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Impacto do Uso de Oleos Essenciais na
Qualidade Microbiologica e Sensorial da Alface

Terezinha Feitosa Machado'
Deborah dos Santos Garruti?
Marcia Regia Souza da Silveira®
idila Maria da Silva Aratjo*
Monalisa de Sousa Varela®
Carlos Alberto de Jesus Filho®

Resumo - Os 6leos essenciais (OEs) de plantas s&o geralmente reconhecidos
como seguros e dotados de ampla atividade antimicrobiana. Neste estudo,
trés solugdes (cloro a 200 ppm, OEs de folhas de capim-limao e folhas de
alecrim-pimenta a 750 ppm e 1.000 ppm, respectivamente) foram comparadas
em termos de sua eficacia contra a microbiota natural da alface. Foi ainda
avaliado o impacto do uso dos 6leos na intensidade de sabor estranho ao
produto e na aceitabilidade sensorial. As amostras foram mantidas em contato
com as solugdes sanitizantes por 10 min, e a eficacia do agente sanitizante
foi avaliada com base no numero de redug¢des decimais de contagens
microbianas. Os resultados mostraram que as solug¢des de cloro e do OE de
capim-limao apresentaram eficacia equivalente na sanitizacdo das amostras,
e todas as amostras apresentaram média de aceitagdo na escala hedbnica.
Nas caracteristicas avaliadas (aparéncia, cor, sabor e inten¢cdo de compra),
as melhores avaliagdes foram para as amostras tratadas com cloro, 6leo
de alecrim-pimenta e 6leo de capim-limao, respectivamente. Os resultados
indicam que estudos sobre efeitos sinérgicos dos OEs com outras tecnologias
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de obstaculos devem ser explorados, a fim de alcancar o equilibrio ideal entre
eficacia antimicrobiana e aceitabilidade sensorial do produto.

Termos para indexag¢ao: Lactuca sativa, qualidade, seguranga.
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Impact of the Use of Essential Oils on the
Microbial and Sensory Quality of Lettuce

Abstract - Essential oils from plants are generally recognized as safe and
endowed with broad antimicrobial activity. In this study, three solutions (chlorine
at 200 ppm, essential oils of lemon grass leaves and rosemary pepper leaves
at 750 ppm and 1,000 ppm, respectively) were compared in terms of their
effectiveness against the natural microbiota of lettuce. The impact of the use
of oils on the intensity of foreign taste and sensory acceptability was also
evaluated. The samples were kept in contact with the sanitizing solutions for
10 min and the efficacy of the sanitizing agent was evaluated based on the
number of decimal reductions of microbial counts. The results showed that
the solutions of chlorine and lemon grass essential oil showed equivalent
efficacy in the sanitization of the samples and all the samples presented
average acceptance in the hedonic scale. In the evaluated characteristics
(appearance, color, taste and purchase intent), the best evaluations were for
the sample treated with chlorine, Rosemary pepper oil, and lemon grass oll,
respectively. The results indicate that studies on synergistic effects of essential
oils with other obstacle technologies should be explored in order to achieve
the ideal balance between antimicrobial efficacy and sensory acceptability of
the product.

Index terms: Lactuca sativa, quality, safety.
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Introducao

O consumo de produtos frescos ou minimamente processados aumentou
na ultima década devido a padrbes saudaveis de estilo de vida. Frutas e
hortalicas sdo consideradas componentes importantes de uma dieta saudavel
pelo seu conteudo em vitamina C, fibras e antioxidantes. Seu consumo diario
pode ajudar a prevenir doencas importantes, como doencas cardiovasculares
e certos tipos de canceres (Boeing et al., 2012).

