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RESUMO

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de suco de laranja. O suco
NFC (Not From Concentrade) vem sendo valorizado pelo consumidor frente ao
FCOJ (Frozen Concentrated Orange Juice) por apresentar sabor e aroma
caracteristicos de laranja, proximos ao do suco espremido na hora do consumo. Ja o
FCOJ é exposto a temperatura elevada por um periodo de tempo maior que o NFC,
0 que altera drasticamente o aroma e sabor. O emprego da tecnologia de alta
pressdo hidrostatica (APH) é considerado promissor para processar alimentos
termossensiveis, sem afetar as caracteristicas nutricionais e sensoriais, e garantindo
a qualidade microbiolégica. A influéncia do processamento por alta presséo
hidrostatica sobre o teor de acido ascoérbico, de compostos fendlicos totais e a
atividade antioxidante do suco de laranja Péra-Rio foi avaliada nas condi¢cdes de
pressédo (100-600 MPa), temperatura (30-60 °C) e tempo (30-360 s) empregando a
metodologia de superficie de resposta. O processamento por APH reduziu o
conteudo de acido ascorbico e a atividade antioxidante do suco de laranja Péra Rio.
O tempo, a temperatura e a pressao influenciaram a resposta das variaveis. O
tempo de processamento do suco por APH apresentou a maior influéncia na
reducdo do acido ascoérbico e da atividade antioxidante. As condi¢cdes de tratamento
de 100 a 250 MPa, 30 a 40 °C e 30 a 125 s foram capazes de produzir suco de
laranja com mais de 70% do conteudo inicial de acido ascorbico e de 80% da

atividade antioxidante.
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1. INTRODUCAO
1.1 Suco de Laranja

O Brasil € o maior produtor mundial de laranja (Citrus sinensis (L.) Osbeck),
sendo responsavel por mais da metade da produc¢éo do suco de laranja consumido
no mundo. A cadeia citricola € uma das mais importantes no setor do agronegdcio
brasileiro, gerando empregos e divisas para o pais e produzindo diversos produtos e
subprodutos. Na safra de 2013/2014 o pais apresentou uma area cultivada de 789
mil ha, com uma producao de 16,30 milhdes de ton do fruto (CitrusBR, 2014).

O cultivo de laranja esta presente em todos os estados brasileiros, no entanto,
0s pomares de laranja se concentram no chamado cinturdo citricola, que se localiza
no estado de S&o Paulo e no Triangulo Mineiro, onde sdo produzidos mais de 80%
das laranjas do pais (CONAB, 2013). As variedades mais cultivadas no estado de
Sdo Paulo sdo Péra Rio, Valéncia, Natal e Hamlim (AMARO & BAPTISTELLA,
2011).

De cada cinco copos de suco de laranja consumidos no mundo, trés sao
produzidos em fabricas brasileiras (CitrusBR, 2014). A producéo brasileira de suco
de laranja na safra 2012/2013 foi de 980 mil ton de FCOJ (Frozen Concentrate
Orange Juice), cujo a agua é retirada do suco, e de 1,15 milhoes de ton de NFC (Not
From Concentrate), suco pasteurizado sem a retirada de éagua (205 mil ton
equivalentes a FCQOJ). O total de suco de laranja exportado no mesmo periodo foi
1,19 milhdes de ton, sendo 920 mil ton de FCOJ e 1,15 milhdes de ton de NFC (205
mil ton equivalentes a FCOJ) (USDA, 2014).

Estudos apontam uma preferéncia do consumidor por suco de laranja natural,

com conceito de saudavel e sabor mais proximo ao do suco espremido na hora do
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consumo (JANZANTTI et al., 2011; FIESP & IBOPE, 2010; CAMPOS et al., 2006;
VILELA & BICALHO, 2006).

Dessa forma, o NFC vem sendo muito valorizado pelo consumidor frente ao
FCOJ, que fica exposto a temperatura elevada por um periodo maior de tempo que
o NCF, o que altera drasticamente o aroma e sabor. Contudo, o0 FCOJ apresenta a
vantagem de ter maior estabilidade microbiolégica e custo de transporte menor,
devido ao processo de concentracdo (QUEIROZ & MENEZES, 2010; TRIBESS &
TADINI, 2003). A logistica de exportacdo do NFC é complicada e cara, uma vez que
0 volume para transporte é seis vezes maior que o do FCOJ. Ainda assim, suas
caracteristicas sensoriais fazem dele um produto diferenciado, de grande aceitacao

pelo consumidor e alto valor agregado (MENDES, 2009; CitrusBR, 2014).

1.2 Tecnologia de alta presséo

O tratamento a alta pressdo é uma das tecnologias mais inovadoras para
processar produtos termossensiveis. O uso de pressdes de 100 a 1000 MPa
provoca destruicdo microbiana e retarda significativamente as taxas de reacdes
enzimaticas minimizando a formacdo de sabores indesejaveis e 0 escurecimento
nao-enzimatico. Desta forma, ocorre pouca perda de nutrientes e vitaminas e as
alteracdes no sabor sdo praticamente imperceptiveis (BASAK & RAMASWAMY,
1996).

