de gés ocorrem alteracGes significativas na cor do suco.

Resultados distintos foram observados por Melo (2015), quando estudou a influéncia
do plasma em suco de uva. O jato de plasma foi gerado por meio DBD a 9 kV e 10 kHz
utilizando gas Hélio. Depois de tratado durante 1, 2, 4 e 6 minutos, 0 suco nao apresentou

diferenca significativa do controle quanto as medidas de cor.
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4.2.2 Acidez e pH

A acidez que foi analisada no suco de laranja é expressa pelo principal &cido organico
presente na laranja, o acido citrico. Os sucos, ap6s aplicacdo dos tratamentos, nao
apresentaram alteracdo significativa da acidez nem do pH (Figura 8). Somente a partir do 8°
dia de armazenamento, os tratamentos interferiram; no ultimo tempo de avaliagdo, foi
observado que o suco tratado pelo plasma apresentou menor pH e, consequentemente, maior

acidez.

Figura 8 — Valor médio de acidez ¢ pH em suco de laranja ‘Lima’ submetido a diferentes

tratamentos e armazenado a 2 + 1 °C por 16 dias. UFERSA. Mossoré-RN, 2019.
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O suco controle absoluto apresentou, no decorrer do armazenamento, reducdo do pH,
porém o aumento da acidez sé foi significativo no 8° dia. O suco tratado pelo plasma também
reduziu o pH e aumentou a acidez ao longo do armazenamento. Por sua vez, 0 suco tratado
termicamente manteve o pH e reduziu a acidez no final do armazenamento.

Melo (2015) estudou a influéncia do jato de plasma gerado por meio DBD a 9 kV e 10
kHz utilizando gas Helio. O autor afirmou que, apos tratar o suco de uva por plasma durante
1, 2, 4 e 6 minutos, ndo houve alteracdo do pH nem da acidez. Também ndo foi observada
alteracdo destas varidveis no suco de laranja ‘Lima’ estudado neste trabalho apds 1 minuto de
exposicdo ao plasma.

Da mesma forma, Shi et al. (2011), quando analisaram a influéncia do plasma no suco
de laranja utilizando um prototipo que gera plasma por meio DBD a uma tensao de 30 kV e
frequéncia de 60 kHz, ndo observaram alteracdo no pH nem na acidez dos sucos apds
aplicacdo de plasma de 5 a 20 segundos.
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Resultados distintos foram encontrados por Xiang et al. (2018), que observaram
reducdo do pH e aumento da acidez no suco de macgd em todos os tempos de exposi¢do ao
plasma, que variaram de 40 a 200 segundos. Os autores utilizaram plasma DBD numa
poténcia de 90 W. O suco de macé controle apresentou pH 3,96 e acidez de 0,27 g/100mL e 0
suco tratado durante 40 s apresentou pH 3,72 e acidez de 0,31 g/100mL.

Almeida et al. (2015), apds aplicacdo de plasma em suco de laranja, também
observaram reducdo do pH. O plasma foi gerado por meio DBD a 70 kV e 50 Hz na presenca
de ar atmosférico. Os autores observaram que o suco controle apresentou pH 4,43 e, ap06s 15

segundos de tratamento, o pH reduziu para 3,90.

4.2.3 Sélidos solaveis e relacdo sélidos soltveis/acidez titulavel (SS/AT)

Os diferentes tratamentos empregados no suco ndo influenciaram nos SS e nem na
relacdo SS/AT ap6s 0 processamento e até o 4° dia de armazenamento (Figura 9). S6 ocorreu
diferenca a partir do 8° dia de armazenamento. No final do armazenamento, o suco que
apresentou menor quantidade de sélidos soluveis e da relacdo SS/AT foi o tratado pelo

plasma, devido a reducédo dos sélidos solUveis e ao aumento da acidez.

Figura 9 — Valor médio de sélidos sollveis e relacdo sélidos soltveis/acidez titulavel (SS/AT)
em suco de laranja ‘Lima’ submetido a diferentes tratamentos e armazenado a 2 £ 1 °C por 16
dias. UFERSA. Mossor6-RN, 2019.
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E possivel afirmar que houve reducéo significativa ao longo do armazenamento nos
solidos sollveis do suco controle absoluto, porém a relacdo SS/AT ndo apresentou reducao
significativa. O suco tratado pelo plasma apresentou reducédo no final do armazenamento tanto
para os solidos soluveis quanto para a relacdo SS/AT. Por sua vez, o suco tratado

termicamente teve alteracdo apenas aos oito dias de armazenamento. Nos demais dias de
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avaliacdo, os valores de SS ndo diferiram, ao contrario do que ocorreu na relacdo SS/AT, que
aumentou no final do armazenamento devido a reducéo da acidez.

