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RESUMO 

Os óleos essenciais Citrus lemon (OECL) e C. reticulata (OECR) possuem atividade 

antimicrobiana frente bactérias deteriorantes de sucos de fruta. Um fator limitante da aplicação 

destas substâncias como conservantes em sucos é que as concentrações necessárias para o 

alcance da eficácia antimicrobiana geralmente excedem o limite de aceitação sensorial dos 

consumidores. O presente estudo objetivou avaliar a aplicação de concentrações sensorialmente 

aceitas de OECL ou OECR isoladas ou em combinação com tratamento térmico moderado 

(TTM) frente a bactérias deteriorantes isoladas de sucos de maçã e laranja. Inicialmente, foram 

determinados os limiares sensoriais de aceitação comprometida (LAC) e de rejeição (LR) do 

OECL e OECR em sucos de maçã e laranja. As concentrações do OECL e OECR (0,13, 0,25 e 

0,50 μL/mL), abaixo do LR, foram avaliadas isoladas e em combinação com TTM (54 ºC; 0, 2, 

4, 6, 8, 10 e 12 min) frente Lactobacillus brevis, L. plantarum e Leuconostoc mesenteroides 

isolados de sucos de maçã ou laranja. Os efeitos da aplicação combinada do OECL ou OECR 

com TTM nos parâmetros físico-químicos (sólidos solúveis totais, pH e acidez titulável) dos 

sucos foram avaliados após 12 min de exposição. Posteriormente, a concentração de 0,50 

μL/mL de OECL ou OECR isolada ou em combinação com TTM foi avaliada quanto aos efeitos 

nas funções fisiológicas de L. brevis e L. mesenteroides em suco de laranja utilizando citometria 

de fluxo. A concentração inibitória mínima do OECL e OECR frente L. brevis, L. plantarum e 

L. mesenteroides foi de 2,0 μL/mL. O LAC do OECL e OECR variou de 0,15 μL/mL a 0,17 

μL/mL nos sucos de maçã e laranja. O LR do OECL foi de aproximadamente 0,58 μL/mL nos 

sucos de maçã e laranja, e o LR do OECR foi de 0,68 μL/mL nos dois sucos testados. Apenas 

a concentração de 0,50 μL/mL (abaixo do LR) do OECL e OECR quando aplicada isolada foi 

efetiva para reduzir ≤ 2 log10 UFC/mL nas contagens de L. brevis, L. plantarum e L. 

mesenteroides após 12 min de exposição. O uso combinado das concentrações de OECL e 

OECR abaixo do LR e TTM (54 ºC) apresentaram efeito sinérgico frente as cepas teste. A 

inativação nos sucos de maçã e laranja variou entre as cepas teste, concentrações dos OEs, o 

suco de fruta e tempo de exposição avaliado. Uma redução de aproximadamente 5 log10 

UFC/mL foi observada nas contagens de L. brevis, L. plantarum e L. mesenteroides após 12 

min de exposição a 0,50 μL/mL de OECL ou OECR em combinação com TTM nos sucos de 

maçã e laranja. As concentrações do OECL e OECR efetivas quando aplicadas em combinação 

com TTM frente as cepas teste não alteraram os parâmetros físico-químicos monitorados nos 

sucos de maçã e laranja. A extensão do dano nas funções fisiológicas variou entre os OEs, as 

cepas teste e, dependeu do tempo de exposição no suco de laranja. OECR isolado ou em 

combinação com TTM causou permeabilização, despolarização e comprometeu a atividade 

respiratória e de efluxo em uma porcentagem maior nas células de L. mesenteroides do que nas 

células de L. brevis, enquanto o oposto foi observado para OECL. A maior porcentagem (até 

99%) de células permeabilizadas, despolarizadas e com atividade respiratória e de efluxo 

comprometida sempre foi observada nos tratamentos combinados, independentemente do 

tempo de exposição ou da cepa testada. Os resultados obtidos nesse estudo indicam a aplicação 

de concentrações sensorialmente aceitas de OECL ou OECR em combinação com TTM como 

uma tecnologia viável para controlar bactérias deteriorantes de sucos de frutas. 

 

Palavras-chave: Calor moderado; citometria de fluxo; limiares sensoriais; óleos essenciais de 

Citrus spp.; sucos de frutas.  
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ABSTRACT 

Citrus lemon (CLEO) and C. reticulata essential oils (CREO) have antimicrobial activity 

against spoilage bacteria of fruit juices. A limiting factor in the application of these substances 

as preservatives in fruit juices is that the effective concentrations typically exceed the limit of 

sensory acceptance of consumers. This study assessed the application of sensorially accepted 

concentrations of CLEO and CREO alone or in combination with mild heat treatment (MHT) 

against spoilage bacteria isolated from apple and orange juices. Initially, were determined the 

compromised acceptance threshold (CAT) and rejection threshold (RT) of CLEO and CREO in 

apple and orange juices. The concentrations of CLEO and CREO (0.13, 0.25 e 0.50 μL/mL), 

below the RT, were assessed alone and in combination with MHT (54 ºC, 0, 2, 4, 6, 8, 10 and 

12 min) against Lactobacillus brevis, L. plantarum and Leuconostoc mesenteroides isolated 

from apple and orange juices. The effects of the combined application of CLEO and CREO 

with MHT on the physical-chemical parameters (total soluble solids, pH and titratable acidity) 

of the juices were assessed after 12 min exposure. The concentration 0.50 μL/mL of CLEO and 

CREO alone or in combination with MHT was assessed the effects on physiological functions 

of L. brevis and L. mesenteroides in orange juice using flow cytometry. The minimal inhibitory 

concentration of CLEO and CREO against L. brevis, L. plantarum e L. mesenteroides was 2.0 

μL/mL. The CAT of CLEO and CREO varied from 0.15 to 0.17 μL/mL in apple and orange 

juices. The RT of CLEO was approximately 0.58 μL/mL in apple and orange juices, and the 

RT of CREO was 0.68 μL/mL in both juices. When CLEO and CREO were assayed alone, the 

highest concentration (0.50 μL/mL) decreased counts of all strains approximately 2 log10 

CFU/mL after 12 min of exposure. All concentrations of CLEO or CREO below the RT in 

combination with MHT acted synergistically against L. brevis, L. plantarum and L. 

mesenteroides. Decreases in counts varied with the strain, CLEO and CREO concentrations, 

juice type and exposure time. A reduction of approximately 5 log10 CFU/mL was observed in 

the counts of L. brevis, L. plantarum e L. mesenteroides after 12 min of exposure to 0.50 μL/mL 

CLEO or CREO in combination with MHT in apple and orange juices. Effective combinations 

of CLEO or CREO with MHT against the test strains did not compromise the quality parameters 

of apple and orange juices. The extension of damage on physiological functions varied between 

CLEO and CREO, the tested strains and depended on the exposure time in orange juice. CREO 

alone or combined with MHT caused permeabilisation, depolarisation and compromised the 

respiratory and efflux activity in a percentage cells of L. mesenteroides than L. brevis cells, 

while the opposite was observed for CLEO. The highest percentage (up to 99%) of cells 

permeabilised, depolarised and with compromised respiratory and efflux activity were always 

observed in combined treatments, regardless the time of exposure or strain tested. The results 

obtained in this study indicate the application fo sensorially accepted concentrations of CLEO 

and CREO in combination with MHT as feasible technologie in spoilage bacteria control of 

fruit juices. 

 

Keywords: Mild heat; flow cytometry; sensory thresholds; essential oils of Citrus spp.; fruit 

juices. 

 

 



11 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

ARTIGO 1 

 

Figure 1 - Calculated t values (Y1 - axis) and mean hedonic scores (Y2 - axis) in the function 

of Citrus lemon (A, B) or Citrus reticulata (C, D) essential oil concentration (X - axis) for apple 

(A, C) and orange (B, D) juices. The black dashed line represents the tabulated t (ttab = 2.01), 

and the black circle (    ) represents the compromised acceptance threshold. The gray dashed 

line represents a mean hedonic score of 5 and the gray circle (  ) the rejection 

threshold.……………………………………………………………………………….……..93 

 

Figure 2 - Log10 cycles of inactivation of Lactobacillus. brevis (A), Lactobacillus plantarum 

(B) and Leuconostoc mesenteroides (C) in apple (A1-C1) and orange (A2-C2) juices at room 

temperature as a function of exposure time and Citrus lemon essential oil concentration: (●) 

control: 0 μL/mL; (■) 0.13 μL/mL; (▲) 0.25 μL/mL; (▼) 0.50 μL/mL. Data represent the 

means ± standard deviations (error bars) of at least three independent 

experiments.………………………………………………...……………………...…………95 

 

Figure 3 - Log10 cycles of inactivation of Lactobacillus brevis (A), Lactobacillus plantarum 

(B) and Leuconostoc mesenteroides (C) in apple juice (A1-C1) and orange juice (A2-C2) at 

room temperature as a function of exposure time and Citrus reticulata essential oil 

concentration: (●) control: 0 μL/mL; (■) 0.13 μL/mL; (▲) 0.25 μL/mL; and (▼) 0.50 μL/mL. 

Data represent the means ± standard deviations (error bars) of at least three independent 

experiments………..............………………………………….………………………………97  

 

Figure 4 - Survival fraction of Lactobacillus brevis after treatment: (●) heated at 54 ºC; (■) 

Citrus lemon (A, B) or Citrus reticulata (C, D) essential oil applied at 0.50 μL/mL; and (▲) 

combined treatment (heat treatment (54 ºC) in the presence of the EO (0.50 μL/mL) in apple 

(A, C) and orange (B, D) juices. The figure includes the theoretical inactivation curves obtained 

by considering the lethality caused by the heat and the EO treatment acting separately (additive 

effect) (□) and the fitting of Equation 1 to the survival curves obtained after the combined 

treatments. Data represent the mean ± standard error of the mean (error bars) of at least three 

independent experiments…………………………………...…..……………………………..99 

 



12 

 

Figure 5 - Relationship between the EO concentration and the log of 3 values of Lactobacillus 

brevis (●), Lactobacillus plantarum (■) and Leuconostoc mesenteroides (▲) in apple (A, C) 

and orange (B, D) juices and heat treated at 54 ºC in the presence of Citrus lemon (A, B) and 

Citrus reticulata (C, D) essential oils…………………...…………………………..………101 

 

 

ARTIGO 2 

 

Figure 1 - Fluorescence density plots of Lactobacillus brevis and Leuconostoc mesenteroides 

in response to staining with TO and PI after a 6 (A-F and M-R) and 12 min (G-L and S-X) 

exposure to Citrus lemon (CLEO; 0.50 μL/mL) (B, H, N and T) or C. reticulata essential oil 

(CREO; 0.50 μL/mL) (C, I, O and U) alone and combined with mild heat treatment (MHT; 54 

ºC) (CLEO and MHT: E, K, Q and W; CREO and MHT: F, L, R and X) and MHT alone: orange 

juice at 54 ºC (D, J, P and V) in orange juice. Control: orange juice without CLEO or CREO 

(A, G, M and S). The vertical axis indicates the fluorescence intensity of the TO; the horizontal 

axis indicates the fluorescence intensity of the PI. The percentages of the cells are presented in 

the four edges of each plot…………………………………………...……………………....124 

 

Figure 2 - Fluorescence density plots of Lactobacillus brevis and Leuconostoc mesenteroides 

in response to staining with BOX and PI after a 6 (A-F and M-R) and 12 min (G-L and S-X) 

exposure to Citrus lemon (CLEO; 0.50 μL/mL) (B, H, N and T) or C. reticulata essential oil 

(CREO; 0.50 μL/mL) (C, I, O and U) alone and combined with mild heat treatment (MHT; 54 

ºC) (CLEO and MHT: E, K, Q and W; CREO and MHT: F, L, R and X) and MHT alone: orange 

juice at 54 ºC (D, J, P and V) in orange juice. Control: orange juice without CLEO or CREO 

(A, G, M and S). The vertical axis indicates the fluorescence intensity of the BOX; the 

horizontal axis indicates the fluorescence intensity of the PI. The percentages of the cells are 

presented in the four edges of each plot………………………………...……………………126 

 

Figure 3 - Fluorescence density plots of Lactobacillus brevis and Leuconostoc mesenteroides 

in response to staining a CTC after a 6 (A-F and M-R) and 12 min (G-L and S-X) exposure to 

Citrus lemon (CLEO; 0.50 μL/mL) (B, H, N and T) or C. reticulata essential oil (CREO; 0.50 

μL/mL) (C, I, O and U) alone and combined with mild heat treatment (MHT; 54 ºC) (CLEO 

and MHT: E, K, Q and W; CREO and MHT: F, L, R and X) and MHT alone: orange juice at 

54 ºC (D, J, P and V) in orange juice. Control: orange juice without CLEO or CREO (A, G, M 



13 

 

and S). The horizontal axis indicates the fluorescence intensity of CTC-formazan; the vertical 

axis indicates the side-light scatter intensity. The respiratory active cell subpopulation was 

gated in the right rectangles; the inactive cell subpopulation was gated in the rectangles. The 

percentages of the cells are presented in the four edges of each plot……………………….128 

 

Figure 4 - Fluorescence density plots of Lactobacillus brevis and Leuconostoc mesenteroides 

in response to staining a EB after a 6 (A-F and M-R) and 12 min (G-L and S-X) exposure to 

Citrus lemon (CLEO; 0.50 μL/mL) (B, H, N and T) or C. reticulata essential oil (CREO; 0.50 

μL/mL) (C, I, O and U) alone and combined with mild heat treatment (MHT; 54 ºC) (CLEO 

and MHT: E, K, Q and W; CREO and MHT: F, L, R and X) and MHT alone: orange juice at 

54 ºC (D, J, P and V) in orange juice. Control: orange juice without CLEO or CREO (A, G, M 

and S). The horizontal axis indicates the fluorescence intensity of EB; the vertical axis indicates 

the side-light scatter intensity. The negative stain subpopulation was gated in the left rectangles; 

the positive stain subpopulation was gated in the right rectangles. The percentages of the cells 

are presented in the four edges of each plot………………………………………………….130 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



14 

 

LISTA DE TABELAS 

 

ARTIGO 1 

 

Table 1 - Constituents identified by CG-MS in the essential oil from Citrus lemon (CLEO) and 

Citrus reticulata (CREO) ……………………………………...……………………………...89 

 

Table 2 - Adjusted models of compromised acceptance threshold (CAT) and rejection threshold 

(RT) determination of Citrus lemon (CLEO) or Citrus reticulata (CREO) essential oil in apple 

and orange juices and their respective coefficients of determination………………….………90 

 

Table 3 - p and  values estimated from the fitting of Equation 1 to experimental data in assays 

with Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum and Leuconostoc mesenteroides in apple 

and orange juices treated with MHT (54 ºC for 12 min) and essential oils from Citrus lemon 

(CLEO) and Citrus reticulata (CREO)………………………………………………………..91 

 

Table 4 - Physicochemical parameters (average ± standard deviation; n = 6) of apple and orange 

juices treated with Citrus lemon (CLEO) or Citrus reticulata (CREO) essential oil and MHT 

(54 °C; 12 min)………………………..………………………………………………………92 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



15 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

AT Acidez titulável  

BAL Bactérias ácido láticas 

BOX Ácido bis-1,3-dibutilbarbutírico 

CIM Concentração inibitória mínima 

CF Citometria de fluxo 

CTC 5-ciano-2,3-ditolil tetrazólio 

DO  Densidade óptica  

FSC Luz de dispersão frontal 

GRAS  Geralmente reconhecido como seguro  

HSCS Pontuação hedônica da amostra de controle 

HSSS Pontuação hedônica da amostra de estímulo 

IR Índice de retenção 

LAC  Limiar de aceitação comprometida  

LR  Limiar de rejeição  

MRS De Man, Rogosa e Sharpe 

OECL Óleo essencial Citrus lemon  

OECR Óleo essencial Citrus reticulata 

OEs  Óleos essenciais  

PI Iodeto de propídio 

SSC Luz de dispersão lateral 

SST Sólidos solúveis totais 

TO Laranja de tiazol 

TTM  Tratamento térmico moderado  

UFC Unidades Formadoras de Colônias 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



16 

 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO....................................................................................................................18 

2 OBJETIVOS.........................................................................................................................21 

2.1 OBJETIVO GERAL............................................................................................................21 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS..............................................................................................21 

3 REVISÃO DE LITERATURA............................................................................................22 

3.1 SUCOS DE FRUTAS..........................................................................................................22 

3.1.1 Bactérias ácido láticas deteriorantes de sucos de frutas.....................................................24 

3.2 CONSERVAÇÃO DE SUCOS DE FRUTAS.....................................................................25 

3.3 ÓLEOS ESSENCIAIS COMO ANTIMICROBIANOS EM ALIMENTOS......................28 

3.3.1 Aplicação combinada de OE com TTM na conservação de sucos de 

frutas..........................................................................................................................................30 

3.4 CITOMETRIA DE FLUXO NA MICROBIOLOGIA........................................................32 

4 MATERIAIS E MÉTODOS................................................................................................35 

4.1 ÓLEOS ESSENCIAIS E IDENTIFICAÇÃO DOS CONSTITUINTES.............................35 

4.2 PREPARAÇÃO DOS SUCOS E ISOLAMENTO DE BACTÉRIAS ÁCIDO 

LÁTICAS..................................................................................................................................35 

4.2.1 Identificação de isolados de bactérias ácido láticas utilizando 16S rRNA Gene 

Sequence...................................................................................................................................36 

4.3 CEPAS TESTE...................................................................................................................37 

4.4 PREPARAÇÃO DO INÓCULO........................................................................................37 

4.5 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (CIM) DE OECL E 

OECR........................................................................................................................................38 

4.6 DETERMINAÇÃO DOS LIMIARES DE ACEITAÇÃO COMPROMETIDA (LAC) E 

REJEIÇÃO (LR) DE OECL E OECR EM SUCOS DE FRUTAS...........................................39 

4.7 AVALIAÇÃO DA INATIVAÇÃO DE CEPAS TESTE POR OECL E OECR EM SUCOS 

DE FRUTAS.............................................................................................................................40 

4.8 AVALIAÇÃO DA INATIVAÇÃO DE CEPAS TESTE POR OECL OU OECR EM 

COMBINAÇÃO COM TTM EM SUCOS DE FRUTAS........................................................41 

4.9 MODELAGEM DAS CURVAS DE SOBREVIVÊNCIA DE CEPAS TESTE EM SUCOS 

TRATADOS COM OECL OU OECR EM COMBINAÇÃO COM TTM..............................42 

4.10 EFEITO DO OECL OU OECR EM COMBINAÇÃO COM TTM SOBRE OS 

PARÂMETROS FÍSICO-QUÍMICOS DOS SUCOS DE FRUTAS.........................................42 



17 

 

4.11 EFEITO DO OECL, OECR OU TTM E DO TRATAMENTO COMBINADO SOBRE AS 

FUNÇÕES FISIOLÓGICAS DAS CEPAS TESTE…………………………………………..43 

4.12 PROCEDIMENTO DE COLORAÇÃO…………………………………………………44 

4.12.1 Integridade da membrana……………………………………………………………..44 

4.12.2 Potencial da membrana………………………………………………………………...44 

4.12.3 Atividade respiratória………………………………………………………………….44 

4.12.4 Atividade de efluxo…………………………………………………………………….45 

4.13 ANÁLISE DE CITOMETRIA DE FLUXO (CF)……………………………….………45 

4.14 ANÁLISE DOS DADOS DA CF………………………………………………………..45 

4.15 ANÁLISE ESTATÍSTICA................................................................................................46 

REFERÊNCIAS......................................................................................................................47 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO.........................................................................................59 

5.1 ARTIGO 1: Control of autochthonous spoilage lactic acid bacteria in apple and orange 

juices by sensorially accepted doses of Citrus spp. essential oils combined with mild heat 

treatments………………………………………………………………………………..........60 

5.2 ARTIGO 2: Effects of Citrus lemon and C. reticulata essential oils in combination with 

mild heat treatment on physiological functions of autochthonous spoilage bacteria in orange 

juice.........................................................................................................................................103  

6 CONSIDERAÇÕES FINAIS…………………………….................................................132 

APÊNDICES………………………………………………………………………………..133 

APÊNDICE A – Parecer consubstanciado do Comitê de Ética de Pesquisa…..……………...133 

APÊNDICE B – Formulário para Análise Sensorial ……………………..………..…..…….138 

 

 

  



18 

 

1 INTRODUÇÃO 

O Brasil é um dos maiores polos mundiais de produção de sucos de frutas, segmento 

que se encontra em plena expansão (FACCHINETTI, 2018). O suco de laranja é o mais 

consumido e exportado do país, sendo que 98% da produção nacional de laranja (Citrus 

sinensis) é destinada à produção de suco para o mercado interno e externo (CITRUSBR, 2018). 

Ainda, no mercado de sucos de frutas, destaca-se o suco de maçã, no Brasil cerca de 25% da 

produção de maçã (Pyrus malus) é destinada à produção de sucos para o mercado externo 

devido ao seu elevado consumo mundial, particularmente na Europa e nos Estados Unidos da 

América - EUA (IBGE, 2018).  

Os sucos de frutas são consumidos e apreciados em todo o mundo devido às suas 

características de sabor, frescor, além de ser um alimento saudável e fonte natural de 

carboidratos, vitaminas e minerais (WŁODARSKA et al., 2016; PARAVISINI; PETERSON, 

2019). No entanto, devido as condições encontradas durante a produção como o contato com o 

ar, micro-organismos deteriorantes e/ou patogênicos presentes no ambiente ou como parte da 

microbiota autóctone, os sucos de frutas frescas são amplamente suscetíveis à deterioração 

(ESPINA et al., 2013). 

A deterioração microbiana dos sucos de frutas ocorre principalmente por meio de micro-

organismos tolerantes ao meio ácido como, por exemplo, as bactérias ácido láticas (BAL) 

Lactobacillus spp. e Leuconostoc spp. (DI CAGNO et al., 2011). Estas bactérias são produtoras 

de CO2, ácido lático, acético e fórmico e, por isso, podem conferir forte odor e sabor 

desagradável ao suco (GUERROUJA et al., 2016). BAL deteriorantes geralmente são 

inativadas quando submetidas ao tratamento térmico (SNYDER; WOROBO, 2018).  

A pasteurização é o método de conservação mais utilizado em sucos de frutas e consiste 

em submeter os sucos a elevadas temperaturas (72 a 82 °C) por um pequeno intervalo de tempo 

(0,3 a 15 s). Esse processo causa alterações nas propriedades físico-químicas, nutricionais e 

sensoriais do produto (PETRUZZI et al., 2017; CARRILLO; FERRARIO; GUERRERO, 

2018). Os sucos de frutas também são geralmente conservados pela adição de aditivos 

alimentares, como o ácido sórbico, ácido benzoico e dióxido de enxofre, entretanto seu uso 

pode prejudicar à saúde dos consumidores (FUJIYOSHIA et al., 2018).  