A presenca de microrganismos patogénicos e deterioradores em frutas e
vegetais folhosos é reconhecida ha tempos, pois inimeros surtos de doengas
transmitidas por alimentos tém sido associados a esses produtos (Painter et al.,
2013). Hortalicas frescas, especialmente alface, foram identificadas como
portadoras de bactérias patogénicas que sado de alta relevancia para a saude
publica, como Salmonella sp., Escherichia coli enteropatogénica, Listeria
monocytogenes, entre outras (Olaimat; Holley, 2012). Portanto, a desinfeccao
continua sendo um dos pontos criticos mais importantes ao longo da linha
de processamento, a fim de garantir a segurancga e a qualidade de vegetais
minimamente processados (Birmpa et al., 2013).

Atualmente, o cloro é o sanitizante mais utilizado na industria, embora sua
utilizagao seja proibida em alguns paises europeus, como Alemanha, Bélgica,
Holanda e Suécia (Rico et al., 2007; Gil et al., 2009). Nas concentragbes
normalmente empregadas (50 a 200 ppm), o cloro ndo consegue reduzir mais
do que 2 log UFC/g nas populagdes bacterianas e € ineficaz na redugao de
patdgenos em vegetais (Kim et al., 2011; Oliveira et al., 2012). Alem disso,
os compostos clorados sao corrosivos, causam irritagdo na pele e trato
respiratério e reagem com a matéria organica presente na agua levando a
formacgao de trihalometanos potencialmente prejudiciais (Lopez-Galvez et al.,
2009; Bhargava et al., 2015).

Os oleos essenciais (OEs) sdo metabdlitos secundarios de plantas
geralmente reconhecidos como seguros (GRAS) para consumo por animais
e seres humanos (Shah et al., 2012). Eles sdo promissoras alternativas a
desinfetantes quimicos contra bactérias transmitidas por alimentos. O efeito
antimicrobiano do 6leo de manjericao contra bactérias deterioradoras da
alface foi comparavel a lavagem com 125 ppm de cloro (Wan et al., 1998).
Singh et al. (2002) relataram o efeito antimicrobiano do 6leo de tomilho na
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reducdo da populagdo de Salmonella sp. em alface. Gunduz et al. (2009,
2012) mostraram que as lavagens de alface com 75 ppm de 6leo de orégano
e 1.000 ppm de 6leo de murta foram comparaveis a 50 ppm de cloro na
redugdo da populagédo de Salmonella Typhimurium. O éleo de capim-limao a
0,5% (v/v) reduziu Salmonella Newport em 1,5 log UFC/g em alface orgéanica
(Moore-Neibel et al., 2012). Siroli et al. (2015) relataram que os OEs de
tomilho e orégano controlaram a microflora contaminante sem comprometer
a qualidade sensorial da alface minimamente processada.

Além das preocupagdes com seguranga microbiolégica, outras questoes
relacionadas a qualidade dos produtos frescos incluem parametros sensoriais,
como aparéncia, odor, sabor e textura, que devem ser levados em conta ao
considerar técnicas de descontaminagdo, uma vez que sao cruciais para a
aceitacado pelo consumidor (Oliveira et al., 2013; Cunha et al., 2018).

Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia dos
tratamentos de desinfeccdo com 6leos essenciais de capim-limao e alecrim-
pimenta sobre a microbiota natural da alface e comparar os efeitos desses
tratamentos com os do processo de sanitizagao do cloro. Além disso, estudos
sensoriais foram realizados para avaliar o impacto do uso dos 6leos no sabor
e na aceitabilidade do produto.

Material e Métodos

Materiais

Amostras de alface crespa (Lactuca sativa) foram compradas no dia do
experimento de um ponto comercial em Fortaleza, CE. As folhas externas e
raizes foram descartadas. Os 6leos essenciais de folhas de capim-limao e
folhas de alecrim-pimenta foram obtidos da Laszlo (Joinvile, SC). O cloro foi
obtido a partir de uma solugdo comercial contendo 2,0 a 2,5 % de hipoclorito
de sodio Qboa® (Osasco, SP).