Existem dois tipos de processamento a alta pressao, alta pressao hidrostatica
e homogeneizacdo a alta pressao, cujo modo de funcionamento e efeitos sobre os
componentes dos alimentos e dos agentes de deterioragcdo e patdgenos sé&o

diferentes (FARKAS & HOOVER, 2000).
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1.2.1 Homogeneizacao a alta presséao (HAP)

A HAP é um processo de homogeneizacdo de liquidos que sao forcados a
passar a alta velocidade e presséo através de uma valvula de homogeneizacéo, que
produz uma velocidade extremamente elevada ao passar pelo orificio, produzindo
atrito entre as células de microrganismos, levando a quebra da parece celular devido
a sua rigidez. Apdés a passagem pelo orificio ocorre queda brusca na pressao,
provocando expansdo do liquido, e consequente colapso nos vacuolos dos
microrganismos. Os fenémenos de cavitacédo, atrito, cisalhamento e turbuléncia séo
0s responsaveis pela eficacia do tratamento (CAMPQOS, 2004; LACROIX, FLISS &

MAKH, 2005).

1.2.2 Alta pressao hidrostatica (APH)

O processo de APH consiste em submeter o alimento a alta presséo,
normalmente de 100 a 900 MPa, dentro de um tanque pressurizado, contendo um
meio liquido, geralmente agua potavel (YUSTE et al., 2001). O processo € isostatico,
ou seja, a pressao € transmitida de maneira uniforme e instantaneamente, e
adiabatico, o que significa que nao importa a forma ou tamanho dos alimentos,
diferentemente dos processos térmicos. Além disso, ocorre pouca variacdo de
temperatura com o0 aumento da pressao. A temperatura aumenta cerca de 3 °C para
cada acréscimo de 100 MPa no processo, dependendo da composi¢cao do alimento
(SMELT, 1998; WILSON et al., 2008).

Em termos gerais, a APH aplicada a temperatura ambiente, destroi células
vegetativas e inativa enzimas (SIMPSON & GILMOUR, 1997), com pouca alteracéo

sensorial do alimento (SAN MARTIN et al. 2002). A eficicia do tratamento depende
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principalmente da pressédo aplicada e do tempo de retencdo. A resisténcia dos
microrganismos é variavel, dependendo do tipo de organismo e da matriz do

alimento (FARKAS & HOOVER, 2000).

1.2.3 Processamento do suco de laranja a alta pressao

O processamento de sucos de fruta usando a tecnologia de alta pressao vem
sendo muito indicado quando as caracteristicas sensoriais sdo muito afetadas, como
€ 0 caso do suco submetido ao tratamento térmico. A tecnologia de alta pressao é
capaz de manter as caracteristicas nutricionais e sensoriais do suco mais proximas
aguelas do produto natural (CAMPOS & CRISTIANINI, 2004). Tradicionalmente, o
processamento do suco NFC vem sendo feito por pasteurizacédo, que emprega calor
para destruir microrganismos e inativar enzimas como a pectinametilesterase,
aumentando a vida de prateleira do produto. Entretanto, o processo térmico é capaz
de impactar negativamente a qualidade do suco, levando a perda de sabor natural e
a degradacdo do acido ascorbico e alteracdo da cor (TIMMERMANS et al., 2011).

No tratamento do suco de laranja por alta pressdao vém sendo empregadas
pressdes que variam de 300 a 700 MPa por periodos de 30 segundos até alguns
minutos para a destruicdo de bactérias, embora esporos de bactérias consigam
resistir até 1000 MPa em temperatura ambiente. Seu desenvolvimento, no entanto,
pode ser minimizado com uso de baixas temperaturas e baixo pH. Além disso, o
processamento do suco de laranja a alta pressao também é eficaz em relacdo a
inativacdo enzimatica, ja que diferentemente da pasteurizacdo, a alta pressao

consegue inativar a pectinametilesterase (TIMMERMANS et al., 2011).
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Na literatura s&o encontrados varios estudos sobre a influéncia do
processamento por APH no teor de acido ascorbico e na atividade antioxidante do
suco de laranja, entretanto o efeito em uma faixa ampla de condigcbes de
processamento de pressao, temperatura e tempo ainda néo foi determinado. Bull et
al. (2004) observaram no suco de laranja da variedade Valéncia processado a 600
MPa, 20 °C e 60 s que o teor de &cido ascorbico ndo foi afetado significativamente.
Entretanto, Sanchez-Moreno et al. (2003) obtiveram uma reducao de 11% no teor de
acido ascérbico em suco de laranja processado a 100MPa, 60 °C por 30 s. Ancos et
al. (2002) estudaram o efeito da APH no teor de carotenoides e na atividade
antioxidante de suco de laranja da variedade Valéncia. O maior teor de vitamina A e
carotenoides foi obtido no suco processado nas condi¢cdes de 350 MPa, 30 °C por
300 s, embora tenha sido observada uma reducao de 22% na atividade antioxidante
comparada ao suco nao processado. Sanchez-Moreno et al. (2005) observaram que
0 processamento de suco de laranja a 400MPa, 40 °C e 60 s ndo reduziu
significativamente o contetdo de acido ascorbico e aumentou o teor de carotenoides
(54%) e flavanonas (34%), mas sem diferenca significativa na atividade antioxidante

em relacdo ao suco néo processado.