Shi et al. (2011) analisaram a influéncia do plasma no suco de laranja utilizando um
prototipo que gera plasma por meio DBD a uma tensdo de 30 kV e frequéncia de 60 kHz,
observando que apds 5, 10, 15 e 20 segundos de exposi¢do a uma amostra de 50 UL ocorreu
reducdo ndo significativa nos sélidos soluveis.

Xiang et al. (2018) ndo observaram alteracdo nos sélidos soltveis de suco de maca
tratados por plasma. Os autores utilizaram plasma DBD numa poténcia de 90 W com duracéo
variando de 40 a 200 segundos sobre o suco de maga.

Melo (2015), avaliando suco de uva tratado por jato de plasma gerado por meio DBD
a 9 kV e 10 kHz utilizando gas Hélio, também nédo observou alteracdo nos solidos soltveis do
suco apos trata-lo durante 1, 2, 4 e 6 minutos, assim como nao foi observada alteracdo nos

solidos soltveis do suco de laranja ap6s 1 minuto de exposi¢do ao plasma neste trabalho.

4.2.4 Aclcares totais e agucares redutores

Os acUcares totais e 0s agucares redutores presentes no suco nao sofreram alteragdo
apos a aplicacdo dos tratamentos, somente comecgaram a apresentar alteracéo a partir do 8° dia
de armazenamento (Figura 10). Contudo, 16 dias ap6s o processamento, o suco tratado pelo
plasma apresentou quantidade de acucares totais e de acUcares redutores semelhante ao suco

controle absoluto.

Figura 10 — Valor médio de agucares totais e agucares redutores em suco de laranja ‘Lima’
submetido a diferentes tratamentos e armazenado a 2 = 1 °C por 16 dias. UFERSA. Mossoro-
RN, 2019.
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Observou-se que 0s agucares totais aumentaram no final do armazenamento tanto no
suco controle absoluto quanto nos sucos tratados; os acgucares redutores diminuiram
significativamente apenas no suco controle absoluto.

Melo (2015), avaliando suco de uva apos tratar por jato de plasma DBD a 9 kV e 10
kHz utilizando gas Hélio, ndo observou alteragcdo nos aglcares redutores do suco apoés 1, 2, 4
e 6 minutos de exposi¢do ao plasma, assim como néo foi observado no presente trabalho apds
1 minuto de tratamento.

Do mesmo modo, Xiang et al. (2018) ndo observaram alteracdo significativa nos
acucares redutores do suco de maca. Foi utilizado plasma DBD numa poténcia de 90 W numa
duracgéo de 40 a 200 segundos sobre o suco de macé, o suco controle apresentou 100,7 g/L e 0
suco tratado durante 200 s apresentou 99,2 g/L de acucares redutores.

Almeida et al. (2015), estudando a influéncia do plasma sobre os agucares redutores
em suco de laranja utilizando plasma gerado por meio DBD a 70 kV e 50 Hz na presenca de
ar atmosférico aplicado diretamente sobre amostras de 20 mL de suco de laranja, observaram
apos 60 segundos de tratamento reducdo na quantidade de frutose, porém ndo houve alteracao

na glicose.

4.3 Compostos bioativos

4.3.1 Carotenoides totais

No dia do processamento, o suco controle absoluto apresentou mais carotenoides do
que os demais sucos tratados, e os sucos tratados pelo plasma e pelo tratamento térmico
reduziram 71,77% e 68,65% de carotenoides, respectivamente (Figura 11). Aos 12 dias de
armazenamento, o suco tratado pelo plasma apresentou maior quantidade de carotenoides,
diferindo apenas do tratamento térmico, que apresentou menor quantidade. Aos 4, 8 e 16 dias,
ndo houve diferenca para os valores de carotenoides entre os tratamentos.