Uma alternativa para reduzir as alterações indesejáveis causadas pelas altas 

temperaturas utilizadas nos métodos tradicionais de conservação é o tratamento térmico 

moderado (TTM), que consiste em submeter o alimento em uma faixa de temperatura entre 40-

60 °C. Porém, por provocar apenas injúrias subletais nos micro-organismos presentes no 
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alimento, o TTM deve ser aplicado em combinação com outros métodos de conservação de 

alimentos para garantir a estabilidade do produto, as características físico-químicas, 

nutricionais e sensoriais, bem como, a segurança microbiológica (AIT-OUAZZOU et al., 

2013).   

O uso de compostos antimicrobianos naturais, como os óleos essenciais (OEs), em sucos 

de frutas de forma isolada ou combinada com outros métodos de conservação, tem sido 

reconhecido como eficaz (SOUZA; ALMEIDA; SOUSA GUEDES et al., 2016). OEs possuem 

atividade antimicrobiana contra bactérias deteriorantes e/ou patogênicas de origem alimentar 

(SEOW et al., 2014). Dentre os OEs que apresentam potencialidade antimicrobiana, destacam-

se àqueles obtidos das espécies cítricas, Citrus lemon (OECL; limão) e C. reticulata (OECR; 

tangerina) (ESPINA et al., 2014) que são geralmente reconhecidos como seguros (GRAS) para 

utilização em alimentos e bebidas (Código dos Regulamentos Federais 8008-56-8 para OECL 

e 8016-85-1 para OECR). Contudo, as concentrações dos OEs requeridas para atingir a eficácia 

antimicrobiana podem alterar o sabor original do produto e exceder o limite de aceitabilidade 

sensorial dos consumidores (SOUSA GUEDES et al., 2016). Entretanto, a determinação dos 

limites sensoriais dos OEs não tem sido reportada pelos estudos que avaliam os efeitos dos OEs 

como método de conservação de sucos de frutas.  

O uso combinado de OEs com TTM tem sido sugerido como uma estratégia promissora 

para a incorporação de OEs em sucos pois a sua aplicação pode resultar em efeitos sinérgicos 

e/ou aditivos e permitir a redução da intensidade de cada método de conservação, resultando na 

manutenção das propriedades de qualidade desses produtos (SOUZA; ALMEIDA; SOUSA 

GUEDES et al., 2016). Entretanto, os efeitos dos OECL ou OECR aplicados isolados ou 

combinados com TTM sobre as funções fisiológicas de bactérias autóctones de deterioração de 

sucos de maçã e laranja ainda são desconhecidos.  

É crescente a busca por métodos que avalie as funções fisiológicas das células 

bacterianas, isto porque os métodos tradicionais de cultivo apenas quantificam as células 

viáveis (MACHETA et al., 2013; CIEMNIAK et al., 2018). Assim, o uso de citometria de fluxo 

(CF) acoplada a corantes fluorescentes específicos permite detecção rápida e confiável do 

estado fisiológico microbiano e evidencia possíveis alterações na integridade da membrana, 

potencial de membrana, atividade respiratória, atividade de efluxo, atividade metabólica e 

atividade enzimática, entre outros, após exposição a um ou mais tratamentos antimicrobianos 

ou processos de inativação (FERRARIO; GUERRERO, 2017; ZHANG et al., 2018).  

Considerando-se estes aspectos, objetivou-se avaliar os efeitos da aplicação de 

concentrações sensorialmente aceitas de OECL e OECR aplicados isolados ou em combinação 
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com TTM na inativação e nas funções fisiológicas das células de BAL deteriorantes isoladas 

da microbiota autóctone de sucos de maçã e laranja. O conhecimento da eficácia do uso 

combinado dos OEs com TTM na conservação de sucos surge, portanto, como uma alternativa 

promissora no alcance de produtos com qualidade microbiológica, sensorial e nutricional que 

possam atender a demanda dos consumidores por alimentos seguros, porém sem alteração das 

características de qualidade do produto.  
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2 OBJETIVOS  

2.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar os efeitos dos óleos essenciais de Citrus lemon (OECL; limão) e Citrus 

reticulata (OECR; tangerina) isolados ou combinados com tratamento térmico moderado 

(TTM) frente bactérias ácido láticas (BAL) deteriorantes em sucos de maçã (Pyrus malus) e 

laranja (Citrus sinensis).  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

•  Identificar os constituintes voláteis dos OEs de Citrus lemon (OECL) e Citrus reticulata 

(OECR);  

•  Isolar e identificar BAL deteriorantes a partir da microbiota autóctone de sucos frescos 

de maçã (Pyrus malus) e laranja (Citrus sinensis);  

•  Determinar as Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) do OECL e OECR frente 

BAL selecionadas como cepas teste;  

•  Determinar os limiares de aceitação comprometida (LAC) e de rejeição (LR) do OECL 

e OECR em sucos de maçã e laranja com base na CIM determinada frente BAL selecionadas;  

•  Avaliar os efeitos do OECL e OECR isolados ou combinados com TTM frente as cepas 

teste de BAL em sucos de maçã e laranja;  

• Verificar a influência dos tratamentos efetivos no controle de BAL deteriorantes 

testadas sobre os parâmetros físico-químicos de sucos de maçã e laranja;  

• Investigar os efeitos do OECL e OECR isolados ou combinados com TTM nas funções 

fisiológicas das cepas teste de BAL em suco de laranja.  
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

3.1 SUCOS DE FRUTAS  

O Brasil é um dos maiores produtores mundiais de sucos de frutas, sendo que esta 

produção representa um importante segmento do agronegócio no país (MAPA, 2018). A 

tendência atual e a manutenção de uma dieta à base de frutas têm contribuído para o aumento 

do consumo de sucos de frutas (PETRUZZI et al., 2017). O impacto desta demanda nos países 

em desenvolvimento tem promovido melhoria na capacidade de produção e processamento, 

assegurando, dessa maneira, a oferta desses produtos no mercado mundial (WŁODARSKA et 

al., 2016).  

O mercado de sucos de frutas tem apresentado um crescimento gradativo de consumo 

em razão dos seguintes fatores: maior praticidade e diversificação na oferta de produtos com 

melhor aroma, cor e sabor; o apelo saudável dos sucos de frutas, uma vez que, além do seu 

valor nutritivo (compostos antioxidantes, vitaminas e minerais), apresenta propriedades 

funcionais e com poucos teores ou nenhum aditivo sintético (CHUECA et al., 2015; SOUZA; 

ALMEIDA; SOUSA GUEDES, 2016; PRADO et al., 2019). Assim, os sucos prontos para o 

consumo devem apresentar conveniência e qualidade nutricional, sem perder as características 

sensoriais (SINGH et al., 2015).  

Os sucos de frutas são bebidas não fermentadas obtidas da polpa de frutas polposas, 

frescas, sãs e maduras, de cor, aroma e sabor característico da fruta, submetidos a processo 

tecnológico adequado e aos tratamentos de conservação que assegurem sua qualidade sensorial, 

nutricional e microbiológica até o momento do consumo (BRASIL, 2009). Dentre os sucos de 

frutas mais produzidos, consumidos e exportados do Brasil destaca-se o suco de laranja. No ano 

de 2013 a exportação brasileira de suco de laranja ultrapassou 1.000.000 toneladas 

(CITRUSBR, 2014), e teve no ano de 2016, em relação ao ano de 2015, um acréscimo de 9,79% 

no consumo de sucos (CITRUSBR, 2017), e no ano de 2017 exportou mais de 1 milhão e 400 

mil toneladas (CITRUSBR, 2018). Além disso, o país detém 50% da produção mundial deste 

suco e exporta 98% do que produz conseguindo atingir 85% de participação no mercado 

mundial (CITRUSBR, 2018). 

O suco de laranja é um produto complexo, formado por uma “mistura” de vários 

componentes voláteis, responsáveis por seu sabor e aroma, além de ácidos, minerais, vitaminas, 

pigmentos e açúcares (AGCAM; AKYILDIZ; EVRENDILEK, 2016). Trata-se de uma bebida 

não diluída, não fermentada, obtida da parte comestível da laranja (Citrus sinensis), através de 

processo tecnológico adequado, podendo ser adicionada de açúcar na quantidade máxima de 
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10% (gramas de açúcar por cem gramas de suco) (BRASIL, 2009). O Padrão de Identidade e 

Qualidade do suco de laranja definido pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 

estabelece a concentração mínima de sólidos solúveis em 10 °Brix, acidez titulável de 7%, ácido 

ascórbico de 25% e máximo de 13% de açúcares totais (BRASIL, 2018).  

O suco de maçã também tem apresentado destaque no comércio mundial devido ao 

elevado consumo, particularmente na Europa e nos EUA (IBGE, 2018). No Brasil, a produção 

do suco de maçã (Pyrus malus) apresenta-se como uma das formas de preservação da fruta, 

uma vez que a maçã está entre as principais frutas produzidas pelo país. Em 2018, o principal 

Estado produtor de maçã foi Santa Catarina, que chegou a produzir 50,9%, totalizando 1,25 

milhões de toneladas. Do total de maçãs produzidos nacionalmente, 25% é destinado para o 

mercado externo, sendo a maior parte em forma de sucos de maçã e uma menor parcela em 

forma de maçãs frescas (IBGE, 2018).  

Para a elaboração dos sucos, as melhores maçãs são aquelas que possuem teores 

elevados de açúcares e de ácidos (BONDONNO et al., 2017). As maçãs, assim como seu suco, 

são ricas em compostos fenólicos que incluem ácidos hidroxibenzoicos, ácidos 

hidroxicinâmicos e seus derivados, que podem prevenir doenças cardiovasculares 

(BONDONNO et al., 2017), e flavonóides, dihidrochalcona, epicatequina, catequina e 

flavanóides oligoméricos (KALINOWSKA et al., 2014), além de compostos antioxidantes, 

cujo consumo favorece a manutenção da saúde como a prevenção de certo tipos de doenças, 

por exemplo, o câncer de cólon e de pulmão (BARREIROS; BOSSOLAN; TRINDADE, 2005).  

De modo geral, as propriedades físico-químicas da maçã e consequentemente do suco 

derivado, variam de acordo com fatores naturais (solo, clima, região do plantio), fatores 

agronômicos de produção da fruta (cultivares, épocas de colheita, tratos culturais, adubações e 

etc.) e da tecnologia de processamento (EISELE; DRAKE, 2005). No Brasil, os parâmetros 

físico-químicos para o suco de maçã são estabelecidos pela Instrução Normativa nº 19, que 

preconiza quantidade mínima de sólidos solúveis de 10,5 ºBrix, acidez titulável de 0,15%, 

máximo de 13,5% de açúcares totais e 0,04% de acidez volátil em ácido acético (BRASIL, 

2018).    

Sucos de frutas são alimentos altamente suscetíveis a deterioração, e a contaminação 

microbiana pode ocorrer através dos micro-organismos deteriorantes e/ou patogênicos 

normalmente encontrados nas frutas, durante a colheita, pós-colheita, devido a manipulação 

inadequada e condições de armazenamento, aumentando assim as possibilidades de mudanças 

nas suas características adequadas e os riscos para os consumidores (SOUZA; ALMEIDA; 

SOUSA GUEDES, 2016). Os principais micro-organismos encontrados em frutas e produtos 
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derivados são as leveduras e bactérias ácido láticas (BAL) (ALMEIDA et al., 2019) BAL 

deteriorantes comumente encontradas em sucos de frutas incluem espécies de Lactobacillus 

spp. e Leuconostoc spp. (DI CAGNO et al., 2011). 

 

3.1.1 Bactérias ácido láticas deteriorantes de sucos de frutas 

BAL formam um grupo de micro-organismos com características metabólicas, 

fisiológicas e morfológicas comuns. A definição comumente encontrada descreve este grupo 

como, bactéria Gram-positiva, bastonetes ou cocos não esporulados, anaeróbios facultativos, 

catalase negativa, desprovida de citocromos, aerotolerantes, fastidiosas, ácido tolerantes e com 

metabolismo estritamente fermentativo (TODOROV; FRANCO, 2010; PFEILER; 

KLAENHAMMER, 2007). BAL predominam a microbiota de alimentos ricos em proteínas, 

carboidratos e vitaminas, particularmente, vegetais, leite, queijo e carne (LÓPEZ-DÍAZ, 2000). 

Diversos metabólitos, tais como ácidos orgânicos, peróxido de hidrogênio, diacetil, 

acetaldeído e bacteriocinas, são produzidos pelas BAL, e podem atuar impedindo o crescimento 

de outros micro-organismos (GHANBARI et al., 2013; MALDONADO-BARRAGAN et al., 

2013). BAL estão presentes na microbiota autóctone que coloniza e adere à superfície das 

frutas. Para sobreviver nestes ambientes, essas bactérias precisam exercer atividade antagônica 

frente a inúmeros micro-organismos deterioradores e patogênicos. Assim, a adaptação natural 

de BAL nas frutas pode influenciar positivamente a sua sobrevivência nos sucos de frutas 

(VITALI et al., 2012).  

Os níveis totais de contaminação microbiana em sucos de frutas, geralmente, variam de 

3 a 5 log10 UFC/mL e está associada à presença de BAL (TOURNAS; HEERESB; 

BURGESSB, 2006; TYAGI et al., 2014). As BAL promovem, nos sucos de frutas, uma rápida 

acidificação do meio devido ao aumento do ácido lático, produz o CO2 e derivados de diacetila 

que induzem um forte aroma e sabor desagradável de ligeira fermentação. Além disso, podem 

produzir etanol, ácido acético e fórmico (JAY; ANDERSON, 2001), onde alguns destes ácidos 

atuam como indicadores de deterioração dos sucos de frutas. Ainda, as BAL são capazes de 

secretar exopolissacarídeos resultando na formação de biofilmes e aumentando os riscos de pós-

contaminação e deterioração, sendo geralmente destruídas quando submetidas ao tratamento 

térmico (LEROY; VUYST, 2004). 

Embora a presença de BAL é mais comumente relatada em sucos de frutas não 

pasteurizados, a recontaminação após o processamento térmico desempenha um papel 

importante. Atualmente, as BAL representam um dos desafios mais importantes para o 
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saneamento das indústrias de frutas e bebidas. Ocorrências de deterioração, em que estes micro-

organismos estão envolvidos, são o resultado de falhas em programas de sanitização e limpeza, 

principalmente a partir do equipamento que vem após a pasteurização na linha de produção (por 

exemplo, máquinas de enchimento, devido à complexidade da limpeza e desinfecção de 

respectivas válvulas de enchimento) (JAY; ANDERSON, 2001).  

As medidas mais importantes utilizadas para controlar BAL em instalações de sucos de 

fruta são, respectivamente, a pasteurização, a aplicação de higienizadores na lavagem de frutas 

e um sistema de sanitização eficiente (LEROY; VUYST, 2004). Entretanto, estudos apontam 

que os métodos de processamento e conservação dos alimentos tradicionais podem não ser 

eficazes para controlar ou eliminar bactérias deteriorantes e/ou patogênicas, além de modificar 

as propriedades físico-químicas e sensoriais dos produtos, fazendo-se necessário desenvolver 

métodos para controlá-las (SOUZA; ALMEIDA; SOUSA GUEDES, 2016) e que mantenha as 

propriedades sensoriais e nutricionais dos alimentos.  

 

 3.2 CONSERVAÇÃO DE SUCOS DE FRUTAS  

O processo de conservação de alimentos baseia-se na manutenção de uma alta qualidade 

nutricional atrelada a uma longa vida de prateleira. A qualidade dos alimentos pode ser 

adversamente afetada por alterações ocasionadas pela ação de fatores físicos, químicos ou 

microbiológicos (SOUZA et al., 2007). Entretanto, o fator microbiológico é o mais importante 

pela sua capacidade de contaminação, variedade de efeitos que origina e intensidade de 

alterações que provoca. A contaminação microbiana dos alimentos se destaca pela relevância 

tanto para a indústria, pelas perdas econômicas, como para a saúde pública, devido ao risco de 

causar doenças transmitidas por alimentos contaminados como micro-organismos deteriorantes 

e/ou patogênicos (SOUZA et al., 2007; FERREIRA, 2017).  

Durante o processamento de alimentos, com a finalidade de preservar as características 

nutricionais e sensoriais dos produtos, e principalmente de minimizar o crescimento de micro-

organismos, é comum a utilização de tratamentos físicos e químicos que promovam condições 

ambientais desfavoráveis para o crescimento microbiano (GOMES-NETO et al., 2014; SHAH 

et al., 2013). A conservação de sucos de frutas segundo a legislação específica RDC nº 12 é 

determinada inicialmente pela inibição da ação de enzimas naturais e pela prevenção do 

desenvolvimento de micro-organismos deteriorantes (BRASIL, 2000). Estes objetivos são 

classicamente alcançados por meio do uso de tratamentos térmicos e/ou de aditivos alimentares 

(LIMA et al., 2012).  
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Na indústria de alimentos, a pasteurização é o tratamento térmico mais empregado na 

conservação de sucos de frutas e consiste em submeter os sucos a uma determinada temperatura 

e intervalo de tempo (PETRUZZI et al., 2017). A pasteurização é realizada por meio de trocas 

térmicas do suco com vapor aquecido em trocadores de calor, onde o vapor transfere calor 

latente para o suco aumentando assim sua temperatura. Após o aquecimento, o suco também 

passa por um resfriamento dentro do mesmo equipamento. Esse resfriamento é feito através de 

contato indireto do suco que está saindo do pasteurizador com o suco que está entrando, 

provocando, assim, uma redução na temperatura do produto de saída (VEGARA et al., 2013).  

A aplicação da pasteurização reduz a carga microbiana de sucos de frutas e inativa 

complexos enzimáticos existentes (GÓMEZ; WELTI-CHANES; ALZAMORA, 2011), como 

a enzima pectinesterase que, em sucos cítricos, pode afetar a turbidez natural do suco. 

Entretanto, a alta temperatura utilizada para aumentar a vida de prateleira e a segurança 

microbiológica, destes produtos, pode provocar alterações indesejáveis nas propriedades 

sensoriais (CARRILLO; FERRARIO; GUERRERO, 2018). Além disso, elevadas temperaturas 

podem causar a degradação dos carotenoides que são responsáveis pela pigmentação do suco 

afetando a cor do produto (HASHIMOTO; URAGAMI; COGDELL, 2016) e provocar perdas 

nutricionais, por exemplo, a vitamina C, encontrada em abundância em sucos de frutas cítricas 

que uma vez dissolvida no suco se torna sensível a temperatura (PETRUZZI et al., 2017; 

CARRILLO; FERRARIO; GUERRERO, 2018).  

O uso de aditivos alimentares também tem sido uma prática recorrente em sucos de 

frutas para retardar ou impedir alterações enzimáticas decorrentes do metabolismo microbiano 

(VALLY; MISSO; MADAN, 2009). Os efeitos antimicrobianos dos conservantes sintéticos 

podem ocorrer em um ou mais componentes e/ou atividades celulares, tais como, modificações 

na membrana plasmática, síntese proteica, DNA, parede celular, transporte de nutrientes e 

atividade enzimática (RAYBAUDI-MASSILIA et al., 2009). Dentre os aditivos alimentares 

mais utilizados, destaca-se, o ácido sórbico (INS 200), ácido benzoico (INS 210) e dióxido de 

enxofre (INS 220) (VALLY; MISSO; MADAN, 2009). 

O ácido sórbico (INS 200) e benzoico (INS 210) são os ácidos orgânicos mais utilizados 

e de maior atividade antimicrobiana, seu efeito depende das concentrações de íons H+ e dos 

ácidos não dissociados, que em sua maioria são hidrofóbicos, o que facilita sua penetração 

através das membranas plasmáticas (FUJIYOSHIA et al., 2018). Assim, no interior da célula, 

a molécula se dissocia em pH alto, liberando ânios e prótons que não podem penetrar e voltar 

para a membrana, ficando preso dentro da célula.  Portanto, a ação antimicrobiana dos ácidos 
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sórbico e benzoico é favorecida por valores de pH baixos devido ao estado não dissociado da 

molécula (AMIRPOUR et al., 2015).  

O ácido sórbico (INS 200) é eficiente no controle de bactérias, fungos e leveduras. 

Tecnicamente, este aditivo atua nas células bacterianas em diversas regiões, como por exemplo, 

nas enzimas, no metabolismo dos carboidratos e do ciclo dos citratos. A maior eficiência do 

ácido sórbico ocorre em pH ácido embora sua faixa de atuação se estenda até o pH 6,0. Em 

sucos, a quantidade máxima permitida é de 1.000 ppm (AUN et al., 2011).  

O ácido benzoico (INS 210) trata-se de um bactericida e fungicida, porém, quando se 

busca a conservação por períodos mais longos, este conservante é utilizado combinado com 

outros aditivos alimentares, pois sua ação sobre os micro-organismos não ultrapassa 45 dias 

(FUJIYOSHIA et al., 2018). Possui maior eficiência em valores de pH entre 2,5 e 4,0, 

entretanto, em valores de pH >4,5 sua eficiência é comprometida. Assim, quanto mais baixo o 

valor do pH, menor será a concentração de ácido benzoico necessária para à ação conservante. 

A quantidade máxima permitida para os sucos e polpas de frutas é de 1.000 ppm (WILSON; 

BAHNA, 2005).  

O dióxido de enxofre (INS 220) trata-se de um conservante sintético utilizado no 

controle de bactérias, fungos e leveduras, escurecimento enzimático e não enzimático e da 

preservação do aroma, frescor e sabores das frutas. Sua atuação sobre os micro-organismos 

ocorre em pH 4,5. Uma vez que ainda serão diluídos para a formação da bebida, a legislação 

limita o seu uso nos sucos e polpas de frutas em 200 ppm, pois valores acima de 200 ppm pode 

desenvolver odores desagradáveis no produto final. Além disso, por possuir efeitos destrutivos 

sobre a vitamina B1 (tiamina), o seu uso é proibido em alimentos considerados fontes desta 

vitamina (TONIOLO et al., 2010).  

Assim, com a finalidade de reduzir as alterações físico-químicas, nutricionais e 

sensoriais indesejáveis causadas pelas altas temperaturas utilizadas na pasteurização e pela 

adição de aditivos alimentares (SHAH et al., 2013) na conservação de sucos de frutas, atrelado 

à crescente demanda por partes dos consumidores por alimentos frescos, livres ou com redução 

nos níveis de aditivos alimentares (FANCELLO et al., 2016), têm sido sugerido e reconhecido 

como eficaz a utilização isolada ou combinada de compostos antimicrobianos naturais, tais 

como, os óleos essenciais (OEs) com outros métodos de conservação (CALO et al., 2015).   
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3.3 ÓLEOS ESSENCIAIS COMO ANTIMICROBIANOS EM ALIMENTOS 

Os OEs são compostos voláteis extraídos de plantas, caracterizados por forte odor, 

líquidos, solúveis em solventes orgânicos e lipossolúveis. São constituídos por metabólitos 

secundários de plantas aromáticas, podendo ser sintetizados a partir de diversas regiões da 

planta, como por exemplo, nos frutos, brotos, galhos, flores, folhas, cascas, madeiras e raízes, 

e são armazenados em cavidades ou células epidérmicas e secretoras (BAJPAI; BAEK; KANG, 

2012; RAUT; KARUPPAYIL, 2014).   