1.3 Compostos bioativos e atividade antioxidante

Muito consumido em todo mundo e também pelos brasileiros, o suco de
laranja € rico em vitaminas e nutrientes, com destaque para a quantidade de
vitamina C, B, fibra, potassio, ferro, além de fonte de carotenoides e flavonoides que
contribuem expressivamente para a atividade antioxidante. Atualmente, estudos vém

comprovando que o suco de laranja melhora o HDL em individuos com
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hipercolerostemia e reduz a oxidacgdo lipidica em fumantes (SUGAI et al., 2002;
SANCHEZ-MORENO et al., 2005).

Os estudos com antioxidantes estdo cada vez mais em evidéncia devido aos
efeitos prejudiciais que os radicais livres, substancias contendo elétrons
desemparelhados, principalmente em atomos de oxigénio e nitrogénio, podem
causar no organismo (Liu, 2003). A oxidacao sofrida por esses atomos faz parte do
metabolismo devido, entre outros fatores, a sua funcao aerébica como a producao
de energia, além da fagocitose e da sintese de substancias. A presenca de radicais
livres em excesso pode causar estresse oxidativo, que gera danos ao organismo,
provocando peroxidacdo lipidica de membranas, destruicdo de proteinas,
carboidratos e DNA. Por isso, os radicais livres vém sendo relacionados ao
surgimento de doencas cardiovasculares, catarata, cancer, etc, e podem piorar
guadros clinicos ja existentes. Existem varios tipos de espécies oxidativas, dentre
eles: hidroxila (OH"), superoxido (O2™), peroxila (ROO"), alcoxila (RO), oxigénio (O2),
peréxido de hidrogénio (H202), acido hipocloroso (HCIO), oxido nitrico (NO°) e
nitroso (N203), acido nitroso (HNO2), nitritos (NO2’), nitratos (NOz’) e peroxinitritos
(ONOO") (BARREIROS et al., 2006).

O organismo humano tem varias maneiras de combater o estresse oxidativo,
guer seja empregando substancias produzidas pelo préprio corpo ou provenientes
da dieta. A oxidacéo pode ser reduzida ou inibida pelo consumo de nutrientes como:
vitaminas C, E e A, clorofilina, carotendides, como o [(-caroteno, e outros
antioxidantes, como compostos fendlicos, que sao capazes de estabilizar os radicais
livres, evitando lesbes em estruturas biolégicas (LIU, 2003; BARREIROS et al.,

2006). Os compostos fenodlicos sdo substancias que contém um anel aromatico com
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um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais e o0s
principais representantes sdo os acidos fendlicos, polifendis como os flavonoides,
responsaveis pelo sabor amargo e adstringente de alguns alimentos. Em geral, 0s
compostos fendlicos, em especial os flavonoides, possuem estrutura capaz de
sequestrar radicais livres, sendo mais efetivos que a vitamina E e C, pois
apresentam maior reatividade, estabilidade do radical flavonil formado e grande
solubilidade e interagdo com as membranas (MALACRIDA & MOTTA, 2005;
BARREIROS et al., 2006).

O suco de laranja € uma fonte importante de compostos antioxidantes na
dieta, principalmente devido a presenca de &cido ascorbico e de flavonoides.
Embora os compostos antioxidantes do suco de laranja venham sendo bastante
estudados, sobretudo devido a sua relacdo com a protecdo do DNA contra danos
oxidativos, ainda nao existem dados sobre o impacto de diferentes intervalos de

processamento por alta pressdo na atividade antioxidante do suco (SANCHEZ-

MORENO et al., 2005; STELLA et al., 2011).

2. OBJETIVOS

O objetivo desse projeto foi avaliar a influéncia das condigbes de
processamento do suco de laranja por alta pressdo hidrostatica no teor de &cido
ascorbico, nos compostos fendlicos totais e na atividade antioxidante utilizando

diferentes técnicas.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Material

Neste trabalho foi utilizado o suco de laranja da variedade Péra Rio
pressurizado e o suco ndo processado (recém extraido e filtrado), usado como
controle. O suco de laranja foi fornecido por uma industria citricola da regido de
Araraquara, SP.

O equipamento de alta presséo hidrostatica utilizado para o processamento
do suco de laranja é do modelo Stansted Food Lab 9000 (Stansted Fluid Power,
Reino Unido), do Centro Nacional de Pesquisa de Tecnologia Agroindustrial de
Alimentos, Embrapa, RJ. Para o processamento os sucos foram embalados em
sacos de polietileno flexiveis e processados em camara de 500 mL. O fluido utilizado

para transmitir a presséo foi etanol 70%.