Tratamentos de desinfecgao

As solugdes antimicrobianas foram preparadas da seguinte forma: (1) agua
filtrada com hipoclorito de sédio (200 ppm de cloro livre); (1) agua filtrada com
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1,0 % (v/v) de etanol e 6leo essencial de capim-lim&o numa concentragéo de
750 ppm; e (Ill) agua filtrada com 1,0 % (v/v) de etanol e dleo essencial de
alecrim-pimenta numa concentragdo de 1.000 ppm. O etanol foi adicionado
para solubilizar os 6leos essenciais ha agua. A amostra controle foi lavada
com agua filtrada sem antimicrobiano por 1 min. As folhas de alface foram
imersas nas solucdes de tratamento, na proporg¢ao produto/solucéo de 1:15
(p/v), por 10 min com agitagdo manual. Apds aplicagdo dos tratamentos, as
amostras foram centrifugadas (600 rpm/10 min) a temperatura ambiente,
transferidas assepticamente para embalagens de tereftalato de polietileno e
mantidas a 7 °C por nove dias.

Analises microbiolégicas

Em um primeiro experimento, as amostras foram submetidas a analises
microbiolégicas aos 0, 2, 4, 7 e 9 dias de armazenamento para determinar os
niveis de contaminagéo apds a lavagem em agua e a redugao na contagem
microbiana apds os tratamentos de sanitizagdo. Foram realizadas contagens
de bactérias aerdbias mesdfilas e de bolores e leveduras; determinagéo do
numero mais provavel (NMP) de coliformes totais e coliformes termotolerantes
e presenga ou auséncia de Salmonella sp. Todas as analises microbiolégicas
foram realizadas segundo recomendagdes da Food and Drug Administration
— FDA (2018). As contagens de todos os microrganismos foram expressas
em log UFC/g de alface.

ApOs sanitizagdo, 25 g de folhas de alface foram imediatamente
colocadas em um saco para amostra de alimentos estéreis. Posteriormente,
foram adicionados 225 mL de agua peptonada 0,1% (p/v) (pH 7,2) para a
homogeneizagéo da amostra em Stomacher (Modelo 400 Circulator, Seward,
Norfolk, England) por 1 min. A partir da amostra obtida, foram preparadas
diluicbes em série com agua peptonada 0,1% (p/v) (pH 7,2). A populagao
de mesdfilos aerdbicos foi enumerada por plagueamento em profundidade
em placas com agar para contagem (Beston Dickson, USA). As colbnias
foram contadas apds incubacgéo a 37 °C por 48 h. Bolores e leveduras foram
enumerados pelo plagueamento em superficie de placas contendo agar
dicloran rosa de bengala cloranfenicol (Beston Dickson, EUA). As placas
foram incubadas a 21 °C por cinco dias. Para a determinagao de coliformes
totais e coliformes termotolerantes, aliquotas das diluigbes seriadas foram
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inoculadas em caldo lauril sulfato triptose — LST (Beston Dickson, USA).
Os tubos foram incubados a 35 °C/24 h - 48 h e examinados quanto a
producdo de gas. Em seguida, as culturas positivas foram inoculadas em
caldo verde brilhante bile 2% (p/v) — BVB (Beston Dickson, USA) e incubadas
a 35 °C/24 h - 48 h. As culturas positivas do caldo BVB foram inoculadas
em caldo Escherichia EC (Beston Dickson, USA), incubadas a 44 °C/24 h.
Os resultados foram expressos em logaritmo do numero mais provavel
por gram (log NMP/g) da amostra analisada. A presenga de Salmonella foi
avaliada pelo pré-enriquecimento da amostra em caldo lactose a 35 °C/24 h;
enriquecimento seletivo em caldo tetrationato de sodio e caldo Rappaport a
43 °C/24 h; plaqueamento seletivo diferencial em agar xilose lisina desoxicolato
e agar entérico de Hectoen a 35 °C/24 h; identificagdo bioquimica em agar
triplice acucar e ferro (TSI) e agar ferro lisina descarboxilase a 35 °C/24 h;
e confirmacgéo sorolégica pela detecgdo de antigenos somaticos (poli O) e
flagelares (poli H).