A quantidade de carotenoides no suco controle absoluto diminuiu até os quatro dias
de armazenamento e, posteriormente, apresentou leve aumento, significativo apenas aos 16
dias. No geral, entre o dia do processamento e o ultimo tempo de avaliacdo houve reducao
significativa. No suco tratado pelo plasma, houve aumento significativo entre o dia do
processamento e o final do armazenamento. Para o suco tratado termicamente, também houve

aumento significativo entre o dia do processamento e o final do armazenamento.
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Figura 11 — Valor médio de carotenoides totais em suco de laranja ‘Lima’ submetido a
diferentes tratamentos e armazenado a 2 + 1 °C por 16 dias. UFERSA. Mossor6-RN, 2019.
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De maneira geral, os tratamentos plasma e térmico causaram as mesmas perdas de
carotenoides, ap6s serem aplicados no suco. Uma das explicacbes para o ocorrido € a foto-
oxidacdo do carotenoide, motivada principalmente pelo oxigénio e luz ambiente (DUTRA et
al., 2012), inevitaveis ao longo do processamento. Outra explicacdo para a degradacdo dos
carotenoides diz respeito ao fator calor, empregado no tratamento térmico do suco. O calor
pode degradar os carotenoides por meio da isomerizacdo (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Dutra et al. (2012) aplicaram diferentes temperaturas (88-100 °C) por diferentes
tempos (16-44 s) em sucos de tangerina, observando que o teor de carotenoides totais reduziu
significativamente em quase todos os tratamentos. Quando foram aplicados 88 °C/30 s, valor
proximo do tratamento utilizado nesse trabalho no suco de laranja (87° C/1 min), eles
observaram que o teor de carotenoides foi 1420,4 pg/100 g, contrastando com os 1610,0

pg/100 g do suco controle, havendo reducgéo de aproximadamente 11%.

4.3.2 Flavonoides amarelos

Apds o processamento do suco tratado por plasma, este apresentou maior quantidade
de flavonoides amarelos do que o suco controle absoluto. Essa diferenca entre 0s sucos
também foi observada no 4° dia de armazenamento. Aos oito dias, ndo houve diferenca entre
0s sucos. Com 12 dias de armazenados, o suco tratado pelo plasma apresentou maior
quantidade de flavonoides. Ja no ultimo tempo de avaliacdo, o suco controle absoluto contava
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com maiores quantidades de flavonoides do que o0s sucos tratados termicamente e pelo plasma
(Figura 12).

Figura 12 — Valor médio de flavonoides amarelos em suco de laranja ‘Lima’ submetido a

diferentes tratamentos e armazenado a 2 + 1 °C por 16 dias. UFERSA. Mossor6-RN, 2019.
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Avaliando o comportamento do suco controle absoluto acerca da quantidade de
flavonoides amarelos, é possivel observar aumento significativo entre o primeiro e o Gltimo
tempos de avaliacdo. O suco tratado pelo plasma apresentou aumento significativo do 4° ao
12° dia, havendo redugdo no 16° dia de armazenamento. Por sua vez, o tratado termicamente
apresentou aumento significativo apenas entre o 4 e 0 12° dia de armazenamento. N&o houve
diferenga estatistica quando se comparou os valores de flavonoides amarelos do suco entre o
primeiro e o Gltimo tempo de avaliacdo.

Kovacevic et al. (2016a), avaliando o comportamento de flavonoides no suco de
chokeberry pasteurizados a 80 °C por 2 minutos e tratados por plasma gerado com gas
argonio (0,75 dm® min) e poténcia de 2,5 kV e frequéncia de 25 kHz, observaram que 0 suco
pasteurizado sofreu aumento no conteudo dos flavonoides e o tratado pelo plasma sofreu
reducdo, porém estas alteragdes ndo foram significativas na compara¢do com o suco controle,
diferentemente do observado neste trabalho, onde o suco de laranja tratado com o plasma
apresentou aumento significativo dos flavonoides amarelos quando comparado aos teores do

suco controle, ndo tratado.

4.3.3 Polifendis extraiveis totais
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Foi observado no dia do processamento e quatro dias apds que o suco controle
absoluto e o tratado termicamente apresentaram mais polifendis do que o tratado pelo plasma
(Figura 13). Aos 8 e 12 dias de armazenamento, 0 suco tratado pelo plasma apresentou
aumento dos polifendis e seus valores foram significativamente superiores aos demais sucos.
Ja aos 16 dias, o tratado pelo plasma apresentou pequena reducdo e os valores de polifendis
foram 38,63; 36,30 e 30,97 ug/100g no suco controle absoluto, tratado pelo plasma e tratado

termicamente, respectivamente.