Constituídos de uma mistura complexa de diversos compostos orgânicos de baixo peso 

molecular, os OEs podem conter cerca de 20 a 80 componentes em concentrações e atividades 

antimicrobianas diferentes (AIT-OUAZZOU et al., 2011). Os OEs são constituídos 

principalmente por aldeídos, álcoois, cetonas, ésteres, éteres, hidrocarbonetos, monoterpenos, 

fenilpropanóides, que em sua maioria são voláteis (MARQUES et al., 2015). São compostos 

lipofílicos e sua densidade é menor que a da água (TOHIDI; RAHIMMALEK; ARZANI, 

2017). De acordo com a sua estrutura química esses compostos podem ser divididos em quatro 

grupos, tais como, terpenos, terpenóides, fenilpropenos e outros (HYLDGAARD; MYGIND; 

MEYER, 2012).  

A International Organization for Standardization 9235 2013 (IOS) define OE como “um 

produto obtido por destilação em água ou vapor, por destilação seca de materiais naturais ou 

por extração de pericarpos de frutos cítricos (Rutaceae)”. Além da técnica de destilação, outros 

métodos de extração são utilizados, tais como, destilação por arraste a vapor, hidrodestilação, 

microextração em fase sólida, extração por micro-ondas, extração com solvente orgânico, 

extração por fluídos supercríticos e enfloração. A escolha de cada técnica vai depender do 

material disponível, variando, assim, a pureza do produto final (SIMÕES et al., 2007).   

A atividade antimicrobiana dos OEs pode ser influenciada por vários fatores, tais como, 

composição, concentração, processamento e estocagem, sua composição química pode variar 

conforme a espécie vegetal, origem, parte da planta, clima, época de colheita, região, estação 

do ano e condições climáticas (AL-JABRI; HOSSAIN, 2018). O potencial antimicrobiano dos 

OEs tem sido atribuído aos componentes presentes de maior quantidade que podem atuar de 

maneira isolada, como também em associação com os constituintes de menor quantidade 

podendo exercer efeito sinérgico, aditivo e/ou antagônico, resultando em maior ou menor 

atividade biológica (BAJPAI; BAEK; KANG, 2012).  

A sobrevivência ou inibição do crescimento dos micro-organismos podem ocorrer 

devido as suas características hidrofóbicas que possibilita a passagem dos OEs pela parede 
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celular provocando perda de integridade, ruptura e desestabilização da membrana 

citoplasmática, e consequentemente vazamento de material celular como íons, ATP e ácido 

nucléico (TAO; JIA; ZHOU, 2014). Além disso, a ação dos OEs pode provocar inativação do 

mecanismo enzimático, modificações no transporte de elétrons e na composição e função da 

membrana, provocando vazamento de material citoplasmático, sensibilização da dupla camada 

fosfolipídica, lise e eventual morte da célula (BAZARGANI; ROHLOFF, 2016; BASSANETTI 

et al., 2017). 

Os OEs e seus constituintes caracterizam-se como produtos naturais, Geralmente 

Reconhecidos como Seguros (GRAS), e têm sido aprovados pela Food and Drug 

Administration (FDA) para uso em alimentos e bebidas (SOUSA et al., 2012). Estudos tem 

reportado a atividade de OEs e seus constituintes em ensaios com matrizes alimentares como 

sucos (BASAK, 2018; ALMEIDA et al., 2019); frutas e derivados (ROLLER; SEEDHAR, 

2002); queijo (KHORSHIDIAN et al., 2018); frango e carne (BAZARGANI-GILANI; 

ALIAKBARLU; TAJIK, 2015); presunto (MENEZES et al., 2018); ovos (MOUSAVI et al., 

2017); arroz (SONGSAMOE; MATANAN; MATAN, 2017) e chocolate (FAYAZ et al., 2017).  

Dentre os diversos OEs que apresentam potencialidade antimicrobiana, destacam-se 

àqueles obtidos das espécies cítricas, Citrus lemon (OECL) e Citrus reticulata (OECR) 

(ESPINA et al., 2014), que são compostos por uma mistura complexa (NANNAPANENI et al., 

2009), sendo eles voláteis (85 a 99%) e não-voláteis (1 a 15%) (FISHER; PHILLIPS, 2008). 

Os constituintes voláteis são uma mistura de monoterpenos (tais como limoneno) e 

hidrocarbonetos sesquiterpeno e seus derivados oxigenados, incluindo aldeídos (tais como 

citral), cetonas, ácidos, álcoois (tais como linalol) e ésteres (FLAMINI; TEBANO; CIONI, 

2007).  

Os OEs do gênero Citrus estão entre os mais utilizados no mundo e o Brasil destaca-se 

na produção destes OEs a partir de subprodutos da indústria de sucos. O limoneno, que é um 

monoterperno alifático amplamente distribuído em diversos OEs, tem sido frequentemente 

relatado como constituinte majoritário dos OEs obtidos de Citrus spp. (TADTONG; 

WATTHANACHAIYINGCHAROEN; RUANGRUNGSI, 2015). A concentração de limoneno 

em OEs de Citrus spp. pode representar até 98% da composição total, no entanto, pode haver 

diferenças tanto em seu teor, quanto dos demais constituintes químicos que se apresentam em 

pequenas quantidades ou traços (<1%) (SVOBODA; GREENAWAY, 2003). Os monoterpenos 

do limoneno mais abundantes são os dois enantiômeros. O R-(+)-limoneno é o constituinte 

majoritário dos óleos das cascas de limão e laranja, enquanto o S-(-)-limoneno (FOUAD;  

CAMARA, 2017) é principalmente encontrado numa variedade de plantas e ervas como 
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Mentha spp. (DEMYTTENAERE; VANOVERSCHELDE; DE KIMPE, 2004). Apesar da sua 

semelhança geral, estas duas substâncias podem exibir diferenças na atividade biológica 

(GIATROPOULOS et al., 2012).  

Fisher e Phillips (2008) propuseram a adição dos OEs de Citrus spp. em vegetais, 

frango, peixe, carne, produtos lácteos e produtos de confeitaria. Estudos anteriores reportaram 

que o OECR exibe forte atividade antimicrobiana contra alguns micro-organismos 

contaminantes de alimentos, incluindo Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus 

aureus, Aspergillus flavus e Penicillium digitatum (TAO; JIA; ZHOU, 2014; HUANG et al., 

2012). Além disso, os OECL e OECR são frequentemente citados como promissores para 

conservar sucos de frutas (ESPINA et al., 2014). A atividade antimicrobiana dos OEs em 

alimentos vegetais, tais como sucos de frutas, pode ser favorecida pelo baixo valor de pH e pela 

baixa disponibilidade de lipídios, pois elevados teores de gordura dificultam a interação dos 

constituintes dos OEs com as células bacterianas (BURT, 2004).  

Nos alimentos, a concentração de OE necessária para obter a inativação microbiana 

pode provocar alterações nas características físico-químicas, nutricionais e sensoriais e, 

consequentemente, atingir a rejeição sensorial pelos consumidores (ALMEIDA et al., 2018). 

Assim, o uso combinado de OEs com outras tecnologias de conservação de alimentos, tais 

como, tratamento térmico moderado (TTM), filtração de membrana, campo elétrico pulsado, 

desidratação osmótica, ultra-som, irradiação, alta pressão hidrostática, embalagem ativa e 

tratamento com ozônio (SOUZA; ALMEIDA; SOUSA GUEDES, 2016), podem resultar em 

efeitos sinérgicos e/ou aditivos e permitir a redução da intensidade de cada método de 

conservação utilizada, resultando na manutenção das características de qualidade do produto.   

 

3.3.1 Aplicação combinada de OE com TTM na conservação de sucos de frutas  

As características de qualidade físico-químicas e sensoriais, bem como a estabilidade e 

a segurança microbiológica dos alimentos podem ser adquiridas pelo uso combinado de 

métodos de conservação. A tecnologia dos métodos combinados ou teoria dos obstáculos 

baseia-se na aplicação simultânea de diversos fatores de preservação e, consequentemente, no 

efeito sinérgico pois a inativação microbiana obtida supera a soma dos efeitos alcançados 

quando os métodos de conservação são aplicados isolados e de formas drásticas 

(BEVILACQUA et al., 2013; LEISTNER, 1992).  

As interações sinérgicas resultantes da combinação de métodos de conservação 

emergentes e a aplicação de compostos antimicrobianos naturais tem sido sugerido com 
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possíveis estratégias para a substituição dos métodos tradicionais de pasteurização e aditivos 

alimentares que provocam alterações indesejáveis na qualidade final do produto. Assim, com o 

uso combinado de tecnologias emergentes, espera-se obter mínimas alterações sensoriais e 

nutricionais além de aumentar a vida de prateleira dos produtos (AIT-OUAZZOU et al., 2013). 

Dentre estas tecnologias, destacam-se aplicação de antimicrobianos naturais, como os OEs de 

plantas e o TTM na conservação dos alimentos (SOUZA; ALMEIDA; SOUSA GUEDES, 

2016).  

O TTM consiste em submeter o alimento em uma faixa de temperatura entre 40-60 °C, 

porém, sua aplicação, na maioria das vezes, provoca apenas injúrias subletais, ou seja, destrói 

uma parte e não todos os micro-organismos presentes no alimento. Assim, este método de 

conservação deve ser aplicado em combinação com outras tecnologias de conservação de 

alimentos para obter produtos seguros e que preservem os aspectos nutricionais e sensoriais 

(AIT-OUAZZOU et al., 2013; ESPINA et al., 2011).  

Nos sucos, a aplicação de OEs em combinação ou em aplicação sequencial com TTM, 

tem sido bem-sucedida, devido à redução das concentrações dos aditivos alimentares e das 

temperaturas aplicadas nos tratamentos térmicos tradicionais (AIT-OUAZZOU et al., 2013). 

Na aplicação combinada do OE com TTM (40-60 °C), os efeitos sinérgicos são decorrentes de 

uma injúria subletal causada pelo calor que facilita o acesso e a ação dos compostos 

antimicrobianos do OE na célula bacteriana (AIT-OUAZZOU et al., 2011). Além disso, o TTM 

pode aumentar a eficácia antimicrobiana dos OEs através da vaporização dos constituintes 

voláteis que compõem os OEs, o que, por sua vez, aumenta a solubilização da membrana celular 

microbiana (BELLETI et al., 2007).   

Em estudo anterior, foi avaliada a eficácia antimicrobiana dos OEs de hortelã, eucalipto 

e citrino combinados com TTM (70 °C ou 80 °C) frente à Saccharomyces cerevisiae inoculado 

em suco misto de fruta (maçã e laranja). O TTM (70 °C ou 80 °C durante 30, 60 e 90 s) aplicado 

isolado foi ineficaz na inativação de S. cerevisiae. Entretanto, o uso combinado dos tratamentos 

provocou uma redução da dose efetiva dos OEs frente S. cerevisiae como resultado da ação em 

sinergismo (TYAGI et al., 2014).  

Outro estudo avaliou o efeito antimicrobiano de vanilina e citral em combinação com 

TTM frente a Listeria monocytogenes em suco de laranja. A adição de 25 ppm de citral reduziu 

o tempo necessário, para inativar 5 log10 UFC/mL do patógeno alvo, em 2,4, 1,0 e 1,3 min a 57, 

59 e 61 °C, respectivamente. A combinação do tratamento térmico aplicado com 900 ppm de 

vanilina reduziu 5 log10 UFC/mL de L. monocytogenes em 5,1 e 4,5 min a 52 e 57 °C, 

respectivamente. Os efeitos do uso de 0,2 μL/mL dos OEs de Mentha pulegium L. e Thymus 
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algeriensis em combinação com TTM (54 °C por 10 min) também foram avaliados contra E. 

coli O157: H7 VTEC (Phage tipo 34) em suco de maçã. A incorporação dos OEs M. pulegium 

L. e T. algeriensis L. causou a redução do ciclo log10 de E. coli O157: H7 (8,2 e 5,0 min, 

respectivamente). Além disso, o OEs de M. pulegium L. e T. algeriensis L. causaram lesões 

subletais nas células sobreviventes de E. coli O157: H7 (CHAR; GUERREIRO; ALZAMORA, 

2010).  

Segundo Somolinos et al. (2010), o potencial efeito antimicrobiano do TTM (40-60 °C) 

com os OEs de Citrus spp. em sucos de frutas pode permitir a obtenção de produtos seguros 

sem comprometer as propriedades nutricionais e sensoriais originais. Estudos prévios avaliaram 

os efeitos antimicrobianos de diferentes concentrações de OE de laranja e o (+)- limoneno (50-

200 ppm) em combinação com TTM (54-60 °C) frente a E. coli O157: H7 inoculada em suco 

de laranja e concluíram que ocorreu redução no tempo de aquecimento para inativar 5 log10 

UFC/mL do patógeno alvo, demonstrando efeito sinérgico entre o OE e o TTM (ESPINA et al., 

2014). Efeitos sinérgicos também foram observados ao utilizar 75 μL/L de OECL combinado 

com TTM (54 °C) na inativação de 5 log10 UFC/mL de E. coli O157: H7 em suco de maçã 

(ESPINA et al., 2012). Entretanto, os efeitos dos OECL ou OECR aplicados isolados ou 

combinados com TTM sobre as funções fisiológicas de bactérias autóctones de deterioração de 

sucos de maçã e laranja ainda são desconhecidos.  

 

3.4 CITOMETRIA DE FLUXO NA MICROBIOLOGIA  

A busca por métodos de detecção rápida e confiável que avalie o estado fisiológico 

microbiano é crescente, isto porque as técnicas tradicionais de cultivo, tal como, plaqueamento 

ou contagem em placas de células viáveis apenas quantifica o número de células, mas não 

fornece informações sobre as funções estruturais e funcionais das células bacterianas 

(MACHETA et al., 2013; CIEMNIAK et al., 2018). Assim, o método baseado em fluorescência 

tem sido utilizado para analisar as funções fisiológicas das células além de monitorar as 

respostas unicelulares (ZHANG et al., 2018). 

A citometria de fluxo (CF) é uma técnica que permite avaliar as funções fisiológicas das 

células bacterianas e medir simultaneamente múltiplas características biológicas, químicas e 

físicas das células (BREHM-STECHER, 2014). A análise de CF consiste no uso de um 

equipamento automatizado que combinado com fluorocromos/marcadores fluorescentes, 

enumeram, identificam e caracterizam as propriedades morfológicas e metabólicas das células. 

Os fluorocromos/marcadores são capazes de se ligar a partes específicas das células, absorver 
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energia luminosa a um determinado comprimento de onda e emitir luz fluorescente, que é 

detectado pelo equipamento (CAO et al., 2015).  

O uso de fluorocromos/marcadores fluorescentes específicos evidencia possíveis 

alterações estruturais, funcionais e visam alvos celulares específicos, como a membrana 

citoplasmática, enzimas, DNA ou pH interno, que podem estar envolvidos no dano celular, em 

alterações na atividade respiratória, na atividade de bomba de efluxo, na funcionalidade do 

potencial da membrana, induzida por um ou mais tratamentos ou processos de inativação 

(FERRARIO; GUERRERO, 2017; ZHANG et al., 2018). Além disso, a dupla coloração com 

diferentes fluorocromos/marcadores é frequentemente usada para obter dados 

multiparamétricos de células individuais ou de subpopulações (LÉONARD et al., 2016). A 

combinação de vários fluorocromos/marcadores permite caracterizar uma população em 

subpopulações devido aos diferentes níveis de lesões nas células. Esta caracterização é aplicada 

as células que se encontram em um estado fisiológico intermediário entre metabolicamente 

ativa e morte celular (viável, mas não cultuável), e que consequentemente não são 

contabilizadas nos ensaios de cultivo (WILKINSON, 2016).  

A CF também mede o padrão correspondente de espalhamento de luz de cada célula, 

que fornece informações sobre o tamanho e a granularidade das células, permitindo visualizar 

mudanças na forma celular, presença de detritos celulares ou perda de complexidade interna 

após a aplicação de um fator de estresse (ANANTA; KNORR, 2009). A obtenção de tais 

informações é importante pois auxilia na escolha do método e condições de inativação 

considerando os níveis de lesões induzidas pelos processos aplicados, bem como os 

mecanismos de ação envolvidos (CIEMNIAK et al., 2018).  

A aplicação da CF na microbiologia possibilita compreender os mecanismos celulares 

que controlam a diferenciação celular em bactérias, verificar respostas a antibióticos, produtos 

químicos citotóxicos, antimicrobianos e processos de inativação. Ainda, é possível avaliar as 

alterações funcionais e metabólicas dos micro-organismos, bem como identificar genes 

expressos especificamente em determinadas condições nas estruturas celulares. Estas análises 

podem ser obtidas a partir de amostras de cultivo celular de bactérias, com obtenção rápida e 

precisa dos resultados da avaliação individual celular (AMBRIZ-AVIÑA; CONTRERAS-

GARDUÑO; PEDRAZA-REYES, 2014; POSTERARO; SANGUINETTI, 2014).  

As principais vantagens da CF para a microbiologia incluem avaliar elevado número de 

células por amostra (> 10.000 células), rapidez na obtenção de dados (1 a 2 min), resultados 

precisos em tempo real, volume reduzido de amostra, uso de diferentes 

fluorocromos/marcadores que possibilita analisar vários aspectos da estrutura, funcionalidade, 
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metabolismo e viabilidade celular, e menos trabalho e espaço laboratorial necessário em 

comparação com técnicas tradicionais (WILKINSON, 2016). 

Alguns estudos têm reportado a aplicação da CF em diversas áreas que inclui: monitorar 

os efeitos de óleos essenciais em micro-organismos contaminantes de sucos (SOUSA GUEDES 

et al., 2016; ALMEIDA et al., 2019; BARBOSA et al., 2019) e de alimentos (PAPARELLA et 

al., 2008; ZHANG et al., 2016); monitoramento de fermentação (OVERTON, 2015); indústria 

de laticínios (YANACHKINA et al., 2016); análise de respostas orgânicas a contaminação por 

bactérias ou fungos (DU et al., 2015); produção de culturas e produtos probióticos 

(RAYMOND; CHAMPAGNE, 2015); e detecção de patógenos em diferentes etapas do 

processamento (HERRERO; DIAZ, 2015). 

Portanto, a CF surge como uma técnica rápida, confiável e precisa na quantificação dos 

parâmetros celulares químicos (quantidade de proteína expressa, por exemplo), físicos 

(granulometria e tamanho) e na detecção das células viáveis ou não em uma determinada 

população de micro-organismos (BRAGA et al., 2016). Além de fornecer informações sobre as 

alterações na morfologia e no metabolismo de células bacterianas induzidas por métodos de 

inativação, o que além de contribuir para a escolha dos melhores tratamentos e condições para 

cada micro-organismos, auxilia na elucidação dos mecanismos de ação envolvidos em cada 

tratamento (LÉONARD et al., 2016). Considerando estes aspectos a CF foi eleita como a 

técnica a ser empregada no presente estudo para avaliar os efeitos do OECL ou OECR quando 

aplicado isolado ou em combinação com TTM sobre as funções fisiológicas das bactérias ácido 

láticas deteriorantes de sucos de maçã e laranja.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 ÓLEOS ESSENCIAIS E IDENTIFICAÇÃO DOS CONSTITUINTES  

O OECL e OECR foram extraídos através da hidrodestilação a vapor e adquiridos da 

Indulleida S. A. (Lleida, Espanha). As emulsões de OECL e OECR foram preparadas em caldo 

De Man, Rogosa e Sharpe (MRS) (HiMedia, Mumbai, Índia) em concentrações de 0,13 - 16 

μL/mL usando Tween 80 (1%, v/v, Sigma-Aldrich, EUA) como emulsionante (LEITE et al., 

2016).  

Os constituintes de OECL e OECR foram identificados através de Cromatografia 

Gasosa Acoplada à Espectrometria de Massas (CGMS-QP2010 Ultra Shimadzu, Kyoto, Japão). 

Os constituintes foram separados por uma coluna capilar RTX-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 

μm). O volume de injeção foi de 1 mL de OECL ou OECR diluído em hexano (1:10). A 

programação da temperatura do forno do cromatógrafo gasoso foi iniciada a 60 ºC, com 

acréscimo de 3 ºC por min até atingir 240 ºC, concluindo o tempo de corrida equivalente a 60 

min. A temperatura do injetor foi mantida a 250 ºC e o gás hélio foi utilizado como gás de 

arraste a uma vazão constante de 0,99 mL/min. O espectrômetro de massa foi operado por 

impacto de elétrons com uma temperatura da fonte de 200 °C, e com energia de ionização de 

70 eV, variação de scan de m/z 40 a m/z 500. As amostras foram co-injetadas com a série 

homóloga de n-alcanos (C8-C20). A identificação dos constituintes voláteis de OECL ou 

OECR, foi realizada comparando seus espectros de massa com o Banco de Dados Espectral de 

Massa NIST/EPA/NIH (Instituto Nacional de Tecnologia de Normas, Norwalk, CT) e o 

FFNSC1.3 (Compostos Naturais e Sintéticos de Sabor e Fragrância). O índice de retenção (IR) 

de cada constituinte foi determinado pelo método de Kovats por co-injeção da série homóloga 

de n-alcanos (C8-C20) (ADAMS, 2001). A quantificação dos voláteis foi obtida através da 

normalização das áreas de cada constituinte detectado e expresso em porcentagem de área (%). 

 

4.2 PREPARAÇÃO DOS SUCOS E ISOLAMENTO DE BACTÉRIAS ÁCIDO LÁTICAS  

Os sucos incluídos no estudo, como matrizes experimentais, foram obtidos a partir das 

frutas maçã (P. malus) e laranja (C. sinensis), que foram adquiridas em comércio local (João 

Pessoa – Paraíba, Brasil). As frutas foram selecionadas por uniformidade do tamanho, forma, 

cor, aparência, ausência de lesões mecânicas e sinais visíveis de infecção. Para o preparo de 

cada suco, as superfícies das frutas foram sanitizadas por imersão de 5 min em uma solução de 

hipoclorito de sódio (0,15 µL/mL, pH 7,2) (SOUSA GUEDES et al., 2016). Em seguida, as 

frutas foram lavadas com água destilada, secas por 30 min em uma cabine de biossegurança, 
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descascadas de forma asséptica e cortadas em pedaços. Para obtenção do suco de maçã, utilizou-

se 100 g da fruta em água destilada (1:2 p/v), em seguida, foi homogeneizado por 3 min em 

liquidificador doméstico (Britânia, Eletronic Inox Filter L66) previamente sanitizado. O suco 

de laranja foi extraído com auxílio de um espremedor de fruta doméstico (Cadence, Citro Plus) 

previamente sanitizado. Os sucos obtidos foram armazenados em alíquotas de 50 mL a -20 °C 

e, quando necessário, uma alíquota foi descongelada sob refrigeração (4±0,5 °C) e utilizada 

para os ensaios subsequentes.  