Analise sensorial

Testes sensoriais afetivos (Meilgaard et al., 2006) foram realizados com
30 avaliadores, consumidores de alface, que foram solicitados a avaliar a
aparéncia, a cor e o sabor das amostras utilizando uma escala hedénica de
nove pontos, variando de 1 (desgostei muitissimo) a 9 (gostei muitissimo).
Os avaliadores também foram questionados sobre sua intengdo de compra
se encontrassem o produto a venda, usando uma escala estruturada de 5
pontos, variando de 1 (eu certamente ndo compraria) a 5 (eu certamente
compraria). Foi ainda realizado um teste para medir a intensidade de sabor
estranho (qualquer sabor n&o caracteristico de alface), utilizando-se uma
escala linear de 9 cm, variando de 0 = nenhum a 9 = forte. Todos os protocolos
foram previamente aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa (Parecer
CONEP n° 3.117.036, 2018).

Para o teste de aparéncia, as amostras foram acondicionadas em
embalagens plasticas transparentes comtampa, de capacidade 1,8 L, cortadas
em tiras e dispostas em uma bandeja codificada com numeros aleatérios
de trés digitos sobre uma bancada em area comum a todos os julgadores.
Para fazer sua avaliagdo, cada julgador abria a tampa e depois fechava.
Apos o teste de aparéncia, o avaliador se dirigia as cabines individuais para
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realizar o teste de sabor, onde recebia 6 g de alface cortada, acondicionados
em embalagens plasticas individuais com tampa, de capacidade 100 mL,
servidos juntamente com garfo descartavel e um copo com agua. As amostras
foram servidas simultaneamente, codificadas com numeros aleatérios de trés
digitos e apresentadas de forma monadica e balanceada para minimizar o
efeito do posicionamento da amostra.

Anadlise estatistica

As médias das contagens microbianas e o NMP de coliformes obtidos
foram convertidos em log UFC/g. Para ter uma viséo geral do efeito dos
Oleos essenciais, tanto nos atributos microbianos quanto nos sensoriais
das amostras de alface, foi realizada a andlise de variancia (ANOVA) em
ambos os conjuntos de dados, utilizando-se o software Statistical Analysis
System (SAS, 2009). As médias foram comparadas pela diferenga minima
significativa (DMS), utilizando-se o teste Tukey ao nivel de 5% de significancia.
Todas as analises foram realizadas utilizando-se o programa XLSTAT v. 18.01
(Addinsoft).

Resultados e Discussao

Contagem microbiana inicial das amostras avaliadas

As amostras apresentaram contagens iniciais de 6,05 log UFC/g para
bactérias aerdébias mesofilas; 3,78 log UFC/g para bolores e leveduras;
1,42 log UFC/g para coliformes totais; e 1,27 log UFC/g para coliformes
termotolerantes (45 °C). Nao foi detectada a presenca de Salmonella.

A Tabela 1 mostra a sobrevivéncia dos grupos microbianos nas amostras
de alface apoés tratamento com hipoclorito de sédio, OE de capim-limao e OE
de alecrim-pimenta. Os tratamentos com OE de capim-limao e hipoclorito de
sodio reduziram o nivel inicial de bactérias mesofilas (6,05 log UFC/g) em
2,73 e 2,58 log UFC/g, respectivamente, enquanto que o tratamento com
OE de alecrim-pimenta ndo mostrou efeito sobre esse grupo microbiano.
Em relagdo a populagéo de bolores e levedura, o tratamento com hipoclorito
de sddio reduziu a contagem inicial em 2,7 log UFC/g, enquanto que nos
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tratamentos com ambos os OEs a redugdo na contagem de bolores e
leveduras foi menor do que 0,2 log UFC/g. Nenhum dos tratamentos eliminou
completamente a contagem de bactérias do grupo coliforme. Contudo, entre
os trés tratamentos avaliados, o tratamento com hipoclorito de sodio foi mais
eficaz, reduzindo 1,12 e 0,97 log UFC/g de coliformes totais e termotolerantes,
respectivamente. Nao foi detectada a presenca de Salmonella.