3.2 Métodos
3.2.1 Otimizacao do processamento do suco de laranja por APH
3.2.1.1 Planejamento experimental

Com o objetivo de otimizar o processamento do suco de laranja por APH, foi
empregada a metodologia de superficie de resposta. Previamente, foram realizados
testes preliminares para definir os intervalos de trabalho do equipamento,
considerando sua capacidade de processamento, frente as caracteristicas inerentes
do suco de laranja. Para tanto foi escolhido o delineamento experimental composto
central rotacional (DCCR), com planejamento fatorial completo 23, incluindo 6 pontos

axiais e 3 repeti¢cdes do ponto central, totalizando 17 ensaios.
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Os valores das variaveis foram representados como -1 e +1; o ponto central
como 0 (zero) e os pontos axiais como -a e +a (Tabela 1). Para o calculo dos pontos
axiais foi utilizada a equacédo o = (2")4, onde n=nUmero de variaveis, tendo-se
+0=1,68 e -0=-1,68. Na Tabela 1 estdo apresentados os niveis codificados das
condicGes utilizadas para cada ensaio, segundo o planejamento fatorial completo 23.
Tabela 1. Niveis codificados das variaveis para os ensaios de otimizacdo do

processamento do suco de laranja por APH.

N° ensaio Presséo Temperatura Tempo
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 !

6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 -1,68 0 0
10 1,68 0 0
11 0 -1,68 0
12 0 1,68 0
13 0 0 -1,68
14 0 0 1,68
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0

3.2.2 Determinacdo do teor de 4cido ascorbico
O teor de acido ascorbico foi determinado utilizando a reagdo de Tillmans

(AOAC, 1990).
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3.2.3 Extracdo dos compostos fendlicos

A extracdo dos compostos fendlicos foi baseada na metodologia descrita por
Asami et al, 2003, que foi adaptada para as condi¢Oes laboratoriais (Figura 1). O
suco dos 17 ensaios (5,00mL) foi extraido com metanol 80% (10,00mL, v/v), sob
agitacdo por 1 minuto, seguido de ultrassom por 15 minutos e centrifugacdo a
9000rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi filtrado e recolhido em baldo
volumétrico de 25,00mL, enquanto o precipitado foi submetido novamente ao
processo de extracdo e depois recolhido no mesmo baldo volumétrico contendo o
extrato da primeira extracdo. ApGs o processo de extracdo o volume do baldo foi
completado com metanol 80% (v/v). Foi necessario a utilizacdo da centrifugacdo
para extrair oS compostos presentes nas vesiculas e centrifugacédo para remover a

parte solida ndo desejada (Figura 1).

5,00mL de amostra

10,00mL de metanol 80% (v/v)

1 min de agitagéo (Vortex)

15 min de ultrassom

20 min de centrifugacdo a 9000rpm
Filtracdo em papel Whatman n° 1

Vo

Extrato Precipitado

Reextracao

Baldo Volumétrico de 25,00mL
Completar volume com metanol 80% (v/v)

Figura 1. Fluxograma da extracdo de compostos fendlicos do suco de laranja.
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3.2.4 Determinacado dos compostos fendlicos totais

A determinacdo de compostos fendlicos totais foi feita empregando a reacdo
de Folin-Ciocalteu baseada naquela descrita por Singleton et al. (1999) e adaptada
por Asami et al. (2003).

Em um baldo de 5ml, foram adicionados 0,200 ml de extrato, 1,00 ml de agua
e 60 pl do reagente de Folin-Ciocalteu. A solucdo obtida foi deixada em repouso por
10 minutos e a seguir foram adicionados 2,00 ml de solugéo de Na2COs 7% (m/v). O
volume do baldo foi completado com agua, e este levado a banho-maria a 40°C por
30 minutos. Em seguida, foi feita a leitura de absorbancia a 740nm, contra um
branco (dgua destilada) que passou pelo mesmo procedimento. Para a
determinacao da concentracdo de compostos fendélicos presentes no suco de laranja
foram preparadas curvas de calibracdo com acido galico. Os compostos fenélicos

totais foram expressos como equivalentes de acido galico, em mg.L.

0,7 - /
06

0,5

Absorbancia

0,4 7

0,3 4

’ Intervalo de Confianca de 95%

0.2 T T T T T T T T T T T T T T T 1
60 80 100 120 140 160 180 200 220

Acido Galico (ug/mL)

y = 0,01846 + 0,0034x; r = 0,9996
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Figura 2. Curva de calibragdo com &cido gdlico (72-200 mg.mL?)

3.2.5 Determinacao da atividade antioxidante
3.2.5.1 Preparo das amostras

O extrato usado na determinacdo do teor de compostos fendlicos totais
também foi utilizado para a determinacdo da atividade antioxidante. Foram
preparadas trés diluicbes, em triplicata, para que a partir dos resultados fosse
construido um grafico da queda da absorbancia versus diluicdo para a determinacéo

da atividade antioxidante.

3.25.2 Determinagdo da atividade antioxidante usando a reagdo de
descoloracao do radical ABTS™

A determinacdo da atividade antioxidante usando a reacdo de descoloracao
do radical céation ABTS™ (acido 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico))
baseia-se na capacidade de um antioxidante de capturar o cation radicalar ABTS™,
gue passa da cor verde-escura para verde-clara (Figura 2). Os resultados séo
expressos em TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) (PEREZ-JIMENEZ &
SAURA-CALIXTO, 2006; RUFINO et al., 2007a).