Para os ensaios de isolamento de BAL, foi utilizado 25 mL de cada suco em 225 mL da 

solução salina estéril (NaCl 0,85 g/100 mL). Em seguida, o sistema foi homogeneizado 

manualmente por 3 min a 28 °C e diluído seriadamente (10-1 a 10-5) em solução salina estéril. 

Posteriormente, uma alíquota de 100 μL de cada diluição foram inoculados em placas de Petri 

contendo ágar De Man, Rogosa e Sharpe (MRS) (HiMedia, Mumbai, Índia), ágar MRS 

suplementado com cloridrato de cisteína (MRS+ cis_HCl 0,05 g/100 mL) e em ágar M17, para 

isolamento de bactérias do gênero Lactobacillus (37 ºC), Bifidobacterium (37-41 ºC) e 

Lactococcus (30 ºC), respectivamente. As placas foram incubadas em anaerobiose por 48-72 h 

(GARCIA et al., 2016).  

Após o período de incubação foram selecionadas, pelos menos, cinco colônias 

autóctones que apresentaram morfologia típica. Em seguida, essas colônias foram isoladas 

aleatoriamente em placas contendo os meios de cultura, previamente citados, e incubadas em 

temperatura específica para cada gênero. Os isolados foram mantidos sob refrigeração (4± 0,5 

°C) e, posteriormente, submetidos a testes de caracterização preliminar, tais como, coloração 

de Gram, atividade de catalase e oxidase (APHA, 2015). Todos os isolados autóctones 

presumidamente identificados como BAL (Gram-positivos, cocos ou hastes, catalase negativo 

e não-motilidade) foram armazenados a -20 °C em caldo MRS contendo glicerol (15 g/100 mL) 

para os ensaios subsequentes. 

 

4.2.1 Identificação de isolados de bactérias ácido láticas utilizando 16S rRNA Gene Sequence  

A identificação do nível de espécies de isolados de BAL selecionados para o presente 

estudo foi realizada conforme descrito por Guo et al. (2010). O DNA genômico foi extraído 

usando um kit de extração de DNA Genomic (Promega Cooporation, Wisconsin, EUA) de 

acordo com as instruções do fabricante. Para a amplificação das sequências do gene rRNA 16S, 

utilizaram-se os seguintes iniciadores: 27F, 50-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-30 e 1492R, 

50-GGTTACCTTGTTACGACTT-30. As reações de PCR foram realizadas utilizando um 
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volume de 50 μL nas seguintes condições: ativação inicial à 94 °C por 2 min; ciclo de 

desnaturação à 94 °C por 30 s; passo de recozimento a 55 °C por 1 min; passo de extensão a 72 

°C por 1 min; e ciclo final a 72 °C por 10 min (GUO et al., 2010). Os produtos de PCR foram 

purificados usando um kit de purificação de DNA (Invitrogen, Alemanha) e sequenciados 

usando os iniciadores 27F e 1492R em uma reação de sequenciamento ABI PrismTM 

BigdyeTM (Applied Biosystems, EUA).   

As sequências resultantes de 1465 pb foram analisadas usando as ferramentas Pregap4 

e Gap4 no software STADEN 1.6. As sequências de rRNA 16S parciais foram comparadas com 

as sequências conhecidas no banco de dados Genbank do National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) usando o algoritmo da Ferramenta de Pesquisa de Alinhamento Local 

(BLAST) (GUO et al., 2010). Quando a sequência de consulta mostrou semelhança > 97% para 

a sequência do gene 16S rRNA, a identificação bacteriana foi confirmada. 

 

4.3 CEPAS TESTE  

Inicialmente, foram selecionados aleatoriamente para identificação 40 isolados de BAL, 

composto por 20 isolados de cada tipo de suco de fruta. As espécies pertencentes ao gênero 

Lactobacillus foram as BAL mais predominantes (isolados 32/40) em ambos os sucos. Para o 

gênero de Lactobacillus foram encontradas as seguintes espécies: L. plantarum (n=8 isolado de 

suco de maçã; n=5 isolado de suco de laranja), L. brevis (n=3 isolado de suco de maçã; n=7 

isolado de suco de laranja) e L. fermentum (n=2 isolado de suco de maçã; n=7 isolado de suco 

de laranja), e para o gênero de Leuconostoc foi encontrado L. mesenteroides (n=8 isolado de 

suco de laranja). O critério de seleção foi baseado em relatórios anteriores sobre essas espécies 

como deteriorantes de sucos de frutas (ESPIRITO-SANTO; CARLIN; RENARD, 2015; 

CAMPOS; CRISTIANINI, 2007; ELEZ-MARTÍNEZ; ESCOLÁ-HERNÁNDEZ; SOLIVA-

FORTUNY, 2005; BASAKA; RAMASWAMYA; PIETTE et al., 2002). Assim, foi 

selecionado uma cepa de L. plantarum (isolada de suco de maçã), uma cepa de L. brevis e uma 

cepa de L. mesenteroides (isoladas de suco de laranja). As cepas estoque foram mantidas em 

criotubos contendo caldo MRS e glicerol (15 g/100 mL) a -80 °C. 

 

4.4 PREPARAÇÃO DO INÓCULO 

As cepas teste foram cultivadas em placas de ágar MRS incubadas em anaerobiose a 37 

°C por 18 horas. Após o período de incubação, cada cepa foi cultivada em 5 mL de caldo MRS 

e incubada, em anaerobiose, a 37 °C por 18 horas, para atingir a fase estacionária de 
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crescimento. Em seguida, a massa celular dos cultivos foi coletada por centrifugação (4500 g x 

15 min, 4 °C), lavado duas vezes em solução salina estéril (NaCl 0,85 g/100 mL) e 

ressuspendida em 10 mL da mesma solução para obtenção de suspensões de células padrão. 

As suspensões microbianas foram submetidas à diluição seriada (10-1 a 10-5) em solução 

salina estéril. Cada diluição foi padronizada em espectrofotômetro (Spectro 500, Marte, Brasil) 

utilizando comprimento de onda de 625 nm mediante o valor de Densidade Óptica (DO). Para 

a determinação do número de Unidades Formadora de Colônias (UFC) de cada diluição, foram 

semeados na superfície de placas de ágar MRS um volume de 0,1 mL de cada diluição da 

suspensão de micro-organismos e, espalhados com auxílio de alça de Drigalsky. 

Posteriormente, as placas foram incubadas, em anaerobiose, a 37 ºC por 24 h. Após incubação, 

as placas contendo o crescimento bacteriano foram submetidas à contagem do número de 

colônias formadas. Com o número de colônias obtido e corrigindo-se a respectiva diluição, foi 

determinado o número de células contidas no tubo para o comprimento de onda 625 nm, o valor 

da DO foi de 0,8 para L. brevis, L. plantarum e L. mesenteroides que corresponde, 

aproximadamente, 8 log10 UFC/mL (LEITE et al., 2016). A concentração final do inóculo 

microbiano nos sucos foi de 7 log10 UFC/mL para fornecer uma contagem de células viáveis 

adequados para medir a redução de log10 durante os diferentes tratamentos. 

 

4.5 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (CIM) DE OECL E 

OECR 

A CIM do OECL e OECR contra L. brevis, L. plantarum e L. mesenteroides foram 

determinadas através do método de microdiluição em caldo em microplaca de 96 poços de 

acordo com a padronização do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 

2015). Para a determinação da CIM, aproximadamente, 50 μL de cada uma das emulsões dos 

OEs (0,13 - 16 μL/mL) foram distribuídos em cada poço da microplaca. Em seguida, foram 

adicionadas, em cada poço, 50 μL do inóculo (aproximadamente 7 log10 UFC/mL). 

Simultaneamente, foi realizado o controle de crescimento (positivo) e de esterilidade 

(negativo). A microplaca foi enrolada com um filme plástico para evitar a desidratação das 

células bacterianas e volatilização do OE, em seguida, foi incubada, em anaerobiose, a 37 °C 

por 24 h. Após o período de incubação, foi adicionado em todos os poços da microplaca um 

volume de 30 μL de resazurina (Inlab, Brasil), preparada em solução aquosa (0,01 g/100 L).  A 

microplaca foi reincubada, em anaerobiose, a 37 °C por 20 min, quando então realizou-se a 

leitura visual. A permanência da cor azul nos poços foi interpretada como ausência do 
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crescimento bacteriano, enquanto que o desenvolvimento de cor roxa à rosa (ou incolor), 

presença de crescimento bacteriano. A CIM foi definida como a menor concentração de OE 

capaz de inibir o crescimento bacteriano (SOUSA GUEDES et al., 2016). Os testes foram 

realizados em triplicata.  

A partir da determinação dos valores de CIM do OECL e OECR foram escolhidas as 

concentrações utilizadas para a determinação dos limiares sensoriais do OECL e OECR em 

suco de maçã e laranja. 

 

4.6 DETERMINAÇÃO DOS LIMIARES DE ACEITAÇÃO COMPROMETIDA (LAC) E 

REJEIÇÃO (LR) DE OECL E OECR EM SUCOS DE FRUTAS 

As análises sensoriais foram realizadas após a aprovação do Comitê de Ética em 

Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (Universidade Federal da Paraíba, protocolo 

1.125.993/2015; APÊNDICE A). As amostras de cada suco de frutas foram preparadas 

conforme descrito anteriormente (seção 4.2) e previamente submetidas a análises para 

determinar a conformidade dos padrões microbiológicos (BRASIL, 2000).  

O LAC e o LR do OECL e OECR em sucos de frutas que indica o ponto de transição 

entre a aceitação e rejeição sensorial foram determinados de acordo com a metodologia 

previamente proposta e validada (LIMA FILHO et al., 2015; 2017). Para isso, 50 provadores 

não treinados (18 a 58 anos) foram pré-selecionados de acordo com seu interesse e a frequência 

do consumo de suco de maçã e laranja. As análises sensoriais incluíram cinco sessões de testes 

de aceitação (APÊNDICE B) (STONE; BLEIBAUM; THOMAS, 2012) e foram realizadas em 

cabines individuais sob temperatura e luz controlada. Em cada sessão, os provadores receberam 

uma amostra controle (suco de fruta sem adição de OECL ou OECR) e uma amostra de estímulo 

[(suco de fruta contendo diferentes concentrações de OECL ou OECR (2,0, 1,0, 0,50, 0,25, 0,13 

μL/mL)]. Entre as sessões, a amostra de estímulo foi apresentada em ordem crescente de 

concentração de OECL ou OECR, e a posição da amostra de estímulo dentro de cada par foi 

randomizada (LIMA FILHO et al., 2017). 

Cada amostra foi servida em alíquotas de 30 mL em copos descartáveis brancos 

codificados com um número aleatório de três dígitos, em forma simultânea e usando uma 

sequência aleatória. Em seguida, os provadores foram convidados a comparar as amostras e a 

atribuir uma pontuação que melhor refletisse sua avaliação em relação à aceitação de cada 

amostra. Os provadores analisaram as amostras da esquerda para a direita e descreveram seu 

julgamento utilizando uma escala hedônica de nove pontos variando de 1 (desgostei 
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extremamente) a 9 (gostei extremamente). Entre as sessões (intervalo de 5 min), os provadores 

foram convidados a utilizar biscoitos com baixo teor de sal e enxaguar a boca com água potável 

para limpar o palato. A cada intervalo de 5 min, os provadores receberam um novo par de 

amostras de suco de frutas. 

Para cada sessão da análise sensorial, a determinação do LAC foi realizada utilizando o 

teste t pareado entre a pontuação hedônica da amostra de controle (HSCS) e a pontuação 

hedônica da amostra de estímulo (HSSS) (HSCS-HSSS). Os valores de t obtidos (eixo Y1) 

foram avaliados graficamente em função das concentrações de OEs testadas (eixo X). O ponto 

que ocorreu diferença significativa (p<0,05) entre as amostras de controle e as amostras de 

estímulo (isto é, o ponto em que HSCS difere do HSSS), foi representado no gráfico por uma 

linha pontilhada (valor t tabulado). Para avaliar a LR do OECL ou OECR nos sucos de frutas, 

um segundo eixo Y (Y2-axis) que representa a pontuação hedônica média do HSSS foi inserido 

no gráfico. O ponto de transição entre a aceitação sensorial e a rejeição dos sucos de frutas foi 

representado no gráfico por uma linha tracejada referente à pontuação hedônica 5 (termo 

hedônico "indiferente") (DELLA LUCIA et al., 2014). Para determinar os valores de LAC e 

LR, os modelos de regressão foram ajustados para os pontos do gráfico (pontos do eixo 

Y1=CAT; Y2- pontos dos eixos = RT). 

A partir da equação modelo, o LAC foi calculado considerando o valor t calculado igual 

ao valor t padrão (p = 0,05) (Y1 = valor t tabulado) e a LR foi calculado considerando o ponto 

onde a pontuação hedônica média para o OECL ou concentração de OECR torna-se igual a 

"indiferente" na escala hedônica (Y2 = 5). A validade dos modelos gerados foi determinada a 

partir do significado dos coeficientes de regressão e do coeficiente de determinação 

(SSregression/SStotal). 

 

4.7 AVALIAÇÃO DA INATIVAÇÃO DE CEPAS TESTE POR OECL E OECR EM SUCOS 

DE FRUTAS  

Para avaliar a inativação das cepas teste nos sucos de maçã ou laranja utilizando OECL 

ou OECR isolado ou em combinação com TTM (54 °C), os sucos foram previamente 

centrifugados (12.500 g, por 15 min, 4 °C) para separar a polpa do líquido restante. Em seguida, 

os sobrenadantes dos sucos foram filtrados utilizando uma camada de gaze e esterilizados por 

autoclave (121 °C, 1,1 atm, durante 15 min).  

Inicialmente, uma alíquota de 1 mL da suspensão bacteriana (aproximadamente 8 log10 

UFC/mL) de cada cepa foi inoculado em 9 mL de suco estéril contendo quantidades apropriadas 
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para a obtenção da concentração final desejada (0,13, 0,25 e 0,50 μL/mL (concentrações abaixo 

do LR)) do OECL ou OECR. Os diferentes sistemas foram agitados suavemente por 30 s e 

incubados à temperatura ambiente (25 ± 1 °C). Nos intervalos de 0 (imediatamente após a 

homogeneização), 2, 4, 6, 8, 10 e 12 min após a incubação, uma alíquota de 100 μL de cada 

sistema foi submetida a diluição seriada (10-1 a 10-5) em solução salina estéril (NaCl 0,85 g/100 

mL) e, em seguida 20 μL de cada diluição foram inoculados, utilizando a técnica da micro-gota, 

em placas de ágar MRS e incubados, em anaerobiose, a 37 °C por 24 h (HERIGSTAD; 

HAMILTON; HEERSINK, 2001). Após o período de incubação, realizou-se a contagem do 

número de células viáveis, a qual foi expressa em log10 UFC/mL. Os sistemas controle, sem a 

adição do OECL ou OECR, foram ensaiados similarmente.  

 

4.8 AVALIAÇÃO DA INATIVAÇÃO DE CEPAS TESTE POR OECL OU OECR EM 

COMBINAÇÃO COM TTM EM SUCOS DE FRUTAS 

Os intervalos de tempo de exposição e a temperatura, do presente estudo, foram 

selecionados com base em resultados de estudos anteriores que analisaram o efeito combinado 

de OEs e TTM para preservar sucos de frutas (ESPINA et al., 2011; ESPINA et al., 2012). 

Assim, os efeitos das concentrações, abaixo do LR, do OECL (0,13, 0,25 e 0,50 μL/mL) ou 

OECR (0,13, 0,25 e 0,50 μL/mL) nas contagens viáveis de cada cepa teste dos sucos de maçã 

e laranja em combinação com TTM (54 °C) foram avaliados após 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 min de 

exposição.  

Inicialmente, alíquotas de 9 mL de suco estéril foram incubadas em banho-maria de 

agitação (Banho Dubnoff T6-053, Tecnal) com termostato regulado a 54 °C. Quando o ponto 

central de cada amostra de suco de fruta, com exceção do tempo 0 (imediatamente após a 

homogeneização), atingiu 54 ºC, foi adicionado o OECL ou OECR em quantidades suficientes 

para atingir as concentrações finais desejada (0,13, 0,25 e 0,50 μL/mL). Posteriormente, uma 

alíquota de 1 mL de suspensão bacteriana (aproximadamente 8 log10 UFC/mL) foi adicionada 

aos frascos. Após 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 min de exposição a 54 °C, uma alíquota de 100 μL de 

cada sistema foi diluída seriadamente (10-1 a 10-5) em solução salina estéril (NaCl 0,85 g/100 

mL) e, em seguida, 20 μL de cada diluição foram inoculados, utilizando a técnica da micro-

gota, em placas de ágar MRS e incubados em anaerobiose a 37 °C por 24 h como descrito 

anteriormente (HERIGSTAD; HAMILTON; HEERSINK, 2001). Os sistemas sem adição de 

OECL ou OECR foram testados de forma semelhante para avaliar os efeitos do TTM quando 
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aplicado isolado. Após o período de incubação, realizou-se a contagem do número de células 

viáveis, a qual foi expressa em log10 UFC/mL. 

Para determinar a ocorrência de sinergismo entre OECL ou OECR em combinação com 

TTM, os resultados obtidos em aplicações combinadas foram comparados com os resultados 

teóricos correspondentes, que descreveram a soma da inativação causada por OECL, OECR ou 

TTM atuando individualmente (efeito aditivo) e os efeitos aumentados de OECL ou OECR e 

TTM atuando simultaneamente foram considerados efeitos sinérgicos (ARROYO et al., 2012). 

 

4.9 MODELAGEM DAS CURVAS DE SOBREVIVÊNCIA DE CEPAS TESTE EM SUCOS 

TRATADOS COM OECL OU OECR EM COMBINAÇÃO COM TTM 

As curvas de sobrevivência obtidas de cada cepa teste em suco de maçã e laranja tratado 

com OECL ou OECR em combinação com TTM foram ajustadas pela seguinte equação 

(MAFART et al., 2002): 

 

onde t é o tempo de tratamento (min); Nt e N0 são as densidades da população (UFC/mL) no 

tempo t e tempo zero, respectivamente, e  e p são dois parâmetros característicos da equação. 

O valor  é chamado de tempo para a primeira redução decimal (tempo necessário para inativar 

o primeiro ciclo log10 da população microbiana). O valor de p é um parâmetro de forma 

dependente do perfil da curva de sobrevivência: p1 para curvas de sobrevivência côncavas 

para cima, p=1 para curvas de sobrevivência linear e p1 para curvas de sobrevida côncavas 

para baixo. Os valores estimados de  e p foram calculados com GraphPad PRISM (Graph 

Software, Inc., San Diego, CA). Uma vez que o perfil das curvas de sobrevivência foi descrito 

pela Equação 1, o tempo necessário para reduzir 3 log10 (valor de 3) foi estimado em função 

da concentração do OECL ou OECR e do tipo de suco avaliado. 

 

4.10 EFEITO DO OECL OU OECR EM COMBINAÇÃO COM TTM SOBRE OS 

PARÂMETROS FÍSICO-QUÍMICOS DOS SUCOS DE FRUTAS  

Para avaliar se as concentrações sensorialmente aceitas de OECL ou OECR utilizadas 

em combinação com a TTM modificam os parâmetros físico-químicos de sucos de maçã e 

laranja, as amostras submetidas ou não aos tratamentos combinados foram analisadas quanto 

ao teor de sólidos solúveis totais (SST), pH e acidez titulável (AT) utilizando procedimentos 
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padrão (AOAC, 2016). SST foi determinado utilizando um refratômetro digital (modelo HI 

96801, Hanna Instruments, São Paulo, Brasil) (nº 932.12). Os valores de pH foram 

determinados utilizando um potenciômetro digital (modelo Q400AS, Quimis, São Paulo, 

Brasil) (nº 981.12) e a AT foi determinada usando fenolftaleína como um indicador com 0,1 N 

de NaOH e os resultados foram expressos em grama por 100 mL de equivalentes de ácido cítrico 

(nº 942.15). 

 

4.11 EFEITO DO OECL, OECR OU TTM E DO TRATAMENTO COMBINADO SOBRE AS 

FUNÇÕES FISIOLÓGICAS DAS CEPAS TESTE 

O suco de laranja, as cepas de L. brevis e L. mesenteroides e a concentração abaixo do 

LR do OECL ou OECR (0,50 μL/mL) em combinação com TTM (54 ° C) foram selecionados 

com base nos resultados obtidos nas contagens de células viáveis de cada cepa teste onde o 

tratamento combinado diminuiu aproximadamente 5 log10 UFC/mL de cepas de L. brevis e L. 

mesenteroides após 12 min de exposição no suco de laranja. Além disso, os intervalos de tempo 

(0, 6 e 12 min) foram definidos para avaliar os efeitos nas funções celulares no início, meio e 

fim do tratamento. Assim, os efeitos da concentração, abaixo do LR, do OECL ou OECR e do 

TTM aplicados isoladamente ou em combinação sobre as funções fisiológicas das cepas de L. 

brevis e L. mesenteroides foram avaliados após 0, 6 e 12 min de exposição em suco de laranja.  

Inicialmente, alíquotas de 9 mL de suco de laranja foram incubadas em banho-maria de 

agitação (Banho Dubnoff T6-053, Tecnal) com termostato regulado a 54 °C. Quando o ponto 

central de cada amostra de suco de laranja, com exceção do tempo 0 (imediatamente após a 

homogeneização), atingiu 54 ºC, foi adicionado o OECL ou OECR em quantidades suficientes 

para atingir a concentração final desejada (0,50 μL/mL). Posteriormente, uma alíquota de 1 mL 

da suspensão bacteriana (aproximadamente 8 log10 UFC/mL) foi adicionada aos frascos. Após 

6 e 12 min a 54 °C, as amostras foram centrifugadas (4500 g, 10 min, 4 °C), lavadas duas vezes 

e ressuspensas em solução salina tamponada com fosfato (PBS; 8,0 g/L de NaCl, 0,20 g/L de 

KCl, 1,42 g/L de Na2HPO4, 0,24 g/L de KH2PO4, pH 7,4), e imediatamente marcadas com 

fluorocromos para avaliar as diferentes funções nas células bacterianas.  