Efeito dos tratamentos de desinfec¢ao na
evolucao da populagao microbiana

A Figura 1 mostra o efeito antimicrobiano do hipoclorito de s6dio e dos
OEs do capim-limao e alecrim-pimenta sobre as diferentes populagdes
microbianas armazenadas a 7 °C por nove dias. As contagens iniciais variaram
entre 3,2 a 6,3 log UFC/g para bactérias mesdfilas e entre 1,1 e 3,7 log UFC/g
para bolores e leveduras entre os tratamentos aplicados. Por outro lado, as
contagens iniciais de coliformes totais variaram entre 0,3 e 2,4 log UFC/g,
e as de coliformes termotolerantes entre 0,6 e 2,4 log UFC/g. As populagdes
microbianas nas amostras de alface mostraram evolugdes diferentes.
As contagens finais de bactérias mesofilas, bolores e leveduras, coliformes
totais e termotolerantes foram em torno de 6,8; 2,2; 1,0; e 3,0 log UFC/g,
respectivamente, nas amostras tratadas com hipoclorito de sédio. Enquanto
que nas amostras tratadas com o OE de capim-limdo o incremento foi em
torno de 6,2; 3,7; e 1,0 log UFC/g para bactérias mesdfilas, bolores e levedura
e coliformes totais, respectivamente, ndo sendo evidenciada a presenga de
coliformes termotolerantes nas amostras no periodo final de estocagem.
As amostras tratadas com o OE de alecrim-pimenta apresentaram evolugao
populacional microbiana similar. Entretanto, os resultados mostraram que
as amostras tratadas com esse OE apresentaram as maiores contagens,
indicando menor eficacia antimicrobiana entre os tratamentos aplicados.

Efeito dos tratamentos de desinfecc¢ao
nos atributos sensoriais

A Tabela 2 contém os resultados obtidos na andlise sensorial das folhas
de alface tratadas com as trés solugdes sanitizantes, imediatamente apés os
tratamentos. Todas as amostras, independentemente do sanitizante utilizado,
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Figura 1. Analise microbiolégica de folhas de alface tratadas com cloro, OE de capim-
limédo (OECL) e OE de alecrim-pimenta (OEAP) armazenadas a 7 °C durante nove

dias.
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apresentaram médias na regido de aceitacdo da escala hedbénica (acima de
5). Entretanto, as amostras tratadas com hipoclorito de sédio apresentaram
0s maiores valores heddnicos para os atributos aparéncia e sabor do que as
amostras tratadas com os OEs, as quais nao diferiram entre si. Em relacao
a cor, as amostras tratadas com o OE de capim-limdo obtiveram maior
aceitagdo do que as tratadas com o OE de alecrim-pimenta e nao diferiram
significativamente das amostras tratadas com o hipoclorito de sédio.

A avaliagao da intensidade de sabor estranho mostrou diferengas entre as
amostras submetidas aos diferentes tratamentos. As amostras tratadas com
o hipoclorito de sédio apresentaram a menor intensidade de sabor estranho,
0 que resultou na maior aceitagao do sabor em relagdo as demais amostras.
Por outro lado, as amostras tratadas com o OE de capim-limao apresentaram
sabor estranho mais intenso.

Em relagao a intengédo de compra, os melhores resultados foram atribuidos
as amostras tratadas com hipoclorito de sodio, com 80% dos provadores
relatando uma atitude positiva em relagdo a compra, contra 47% e 12%
para as amostras tratadas com os OEs do alecrim-pimenta e capim-limao,
respectivamente.

Tabela 2. Avaliagéo sensorial de folhas de alface tratadas com diferentes sanitizantes.