O radical é obtido através da reacdo de 5,0mL de uma solucdo estoque de
ABTS (7mM) com 88uL da solucao de persulfato de potassio (140mM), € mantido no
escuro a temperatura ambiente por 16 horas. Em seguida, 1,0mL da solucdo do
radical ABTS™ € diluido em &lcool etilico até se obter uma absorbéncia de 0,7 + 0,1,
lida a 752nm (PEREZ-JIMENEZ e SAURA-CALIXTO, 2006; RUFINO et al, 2007a).
Em cubeta de vidro foram adicionados 30uL do extrato (amostra) e 3,0mL da

solucdo contendo radical ABTS™*. Apds 6 minutos foi realizada a leitura da



absorbancia contra um branco (alcool
determinacdo da atividade antioxidante foram empregadas curvas de calibracdo

usando Trolox (anélogo hidrossoliivel da vitamina E) (PEREZ-JIMENEZ & SAURA-

CALIXTO, 2006; RUFINO et al., 2007a).

SC“L:I >_N N=( ]’\j_‘ +antioxidante gg.. T\f://\[ >_N N=( ]Cf

cor: verde-escura

Figura 3. Estabilizacdo do radical ABTS™ com compostos antioxidantes (Rufino et

al., 2007a).

0,35 4

0,30 +

0,10

0,05

T K50,

etilico absoluto) a 752nm. Para a

cor: verde-clara

’ Intervalo de Confianga de 95%

T T T T T T T T T
100 200 300 400 500
Trolox (uM)

y =0,111 + 7,07028.10%x; r = 0,99961

Figura 4. Curva de calibracédo de Trolox (100-500 pmol.L1).
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3.2.5.3Determinacao da atividade antioxidante usando a reacdo com o radical
DPPH*

O radical DPPH" (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) também é estabilizado por reacéo
com antioxidantes. Quando capturado produz um decréscimo na absorbancia a

515nm, passando da cor violeta-escura para a cor violeta-clara (Figura 3).

O,N O,N

\{ 2 S, Ry
N—Ne— NO, + R —= N—N—\ ,—NOo,

W\ /> O,N N O,N

cor: violeta-escura cor: violeta-clara

Figura 5 Estabilizacdo do radical livre DPPH* (RUFINO et al., 2007b).

O radical é obtido solubilizando o DPPH* em &lcool metilico para obter uma
solugdo 0,06mM. Em cubeta de vidro foram adicionados 3,0mL da solucdo de
DPPH" e 30uL de extrato (amostra) em ambiente escuro. A leitura de absorbancia
era feita a 515nm quando ocorria a estabilizacdo da absorbancia, utilizando alcool
metilico como branco. O tempo de reacdo é estabelecido quando ocorre a
estabilizacdo do radical, que é utilizado em todas as amostras (PEREZ-JIMENEZ &
SAURA-CALIXTO, 2006; RUFINO et al., 2007b). A determinagdo da atividade

antioxidante também é expressa por curva de calibracdo usando Trolox.
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‘ Intervalo de confianca de 95%

0,05

T T T T T T T T T
100 200 300 400 500
Trolox (uM)

y = 0,02517 + 6,3561x 10x; r = 0,99916

Figura 6. Curva de calibracéo de trolox (100-500 pmol.L™1).

3.2.5.4 Determinacédo da atividade antioxidante usando a reacao de reducao do
ferro (FRAP)

A Reacdo do Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) é baseada na
reducao do complexo férrico de tripiridiltriazina a complexo ferroso de tripiridiltriazina

(Amax = 595nm) por reacdo com compostos antioxidantes em meio acido (Figura 4).

N N N N
ZNo | N .
R v,-N ZN + antioxidante Y . N, =N
. Fe - - . Fo
2 S Y R NZ N
N IN NP e N "
N 3 ; N N N L
| ‘ T =
(FellI(TPTZ),J* (Fe(I)(TPTZ),**
cor: azul-clara cor: azul-escura

Figura 7. Reducao do complexo férrico tripiridiltriazina (RUFINO et al.., 2006).
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O reagente FRAP foi preparado com 5,00mL de solucdo de tripiridiltriazina
(TPTZ) 10mM e 5,00mL de solucdo aquosa de cloreto férrico 20mM em baldo
volumétrico de 50,00mL, que € completado com solu¢do tampao acetato 0,3M. O
reagente deve ser preparado no dia da andlise.

O ensaio foi realizado em baldo volumétrico de 5,00mL, utilizando 4,00mL de
solucdo do reagente FRAP, 150uL de extrato (amostra) e completando o volume
com agua destilada. A solucéo dos baldes foi homogeneizada e aquecida em banho-
maria a 37°C por 30 minutos. As leituras de absorbancia foram feitas em
espectrofotometro a 595nm, utilizando o reagente FRAP como branco. A curva de
calibracdo foi preparada usando solucdes de Trolox em cinco diferentes

concentragdes (PEREZ-JIMENEZ & SAURA-CALIXTO, 2006, RUFINO et al., 2006).