Figura 13 — Valor medio de polifendis extraiveis totais em suco de laranja ‘Lima’ submetido a
diferentes tratamentos e armazenado a 2 + 1 °C por 16 dias. UFERSA. Mossor6-RN, 2019.
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O suco controle absoluto, no decorrer do armazenamento, apresentou reducdo no
conteddo de polifendis. Entretanto, a partir do 8° dia de armazenamento houve aumento
desses compostos. No dia do processamento, 0 suco controle absoluto apresentava 35,24
1g/100g e aos 16 dias 38,63 ng/100g. No suco tratado pelo plasma, ocorreu aumento continuo
até 0 12° dia de armazenamento, com posterior reducdo aos 16 dias, e os valores no inicio e
no final do armazenamento foram 31,48 e 36,30 pg/100g, respectivamente. Por sua vez, o
suco tratado termicamente teve reducdo do inicio ao final do armazenamento, apresentando
34,82 e 30,97 ng/100g, respectivamente.

Almeida et al. (2015), utilizando um prot6tipo que gera plasma por meio DBD com
poténcia de 70 kV e frequéncia de 50 Hz com entrada de ar atmosférico, trataram uma
aliquota de 20 mL de suco de laranja adicionada de oligossacarideo, observando reducéo
significativa na quantidade dos compostos fendlicos ap6s 15, 30, 45 e 60 segundos, assim

como observaram apos 60 segundos de exposicao direta ao plasma.
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Resultados distintos foram observados por Melo (2015), o qual tratou 2 mL de suco de
uva por jato de plasma DBD a 9 kV e 10 kHz utilizando géas Hélio, observando aumento no
teor de polifendis apos 1, 2, 4 e 6 minutos de exposi¢cdo ao plasma. Apesar disso, aumento
significativo em relacdo ao suco controle (1721,2 mg/L) s6 foi possivel apds os 6 minutos
(2524,2 mg/L).

Herceg et al. (2016) também observaram aumento de 29,55% e 33,03% nos compostos
fenolicos de suco de romd pasteurizados e tratados por plasma, respectivamente. Os
tratamentos no suco de roma foram realizados pelo uso de pasteurizador tubular com
temperatura de 80 °C por 2 minutos e um equipamento gerador de plasma com uso de gas
argonio e poténcia de 2,5 kW e frequéncia de 25 kHz.

Diferentemente do observado pelos autores citados anteriormente, Xiang et al. (2018)
ndo observaram alteracdo nos compostos fendlicos totais de suco de maca tratados por
plasma. Os autores utilizaram plasma DBD numa poténcia de 90 W, com duragéo variando de
40 a 200 segundos sobre 0 suco de maga.

Como visto, a influéncia do plasma e do tratamento térmico varia de acordo com o
tipo de suco. Segundo Kovacevic et al. (2016a), essa discrepancia na estabilidade dos
polifendis dos sucos pode estar relacionada a diferenca dos compostos fendlicos entre as
frutas.

4.3.4 Vitamina C

De acordo com a analise de variancia, ndo houve interacdo significativa entre os
fatores tecnologia de tratamento empregada no suco e armazenamento (Figura 14). Os valores
médios de vitamina C para os sucos controle absoluto, tratados por plasma e por calor
(térmico) foram 35,09; 28,98 e 32,29 mg/100g, respectivamente. O tratamento por plasma foi
significativamente diferente dos demais. Foi constatado que a vitamina C foi degradada tanto
com o tratamento térmico quanto com plasma, no qual a reducéo foi significativa. Durante o
armazenamento do suco, houve reducdo da quantidade de vitamina C no primeiro tempo de
avaliacdo, dia em que o suco foi extraido e tratado, a quantidade média foi de 42,68 mg/100g;
aos 16 dias de armazenamento, a quantidade de vitamina C era apenas 27,53 mg/100g,
mostrando reducdo significativa.

A degradacdo ocorrida no suco tratado pelo plasma pode estar associada a maior
exposicdo ao ar atmosférico, pois o suco na placa aberta formou um espelho de 9 cm de
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diametro durante o tratamento. A alta concentracdo de oxigénio no ar atua na degradagéo da

vitamina C pela ativagédo das enzimas oxidases.