Tratamento{ Aceitagcdao da Aceitagdo da Aceitagdao do [Tk S

Concentragao s de sabor
aparéncia cor sabor

(ppm) estranho

Cloro (200) 7,3a 7,5a 7.4 a 0,97 c

OECL' (750) 6,5b 7,0a 56 b 4,78 a

OE AP? (1.000) 6,4 b 6,3 b 54b 3,11b

' OE de capim-lim&o. 2 OE de alecrim-pimenta. Médias com mesma letra mindscula na mesma coluna nédo
diferem entre si a 5% de significancia (p = 0,05).
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Estudar os efeitos de novos sanitizantes em produtos frescos é essencial
para sugerir estratégias para aumentar o prazo de validade desses produtos.
Os vegetais, incluindo a alface, sado geralmente colonizados por uma grande
variedade de microrganismos, que tendem a aumentar a medida que o tempo
de armazenamento aumenta, independentemente da temperatura ou do
tratamento aplicado na conservagao (Limdow; Brandl, 2003; Neto et al., 2019;
Palma-Salgado et al., 2014). Alguns produtos podem apresentar contagens
de bactérias mesdfilas extremamente altas devido a contaminagao do solo e
de outras fontes naturais (Ponce et al., 2011).

Neste estudo, as folhas de alface apresentaram redugao nas contagens
microbianas imediatamente apds tratamentos com hipoclorito de sodio
e com o OE de capim-limao. Por outro lado, nas amostras tratadas com o
OE de alecrim-pimenta nao houve reducédo dessas contagens. Os niveis de
microrganismos aumentaram com o aumento do tempo de armazenamento,
independentemente do sanitizante utilizado. A presenca de bactérias
coliformes termotolerantes em alimentos é frequentemente usada como
indicadora de contaminacéo fecal. No entanto, considerando-se que o grupo
coliformes termotolerantes inclui géneros como Enterobacter e Klebisiella, que
fazem parte da microflora natural das plantas, para produtos vegetais frescos,
a presenca desses microrganismos nao esta diretamente relacionada com
contaminagéo fecal (Nascimento et al., 2003). Além disso, agua, solo e meio
ambiente sao fontes de coliformes que podem contaminar esses produtos.

Os resultados obtidos neste estudo estdo de acordo com os relatos de
varios autores, os quais mostraram que as populagdes microbianas de
vegetais frescos minimamente processados aumentaram e até atingiram os
niveis iniciais da contagem microbiana, ou um numero maior ao longo do
armazenamento, independentemente do tratamento aplicado (Ponce et al.,
2011; Yossa et al., 2013; Neto et al., 2019). Entretanto, considerando-se que
a legislagao brasileira estipula a auséncia de Salmonella e 2,0 log UFC/g
de contagem maxima aceitavel de coliformes termotolerantes para hortalicas
frescas, sanificadas e refrigeradas, as amostras neste estudo tratadas
pelas solugdes sanitizantes dos OEs apresentaram condigbes higiénicas
satisfatorias até o periodo final de armazenamento. Enquanto que as
amostras tratadas com a solugéo de cloro mostraram-se aptas ao consumo
somente até o sétimo dia de armazenamento.
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Conclusoes

1. Conforme os padrbes microbiolégicos vigentes, as folhas de alface
tratadas com as solugbes de OE de capim-liméo (750 ppm) e OE de alecrim-
pimenta (1.000 ppm) apresentaram condigdes higiénicas satisfatorias por um
periodo maior (nove dias) do que as folhas de alface tratadas com a solugao
de cloro (sete dias).

2. As folhas de alface tratadas com os 6leos essenciais estudados foram
aceitas de forma equiparada ao cloro apenas no tratamento com OE de
capim-limao no atributo cor. No geral, a aceitagao de OE como tratamento foi
inferior ao cloro, refletindo uma baixa intengdo de compra. A alta intensidade
de sabor estranho para amostras tratadas com OE deve ter contribuido para
a baixa intengéo de compra.

3. Apesar dos OEs terem sido eficientes contra coliformes termotolerantes,
novos estudos com outros OEs, ou estudos sobre efeitos sinérgicos dos OEs
com outras tecnologias de obstaculos, devem ser explorados a fim de alcangar
eficacia antimicrobiana mais ampla e aceitabilidade sensorial do produto.
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