0,50 -
0,45 —
0,40 — /
0,35 -

0,30 —

0,25

Absorbancia

0,20

0,15 4

0,10 ’ Intervalo de confianca de 95%

T T T T T T 1
150 200 250 300 350 400 450

Concentracéo de Trolox (uM)

y =-0,01592 + 0,00106x; r = 0,99205

Figura 8. Curva de calibracéo de Trolox (200-400 pmol.L™?).
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4. FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS
Os resultados serdo submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e
metodologia de superficie de resposta, que permitiram escolher a melhor condi¢éo

de pressurizacao do suco de laranja.

5. RESULTADOS
5.1 Otimizag&o do processamento do suco de laranja por APH

Os resultados dos testes preliminares apontaram que a faixa de pressdo mais
adequada do equipamento para a pressurizacdo do suco de laranja era de 100 a
600 MPa, a temperatura de 30 a 60°C e o tempo de 0,5 a 6 min. Considerou-se que
ndo era necessario o uso de maiores pressdes devido ao efeito sinérgico da
temperatura na reducdo da atividade da enzima pectinametilesterase (PME)
(HAGERMAN & AUSTIN, 1986). Em relacdo a temperatura, foi necessario
considerar o limite maximo de aquecimento no equipamento de 60°C, pois 0 mesmo
possuia 0 vaso de pressdo encamisado conectado a um banho de &gua
termostatico, que alcancava temperatura maxima de 60 °C. O tempo de 0,5 a 6 min
foi definido com base no estudo de Polydera (2004). Assim sendo, foi possivel
estabelecer os valores reais das variaveis a serem utilizadas no DCCR para os

niveis codificados, que estdo apresentados na Tabela 2.

5.2 Efeito do processamento por APH no teor de acido ascorbico
Os resultados do teor de acido ascorbico dos 17 ensaios, de acordo com o
DCCR, para as variaveis pressao, temperatura e tempo do processamento do suco

de laranja por APH e do suco nao processado estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 2. Valores codificados e reais das variaveis utilizadas nos ensaios de

otimizacao do processamento do suco de laranja por APH.

Niveis Codificados Pressao (MPa) Temperatura (°C) Tempo (min)
-1,68 100 30 0,5
-1 201 36 1,6
0 350 45 3,3
+1 499 54 4.9
+1,68 600 60 6,0

O suco de laranja ndo processado apresentou 859,5 mg.L! de &cido
ascorbico, enquanto no suco processado por APH houve variacdo de 435,9 a 710,2
mg.L? no teor de acido ascérbico. O maior valor de acido ascérbico foi obtido nas
condicdes de processamento de 201 MPa, 36 °C por 97 s e o menor valor nas
condi¢des 350 MPa, 45 °C por 360 s (Tabela 3). A degradagédo do acido ascorbico
no processamento por APH foi maior do que aquela encontrada em outros estudos
(SANCHEZ-MORENO et al., 2003, SANCHEZ-MORENO et al., 2005; PLAZA et al.,
2006). Plaza et al (2006) observaram uma degradacéo de 5% do acido ascorbico em
suco de laranja da variedade Valencia processado a 400 MPa, 40 °C por 60 s,
enquanto Sanchez-Moreno (2005) observaram degradacdo de 8% no acido
ascorbico do suco de laranja da variedade Navel processada sobre as mesmas
condicdes.

A andlise de variancia mostrou que o modelo ajustado de segunda ordem esta
adequado aos resultados do &cido ascérbico, como indicado pelo valor F do modelo
de 8,80 (p<0,01), e apresentou coeficiente de determinacdo satisfatério (R? = 0,92)

(Tabela 4). Termos com o valor de F significativo (p<0,1) foram incluidos no modelo.
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Os termos lineares e quadraticos da presséo (P, P?), temperatura (T, T?) e tempo (t, t?)
e o efeito combinado dos termos pressdo e tempo (Pt) foram significativos. Os
parametros estatisticos confirmam a consisténcia do modelo, indicando que o modelo é
confiavel para prever o teor de acido ascorbico presente no suco de laranja da
variedade Péra Rio processado por APH (Tabela 4).

Utilizando os coeficientes de regressao para os modelos ajustados (Tabela 4) foi

obtida a equagéao do modelo:

AA =1297,481 — 0,829P — 15,442T — 1,584t + (8,371 x 10%)P? + 0,139T2 + (1,525 x
103%)t2 + (7,829 x 104)Pt
AA = teor de acido ascoérbico (mg.L?), P = pressdo (MPa), T = temperatura (°C) e t =

tempo (s).