Figura 14 — Valor médio de vitamina C em suco de laranja ‘Lima’ submetido a diferentes
tratamentos e armazenado a 2 + 1 °C por 16 dias. UFERSA. Mossor6-RN, 2019.
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Shi et al. (2011) analisaram a influéncia do plasma no suco de laranja utilizando um
prototipo que gera plasma por meio DBD a uma tensao de 30 kV e frequéncia de 60 kHz. Os
autores trataram 4 mL de suco em uma placa de vidro (2,4 cm x 5 cm) aberta, observando que
a quantidade de vitamina C no suco controle foi 43,71 mg/100mL. Apds 10s e 20s de
exposicdo ao plasma, a quantidade de vitamina C no suco foi 43,54 e 43,22 mg/100mL,
respectivamente, demonstrando reducdo ndo significativa, de acordo com o aumento de
exposicéo ao plasma.

Almeida et al. (2017), por sua vez, observaram aumento significativo na quantidade de
vitamina C. Os autores avaliaram suco de laranja adicionado de fruto-oligossacarideos
tratados por plasma gerado em modelo DBD a 70 kV e 50 Hz em ar atmosférico. Uma
aliquota de 20 mL de suco foi adicionada em uma placa de Petri coberta com uma pelicula
polimérica e tratada durante 1 min com exposic¢do direta e indireta pelo plasma. O suco
controle apresentou 35,1 mg/100mL de vitamina C e o suco tratado por exposi¢édo direta e

indireta apresentou 41,11 e 49,21 mg/100mL.

4.3.5 Atividade antioxidante pela captura do radical ABTS™

E possivel observar que no dia do processamento o suco controle absoluto apresentou

atividade inferior aos demais sucos tratados, com diferenca significativa. Os valores
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encontrados no suco controle absoluto, suco tratado termicamente e suco tratado pelo plasma
foram 2,79, 3,72, 3,37 UM de Trolox/g, respectivamente (Figura 15). Quatro dias apds o
processamento, apenas o suco tratado pelo plasma apresentou maior atividade, com 4,18 uM
de Trolox/g, e aos oito dias todos os sucos apresentavam semelhancas. Aos 12 dias de
armazenamento, o suco tratado pelo plasma também apresentou maior atividade antioxidante
(3,93 uM de Trolox/g), porém ndo diferiu do controle absoluto, mas somente daquele tratado
termicamente, que apresentou menor valor. Aos 16 dias de armazenamento, 0 suco tratado
pelo plasma reduziu a atividade antioxidante, porém foi semelhante ao tratado termicamente e

diferente do suco controle absoluto.

Figura 15 — Valor médio de atividade antioxidante pela captura do radical ABTS:* em suco de
laranja ‘Lima’ submetido a diferentes tratamentos e armazenado a 2 + 1 °C por 16 dias.

UFERSA. Mossor6-RN, 2019.
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Levando em consideracdo a atividade antioxidante do suco controle ao longo do
armazenamento, foi observado aumento significativo, passando de 2,79 uM de Trolox/g no
dia zero para 3,77 UM de Trolox/g no ultimo tempo avaliado. O suco tratado pelo plasma
apresentou aumento da atividade antioxidante apenas do dia do processamento até os quatro
dias, quando comecou a reducdo, porém as atividades do dia zero e do 16° dia foram
semelhantes, 3,37 e 3,01 uM de Trolox/g, respectivamente. O suco tratado termicamente nao
apresentou alteracdo consideravel na atividade antioxidante ao longo do armazenamento
(Figura 15).

A reducdo da vitamina C (Figura 14), ocasionada pelo tratamento com plasma, néo

causou prejuizo na atividade antioxidante, pelo contrario: a aplicacdo do tratamento no suco
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de laranja ‘Lima’ propiciou aumento na atividade antioxidante (Figura 15), provavelmente
devido ao aumento dos flavonoides amarelos (Figura 12), pois, segundo Klimczak et al.
(2007), os antioxidantes de maior quantidade nos citros séo a vitamina C e os flavonoides.

Melo (2015) observou aumento na atividade antioxidante de suco de uva apds o
tratamento por jato de plasma, comportamento semelhante ao observado no presente trabalho.
O autor tratou o suco durante 1, 2, 4, e 6 minutos por plasma DBD a 9 kV e 10 kHz utilizando
gas Hélio. Ele observou aumento da atividade logo ap6s 1 minuto, quando esta passou de
41,26% de DPPH (controle) para 49,95% de DPPH, porém o aumento sé foi significativo
apos seis minutos de tratamento (51,14% de DPPH).