Para avaliar os efeitos do OECL ou OECR aplicados isoladamente nas cepas de L. brevis 

e L. mesenteroides no suco de laranja, os mesmos procedimentos foram realizados, sem 

aplicação do TTM, em temperatura ambiente (25 ± 1 °C). Do mesmo modo, para avaliar os 

efeitos do TTM aplicado isoladamente, os mesmos procedimentos foram realizados sem adição 
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do OECL ou OECR. Células tratadas com etanol a 70% v/v foram analisadas de forma 

semelhante e consideradas como controle positivo do experimento (SILVA et al., 2010). 

 

4.12 PROCEDIMENTO DE COLORAÇÃO 

4.12.1 Integridade da membrana  

A dupla coloração com laranja de tiazol (TO, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e 

iodeto de propídio (PI, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi utilizada para avaliar danos no 

DNA e na integridade da membrana, respectivamente. O TO é um corante de DNA permeado 

por células e é usado para identificar partículas contendo DNA e pode entrar em células intactas 

e danificadas. O PI é um corante de DNA impermeável que entra apenas em células com 

membrana danificada, intercala o RNA e o DNA e se liga aos ácidos nucléicos (COMAS-RIU; 

RIUS, 2009). A dupla coloração foi realizada por incubação das células de L. brevis e L. 

mesenteroides (tratadas com OECL ou OECR e/ou TTM) suspensas em PBS com TO (1 μg/ 

mL) e PI (1 μg/mL) por 5 min a 37 ºC (SILVA et al., 2011). 

 

4.12.2 Potencial da membrana  

A dupla coloração com ácido bis-1,3-dibutilbarbutírico (BOX, Molecular Probes, 

Invitrogen, parte da Life Technologies, Eugene, OR, EUA) e o PI foi utilizado para avaliar o 

potencial de membrana e o dano na membrana, respectivamente. O BOX é um corante 

fluorescente capaz de indicar modificações no potencial de membrana, sendo acumulado por 

células despolarizadas ou excluído por células polarizadas (SILVA et al., 2011). A dupla 

coloração foi realizada por incubação de células de L. brevis e L. mesenteroides (tratadas com 

OECL ou OECR e/ou TTM) suspensas em PBS com 4 mM EDTA, BOX (2,5 mg/mL) e PI (1 

μg/mL) por 5 min a 37 ºC (SILVA et al., 2011).  

 

4.12.3 Atividade respiratória 

A atividade respiratória em células de L. brevis e L. mesenteroides tratadas com OECL 

ou OECR e/ou TTM foi avaliada usando cloreto de 5-ciano-2,3-ditolil tetrazólio (CTC, 

Polysciences, Warrington, PA, EUA). O CTC é reduzido pela cadeia de transporte de elétrons 

respiratórios a um formazan fluorescente insolúvel que indica atividade respiratória. Assim, as 

células respiratórias ativas acumulam as partículas fluorescentes de CTC-formazan, enquanto 

que as células respiratórias inativas não acumulam.  
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Inicialmente, as células de L. brevis e L. mesenteroides foram suspensas em PBS com 

1% (p/v) de glicose (tratadas com OECL ou OECR e/ou TTM) e em seguida foram misturadas 

com 5 mM de CTC e incubadas a 37 °C por 30 min (SILVA et al., 2011). 

 

4.12.4 Atividade de fluxo 

O brometo de etídio (EB, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), é um corante permeável 

a membrana e foi utilizado para medir a atividade de efluxo. O EB entra nas membranas 

celulares intactas, mas é bombeado ativamente para fora da célula por meio de um sistema de 

transporte antiporto de prótons não específico. Em células com membrana comprometida e 

atividade de bomba de efluxo alterada, o EB liga-se ao DNA intracelular (DÍAZ et al., 2010). 

Os procedimentos de coloração foram realizados por incubação de células de L. brevis e L. 

mesenteroides (tratadas com OECL ou OECR e/ou TTM) suspensas em PBS (1% de glicose; 

p/v) com EB (5 μg/mL) por 5 min a 37 °C (SILVA et al., 2011). 

 

4.13 ANÁLISE DE CITOMETRIA DE FLUXO (CF) 

Após cada coloração as suspensões de células foram centrifugadas (4500 g x 10 min, 4 

° C) e lavadas com o volume igual de PBS para remover o excesso do corante (KIM et al., 

2017). Os sedimentos de células obtidos foram ressuspensos em PBS e analisados utilizando 

um citômetro de fluxo equipado com um laser de íons de árgon que emite a 488 nm (BD Accuri 

C6, New Jersey, USA). Os canais FL1 (533 nm ± 30 nm) e FL3 (> 670 nm) coletaram a 

fluorescência verde e vermelha, respectivamente. Os sinais de dispersão e fluorescência 

(medições da área de pulso) de células individuais que passam pela zona do laser foram 

coletados como sinais logarítmicos. Os filtros FL1 (TO e BOX) e FL3 (PI, EB e CTC) coletaram 

o sinal de fluorescência. O nível dos limiares para aquisição de dados foi estabelecido para a 

luz de dispersão frontal (Forward Scatter ou FSC) (10.000) e para eliminar ruídos ou partículas 

(de detritos celulares) considerados muito menores que as células intactas. Os parâmetros FSC 

e luz de dispersão lateral (Side Scatter ou SSC) (FSC/SSC) delimitaram as células bacterianas. 

Cada aquisição de amostra foi operada na baixa taxa de fluxo e um total de 10.000 eventos 

foram analisados. 

 

4.14 ANÁLISE DOS DADOS DA CF  

Os gráficos de densidade que indicam FSC versus SSC foram obtidos ao longo das 

medições. A FSC forneceu informações relativas sobre o tamanho das células e foi analisada 
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no plano do feixe e a SSC forneceu informações sobre a granularidade celular e foi medida a 

90° em relação ao feixe do laser. Para determinar as propriedades de fluorescência das células 

foi aplicada a análise do gráfico de densidade de FL1 versus FL3. 

Para a dupla coloração TO-PI, as células foram caracterizadas como segue: TO+ PI+ 

(portão superior direito; UR) correspondem a células danificadas e permeabilizadas; TO- PI- 

(portão inferior esquerdo; LL) pode indicar dano de DNA ou RNA, enquanto a membrana 

celular ainda pode estar intacta; TO+ PI- (portão superior esquerdo; UL) correspondem a 

células com membranas intactas e TO- PI+ (portão inferior direito; LR) correspondem a células 

permeabilizadas (SUROWSKY et al., 2014). Enquanto, para a dupla coloração com BOX-PI, 

as células que foram caracterizadas como: BOX- PI- (portão LL) correspondem a células 

polarizadas e não permeabilizadas; BOX+ PI- (portão UL) correspondem a células 

despolarizadas e não permeabilizadas; BOX+ PI+ (portão UR) correspondem a células 

despolarizadas e permeabilizadas e BOX- PI+ (portão LR) correspondem a células 

permeabilizadas polarizadas (HAMMER; HEEL, 2012). 

Para determinar as propriedades de fluorescência das células CTC+ e EB+ foi aplicada 

a análise do gráfico de densidade de SSC versus FL3. As células CTC+ e EB+ representaram 

função respiratória não comprometida e células com atividade de bomba de efluxo alterada, 

respectivamente (LÉONARD et al., 2016; MORISHIGE; FUJIMORI; AMANO, 2015). Essas 

células foram agrupadas nos retângulos direitos. As análises de CF foram realizadas em dois 

experimentos independentes e em triplicata com resultados consistentes. A análise de dados foi 

realizada usando o Software BD Accuri C6 (BD®, Becton Dickinson and Company, Franklin 

Lakes, NJ, EUA). 

 

4.15 ANÁLISE ESTATÍSTICA   

Os ensaios foram realizados em triplicata e em três experimentos independentes. Para 

os ensaios de CIM, os resultados foram expressos como valores modais pois os valores da CIM 

foram os mesmos em todas as repetições. Para os ensaios de contagem de células viáveis e 

parâmetros físico-químicos, foram realizadas análises estatísticas para determinar diferenças 

significativas (p ≤ 0,05), assim, utilizou-se a análise de variância (ANOVA), seguida do teste 

post-hoc de Tukey ou teste t de Student. As barras de erro nas figuras indicam a média ± desvio 

padrão dos dados obtidos dos experimentos independentes. 
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Abstract 

This study assessed the compromised acceptance threshold (CAT) and rejection threshold (RT) 

of Citrus lemon (CLEO) and Citrus reticulata essential oil (CREO) in apple and orange juices. 

The efficacy of CLEO and CREO concentrations below the RT were evaluated alone and 

combined with mild heat treatment (MHT) (54 ºC, up to 12 min) to inactivate the autochthonous 

spoilage bacteria Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum and Leuconostoc 

mesenteroides in apple and orange juices. The CAT of CLEO and CREO varied from 0.15 to 

0.17 μL/mL in orange and apple juices. The RT of CLEO was approximately 0.58 μL/mL in 

apple and orange juices, and the RT of CREO was 0.68 μL/mL in both juices. When CLEO and 

CREO were assayed alone, the highest concentration (0.50 μL/mL) decreased counts of all 

strains approximately 2 log10 CFU/mL after 12 min of exposure to 54 ºC. All concentrations of 

CLEO or CREO in combination with MHT acted synergistically against L. brevis, L. plantarum 

and L. mesenteroides. Decreases in counts varied with the strain, CLEO and CREO 

concentrations, juice type and exposure time to the combined treatment. CREO was more 

effective than CLEO in combination with MHT against the strains in apple and orange juices. 

Effective combinations of CLEO or CREO with MHT to control the autochthonous spoilage 

bacteria did not compromise the quality parameters (°Brix, pH and titratable acidity) that 

characterize unsweetened juices. These results indicate CLEO or CREO at concentrations 

below the sensory RT in combination with MHT as a feasible technology to control 

autochthonous spoilage bacteria in fresh fruit juices. 

 

Keywords: Essential oils, heat treatments, sensory threshold, lactic acid bacteria, fruit 

beverages. 
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Practical Application 

The present study provides novel information concerning the efficacy of sensorially accepted 

doses of CLEO and CREO combined with MHT against autochthonous spoilers in fruit juice. 

The valuable synergistic effects that can be observed when combining CLEO and CREO with 

MHT reveal a feasible preservation technology and alternative to traditional treatments that are 

successful because they help reduce treatment intensity, thereby avoiding adverse effects on the 

sensory, physicochemical and nutritional properties of these products. 

 

Introduction 

Fresh fruit juices are appreciated and consumed worldwide because of their refreshing 

properties, nutritional value and health-promoting components (Singh et al., 2015). However, 

the contamination of fruit juices with lactic acid bacteria naturally present in the fruit may result 

in loss of nutrients and undesirable sensory alterations (Snyder & Worobo, 2018; Guerrouja, 

Sánchez-Rubiob, Taboada-Rodríguezc, Cava-Rodac, & Marín-Iniestab, 2016). 

Lactobacillus spp. and Leuconostoc spp. are common genera of the lactic acid bacteria 

population found in raw fruits (Di Cagno et al., 2011); therefore, they are easily transferred to 

juices (Jay & Anderson, 2001). Species of these genera are well-known spoilage bacteria in raw 

juices because they produce metabolic end-products such as lactic acid, diacetyl, CO2, ethanol, 

and acetic or formic acid that generate off-flavor and off-odor (Basak, Ramaswamya, & Piette, 

2002; Jay & Anderson, 2001). Spoilage microorganisms are classically inactivated in fruit 

juices by high temperatures (72 to 82 °C for 0.3 to 15 s) or antimicrobial agents (e.g., benzoic 

and sorbic acids and sulfur dioxide) (Vally, Misso, & Madan, 2009). However, high 

temperatures destroy heat-sensitive nutrients such as vitamins compromising fruit juice 

freshness (Hu, Zhou, Xu, Zhang, & Liao, 2013). 
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The use of essential oils (EOs) obtained from Citrus lemon (CLEO) and Citrus 

reticulata (CREO) has been considered to preserve fruit juices because of their activity against 

juice-related bacteria (Espina, Somolinos, Lorán, Conchello, García-Gonzalo, & Pagán, 2011; 

Espina, Somolinos, Ait Ouazzou, Condón, García-Gonzalo, & Pagán, 2012; Espina, García-

Gonzalo, & Pagán, 2014a). Both CLEO and CREO are generally recognized as safe for use in 

foods and beverages (U.S. Code of Federal Regulations 8008-56-8 for CLEO and 8016-85-1 

for CREO). However, the strong flavor and taste characteristic of most EOs have limited the 

use of EOs as preservatives in fruit juices. The effective concentrations of EOs against spoilage 

and pathogenic microorganisms typically exceed the sensory rejection threshold (RT) 

(Almeida, Barbosa, Tavares, Barbosa Filho, Magnani, & De Souza, 2018). 

The combined use of Citrus spp. EOs with mild heat treatment (MHT) may be an 

alternative approach for use as antimicrobials in fruit juices (Calo, Crandall, O’Bryan, & Ricke, 

2015; Espina et al., 2012). The efficacy of C. sinensis EO and CLEO in combination with MHT 

against the pathogen Escherichia coli O157:H7 in apple (Espina et al., 2012) or orange (Espina 

et al., 2014a) juice was previously reported. However, the concentrations evaluated in those 

studies, alone or in combination with MHT, did not consider the sensory threshold of the tested 

EOs in the juices. No previous studies assessed whether concentrations sensorially accepted for 

CLEO or CREO are effective, alone or in combination with MHT, to inactivate the 

autochthonous spoilage bacteria in juices. 

Therefore, this study was performed to i) determine the sensory thresholds of CLEO and 

CREO in apple and orange juices, ii) isolate and identify spoilage lactic acid bacteria from the 

autochthonous microflora and iii) assess the efficacy of CLEO and CREO concentrations below 

the sensory threshold rejection, alone and combined with MHT, to inactive the selected 

autochthonous spoilage bacteria. 
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Materials and methods 

EOs and chemical composition 

  CLEO and CREO extracted through steam distillation were purchased from Indulleida 

S.A. (Lleida, Spain). The constituents of CLEO and CREO were identified using gas 

chromatography coupled to mass spectrometry (CG-MS) using a chromatography model 

CGMS-QP2010 (Ultra Shimadzu, Kyoto, Japan). GC–MS analysis was performed under the 

following conditions: an RTX-5MS capillary column (30 m × 0.25 mm x 0.25 μm); program 

temperature 60-240 °C (3 °C/min); injector temperature 250 °C; detector temperature 220 °C; 

carrier gas helium adjusted to 0.99 mL/min speed; ionizing energy 70 eV; and mass range (m/z) 

40-500. Samples were co-injected with the homologous series of n-alkanes (C8-C20). Each 

component was identified by comparing its mass spectra with the NIST/EPA/NIH Mass 

Spectral Database (National Institute of Standards Technology, Norwalk, CT) and FFNSC1.3 

(Flavour and Fragrance Natural and Synthetic Compounds). The retention index (RI) of each 

constituent was determined by the Kovats method by co-injection of the homologous series of 

n-alkanes (C8-C20) (Adams, 2001). The EO constituents were quantified after normalizing the 

areas of each detected constituent and expressed as a percentage of area (%). 

 

Preparation of juices 

Apple (Pyrus malus) and orange (Citrus sinensis) fruits were purchased from a local 

wholesale distributor (João Pessoa, Brazil). To minimize variation among the fruits used to 

produce the juices, the fruits were selected for uniformity in size, form, color, and appearance 

and for absence of mechanical injuries and visible signs of infection. To prepare the juices, the 

fruits were surface disinfected by a 5 min immersion in a sodium hypochlorite solution (0.15 

μL/mL, pH 7.2), washed with sterile distilled water and dried for 30 min in a biosafety cabinet. 

Apple juice was prepared by mixing 100 g of apple pulp (aseptically peeled) with distilled water 
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(1:2 w/v) using a domestic blender (for 3 min), and orange juice was extracted from ripe fruit 

using a domestic squeezer. The juices were stored in 50 mL aliquots at -20 °C, and when 

required, an aliquot was thawed under refrigeration (4 ± 0.5 °C) and used for subsequent assays. 

 

Isolation and identification of the autochthonous isolates 

To isolate the autochthonous spoilage lactic acid bacteria, 25 mL of each fresh juice 

prepared as described was dispensed into 225 mL of sterile saline solution (NaCl 0.85 g/100 

mL), homogenized (3 min) at room temperature and serially diluted (10-1 to 10-5). Subsequently, 

100 µL of each dilution was inoculated onto de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) agar 

(HiMedia), MRS agar supplemented with cysteine hydrochloride (0.05 g/100 mL) and M17 

agar (HiMedia) to isolate species belonging to the genera Lactococcus (30 ºC), Lactobacillus 

(37 ºC), and Bifidobacterium (37 - 41 ºC), respectively. The plates were incubated anaerobically 

using an Anaerobic System AnaeroGen, (ASA; Oxoid) for 48 - 72 h (Garcia et al., 2016). 

At least five autochthonous colonies with different morphologies were isolated in each 

specific medium at the proper temperature for each genus and maintained under refrigeration 

(4 ± 0.5 °C). Each isolate was subjected to analyses of Gram staining, morphology, catalase 

production and motility using standard procedures (APHA, 2015). Isolates presumptively 

identified as lactic acid bacteria (nonmotile, catalase negative, Gram-positive cocci or rods) 

were stored at -20 °C in MRS broth containing glycerol (15% v/v) for further studies. 

The isolates were identified at the species level as previously described (Guo, Kim, 

Nam, Park, & Kim, 2010). Genomic DNA was extracted using a Genomic DNA extraction kit 

(Promega Corporation, Wisconsin, USA) according to the manufacturer’s instructions. To 

amplify the 16S rRNA gene sequences, the following primers were used: 27F, 5-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3, and 1492R, 5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3. PCRs 

were conducted in a volume of 50 μL under the following conditions: initial activation at 94 °C 
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for 2 min, denaturation at 94 °C for 30 s; annealing at 55 °C for 1 min, extension at 72 °C for 1 

min, and a final cycle at 72 °C for 10 min. PCR products were purified using a DNA purification 

kit (Invitrogen, Germany) and sequenced using the 27F and 1492R primers in a sequencing 

reaction using an ABI PrismTM BigDyeTM terminator cycle sequencing reaction kit (Applied 

Biosystems, USA). The resulting 1465 bp sequences were analyzed using the Pregap4 and Gap4 

tools in the STADEN 1.6 software. Partial 16S rRNA sequences were compared to those 

available in the National Center for Biotechnology Information (NCBI) GenBank database 

using the Local Alignment Search Tool (BLAST) (Guo et al., 2010). Only query sequences 

with similarity >97% were considered for bacterial identification. 

 

Test strains and inoculum preparation 

Stock cultures were maintained in cryovials with MRS broth containing glycerol (15 g/100 

mL) at -80 °C. Each inoculum was obtained by preparing suspensions in sterile saline solution 

(NaCl 0.85 g/100 mL) from overnight cultures grown anaerobically (ASA) in MRS broth at 37 °C 

for 18 h to reach stationary growth phase (time determined considering the data of growth behavior 

assays of the test strains). Cells were harvested using centrifugation (4500 g x 15 min, 4 °C), 

washed twice and resuspended in sterile saline solution to obtain standard cell suspensions with 

an optical density (OD) at 625 nm (OD625) of 0.8. These suspensions provided viable counts of 

approximately 8 log10 colony forming units per milliliter (CFU/mL) for all strains (Leite et al., 

2016). A final concentration of 7 log10 CFU/mL of the test strains was used in the juices to provide 

a number of viable cells suitable for measuring the log10 reduction during the treatments. 

 

Minimum inhibitory concentration (MIC) of CLEO and CREO 

The MIC of CLEO and CREO against L. brevis, L. plantarum and L. mesenteroides was 

determined using a microdilution in broth assay (CLSI, 2015) with minor modifications. The 
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stock emulsions (32 μL/mL; pH 5.6 ± 0.1) of CLEO and CREO were prepared by directly 

adding EOs in MRS broth (HiMedia) containing Tween 80 (1%, v/v; Sigma–Aldrich, USA) as 

an emulsifier, followed by vigorous shaking using a vortex for 5 min. Using this method, the 

prepared emulsions presented droplet sizes characteristic of macroemulsions (Kale & Deore, 

2017; Friedman, Henika, & Mandrell, 2002). At the assayed concentration (1%, v/v), Tween 

80 did not present inhibitory effects against the test strains used in the study. Two-fold serial 

dilutions from the stock emulsion were added to the wells of a 96-well microtiter plate to 

provide final concentrations of CLEO or CREO in a range of 16 to 0.13 μL/mL. Then, 50 μL 

of the bacterial suspension prepared in MRS broth was added to each well (resulting in final 

viable counts of approximately 7 log CFU/mL). Each microplate included positive (inoculated) 

and negative (non inoculated) controls. The microtiter plates were covered with a lid and 

incubated anaerobically (ASA) at 37 °C for 24 h. The MIC of CLEO or CREO was confirmed 

as the lowest concentration capable of inhibiting visible bacterial growth (Sousa Guedes et al., 

2016). The MIC was defined as the highest concentration to be tested in assays for the 

determination of sensory thresholds. 

 

Compromised acceptance threshold (CAT) and rejection threshold (RT) of CLEO and CREO 

in fruit juices 

All sensory analyses were performed after approval from the Committee on Ethical 

Research Involving Humans Beings (Federal University of Paraíba, protocol 1.125.993/2015). 

The rejection threshold (RT) of the CLEO and CREO in the fruit juices and the compromised 

acceptance threshold (CAT), which indicates the transition point between sensory acceptance 

and rejection, were assessed using a previously proposed and validated methodology (Lima 

Filho et al., 2015; 2017). For this, 50 untrained panelists (18 to 58 years old) were preselected 

according to their interest and frequency of fruit juice consumption. Sensory tests comprised 
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five sessions of acceptance tests (Stone et al., 2012) performed in individual booths under 

controlled temperature and light. In each session, the panelists received two samples, one of 

which was the control sample (fruit juice without CLEO or CREO) and the other was a stimulus 

sample (fruit juice containing CLEO or CREO at 2, 1, 0.50, 0.25, 0.13 μL/mL). Between 

sessions, the stimulus sample was presented in ascending order of CLEO or CREO 

concentration, and the position of the stimulus sample within each pair was randomized (Lima 

Filho et al., 2017). Approximately 30 mL of each juice (with or without CLEO or CREO) were 

served in white disposable 50-mL cups encoded with a random three-digit number to avoid 

panelists to know the sample referred as control or stimulus. Panelists judged the samples using 

a hedonic scale of nine points ranging from 1 (dislike extremely) to 9 (like extremely). A 5 min 

interval was observed before offering a new pair of fruit juice samples. Between sessions, 

panelists were invited to use low-salt biscuits and rinse their mouths with drinking water to 

cleanse their palates. Panelists were allowed to freely select any of the nine points of the hedonic 

scale that best reflected their judgments.  