Para visualizar a relagcéo entre o teor de acido ascérbico e as variaveis independentes,
foram gerados graficos de superficies de resposta mantendo uma variavel
independente fixa no ponto central e variando as outras duas variaveis independentes
(Figura 5). As superficies de resposta mostraram que no processamento do suco de
laranja por APH, o tempo e a temperatura apresentaram uma relagcéo inversa com o
teor de acido ascorbico (Figura 5). Comportamento semelhante foi obtido por Sanchez-
Moreno et al., 2003. A maior degradacéao de acido ascorbico (11%) foi observada no
suco pressurizado sob maior tempo e temperatura (100 MPa a 60 °C por 300 s),
guando comparado com um suco processado a 400 MPa a 40 °C por 60 s, em que
houve reducdo de acido ascoérbico de 7%. As Figura 5a e 5b mostram que o suco de
laranja pressurizado entre 100 a 300 MPa teve o acido ascorbico reduzido, embora sob

pressdo de 500 a 600 MPa tenha ocorrido um leve aumento no 4cido ascorbico. A
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variavel independente tempo foi a que mais afetou a reducdo de acido ascorbico no
suco de laranja processado por APH (Figura 5a e 5b). De com a equacédo do modelo,
para se obter um suco de laranja processado por APHcom o teor de acido ascorbico

superior a 600 mg.L?, representando 70% do conteldo inicial, as condicdes de

processamento devem estar entre 100-250 MPa, 30 a 40 °C e 30 a 125 s (Figura 5).

Figura 9. Superficies de resposta para o teor de acido ascoérbico (mg/100ml) do suco de
laranja em funcéo da presséo e tempo (a), sob temperatura de 45 °C (ponto central);
da temperatura e tempo (b), sob presséo de 350 MPa (ponto central); e da temperatura
e pressao (c), com tempo de 195 s (ponto central).

5.3 Efeito do processamento por APH nos compostos fendlicos totais

O resultado do teor de compostos fendlicos totais do suco de laranja nao
processado e daquele processado por APH de acordo com os 17 ensaios do DCCR
estdo na Tabela 3.

O teor de compostos fendlicos totais do suco néo processado foi 416,7 mg de
acido galico.L* e do suco de laranja processado por APH, de acordo com os 17
ensaios, variou de 386,0 a 447,7 mg de acido galico.L. A condicdo de processamento
usando 499 MPa, 36 °C e 97 s resultou na maior concentragdo de compostos fendélicos

e a condicao usando 100 MPa, 45 °C e 195 s na de menor concentragao (Tabela 3).
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Cao et al. (2010) analisaram o teor de compostos fendlicos totais em polpas de
morango processadas por APH a 400 MPa. Independente do tempo, foi observado
decréscimo no conteudo de compostos fendlicos totais, enquanto sob pressées de 500
e 600 MPa houve aumento no teor de compostos fendlicos totais. O resultado do
decréscimo do conteudo de compostos fendlicos totais pode ser associado a alta
atividade residual de enzimas polifenol oxidase e peroxidases, responsaveis por
catalisar a oxidacdo de compostos fendlicos, enquanto que em pressées mais altas
ocorre inativacéo das enzimas (CAO et al., 2010; QUEIROZ et al., 2010). Ademais, em
pressbes mais altas pode ocorrer maior extracdo de compostos antioxidantes pelo
rompimento de células e estruturas (SANCHEZ-MORENO et al., 2003; SANCHEZ-
MORENO et al., 2005; PATRAS et al., 2009; CAO et al., 2010; QUEIROZ et al., 2010).

A analise de variancia mostrou que o modelo ajustado de segunda ordem néo
estd adequado para predizer o teor de compostos fendlicos totais do suco de laranja,
como € possivel verificar pelo valor F do modelo que foi de 1,87 (p>0,01) e o valor do
coeficiente de determinacao (R?) do modelo, de 0,51 (Tabela 4). Levando em conta
esses critérios, ndo foi possivel considerar o modelo valido para prever as variaveis
dependentes para o teor de compostos fendlicos totais e, por isso, ndo foram gerados

gréficos de superficie de resposta.

5.4 Efeito do processamento por APH na atividade antioxidante

A atividade antioxidante usando a reacdo com o radical DPPH e ABTS e a
reacdo de reducéo do ferro (FRAP) para o suco de laranja Péra Rio processado por
APH, segundo o DCCR, variou de 1745,3 a 2182,0 umol de Trolox.L?, empregando a
reacdo com o radical DPPH, de 3178,2 a 5641,5 umol de Trolox.L, para a reacéo de

reducdo do ferro (FRAP), e de 2062,0 a 2935,9 umol de Trolox.L™, para a reacdo com
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o radical ABTS. O suco néo processado apresentou 2211,7 umol de Trolox.L™, usando
a reacdo com DPPH, 4392,1 e 3176,7 umol de Trolox.L, usando a reacdo com FRAP
e ABTS, respectivamente (Tabela 3).

As condi¢des de processamento por APH empregando 499 MPa, 36 °C e 97 s
resultaram na maior atividade antioxidante quando a reacdo com DPPH foi usada,
enquanto que 201 MPa, 36 °C e 97 s, e 350 MPa, 45 °C e 30 s, forneceram suco com
atividade antioxidante mais elevada, quando a reacao de reducao do ferro (FRAP) e a
reacdo com ABTS foram empregadas.

Ainda, o processamento a 350 MPa, 45 °C e 195 s gerou 0 suco com a menor
atividade antioxidante usando a reacdo com DPPH, enquanto as condi¢cdes de 201
MPa, 54 °C e 293 s, e 499 MPa, 54 °C e 293 s, geraram a menor atividade antioxidante
usando as reacdes FRAP e ABTS, respectivamente.