Resultados distintos foram encontrados por Almeida et al. (2015), que observaram
reducdo significativa na atividade antioxidante por ABTS* quando 20 mL de suco de laranja
adicionado de oligossacarideo foram tratados com plasma por contato direto. O suco controle
apresentou atividade de 4,97 uM de Trolox/g e o suco exposto por 60 segundos apresentou
2,63 uM de Trolox/g. O equipamento gerador de plasma utilizou poténcia de 70 kV e

frequéncia de 50 Hz, ar atmosférico e DBD.
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5 CONCLUSAO

A aplicacdo do plasma e do tratamento térmico reduziu a quantidade da bactéria
Escherichia coli no suco, com inativacdo de 16,72 e 100%, respectivamente. O plasma nao
inativou Candida albicans em suco de laranja integral. O tratamento térmico inativou 100%
da C. albicans.

As caracteristicas fisico-quimicas ndo se alteraram logo apds a aplicacdo do plasma e
do tratamento térmico, exceto a cor, que apresentou aumento nos valores de luminosidade e
angulo Hue, ndo perceptivel ao olho humano.

A aplicagdo do plasma reduziu os teores de vitamina C, carotenoides e polifenois; os
flavonoides amarelos aumentaram. O suco que passou pelo tratamento térmico, logo apos o
processo, reduziu o teor de carotenoides. Contudo, os tratamentos térmico e com plasma nao

prejudicaram a atividade antioxidante.
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Tabela 1A — Medidas de cor em luminosidade (L), croma (C) e angulo Hue (H) em suco de
laranja ‘Lima’ tratado por plasma ou nao (controles) armazenado a 2 + 1 °C por 16 dias.
UFERSA. Mossor6-RN, 2019.

Tratamento Armazenamento (dias) L C H
Controle 0 60,87 cB 7,00 aA 101,97 bC
4 63,09 bcA 7,41 aA 101,82 bB
8 66,82 aA 7,25 aA 104,31 aB
12 66,38 abA 7,80 aA 105,46 aB
16 67,40 aA 4,50 bA 105,50 aB
Térmico 0 65,82 abA 7,58 aA 105,69 aA
4 64,12 bA 7,85 aA 104,38 bcA
8 66,97 abA 7,91 aA 105,55 abA
12 67,66 aA 7,85 aA 105,32 abB
16 67,03 abA 3,88 bA 103,40 cC
Plasma 0 68,35 aA 6,81 aA 103,94 bB
4 64,55 bA 6,94 aA 102,32 cB
8 67,61 abA 5,38 bcB 106,05 aA
12 69,31 aA 6,22 abB 106,92 aA
16 69,25 aA 4,51 cA 107,14 aA
Média 66,35 6,59 104,65
CV1 (%) 3,25 11,46 0,64
CV2 (%) 2,88 9,96 0,69
Tratamento 11,29** 13,16*** 35,53***
Armazenamento 13,06*** 58,81*** 45,81***
Trat X Arm 2,81* 4,55*** 18,09***

Arm.: armazenamento. Trat.: tratamento. Letra minGscula compara armazenamento e letra maiuscula
compara tratamento. CV1: coeficiente de variacdo do fator da parcela tratamento. CV2: coeficiente de
variagdo do fator da subparcela armazenamento. ns: ndo significativo; *, **, *** significativo a 5%,
1% e 0,1% de probabilidade, respectivamente, de acordo com o teste de F.
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Tabela 2A — Valores médios de pH, sélidos solUveis (SS), acidez titulavel (AT), relacdo
SS/AT, acgtcar total (ACT) e agucar redutor (ACR) de suco de laranja ‘Lima’ tratado por
plasma ou ndo (controles) e armazenado a 2 £ 1 °C por 16 dias. UFERSA. Mossor6-RN,
2019.