For the statistical analysis of the data as well as CAT determination in each session, the 

t-test for paired samples was used to compare the hedonic scores of control and stimulus 

samples. The obtained t values (Y1-axis) were graphically evaluated as a function of the EOs 

concentrations (X-axis). The point that resulted in significant differences (P ≤ 0.05) between 

the control and stimulus samples was represented in the graph by a dotted line (tabulated t 

value). To assess the RT of the CLEO or CREO in fruit juices, a second Y axis (Y2-axis) 

representing the average hedonic score of the stimulus sample was inserted into the graph. The 

transition point between the sensory acceptance and rejection of the fruit juices was represented 

on the graph by a dashed line referring to the hedonic score 5 (category “indifferent”) (Della 

Lucia et al., 2014). To determine the CAT and RT values, the regression models were adjusted 

to the points of the graph (Y1-axis points= CAT; Y2-axis points= RT). From the model 
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equation, the CAT was calculated considering where the calculated t value became equal to the 

standard t value (P = 0.05) (Y1 = tabulated t value); the RT was calculated considering the point 

where the average hedonic score for CLEO or CREO concentration became equal to 

“indifferent” in the hedonic scale (Y2=5). The validity of the models generated was determined 

from the significance of the regression coefficients (SSregression/SStotal). 

 

Inactivation by CLEO or CREO in fruit juices 

To assess the inactivation of each test strain in apple or orange juice using CLEO or 

CREO alone or in combination with MHT, the juices were centrifuged (12,500 x g, 15 min, 

4 °C) to separate the pulp from the remaining liquid. The supernatants were filtered using a 

triple-cheesecloth layer and sterilized by autoclaving (121 °C, 1.1 atm, for 15 min). The effects 

of concentrations of CLEO or CREO below the RT on the viable counts of each test strain in 

the apple and orange juices were assessed for 0, 2, 4, 6, 8, 10 and 12 min. Initially, an aliquot 

of 1 mL of the bacterial suspension (8 log10 CFU/mL) was inoculated in 9 mL of juices 

containing CLEO or CREO at the desired final concentrations prepared as described above. At 

intervals of 0 (just after homogenization), 2, 4, 6, 8, 10 and 12 min post incubation at room 

temperature (25 ± 1 °C), an aliquot of 100 µL of each mixture was serially diluted in sterile 

saline solution (NaCl 0.85 g/100 mL). Subsequently, 20 µL aliquots of each dilution were 

inoculated onto MRS agar using the microdrop technique (Herigstad, Hamilton, & Heersink, 

2001). Control systems without CLEO or CREO were assayed similarly. The plates were 

incubated anaerobically (ASA) at 37 °C for 24 h, and the results were expressed as log10 

CFU/mL. 

 

Inactivation by CLEO or CREO in combination with MHT in fruit juices 
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The effects of CLEO or CREO concentrations below the RT in combination with MHT 

(54 °C) on the viable counts of each test strain in apple and orange juices were assessed after 0, 

2, 4, 6, 8, 10 and 12 min of exposure. Initially, aliquots of 9 mL of fruit juice containing CLEO 

or CREO at different concentrations were placed in a shaking bath with the thermostat set at 

54 °C. Once the core point of each fruit juice sample reached 54 ºC, an aliquot of 1 mL of 

bacterial suspension (8 log10 CFU/mL) was added to the flasks. After 0, 2, 4, 6, 8, 10 or 12 min 

at 54 °C, an aliquot of 100 µL of each fruit juice was serially diluted in sterile saline solution 

(NaCl 0.85 g/100 mL), and subsequently, aliquots of 20 µL of each dilution were inoculated 

onto MRS agar as previously described (Herigstad et al., 2001). Systems without CLEO or 

CREO were assayed similarly to evaluate the effects of MHT alone. The plates were incubated 

anaerobically (ASA) at 37 °C for 24 h, and the results were expressed as log10 CFU/mL. 

To determine the occurrence of synergism between CLEO or CREO and MHT, the 

results obtained in combined applications were compared to the corresponding theoretical 

results, which described the sum of the inactivation caused by CLEO, CREO or MHT acting 

individually (additive effect). The enhanced effects of CLEO or CLEO and MHT acting 

simultaneously were considered synergistic effects (Arroyo, Cebrián, Pagán, & Condón, et al., 

2012). 

 

Modeling the survival curves of test strains in juices treated with CLEO or CREO in 

combination with MHT 

The obtained survival curves of each test strain in orange or apple juice treated with 

CLEO or CREO in combination with MHT were fitted to the following the Equation 1 (Mafart, 

Couvert, Gaillard, & Leguerinel, 2002): 

 

log
Nt

N0
= (

t

δ
)

p

                                           (Eq. 1)  
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where t is the treatment time (min); Nt and N0 are the population densities (CFU/mL) at time t 

and time zero, respectively; and  and p are two characteristic parameters of the equation. The 

 value is the time to the first decimal reduction (the time necessary to inactivate the first log10 

cycle of the microbial population). The p value is a shape parameter dependent on the profile 

of the survival curve: p1 for concave upwards survival curves, p=1 for linear survival curves, 

and p1 for concave downwards survival curves. Once the profile of the survival curves was 

described by Eq. 1, the time needed to achieve a 3-log reduction (3 value) was estimated as a 

function of the CLEO or CREO concentration and juice type evaluated. 

 

Physicochemical parameters of fruit juices 

To assess whether the sensorially accepted concentrations of CLEO or CREO used in 

combination with the MHT affected the physicochemical parameters of apple and orange juices, 

samples subjected or not to combined treatments were analyzed for soluble solids content 

(°Brix), pH and titratable acidity (TA) (CLEO or CREO and MHT) using standard procedures 

(AOAC, 2016). °Brix was determined using a digital refractometer (model HI 96801, Hanna 

Instruments, São Paulo, Brazil) (No. 932.12). pH values were determined using a digital 

potentiometer (model Q400AS, Quimis, São Paulo, Brazil) (No. 981.12). TA was determined 

using phenolphthalein as an indicator with 0.1 N NaOH, and the results were expressed in g per 

100 mL of citric acid equivalents (No. 942.15). 

 

Statistical analysis and reproducibility 

  The assays were performed in triplicate in three independent experiments. For the MIC 

assays, the results were expressed as modal values because the MIC values were the same in 

all repetitions. For the assays of log10 reduction and physicochemical parameters, statistical 
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analyses were performed to determine significant differences (P ≤ 0.05) using ANOVA 

followed by post hoc Tukey's test or Student’s t-test. The error bars in the figures indicate the 

mean ± standard deviations from the data obtained from independent experiments. For kinetic 

analysis of the data, the least-squares criterion by the GraphPad PRISM (GraphPad Software, 

Inc., San Diego, CA) was used. 

 

Results and discussion  

Selection of autochthonous lactic acid bacteria test strains 

A total of 40 isolates of lactic acid bacteria, comprising 20 isolates from each type of 

fruit juice, were selected for identification. Species belonging to the Lactobacillus genus were 

predominant (32/40 isolates) in both juices. The following Lactobacillus species were identified 

in both juices: L. plantarum (n=8 in apple juice; n=5 in orange juice), L. brevis (n=3 in apple 

juice; n=7 in orange juice) and L. fermentum (n=2 in apple juice; n=7 orange juice). 

Leuconostoc mesenteroides (n=8) was identified only in orange juice. 

One strain of L. plantarum isolated from apple juice and one strain of L. brevis and one 

strain of L. mesenteroides isolated from orange juice were selected as target organisms for this 

study considering that these species commonly act as juice spoilage bacteria (Espirito-Santo, 

Carlin, & Renard, 2015; Campos & Cristianini, 2007; Elez-Martínez, Escolà-Hernández, 

Soliva-Fortuny, & Martín-Belloso, 2005; Basak et al., 2002). 

 

Chemical composition of CLEO and CREO 

A total of 23 and 18 constituents were identified in CLEO and CREO used in this study, 

respectively (Table 1). The constituents detected at the highest amounts in CLEO were 

limonene (66.47%), β-pinene (11.71%), γ-terpinene (9.29%) and sabinene (2.00%). Other 

constituents, such as α-pinene (1.91%), myrcene (1.71%) and geranial (1.35%), were detected 
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in minor amounts. The majority constituent in the CREO was also limonene (89.38%), followed 

by myrcene (2.05%). Previous studies also reported limonene (53.57–84.73%), β-pinene (8.23–

12.74%) and γ-terpinene (3.38–9.66%) as the predominant constituents in CLEO (Espina et al., 

2011; AL-Jabri & Hossain, 2018). Similarly, limonene (60.74–80.2%) and myrcene (6.7–

7.43%) have been described as the majority constituents in CREO (Tao, Jia, & Zhou, 2014; 

Fouad & Camara, 2017). Differences in the amounts of limonene detected in CLEO and CREO 

could be explained by the influence of environmental conditions (e.g., altitude, temperature, 

rainfall and geographical distribution) on the plant source (AL-Jabri & Hossain, 2018). These 

findings reinforce the importance of determining the chemical characterization of EOs each 

time a new study is carried out because this characterization may help to determine the 

differences among the antimicrobial activities of EOs obtained from the same plant species 

(Espina et al., 2012). 

 

MIC values of CLEO and CREO 

The MICs of both CLEO and CREO against L. brevis, L. plantarum and L. 

mesenteroides were 2 μL/mL. The antimicrobial activities of CLEO and CREO has been 

primarily related to the high amounts of limonene in the composition of these EOs. An earlier 

study reported strong antimicrobial efficacy of limonene (MIC 1 μL/mL) against L. brevis 

DSMZ 20054 and L. plantarum DSMZ 2601 (Bevilacqua, Corbo, & Sinigaglia, 2010). The 

hydrophobic characteristics of limonene and other compounds, such as γ-terpinene, terpinolene, 

linalool and limonene, found in CLEO and CREO could perturb the bacterial cell membrane, 

increasing its permeability and causing leakage of cellular components (Prashar, Hili, Veness, 

& Evans, 2003; Tao et al., 2014). Synergistic interactions resulting from disturbing effects of 

limonene on the bacterial cell membrane that could facilitate the uptake of other constituents 
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present in smaller amounts in CLEO and CREO (e.g., linalool, octanal and β-ocimene) may 

also contribute to the antimicrobial activities of these EOs (Espina et al., 2011). 

CAT and RT of CLEO and CREO in fruit juices 

CLEO and CREO were evaluated in concentrations of 0.13, 0.25, 0.50, 1.0 and 2.0 

μL/mL to determine the CAT and RT in apple and orange juices. Fig. 1 shows the calculated t 

values (Y1-axis) and the hedonic score (Y2-axis) as a function of CLEO and CREO 

concentrations in the stimulus fruit juice samples (X-axis). The obtained linear models showed 

significant regression coefficients (P ≤ 0.05). 

In the orange juice, the CAT of CLEO was 0.17, and the CAT of CREO was 0.15 

μL/mL. In the same juice, the RT of CLEO and CREO was 0.58 and 0.68 μL/mL, respectively. 

In the apple juice, the CAT of CLEO and CREO was 0.15 and 0.16 μL/mL, respectively, while 

the RT was 0.59 for CLEO and 0.68 μL/mL for CREO. Consequently, apple and orange juices 

at concentrations of 0.13, 0.25 and 0.50 μL/mL CLEO or CREO were considered acceptable 

by panelists (≥ CAT < RT). Analyses of acceptance as a function of the CLEO or CREO 

concentration based on the angular coefficient of CLEO and CREO in apple juice or orange 

juice showed that the increase in CLEO or CREO concentration decreased the juice acceptance 

(Table 2).  

The hedonic scores of juices added of CLEO or CREO concentrations referring to their 

CAT values were “like moderately” (hedonic score 7) or “like very much” (hedonic score 8). 

Otherwise, the hedonic scores of juices added of CLEO or CREO concentrations corresponding 

to their RT values were “dislike very much” (hedonic score 2) or “dislike extremely" (hedonic 

score 1). 

A previous study reported the overall acceptance of CLEO at potentially antimicrobial 

concentrations (20 to 200 μL/L) in three distinct matrices (tomato juice, vegetable soup and 

poultry burgers) (Espina, García-Gonzalo, & Pagán, 2014b). According to these researchers, 
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only the lowest assayed concentration (20 μL/L) of CLEO had acceptance in tomato juice, while 

higher CLEO concentrations were accepted in vegetable soup (200 μL/L) and poultry burgers 

(100 μL/L). These results show that the determination of CLEO and CREO sensory thresholds 

in the matrix proposed for incorporation results in a successful experimental approach to 

explore their application because concentrations that exceed the RT, even though they are 

effective against target bacteria (for example, based on MIC values), would not be applicable. 

 

Inactivation of the test spoilage bacteria by CLEO or CREO in combination with MHT in fruit 

juices 

No decreases (P > 0.05) were observed in the counts of L. brevis, L. plantarum and L. 

mesenteroides after 12 min of exposure to 0.13 μL/mL CLEO or CREO in apple and orange 

juices (Fig. 2-3). Counts of L. brevis, L. plantarum and L. mesenteroides decreased (P ≤ 0.05) 

by approximately 1 log10 CFU/mL after 12 min of exposure to 0.25 μL/mL CLEO in apple and 

orange juices (Fig. 2). The same concentration of CREO (0.25 μL/mL) decreased (P ≤ 0.05) 

1.6 log10 and 1.1 log10 CFU/mL in the counts of L. mesenteroides and L. plantarum, 

respectively, in both juices (Fig. 3), but it did not decrease (P > 0.05) the counts of L. brevis in 

apple (Fig. 3A1) or orange (Fig. 3A2) juice after 12 min of exposure. 

Interestingly, 0.50 μL/mL CLEO decreased (P ≤ 0.05) 3.5 log10 CFU/mL in the counts 

of L. plantarum in apple juice and only decreased 1.1 log10 CFU/mL in the counts of L. brevis 

and L. mesenteroides in the same juice after 12 min of exposure (Fig. 2A1-C1). In orange juice, 

0.50 μL/mL CLEO caused decreases (P ≤ 0.05) of 1.7 log10 CFU/mL in the counts of L. 

plantarum, 1.4 log10 CFU/mL in the counts of L. brevis and 1.1 log10 CFU/mL in the counts of 

L. mesenteroides after 12 min of exposure (Fig. 2A2-C2). In apple juice, 0.50 μL/mL CREO 

decreased the counts of L. plantarum and L. mesenteroides (P ≤ 0.05) by 1.5 log10 CFU/mL 

(Fig. 3B1-C1) and the counts of L. brevis by 1 log10 CFU/mL (Fig. 3A1). Comparatively, 0.50 
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μL/mL CREO decreased (P ≤ 0.05) the counts of L. mesenteroides by approximately 2 log10 

CFU/mL and the counts of L. brevis and L. plantarum by 1.2 log10 CFU/mL in orange juice 

after 12 min of exposure (Fig. 3A2-C2).  

In combination with MHT, the decrease in the counts of L. brevis, L. plantarum and L. 

mesenteroides varied with the concentration of CLEO or CREO evaluated and the time of 

exposure. A decrease (P ≤ 0.05) of approximately 5 log10 CFU/mL was observed in the counts 

of L. brevis after 12 min of exposure to 0.50 μL/mL CLEO or CREO in combination with MHT 

in both apple and orange juices (Fig. 4). Similar results were observed after 8 min of exposure 

to 0.50 μL/mL CREO and MHT in orange juice (P ≤ 0.05) (Fig. 4D). 

As observed in Fig. 4, the level of inactivation of L. brevis caused by the experimental 

combined treatment was higher than that theoretically estimated by the sum of the lethality of 

both hurdles acting individually (additive effect), indicating the occurrence of a remarkable 

synergistic effect. The magnitude of the synergism was greater when using CREO in 

combination with MHT. The use of CREO caused more than 2 extra log10 cycles of inactivation 

after 4 and 6 min of treatment in apple and orange juices, respectively. Similar results were 

observed for all concentrations assayed (0.13, 0.25 and 0.50 μL/mL) of CLEO or CREO in 

combination with MHT against L. plantarum and L. mesenteroides (data not shown). The 

synergism observed against the test strains was probably a result of an initial sublethal damage 

in the cell envelopes caused by MHT, which would help the hydrophobic CREO or CLEO 

constituents (e.g., limonene, β-pinene and myrcene) cross the bacterial membranes and act 

directly in the cell (Mañas & Pagán, 2005; Espina et al., 2011; Espina et al., 2012). 

To assess the resistance of each strain to the combined process, the survival curves were 

fitted using Eq. 1 (Table 3), which described the survival curve profile obtained after 12 min of 

exposure to the combined processes, independent of the spoilage bacteria, CLEO or CREO 

concentration and juice type (apple and orange). The results demonstrate that the  values 
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decreased when the EO concentration increased and that p values were less than 1 and varied 

as a function of the strain and treatment conditions applied. The estimated parameters with their 

95% confidence limits are listed in Table 3. The root mean square error (RMSE) and 

determination coefficient (R2) values indicated the goodness of fit. 

Based on the estimated parameters obtained by Equation 1, the time to inactivate 99.9% 

(3 value) of the microbial population was estimated. Fig. 5 shows the relationship between the 

log10 of 3 values and the concentration of CLEO (Fig. 5A-B) or CREO (Fig. 5C-D) for L. 

brevis, L. plantarum and L. mesenteroides inactivation under the combined treatment in apple 

(Fig. 5A-C) and orange (Fig. 5B-D) juices. As observed in Fig. 5, the time to cause 3-log 

reduction (3) in L. brevis, L. plantarum and L. mesenteroides counts decreased (P ≤ 0.05) 

when CLEO or CREO concentrations in combination with MHT increased, independent of the 

exposure time. An earlier study reported that the inactivation rate of E. coli O157:H7 in orange 

juice increased with the increase in C. sinensis EO concentration in combination with MHT 

(54-60 °C) as well as with the time of exposure to the combined treatment (Espina et al., 2014a). 

The efficacy of CLEO or CREO concentrations combined with MHT varied between 

the apple and orange juices. L. brevis, L. plantarum and L. mesenteroides showed high 

sensitivity (P ≤ 0.05) to the same CLEO concentrations combined with MHT in orange juice 

(Fig. 5A-B). These results could be associated with the distinct composition of the juices 

because the constituents of the food matrices play an important role in bacterial protection 

against heat (Espina et al., 2014a). Similarly, food matrix components may influence the 

antimicrobial efficacy of EOs (Gutierrez, Barry-Ryan, & Bourke, 2009). 

CREO in combination with MHT showed higher efficacy (P ≤ 0.05) in inhibiting L. 

brevis, L. plantarum and L. mesenteroides (Fig. 5C-D) than that of CLEO (Fig. 5A-B) in both 

apple and orange juices. The higher amounts of oxygenated monoterpenes (e.g., octanal, 

linalool, decanal and α-sinensal) (P ≤ 0.05) in CREO (7.02%) than in CLEO (4.2%) probably 
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influenced the antibacterial effects of CREO because both EOs had limonene as the major 

constituent. The stronger antimicrobial activity exerted by CREO against Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 10145 than that exerted by CLEO has already been reported and was 

putatively associated with the higher proportion of oxygenated monoterpenes in CREO than in 

CLEO (Espina et al., 2011). 

L. mesenteroides was the most susceptible (P ≤ 0.05) to CREO and MHT in apple and 

orange juices (Fig. 5C-D) and the most resistant to CLEO and MHT in orange juice (Fig. 5B). 

Otherwise, L. brevis was the most susceptible (P ≤ 0.05) to CLEO and MHT in orange juice 

(Fig. 5B) and the most resistant to CREO and MHT in both juices (Fig. 5C-D). The distinct 

susceptibility of spoilage microorganisms such as Saccharomyces cerevisiae (Tyagi, Gottardi, 

Malik, & Guerzoni, 2013), Zygosaccharomyces rouxii and Z. bailii to EOs in fruit juices has 

been reported (Tyagi et al., 2013; Karaman, Sagdic, & Yilmaz, 2016). However, no previous 

studies have focused on the efficacy of CREO and CLEO applied alone or combined with MHT 

against autochthonous spoilage bacteria in apple and orange juices. 

Apple and orange juices treated with 0.13, 0.25 and 0.50 μL/mL CLEO or CREO and 

MHT for 12 min presented °Brix in a range of 10.56 to 10.93 (Table 4). The pH of apple and 

orange juices varied from 3.91 to 4.06, while TA ranged from 0.15 to 1.73 (Table 4). No 

differences were observed between the physicochemical characteristics of treated and control 

juices (Table 4). These results are important because they show that sensorially accepted 

concentrations of CREO or CREO (0.13, 0.25 or 0.50 μL/mL) in combination with MHT 

(54 °C; 12 min) did not compromise the quality aspects of orange and apple juices that 

characterize unsweetened fruit juices (Brazilian Legislation, 2016). 
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Conclusion 

The application of doses below the RT of CLEO and CREO was not effective in 

reducing the counts of L. brevis, L. plantarum and L. mesenteroides in apple and orange juices. 

However, doses below the RT of CLEO and CREO when applied in combination with MHT 

were effective in reducing the counts of L. brevis, L. plantarum and L. mesenteroides in the 

juices up to 5 log10 CFU/mL. The antibacterial efficacy of the combined treatments varied 

among the strains, EOs and juice type. The magnitude of the synergism was greater when MHT 

was combined with CREO than with CLEO. These results indicate that the doses of Citrus spp. 

EOs, primarily CREO, below the RT in combination with MHT could serve as an alternative 

to control autochthonous spoilage bacteria in apple and orange juices. These findings clearly 

indicate that the determination of sensory limits is critical to determine the potential application 

of Citrus spp. EOs as preservatives in fruit juices. 
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Table 1. Constituents identified by CG-MS in the essential oil from Citrus lemon (CLEO) and 

Citrus reticulata (CREO). 