A andlise de variancia mostrou que os modelos ajustados de segunda ordem
ndo estdo adequados a atividade antioxidante total empregando a reacdo com DPPH e
FRAP, como é possivel verificar pelo valor F dos modelos, de 1,08 (p>0,01) para
atividade antioxidante com DPPH, e de 3,00 (p>0,01) para atividade antioxidante com
FRAP. Ainda, os coeficientes de determinacdo (R?) dos modelos foram fracos,
apresentando valor de 0,45 para a atividade antioxidante usando a reagdo com DPPH,
e de 0,58 para atividade antioxidante total usando a reacdo com FRAP. Levando em
conta esses critérios, ndo foi possivel considerar os modelos validos para prever as
variaveis dependentes para as reac¢des de atividade antioxidante total usando a reacao
com DPPH e FRAP, ndo tendo sido entdo gerados os graficos de superficie de
resposta (Tabela 4).

Paralelamente, a analise de variancia mostrou que o modelo ajustado de

segunda ordem estd adequado aos resultados da atividade antioxidante usando a
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reagdo com ABTS, como indicado pelo valor F do modelo, de 7,20 (p<0,01). O R? foi
0,91 e a falta de ajuste ndo foi significativa (p>0,05), indicando que o modelo é
adequado para predizer a atividade antioxidante usando a reacdo com o radical ABTS
(Tabela 4). Termos com valor de F que apresentaram p<0,10 foram incluidos no
modelo. A presséo (P), temperatura (T) e tempo (t) afetaram linearmente a atividade
antioxidante, e os termos quadraticos da temperatura (T2 e do tempo (t2) foram
significativos. Somente o efeito combinado da pressédo e tempo (Pt) foi incluido no
modelo como termo de interacdo. Usando os coeficientes de regressao dos termos

significativos foi possivel obter a equacao:

AAT =2127,168 + 0,498P + 43,555T — 2,662t - 0,608T2 + (5,518 x 10°)t2 - (4,180 x 10°)Pt
AAT = atividade antioxidante por ABTS (umol de Trolox.L!), P = pressdo (MPa), T =

temperatura (°C) e t = tempo (S).

Utilizando a equacdo do modelo foram gerados os graficos de superficie de
resposta para ilustrar os efeitos das variaveis independentes na atividade antioxidante
usando a reacdo com ABTS (Figura 6). Observa-se na Figura 6a que a partir de 105 s
0 aumento da pressao eleva a atividade antioxidante, utilizando a reagdo com o radical
ABTS, embora com tempo maior do que 195 s o aumento da pressao reduza a
atividade antioxidante. A Figura 6¢ mostra que o aumento da pressdo provoca leve
reducado da atividade antioxidante. O tempo foi a variavel que mais afetou a reducéo da
atividade antioxidante no processamento do suco de laranja por APH (Figura 6a e 6b).
Suco de laranja com atividade antioxidante utilizando a reacdo com o radical ABTS

maior que 2550 pmol de Trolox.L?, representando cerca de 80% da atividade
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antioxidante inicial, foi obtido nas condi¢cées de 100 a 320 MPa, 30 a 42 °C e 30 a 180

S.

Q

\\wu\um\m‘mw
w Rh AN R
LA ) W SRS
s .- A !
- ¥ L b
s % % Y

Figura 10. Superficies de resposta da atividade antioxidante utilizando a reagdo com o
radical ABTS (umol de Trolox.L™?) do suco de laranja em funcdo da pressdo e tempo
(a), sob temperatura de 45 °C (ponto central); da temperatura e tempo (b), sob pressao

de 350 MPa (ponto central); e da temperatura e pressédo (c), com tempo de 195 s
(ponto central).

A atividade antioxidante esta relacionada com a presenca de compostos
bioativos em alimentos. O conteudo de &cido ascorbico e a atividade antioxidante do
suco de laranja Péra Rio processado por APH apresentaram correlacdo positiva e forte
(R = 0,8248). O acido ascorbico (Figura 5) e a atividade antioxidante (Figura 6)
mostraram comportamento similar no processamento por APH nas variaveis pressao,
temperatura e tempo, indicando que a o decréscimo da atividade antioxidante pode ser
atribuido a degradacdo do acido ascérbico. Estes resultados estdo de acordo com
aqueles reportados por Sanchez-Moreno et al., (2003), Stella et al., (2011) e Miller &

Rice-Evans (1997) que observaram que o acido ascoérbico € o principal componente

antioxidante do suco de laranja.
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6. CONCLUSAO

O processamento por APH reduziu o contetudo de &cido ascorbico e a atividade
antioxidante do suco de laranja Péra Rio. O tempo, a temperatura e a pressao
influenciaram a resposta das variaveis. O tempo de processamento do suco por APH
apresentou a maior influéncia na reducdo do &cido ascoOrbico e da atividade
antioxidante. As condi¢ces de tratamento de 100 a 250 MPa, 30 a 40°C e 30 a 125 s
foram capazes de produzir suco de laranja com mais de 70% do conteudo inicial de

acido ascorbico e de 80% da atividade antioxidante.
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