AT
Tratamento  Arm.(dias) pH o SS. (% &c. SSIAT ACT (%) ACR (%)
(°Brix) o
Citrico)
Controle 0 6,17aAB  7,74aA 0,158 bA 49,15bA  338cA 3,36 bA
4 6,16 aAB  7,73aA  0,163bB 47,50bA  4,15bA 3,77 aA
8 5,72 bB 741bA 0,220aA 33,88CcA 3,87bAB 3,01 bcA
12 5,42 cB 746bB  0,120cB 62,49aB  511aA 2,64 cA
16 5,19 cB 725cB  0,153bB 47,54bB  5,14aAB 2,67 cB
Térmico 0 6,10 aB 7,70aA  0,165bA 46,73cA  355cA 3,37 abA
4 6,07 aB 768aA 0,176 bAB 43,74 cdA 4,53 bA 3,66 aA
8 6,04 aA 747bA  0,199aB 37,66 dA 4,28 bA 2,99 bcA
12 6,07 aA 783aA 0,083cC 9552bA  546aA 2,91 cA
16 6,01 aA 7,69aA 0,077cC 104,13aA 547 aA 3,15 bcA
Plasma 0 6,39 aA 780aA 0,168bA 46,83aA  3,30cA 3,29 bA
4 6,32 aA 775aA 0,186aA 42,00abA 4,49abA 3,74 bcA
8 5,01 bC 704bB 0,173abC 22,01cB  3,49cB 2,61cB
12 5,01 bC 6,91bC 0,161 bA 42,42abC 4,41 bB 2,62 cA
16 4,76 bC 6,93bC 0,170 abA 39,39bC  489aB  2,92bcAB
Média 5,76 7,49 0,158 50,73 4,37 3,11
CV1 (%) 2,89 1,32 7,10 7,57 7,03 5,35
CV2 (%) 2,53 1,10 5,69 6,83 6,03 6,83
Trat. 71,33%** 06 62*** 52 g5**x  313,67*** 19 76*** 7,88**
Arm. 120,4%**  111,31%** 175,71*** 263,66™** 11825%** 55 95***
Trat.xArm. 36,19%** 41 75%** 51 44*** 11449*** 3 ggrx 2,65*

Arm.: armazenamento. Trat.: tratamento. Letra mindscula compara armazenamento e letra maiuscula
compara tratamento. CV1: coeficiente de variacdo do fator da parcela tratamento. CV2: coeficiente de
variagdo do fator da subparcela armazenamento. ns: ndo significativo; *, **, *** significativo a 5%,
1% e 0,1% de probabilidade, respectivamente, de acordo com o teste de F.
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Tabela 3A — Valores médios de carotenoides totais (CT), flavonoides amarelos (FA) e
polifendis extraiveis totais (PET) de suco de laranja ‘Lima’ tratado por plasma ou ndo
(controles), armazenado a 2 + 1 °C por 16 dias. UFERSA. Mossoré-RN, 2019.

Tratamento Armazenamento (dias) CT (ug/100g) FA (ug/100g) PET (ug/1000)
Controle 0 54,80 aA 4970,05 bcB 35,24 bcA
4 13,20 cA 3602,15 cB 34,40 cA
8 15,66 cA 7880,67 aA 32,95 dB
12 16,79 cAB 6793,75 abB 36,10 bB
16 27,34 bA 7906,45 aA 38,63 aA
Térmico 0 17,18 bB 5666,44 abAB 34,82 aA
4 10,26 cA 4434,80 bAB 34,19 aA
8 12,43 bcA 6626,73 aA 31,40 bC
12 14,37 bcB 6703,31 aB 31,41bC
16 27,87 aA 5717,54 abB 30,97 bC
Plasma 0 15,47 bB 7177,98 abA 31,49 cB
4 14,58 bA 5815,52 bcA 32,28 cB
8 16,96 bA 7585,55 abA 37,06 bA
12 20,00 bA 8343,55 aA 43,64 aA
16 26,72 aA 5029,70 cB 36,30 bB
Média 20,24 6283,61 34,73
CV1 (%) 12,10 16,11 1,67
CV2 (%) 15,62 16,24 1,86
Tratamento 102,26 *** 5,68 * 272,45%**
Armazenamento 80,51 *** 18,23 *** 77,26%**
Trat. X Arm. 47,94 *** 5,88 *** 148,43***

Arm.: armazenamento. Trat.: tratamento. Letra mindscula compara armazenamento e letra mailscula
compara tratamento. CV1: coeficiente de variacdo do fator da parcela tratamento. CV2: coeficiente de
variagdo do fator da subparcela armazenamento. ns: ndo significativo; *, **, *** significativo a 5%,
1% e 0,1% de probabilidade, respectivamente, de acordo com o teste de F.