Constituents RIa Percentage area (%)** Identificationb 

    CLEO CREO  

2-Hexanone, 3,3-dimethyl 787 0.46 0.45 RI, MS 

4-Butoxy-2-butanone 603 0.36 0.35 RI, MS 

α-Thujene 927 0.43  RI, MS 

α-Pinene  936 1.91 0.58 RI, MS, PC 

Cyclopentane, 1-acetyl-1,2-epoxy 947 0.21 0.21 RI, MS 

Sabinene 975 2.00 0.70 RI, MS 

β-Pinene  981 11.71  RI, MS, PC 

Myrcene 990 1.71 2.05 RI, MS 

Octanal 1006  0.13 RI, MS 

α-Terpinene  1020 0.19  RI, MS 

p-Cymene 1028 0.19  RI, MS, PC 

Limonene 1033 66.47 89.38 RI, MS, PC 

γ-Terpinene 1061 9.29 0.27 RI, MS 

Linalool 1102 0.10 0.26 RI, MS, PC 

(E)-β-Ocimene  1048 0.10  RI, MS 

Terpinolene 1089 0.38  RI, MS 

Decanal 1135  0.30 RI, MS 

(R)-6-Octenal, 3,7-dimethyl 1155 0.14  RI, MS 

(Z)-2,6-Octadienal, 3,7-dimethyl 1206 0.78  RI, MS 

Nery acetate 1263 0.53  RI, MS 

Geranial 1272 1.35  RI, MS 

(E)-Caryophyllene 1265 0.23  RI, MS 

Geranyl acetate 1285 0.37  RI, MS 

β-Bisabolene 1368 0.69  RI, MS 

α-cis-Bergamotene 1418 0.41  RI, MS 

Butylated hydroxytoluene 1495  0.15 RI, MS 

α-Sinensal  1700  0.12 RI, MS 

Methyl tetradecanoate 1722  0.27 RI, MS 

Hexadecanoic acid, methyl ester 1962  1.40 RI, MS 

(E)-9-Octadecenoic acid, methyl ester  2126  1.05 RI, MS 

Octadecanoic acid, methyl ester  2169  0.89 RI, MS 

(Z,Z)-9,12-Octadecadienoic 
2189 

 
0.44 RI, MS 

Acid, methyl ester    
a Retention index relative to n-alkanes; 
b RI: Identification by Kovats index (Adams, 2001); MS: Identification by NIST/EPA/NIH; PC: Identification by 

authentic standards analyzed by mass spectrometry. 
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Table 2. Adjusted models of compromised acceptance threshold (CAT) and rejection threshold 

(RT) determination of Citrus lemon (CLEO) or Citrus reticulata (CREO) essential oil in apple 

and orange juices and their respective coefficients of determination. 

Essential oil Juice Equation Model r2 

CLEO 

Apple  
2 Y1 = 81.761x – 10.183 0.95 

3 Y2 = -3.643x + 7.1641 0.79 

Orange 
4 Y1 = 102.19x – 15.63 0.93 

5 Y2 = -3.6078x + 7.0776 0.78 

CREO 

Apple 
6 Y1 = 57.821x – 7.1036 0.99 

7 Y2 = -3.9289x + 7.655 0.80 

Orange 
8 Y1 = 59.593x – 6.5039 0.99 

9 Y2 = -3.9221x + 7.6772 0.81 
Y1: calculated t values; Y2: mean hedonic score; X: concentration of Citrus lemon or Citrus reticulata essential 

oil; r2: coefficient of determination. 
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Table 3. p and  values estimated from the fitting of Equation 1 to experimental data in assays 

with Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum and Leuconostoc mesenteroides in apple 

and orange juices treated with MHT (54 ºC for 12 min) and essential oils from Citrus lemon 

(CLEO) and Citrus reticulata (CREO). 

Juice Strain EO* 
Concentration 

(µL/mL) 
p** δ*** RMSE R2 

Apple 

L. brevis 

CLEO 

0.50 0.38 ± 0.12 0.19 ± 0.19 0.39 0.94 

0.25 0.39 ± 0.15 0.27 ± 0.38 0.43 0.92 

0.13 0.43 ± 0.14 0.43 ± 0.42 0.38 0.93 

CREO 

0.50 0.54 ± 0.08 0.71 ± 0.32 0.19 0.98 

0.25 0.61 ± 0.11 1.18 ± 0.55 0.22 0.97 

0.13 0.68 ± 0.16 1.89 ± 0.93 0.25 0.96 

L. mesenteroides 

CREO 

0.50 0.57 ± 0.09 0.26 ± 0.11 0.24 0.97 

0.25 0.51 ± 0.15 0.39 ± 0.36 0.42 0.94 

0.13 0.38 ± 0.11 0.40 ± 0.33 0.17 0.98 

CLEO 

0.50 0.42 ± 0.07 0.38 ± 0.22 0.17 0.98 

0.25 0.46 ± 0.05 0.72 ± 0.26 0.10 0.99 

0.13 0.48 ± 0.08 1.19 ± 0.53 0.14 0.98 

L. plantarum 

CREO 

0.50 0.50 ± 0.10 0.39 ± 0.26 0.33 0.96 

0.25 0.48 ± 0.06 0.43 ± 0.18 0.17 0.99 

0.13 0.48 ± 0.07 0.63 ± 0.29 0.17 0.98 

CLEO 

0.50 0.47 ± 0.03 0.55 ± 0.12 0.08 1.00 

0.25 0.52 ± 0.03 0.99 ± 0.17 0.07 1.00 

0.13 0.64 ± 0.03 2.00 ± 0.18 0.04 1.00 

Orange 

L. brevis 

CREO 

0.50 0.82 ± 0.17 1.11 ± 0.47 0.23 0.98 

0.25 0.79 ± 0.19 1.40 ± 0.71 0.30 0.97 

0.13 0.71 ± 0.16 1.43 ± 0.76 0.31 0.96 

CLEO 

0.50 0.50 ± 0.08 0.53 ± 0.27 0.26 0.96 

0.25 0.59 ± 0.07 0.86 ± 0.28 0.16 0.99 

0.13 0.76 ± 0.13 1.49 ± 0.56 0.24 0.98 

L. mesenteroides 

CREO 

0.50 0.31 ± 0.17 0.23 ± 0.31 0.96 0.91 

0.25 0.43 ± 0.12 0.51 ± 0.41 0.39 0.94 

0.13 0.34 ± 0.06 0.62 ± 0.28 0.30 0.95 

CLEO 

0.50 0.57 ± 0.09 1.08 ± 0.47 0.18 0.98 

0.25 0.66 ± 0.11 1.93 ± 0.64 0.16 0.98 

0.13 0.67 ± 0.09 2.93 ± 0.67 0.10 0.99 

L. plantarum 

CREO 

0.50 0.25 ± 0.05 0.03 ± 0.03 0.31 0.96 

0.25 0.37 ± 0.08 0.23 ± 0.16 0.29 0.95 

0.13 0.48 ± 0.13 0.78 ± 0.38 0.38 0.94 

CLEO 

0.50 0.50 ± 0.05 0.69 ± 0.19  0.18 0.96 

0.25 0.51 ± 0.04 0.83 ± 0.18 0.08 1.00 

0.13 0.52 ± 0.08 1.15 ± 0.46 0.15 0.98 
*EO: essential oil; **p: shape parameter dependent on the profile of the survival curve; *** time to the first 

decimal reduction; RMSE: root mean square error; R2: determination coefficient. 
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Table 4. Physicochemical parameters (average ± standard deviation; n = 6) of apple and orange juices 

treated with Citrus lemon (CLEO) or Citrus reticulata (CREO) essential oil and MHT (54 °C; 12 

min). 

Juices EO (μL/mL) Physicochemical parameters (storage time interval) 

   Total soluble solids  

(°Brix) 
pH 

Titratable acidity  

(g/100 g) 

Apple CLEO 

0.13 10.82 ±0.11Aa 3.92 ±0.02Aa 0.15 ±0.03Aa* 

0.25  10.83 ±0.09Aa 3.93 ±0.02Aa 0.16 ±0.06Aa* 

0.50  10.81 ±0.13Aa 3.92 ±0.05Aa 0.16 ±0.07Aa* 

Control  10.82 ±0.10Aa 3.94 ±0.02 Aa 0.17 ±0.06Aa* 

Orange CLEO 

0.13 10.56 ±0.13Aa 4.03 ±0.04Aa 1.58 ±0.07Aa** 

0.25  10.59 ±0.11Aa 4.05 ±0.01Aa 1.64 ±0.04Aa** 

0.50  10.62 ±0.09Aa 4.05 ±0.03Aa 1.63 ±0.09Aa** 

Control  10.61 ±0.12Aa 4.06 ±0.03Aa 1.68 ±0.03Aa** 

Apple CREO 

0.13 10.92 ±0.10Aa 3.91 ±0.03Aa 0.16 ±0.04Aa* 

0.25  10.90 ±0.08Aa 3.92 ±0.03Aa 0.15 ±0.07Aa* 

0.50  10.92 ±0.12Aa 3.91 ±0.04Aa 0.16 ±0.05Aa* 

Control  10.93 ±0.11Aa 3.95 ±0.01 Aa 0.16 ±0.08Aa* 

Orange CREO 

0.13 10.89 ±0.08Aa 4.04 ±0.03Aa 1.73 ±0.06Aa** 

0.25  10.90 ±0.10Aa 4.04 ±0.02Aa 1.66 ±0.03Aa** 

0.50  10.93 ±0.09Aa 4.02 ±0.03Aa 1.73 ±0.05Aa** 

Control  10.92 ±0.11Aa 4.03 ±0.04Aa 1.69 ±0.02Aa** 
EO: essential oil; *Total acidity expressed as malic acid (g 100 g) for apple juice; **Relation of solids soluble in brix/ 

acidity (g/100 g) of citric acid anhydrous for orange juice; Control: fruit juice not subjected to combined treatment (CLEO 

or CREO and MHT); Different superscript capital letters in the same row indicate significant difference (P ≤ 0.05), based 

on Student’s t-test; Different superscript small letters in the same column indicate significant difference (P ≤ 0.05), based 

on a Tukey test
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Figure captions 

Fig. 1. Calculated t values (Y1 - axis) and mean hedonic scores (Y2 - axis) in the function of Citrus 

lemon (A, B) or Citrus reticulata (C, D) essential oil concentration (X - axis) for apple (A, C) and 

orange (B, D) juices. The black dashed line represents the tabulated t (ttab = 2.01), and the black circle 

(    ) represents the compromised acceptance threshold. The gray dashed line represents a mean 

hedonic score of 5 and the gray circle (     ) the rejection threshold. 
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Fig. 2. Log10 cycles of inactivation of Lactobacillus. brevis (A), Lactobacillus plantarum (B) and 

Leuconostoc mesenteroides (C) in apple (A1-C1) and orange (A2-C2) juices at room temperature as 

a function of exposure time and Citrus lemon essential oil concentration: (●) control: 0 μL/mL; (■) 

0.13 μL/mL; (▲) 0.25 μL/mL; (▼) 0.50 μL/mL. Data represent the means ± standard deviations 

(error bars) of at least three independent experiments.
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Fig. 3. Log10 cycles of inactivation of Lactobacillus brevis (A), Lactobacillus plantarum (B) and 

Leuconostoc mesenteroides (C) in apple juice (A1-C1) and orange juice (A2-C2) at room temperature 

as a function of exposure time and Citrus reticulata essential oil concentration: (●) control: 0 μL/mL; 

(■) 0.13 μL/mL; (▲) 0.25 μL/mL; and (▼) 0.50 μL/mL. Data represent the means ± standard 

deviations (error bars) of at least three independent experiments.
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Fig. 4. Survival fraction of Lactobacillus brevis after treatment: (●) heated at 54 ºC; (■) Citrus lemon 

(A, B) or Citrus reticulata (C, D) essential oil applied at 0.50 μL/mL; and (▲) combined treatment 

(heat treatment (54 ºC) in the presence of the EO (0.50 μL/mL) in apple (A, C) and orange (B, D) 

juices. The figure includes the theoretical inactivation curves obtained by considering the lethality 

caused by the heat and the EO treatment acting separately (additive effect) (□) and the fitting of 

Equation 1 to the survival curves obtained after the combined treatments. Data represent the mean ± 

standard error of the mean (error bars) of at least three independent experiments.
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Fig. 5. Relationship between the EO concentration and the log of 3 values of Lactobacillus brevis 

(●), Lactobacillus plantarum (■) and Leuconostoc mesenteroides (▲) in apple (A, C) and orange (B, 

D) juices and heat treated at 54 ºC in the presence of Citrus lemon (A, B) and Citrus reticulata (C, 

D) essential oils.
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5.2 ARTIGO 2: Effects of Citrus lemon and C. reticulata essential oils in combination with mild 

heat treatment on physiological functions of autochthonous spoilage bacteria in orange juice 

(Artigo submetido ao periódico International Journal of Food Microbiology, Fator de Impacto 

4,006) 
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Abstract 

This study investigated the effects of Citrus lemon (CLEO) and C. reticulata essential oil (CREO) 

alone and combined with mild heat treatment (MHT) on physiological functions of autochtonous 

spoilage bacteria Lactobacillus brevis and Leuconostoc mesenteroides in orange juice. Cell damage, 

membrane integrity, membrane potential, respiratory activity, and efflux activity were assessed by 

flow cytometry analysis after 6 and 12 min of exposure to CLEO or CREO (0.50 μL/mL) and/or 

MHT (54 ºC). The extension of damage on physiological functions varied between CLEO and CREO, 

the tested strains and depended on the exposure time. CREO alone or combined with MHT caused 

permeabilisation, depolarisation and compromised the respiratory and efflux activity in a percentage 

cells of L. mesenteroides than L. brevis cells, while the opposite was observed for CLEO. The highest 

percentage (up to 99%) of cells permeabilised, depolarised and with compromised respiratory and 

efflux activity were always observed in combined treatments, regardless the time of exposure or strain 

tested. The results of this study showed that CLEO and CREO alone and in combination with MHT 

inactivate cells of L. brevis and L. mesenteroides in orange juice through a multi-target mechanism 

which disrupts the membrane integrity, increasing permeability and decreasing polarization of cells, 

while compromise the respiratory and efflux activity in orange juice. These findings indicate the 

combined treatment of CLEO or CREO with MHT as an alternative to control autocthtonous spoilage 

bacteria in orange juice. 

 

Keywords: Citrus essential oils, fruit juices, lactic acid bacteria, sublethal injury, cell damage, flow 

cytometry. 

 

1. Introduction 

Orange juice is the most consumed fruit juice in the world with a growing market share. Brazil 

is the largest producer of orange juice in the world, exporting more then 1,400 tons only in 2017 

(CitrusBr, 2018). Orange juice is highly appreciated because its contents of bioactive compounds (e. 
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g. antioxidants, phenolic compounds, folic acid, and vitamin C) and sensory properties, (Paravisini 

and Peterson, 2019; Prado et al., 2019).  

Lactobacillus spp. and Leuconostoc spp. are common genera of the lactic acid bacteria 

population found in raw fruits (Di Cagno et al., 2011) which are easily transferred to juices (Souza 

Pedrosa et al., 2019). Species of these genera produce metabolic end-products such as organic acids, 

diacetyl, CO2 and ethanol that generate off-flavor and off-odor in orange juice compromising the 

quality of the final product (Guerrouja et al., 2016; Snyder and Worobo, 2018). The inactivation of 

spoilage bacteria in orange juice is generally achieved by high temperature (72 to 82 °C for 0.3 to 15 

s). These heat treatments destroy heat-sensitive nutrients such as vitamins and compromise the 

desired freshness in the final product (Petruzzi et al., 2017; Carrillo et al., 2018).  

 Essential oils (EOs) obtained from Citrus lemon (CLEO) and C. reticulata (CREO) have been 

proposed as agents to preserve orange juice because of their antimicrobial activity (Espina et al., 

2014; Souza Pedrosa et al., 2019). These substances are generally recognized as safe (GRAS) for use 

in beverages (U.S. Code of Federal Regulations 8008-56-8 for CLEO and 8016-85-1 for CREO). 

However, concentrations of CLEO or CREO required to achieve the antimicrobial efficacy may 

exceed the rejection threshold of consumers (Souza Pedrosa et al., 2019). 

The combined use of CLEO and CREO with mild heat treatment (MHT) has been suggested 

as an alternative to reduce the effective concentration of the essential oil and the temperature applied 

(Souza et al., 2016). In our previous study we have observed that sensory accepted concentrations of 

CLEO or CREO in combination with MHT (54 °C) acted in synergism on inactivation of 

autochthonous L. brevis, L. plantarum and L. mesenteroides in orange juice. Moreover, the combined 

treatments did not compromise the quality parameters of orange juice during storage (Souza Pedrosa 

et al., 2019). Despite the proposed synergistic action of combined Citrus spp. EOs and MHT on cell 

membranes, the damage on physiological functions underlying the bacterial inactivation caused by 

CLEO or CREO alone or in combination with MHT remains unknown. The use of flow cytometry 

(FC) coupled with specific fluorescent dyes permits a fast and reliable detection of microbial 
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physiological status and evidence possible functional and structural changes following exposure to 

one or more antimicrobial treatments or inactivation processes (Ferrario and Guerrero, 2017; Zhang 

et al., 2018).  

Therefore, the possible mechanisms underlying the inactivation of spoilage bacteria caused 

by a sensory accepted concentration of CLEO or CREO alone and combined with MHT in orange 

juice were investigated through the measurement of damage in different physiological functions of 

autochthonous L. brevis and L. mesenteroides using FC.  

 

2. Materials and methods 

2.1 Test strains and inoculum preparation 

L. brevis and L. mesenteroides (SisGen number A1DAF63) isolated from fresh orange juice 

(Souza Pedrosa et al., 2019) were selected as target organisms considering that these species 

commonly act as juice spoilage bacteria (Basak et al., 2002; Elez-Martínez et. al, 2005). 

Stock cultures were maintained in cryovials with De Man, Rogosa and Sharpe (MRS; 

Himedia, India) broth containing glycerol (15 g/100 mL) at -80 °C. Each inoculum was obtained from 

overnight cultures grown anaerobically (Anaerogen, Oxoid) in MRS broth at 37 °C for 18 h to reach 

the stationary growth phase. Cells were harvested by centrifugation (4500 g x 15 min, 4 °C), washed 

twice and resuspended in phosphate-buffered saline (PBS; 8.0 g/L NaCl, 0.20 g/L KCl, 1.44 g/L 

Na2HPO4, 0.24 g/L KH2PO4, pH 7.4) to obtain standard cell suspensions with an optical density 

(OD) at 625 nm (OD625) of 0.8. These suspensions provided viable counts of approximately 8 log10 

colony forming units per milliliter (CFU/mL) for all strains. 

 

2.2 CLEO, CREO and MHT 

CLEO and CREO were purchased from Indulleida S.A. (Lleida, Spain). Limonene was 

previously identified as major constituent in both, CLEO (66.47%) and CREO (89.38%) (Souza 

Pedrosa et al., 2019). The concentration 0.50 μL/mL of CLEO or CREO and temperature of 54 °C 
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were selected for study because when applied in combination decreased approximately 5 log10 

CFU/mL of L. brevis and L. mesenteroides after 12 min of exposure in orange juice (Souza Pedrosa 

et al., 2019). To assess possible effects of exposure time analysis were performed analyses at zero, 6 

and 12 min of treatments (CLEO or CREO and/or MHT). 

 

2.3 Preparation of orange juice 

Orange (Citrus sinensis) fruits selected for form, color, uniformity in size, appearance and 

absence of mechanical injuries and visible signs of infection were purchased from a local wholesale 

distributor (João Pessoa, Brazil). Fruits were surface-disinfected by a 5-min immersion in a sodium 

hypochlorite solution (0.15 μL/mL, pH 7.2), washed with sterile distilled water and dried in a 

biosafety cabinet for 30 min.  

Orange juice was prepared using a domestic squeezer, followed by centrifugation at 12,500 x 

g, for 15 min, 4 °C to separate the liquid from the pulp. Subsequently, the supernatants were filtered 

using a triple-cheesecloth layer and sterilized by autoclaving (121 °C, 1.1 atm, for 15 min) (Sousa 

Guedes et al. 2016). Juice samples were always prepared in the same day of analyses or maintained 

under refrigeration (4 ± 0.5 °C) for maximum of 24 h. 

 

2.4 Exposure of test strains to CLEO or CREO and/or MHT  

Aliquots of 9 mL of orange juice were placed in a shaking bath with the thermostat set at 

54 °C. Once the core point of the juice reached 54 ºC, the CLEO or CREO was added in amounts 

enough to provide the required final concentration (i.e., 0.50 μL/mL). Subsequently, an aliquot of 1 

mL of bacterial suspension was added to the flasks (final counts of approximately 7 log10 CFU/mL). 

After 6 and 12 min at 54 °C, cells were collected by centrifugation (4,500 x g, 10 min, 4 °C), washed 

twice, resuspended in phosphate-buffered saline (PBS; 8.0 g/L NaCl, 0.20 g/L KCl, 1.44 g/L 

Na2HPO4, 0.24 g/L KH2PO4, pH 7.4) and immediately labeled with fluorochromes to assess 

different physiological functions. To assess the effects of CLEO or CREO alone on L. brevis and L. 
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mesenteroides cells in orange juice, the same procedures were performed at room temperature (25 ± 

1 °C) without application of MHT, while for evaluation of effects of MHT alone, the same procedures 

were performed without addition of CREO or CLEO. Ethanol-treated cells at 70% v/v were always 

assayed similarly and considered the positive control of the experiment (Silva et al., 2010). 

 

2.5 Staining procedure  

2.5.1 Membrane integrity 

The double-staining with thiazole orange (TO, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and 

propidium iodide (PI, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was used to evaluate DNA damage and 

membrane integrity, respectively. TO is a cell-permeant DNA dye, used to identify DNA-containing 

particles that can enter in intact and damaged cells and PI is an impermeant DNA dye that enters only 

damaged membrane cells, intercalates RNA and DNA and binds to nucleic acids (Comas-Riu and 

Rius, 2009). The dual-staining was performed by incubation of L. brevis and L. mesenteroides cells 

(treated with CLEO or CREO and/or MHT) suspended in PBS with TO (1 μg/mL) and PI (1 μg/mL) 

for 5 min at 37 ºC in the dark (Silva et al., 2011).  

 

2.5.2 Membrane potential 

The double-staining with bis-1,3-dibutylbarbutiric acid (BOX, Molecular Probes, Invitrogen, 

part of Life Technologies, Eugene, OR, USA) and PI was to assess the membrane potential and 

membrane damage, respectively. BOX is a fluorescent marker capable of indicating modifications in 

the membrane potential, being accumulated by depolarized cells or excluded by polarized cells (Silva 

et al., 2011). The dual-staining was performed by incubation of L. brevis and L. mesenteroides cells 

(treated with CLEO or CREO and/or MHT) suspended in PBS with 4 mM EDTA, BOX (2.5 mg/mL) 

and PI (1 μg/mL) for 5 min at 37 ºC (Silva et al., 2011). 

 

2.5.3 Respiratory activity 
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The respiratory activity in of L. brevis and L. mesenteroides cells treated with CREO or CREO 

and/or MHT was assessed using 5-cyano-2,3-ditolyl tetrazolium chloride (CTC, Polysciences, 

Warrington, PA, USA). CTC is reduced by the respiratory electron transport chain to an insoluble 

fluorescent formazan which indicate respiratory activity. Respiratory-active cells accumulate the 

fluorescent CTC-formazan particles, while respiratory-inactive cells did not. For this, L. brevis and 

L. mesenteroides cells suspended in PBS with 1% (w/v) glucose (treated with CLEO or CREO and/or 

MHT) were mixed with 5 mM CTC and incubated at 37 °C for 30 min (Silva et al., 2011).  

 

2.5.4 Efflux activity 

Ethidium bromide (EB, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), a membrane-permeant was 

used to measure efflux activity. EB enters intact cell membranes, but is actively pumped out of the 

cell via a non-specific proton anti-port transport system. In cells with compromised membrane and 

altered efflux pump activity, the EB binds to the intracellular DNA (Díaz et al., 2010). The staining 

procedures were performed by incubation of L. brevis and L. mesenteroides cells (treated with CLEO 

or CREO and/or MHT) suspended in PBS (1% glucose; w/v) with EB (5 μg/mL) for 5 min at 37 °C 

(Silva et al., 2011).  

 

2.6 FC analyses 

After each staining the exposure period, cell suspensions were centrifuged (4500 g × 10 min, 

4 °C) and washed by centrifugation with the equal volume of PBS to remove excess dye (Kim et al, 

2017). The obtained cell pellets were resuspended in PBS and analyzed using a flow cytometer 

equipped with an argon-ion laser emitting at 488 nm (BD Accuri C6, New Jersey, USA). Channels 

FL1 (533 nm ± 30 nm) and FL3 (> 670 nm) collected the green and red fluorescence, respectively. 

Scatter and fluorescence (pulse area measurements) signals of individual cells passing through the 

laser zone were collected as logarithmic signals. FL1 (TO and BOX) and FL3 (PI, EB and CTC) 

bandpass filters collected the fluorescence signal. Thresholds level for data acquisition was set on for 



111 

 

FSC (10,000) to eliminate noise or particles (of cellular debris) considered much smaller than intact 

cells. FSC/SSC parameters delimited the bacterial cells. Each sample acquisition was operated at the 

low flow rate setting and a total of 10,000 events were analyzed. 

 

2.7 FC data analysis 

Density plots indicating forward scatter light (FSC) vs. side scatter light (SSC) were obtained 

along measurements. FSC gave relative information on cell size and was analyzed in the plane of the 

beam. SSC provided information about cell granularity and was measured at 90° to the laser beam. 

Density plot analysis of FL1 vs. FL3 were applied to determine the fluorescence properties of the 

cells.  

For the dual-staining TO-PI, cells were characterized as follow TO+ PI+ (gate upper right; 

UR) correspond to damaged and permeabilised cells; TO- PI- (gate lower left; LL) may indicate 

damage of DNA or RNA, while the cell membrane may still be intact; TO+ PI- (gate upper left; UL) 

correspond to cells with intact membranes, and TO- PI+ (gate lower right; LR) correspond to 

permeabilised cells (Surowsky et al., 2014). For the dual staining with BOX-PI, cells were 

characterized as BOX- PI- (gate LL) correspond to polarized and non-permeabilised cells; BOX+ PI- 

(gate UL) correspond to depolarized and non-permeabilised cells; BOX+ PI+ (gate UR) correspond 

to depolarized and permeabilised cells, and BOX- PI+ (gate LR) correspond to polarized 

permeabilised cells (Hammer and Heel, 2012).   

Density plot analysis of SSC vs. FL3 were applied to determine the fluorescence properties of 

cells CTC+ and EB+ which represent cells with non-impaired respiratory function and altered efflux 

pump activity, respectively (Léonard et al., 2016; Morishige et al., 2015). These cells were gated in 

the right rectangles. All FC analyses were performed in two independent experiments in triplicate 

with consistent results data analysis was performed using BD Accuri C6 Software (BD®, Becton 

Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA). 
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3. Results  

Fluorescence density plot of L. brevis and L. mesenteroides cells exposed to the CLEO or 

CREO and/or MHT in orange juice corresponding to dual-staining with TO and PI demonstrated 

different magnitude of membrane damage. The percentages of cells are presented in the four edges 

of each plot (Fig. 1). 

After 6 min of exposure to CLEO in orange juice, approximately 11% of L. brevis and L. 

mesenteroides cells corresponded to damaged cells with permeabilised membrane (Fig. 1B and 1N); 

this percentage increased around three times (>30%) after 12 min of exposure to CLEO (Fig. 1H and 

1T). In assays with CREO, after 6 min of exposure, 8.2% of L. brevis cells corresponded to damaged 

cells with permeabilised membrane. An increase of this percentage of cells to 23.8% was observed 

after 12 min of exposure (Fig. 1C and 1I). Otherwise, 21.2% of L. mesenteroides cells were damaged 

and permeabilised after 6 min of exposure to CREO in orange juice and this percentage doubled after 

12 min of exposure (Fig. 1O and 1U).  

When L. brevis cells were exposed to MHT, the percentage of damaged cells with 

permeabilised membrane was 11.8% and 25.9% after 6 and 12 min of exposure, respectively (Fig. 

1D and 1J). In another hand, 23.8% and 40.6% of L. mesenteroides cells were damaged and 

permeabilised after exposure to MHT (Fig. 1P and 1V).  

After 6 min of exposure to CLEO and MHT, approximately 69% of L. brevis cells were 

damaged and permeabilised; this percentage of cells increased to 97.6% after 12 min of exposure 

(Fig. 1E and 1K).  In assays with CLEO and MHT, after 6 min and 12 min of exposure, approximately 

63% and 83% of L. mesenteroides cells were damaged and permeabilised, respectively (Fig. 1Q and 

1W). Interestingly, when L. brevis cells were exposed to CREO and MHT for 6 min, the population 

corresponded to damaged cells with permeabilised membrane (~37%) was lower than in assays with 

CLEO and MHT. However, after 12 min of exposure to CREO and MHT, the percentage of damaged 

cells with permeabilised membrane increased to approximately 84% (Fig. 1F and 1L). Otherwise, 

when L. mesenteroides cells were exposed to CREO and MHT for 6 min, the percentage of damaged 
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cells with presented permeabilised was 76.6%; this percentage increased to 98.8% after 12 min of 

exposure (Fig. 1R and 1X).  

Using dual parameter density plots of fluorescence (y-axis; BOX; x-axis: PI), it was possible 

to monitor L. brevis and L. mesenteroides cells that accumulated and retained BOX and PI as 

indicators of membrane potential and damage, respectively, after exposure to the CLEO or CREO 

and/or MHT in orange juice (Fig. 2). 

After 6 and 12 min of exposure to CLEO, 20.0% and 36.3% of L. brevis cells presented 

depolarized and permeabilised membrane, respectively (Fig. 2B and 2H). Otherwise, only 9.0% of L. 

mesenteroides cells were depolarized and permeabilised after 6 min of exposure to CLEO reaching 

to 25.3% after 12 min of exposure (Fig. 2N and 2T). Approximately 10% and 26% of L. brevis cells 

were depolarized and permeabilised (Fig. 2C and 2I) after 6 and 12 min of exposure to CREO, 

respectively. For L. mesenteroides, the percentages of depolarized and permeabilised cells after 6 and 

12 min of exposure to CREO were19% and 35%, respectively (Fig. 2O and 2U). 

When L. brevis cells were exposed to MHT, 13% and ~32% of cells displayed depolarized 

and permeabilised membrane after 6 and 12 min of exposure, respectively (Fig. 2D and 2J). 

Otherwise, in assays with L. mesenteroides, after 6 and 12 min of exposure to MHT, approximately 

21% and 39% of cells were depolarized and permeabilised, respectively (Fig. 2P and 2V). 

In another hand, the exposure to CLEO and MHT depolarized and permeabilised 

approximately 61% of L. brevis cells after 6 min of exposure, and this percentage reached to ~99% 

after longer time of exposure (12 min) (Fig. 2E and 2K). When L. mesenteroides cells were exposed 

to CLEO and MHT, the percentage of depolarized and permeabilised cells was approximately 60% 

and 91% after 6 and 12 min of exposure, respectively (Fig. 2Q and 2W). Otherwise, CREO and MHT 

depolarized and permeabilised 56.4% of L. brevis cells after 6 min of exposure; this percentage 

increased to 83.4% after 12 min of exposure (Fig. 2F and 2L). Interestingly, after 6 min of exposure 

to CREO and MHT, 88.9% of L. mesenteroides cells were depolarized and permeabilised and after 

12 min of exposure this percentage corresponded to ~99% of the cells (Fig. 2R and 2X).  
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Fluorescence density plot of L. brevis and L. mesenteroides cells exposed to the CLEO or 

CREO and/or MHT in orange juice indicating a cell shift from the left gate (cells with compromised 

respiratory activity) to the right gate (cells with respiratory activity) in varied levels (Fig. 3). 

Approximately 48% of L. brevis cells presented compromised respiratory activity after 6 min 

of exposure to CLEO and this percentage increase to 77% after 12 min of exposure (Fig. 3B and 3H). 

Otherwise, after 6 min of exposure to CLEO, only 14.8% of L. mesenteroides cells presented 

compromised respiratory activity; this percentage changed to 36.6% when the exposure time 

increased to 12 min (Fig. 3N and 3T). When cells of L. brevis were exposed to CREO, after 6 and 12 

min, 31.2% and 58% of cells presented compromised respiratory activity, respectively (Fig. 3C and 

3I). In another hand, 6 min of exposure to CREO compromised the respiratory activity in ~30% of L. 

mesenteroides cells. After 12 min of exposure to CREO the percentage of L. mesenteroides cells with 

compromised respiratory activity increased to 68.7% (Fig. 3O and 3U).  

After 6 and 12 min of exposure to MHT, 2.9% and 19.6 % of L. brevis cells presented 

compromised respiratory activity (Fig. 3D and 3J). In assays with L. mesenteroides, 3.7% and 27.6% 

of cells showed compromised respiratory activity, after 6 and 12 min of exposure to MHT, 

respectively (Fig. 3P and 3V). 

CLEO and MHT compromised the respiratory activity in 71.4% of L. brevis cells after 6 min 

of exposure and this percentage increased to 97.3% after longer exposure time (Fig. 3E and 3K). 

When L. mesenteroides cells were exposed to CLEO and MHT, 67.1% and 82.8% of cells displayed 

compromised respiratory activity after 6 and 12 min, respectively (Fig. 3Q and 3W). Otherwise, the 

exposure to CREO and MHT compromised the respiratory activity in 52.1% and 81% of L. brevis 

cells after 6 and 12 min, respectively (Fig. 3F and 3L). After these same exposure times to CREO and 

MHT, approximately 73% and 93% of L. mesenteroides cells displayed compromised respiratory 

activity (Fig. 3R and 3X). 
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Fluorescence density plot of L. brevis and L. mesenteroides cells exposed to the CLEO or 

CREO and/or MHT in orange juice indicating a cell shift from the left gate (cells with efflux activity) 

to the right gate (cells with compromised efflux activity) in varied levels (Fig. 4). 

When L. brevis cells were exposed to CLEO for 6 and 12 min, approximately 16% and 67% 

of cells presented compromised efflux activity, respectively (Fig. 4B and 4H). Otherwise, 

approximately 12% and 36% of L. mesenteroides cells displayed compromised efflux activity after 6 

and 12 min of exposure to CLEO, respectively (Fig. 4N and 4T). In assays with CREO, approximately 

10% and 37% of L. brevis cells showed compromised efflux activity after 6 and 12 min of exposure, 

respectively (Fig. 4C and 4I). In another hand, higher percentage of L. mesenteroides cells with 

compromised the efflux activity were observed after 6 and 12 min of exposure to CREO (24.4% and 

~47%, respectively) (Fig. 4O and 4U). 

The exposure to MHT for 6 and 12 min compromised the efflux activity of 10.1% and 17.4 % 

L. brevis cells, respectively (Fig. 4D and 4J). When L. mesenteroides was exposed to MHT, 14.2% 

and 23.8% of cells presented compromised efflux activity after 6 and 12 min of exposed, respectively 

(Fig. 4P and 4V). 

The exposure to CLEO and MHT compromised the efflux activity in approximately 69% of 

L. brevis cells after 6 min; this percentage increased to ~99% longer time of exposure (12 min) (Fig. 

4E and 4K). Otherwise, approximately 48% and 86% of L. mesenteroides cells presented 

compromised efflux activity after 6 and 12 min of exposure to CLEO and MHT, respectively (Fig. 

4Q and 4W). Similar results were observed in L. brevis cells after 6 min (~50%) and 12 min (~84%) 

of exposure to CREO and MHT (Fig. 4F and 4L), while exposure to CREO and MHT for 6 and 12 

min compromised the efflux activity in approximately 69% and 98% of L. mesenteroides cells, 

respectively (Fig. 4R and 4X).  

L. brevis and L. mesenteroides cells in orange juice cells without CLEO or CREO and/or MHT 

(control) presented a steady population (> 95%) of polarised cells with intact membrane, efflux 

activity and respiratory activity over the exposure time assessed (Fig. 1-4A, 1-4G, 1-4M and 1-4S).  
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4. Discussion 

The effects of CLEO or CREO and/or MHT on permeabilisation, depolarization and 

compromised the respiratory and efflux activity varied between the strains tested and increased after 

longer time of exposure.   

The amounts of oxygenated monoterpenes in EOs has been described as a characteristic that 

influence the antimicrobial effects (Espina et al., 2011). In the present study, the stronger effect of 

CREO against L. mesenteroides compared to L. brevis could be attributed to the higher amounts of 

oxygenated monoterpenes (e.g., octanal, linalool, decanal and α-sinensal) in CREO (7.02%) than in 

CLEO (4.2%), since both limonene (> 67%) is the major constituent in both (Souza Pedrosa et al., 

2019). However, CLEO caused higher permeabilisation and depolarization against L. brevis, 

suggesting influence of strain specific features on the observed results. 

The distinct susceptibility of L. brevis and L. mesenteroides to CREO or CLEO and/or MHT 

may be related to their distinct composition of membrane fatty acids (Trombetta et al., 2005). The 

composition of cell membrane is a determining factor related to physiological properties and stress 

resistance in bacterial strains (Baatout et al., 2005). 

The impairment of the membrane integrity is a life threat for bacterial cells because alters 

functions such as permeability barrier, respiratory activity and transport (Baatout et al., 2005). 

Previous studies have reported that hydrophobic monoterpenes of Citrus spp. EOs may accumulate 

between the fatty acyl chains of the phospholipid molecules or within the lipid bilayer in bacterial 

cells (Cristani et al., 2007). Probably once membrane active constituents of CLEO or CREO were 

accumulated in enough amounts to cause a transmembrane ion gradient dissipation (increasing the 

ion permeability) the permeabilisation of L. brevis and L. mesenteroides cells occurred. Although 

membrane depolarisation decrease the cell activity because the electrochemical membrane potential 

is an essential part of the physiology of bacteria (Coronel-León et al., 2016), it does not imply in cell 

death (Léonard et al., 2016). Overall, the permeabilisation and depolarization allow the membrane 
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uptake of CLEO and CREO and consequently their action in distinct targets within the cell 

compromising different physiological functions.  

Furthermore, exposure to CLEO or CREO in combination with MHT resulted in higher 

percentage of L. brevis and L. mesenteroides cells damaged, permeabilised and depolarized compared 

to EOs or MHT alone. Heat treatment induces structural changes in cell membranes through the 

formation of pores (Burt, 2004), which favors the diffusion of OEs into the cell, resulting in higher 

damage to vital cell functions. Overall, with increase of exposure time larger amounts of EOs may be 

accumulated in membranes and diffused into the cell increasing the extension of damage.  

Similar to observed for permeabilisation and depolarization, a higher percentage of cells with 

compromised respiratory and efflux was observed in combined treatments compared to CLEO, CREO 

or MHT applied alone. The oxidation reactions of the respiratory chain in bacterial cells are carried 

out by dehydrogenases linked to the cytoplasmic membrane. Divided into quinoproteins and 

flavoproteins, these enzymes transfer electrons to the oxygen generating energy for cell growth 

(Leónard et al., 2016). In another hand, efflux pumps are integral membrane proteins responsible by 

active extrusion of antimicrobials avoiding their accumulation to lethal levels inside cells (Varela et 

al., 2017; Puvanendran et al., 2018).  

Previous study have reported that exposure to EOs may compromise the synthesis and 

functionality of proteins by affecting the membrane integrity (Surowsky et al., 2014; Hua et al., 2019). 

Moreover, the exposure to temperatures above of 40 °C, as that applied here may cause partial 

denaturation of proteins, inactivation of enzymes and DNA strand breaks (Lado and Yourself, 2002). 

Consequently, when exposed to combined treatments od CLEO or CREO and MHT, the effects on 

proteins involved in the respiratory chain and efflux activity were strengthen compromising their 

functionality in a greater number of L. brevis or L. mesenteroides cells.  

The enhanced effects of CLEO or CREO in combination with MHT on physiological 

functions of L. brevis and L. mesenteroides agree with reductions in viable cells of these same bacteria 

observed in our previous study. CLEO or CREO alone reduced approximately 2 log10 CFU/mL of L. 
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brevis and L. mesenteroides after 12 min of exposure in orange juice, while after this same time of 

exposure, combined treatments (CLEO or CREO and MHT) caused reductions of approximately 5 

log10 CFU/mL (Souza Pedrosa et al., 2019). 

 

5. Conclusion 

Results show that CLEO or CREO alone or in combination with MHT inactivate autochtonous 

L. brevis and L. mesenteroides cells in orange juice through a multi-target mechanism by 

compromising the membrane integrity, increasing its permeability and decreasing polarity, as well as 

the respiratory activity and efflux activity. The extension of these effects varied between the EOs, the 

tested strains and depended on the exposure time. Overall, the extension of the simultaneous effects 

on physiological functions in L. brevis and L. mesenteroides cells was greater when of CLEO or 

CLEO were applied in combination with MHT. This knowledge is helpful to design effective 

processes to preserve orange juice without compromise the quality and sensory aspects in the final 

product.  
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Figure captions 

Fig. 1. Fluorescence density plots of Lactobacillus brevis and Leuconostoc mesenteroides in response 

to staining with TO and PI after a 6 (A-F and M-R) and 12 min (G-L and S-X) exposure to Citrus 

lemon (CLEO; 0.50 μL/mL) (B, H, N and T) or C. reticulata essential oil (CREO; 0.50 μL/mL) (C, 

I, O and U) alone and combined with mild heat treatment (MHT; 54 ºC) (CLEO and MHT: E, K, Q 

and W; CREO and MHT: F, L, R and X) and MHT alone: orange juice at 54 ºC (D, J, P and V) in 

orange juice. Control: orange juice without CLEO or CREO (A, G, M and S). The vertical axis 

indicates the fluorescence intensity of the TO; the horizontal axis indicates the fluorescence intensity 

of the PI. The percentages of the cells are presented in the four edges of each plot.
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Fig. 2. Fluorescence density plots of Lactobacillus brevis and Leuconostoc mesenteroides in response 

to staining with BOX and PI after a 6 (A-F and M-R) and 12 min (G-L and S-X) exposure to Citrus 

lemon (CLEO; 0.50 μL/mL) (B, H, N and T) or C. reticulata essential oil (CREO; 0.50 μL/mL) (C, 

I, O and U) alone and combined with mild heat treatment (MHT; 54 ºC) (CLEO and MHT: E, K, Q 

and W; CREO and MHT: F, L, R and X) and MHT alone: orange juice at 54 ºC (D, J, P and V) in 

orange juice. Control: orange juice without CLEO or CREO (A, G, M and S). The vertical axis 

indicates the fluorescence intensity of the BOX; the horizontal axis indicates the fluorescence 

intensity of the PI. The percentages of the cells are presented in the four edges of each plot. 
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Fig. 3. Fluorescence density plots of Lactobacillus brevis and Leuconostoc mesenteroides in response 

to staining a CTC after a 6 (A-F and M-R) and 12 min (G-L and S-X) exposure to Citrus lemon 

(CLEO; 0.50 μL/mL) (B, H, N and T) or C. reticulata essential oil (CREO; 0.50 μL/mL) (C, I, O and 

U) alone and combined with mild heat treatment (MHT; 54 ºC) (CLEO and MHT: E, K, Q and W; 

CREO and MHT: F, L, R and X) and MHT alone: orange juice at 54 ºC (D, J, P and V) in orange 

juice. Control: orange juice without CLEO or CREO (A, G, M and S). The horizontal axis indicates 

the fluorescence intensity of CTC-formazan; the vertical axis indicates the side-light scatter intensity. 

The respiratory active cell subpopulation was gated in the right rectangles; the inactive cell 

subpopulation was gated in the rectangles. The percentages of the cells are presented in the four edges 

of each plot. 
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Fig. 4. Fluorescence density plots of Lactobacillus brevis and Leuconostoc mesenteroides in response 

to staining a EB after a 6 (A-F and M-R) and 12 min (G-L and S-X) exposure to Citrus lemon (CLEO; 

0.50 μL/mL) (B, H, N and T) or C. reticulata essential oil (CREO; 0.50 μL/mL) (C, I, O and U) alone 

and combined with mild heat treatment (MHT; 54 ºC) (CLEO and MHT: E, K, Q and W; CREO and 

MHT: F, L, R and X) and MHT alone: orange juice at 54 ºC (D, J, P and V) in orange juice. Control: 

orange juice without CLEO or CREO (A, G, M and S). The horizontal axis indicates the fluorescence 

intensity of EB; the vertical axis indicates the side-light scatter intensity. The negative stain 

subpopulation was gated in the left rectangles; the positive stain subpopulation was gated in the right 

rectangles. The percentages of the cells are presented in the four edges of each plot.
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A avaliação dos limiares sensoriais do OECL e OECR, o uso de BAL isoladas de suco, 

bem como os efeitos dos OECL e OECR isolado ou em combinação com TTM sobre as funções 

fisiológicas das cepas testes são reportados no produto gerado a partir do desenvolvimento da 

presente tese. Os resultados aqui reportados sugerem que os OEs avaliados, e em particular o 

OECL e OECR em combinação com TTM representam uma alternativa viável para o controle 

de bactérias deteriorantes de sucos de fruta. Ainda, os resultados reforçam que os desenhos 

experimentais com enfoque na avaliação dos OEs como conservantes de sucos devem ter como 

etapa inicial a determinação dos limiares sensoriais, uma vez que as concentrações abaixo do 

limiar de rejeição não foram efetivas no controle dos deteriorantes testados nos sucos de laranja 

e maçã.  

Estudos futuros podem ser realizados para avaliar os efeitos da aplicação combinada do 

OECL e OECR e outras tecnologias de conservação para inibição de leveduras deteriorantes e 

bactérias patogênicas, bem como avaliar os efeitos de outras funções fisiológicas desses micro-

organismos. E ainda, diante dos resultados desse estudo, pesquisas podem ser realizadas para 

determinar sensorialmente os limiares de aceitação comprometida e de rejeição de outros OEs 

em diferentes sucos de frutas. 
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APÊNDICES 

APÊNDICE A - Parecer consubstanciado do Comitê de Ética em Pesquisa
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APÊNDICE B - Formulário para Análise Sensorial 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


