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Resumo - O risco de subprodutos indesejaveis da desinfecgdo com cloro
em industrias de produtos minimamente processados, juntamente com
sua eficacia limitada, levou a busca de agentes alternativos. O objetivo
deste estudo foi avaliar a eficacia dos 6leos essenciais de capim-limao e
alecrim-pimenta no controle da microflora natural de cenoura minimamente
processada e, a0 mesmo tempo, considerar seu impacto nas propriedades
organolépticas do produto. 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 redugbes decimais de contagens microbianas.
Os resultados mostraram que as cenouras tratadas com as solucbes
sanitizantes avaliadas neste estudo apresentaram condigbes higiénicas
satisfatorias, e a eficacia antimicrobiana das solugbes variou de acordo com
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0 microrganismo-alvo. Contudo, o uso de 6leos essenciais de capim-limao e
alecrim-pimenta resultou em cenouras minimamente processadas de baixa
aceitabilidade, ndo sendo um tratamento recomendado nas concentragcoes
testadas.

Termos para indexagao: Daucus carota, qualidade, seguranca.
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Impact of the Use of Essential Oils on the
Microbial and Sensory Quality of Carrot

Abstract - The risk of undesirable by-products from chlorine disinfection in
fresh-cut industries, together with its limited efficacy, has led to a search for
alternative agents. The aim of this study was to evaluate the effectiveness
of lemongrass and rosemary pepper essential oils in controlling the natural
microflora of minimally processed carrot and, at the same time, to consider
its impact on the organoleptic properties of the product. The samples were
kept in contact with the sanitizing solutions for 10 min and the sanitizing
agent efficacy was evaluated based on the number of decimal reductions
in microbial counts. The results showed that the carrots treated with the
sanitizing solutions evaluated in this study had satisfactory hygienic conditions
and the antimicrobial efficacy of the solutions varied according to the target
microorganism. However, the use of lemongrass and rosemary pepper
essential oils resulted in minimally processed carrots of low acceptability, not
being a recommended treatment at the tested concentrations.

Index Terms: Daucus carota, quality, safety.



Impacto do Uso de Oleos Essenciais na Qualidade Microbiolégica e Sensorial da Cenoura 7

Introducao

Os alimentos minimamente processados (AMP) s&o produtos que, embora
fisicamente alterados, permanecem em estado fresco e, na maioria das
vezes, ndo necessitam de preparo subsequente para o consumo. Os vegetais
frescos sao suscetiveis ao ataque microbiano apés a colheita devido a perda
de resisténcia natural e ao seu alto teor de agua e nutrientes. Um problema
que pode ser exacerbado pelo processamento minimo (Siroli et al., 2015).

O processamento minimo inclui as etapas de selegao/classificacdo da
matéria-prima, pré-lavagem, corte/fatiamento, sanitizagdo, centrifugagao,
embalagem e armazenamento sob refrigeragéo (Azeredo et al., 2011). Devido
a elevada manipulacao e ao incremento no consumo de AMP, a preocupacgao
com o risco potencial para a saude publica aumentou. Uma ampla variedade
de vegetais frescos tem sido implicada em surtos de doencgas transmitidas
por alimentos (Berger et al., 2010; Callejon et al., 2015; Jung et al., 2014;
Painter et al., 2013).

O cloro é o desinfetante mais comumente utilizado na industria de
alimentos. Nas concentragdes usadas (50-200 ppm), pode reduzir a carga
microbiana, mas tem algumas limitagées quanto a redugéo do amplo espectro
de microrganismos ocorrentes em produtos frescos. Além disso, o cloro
pode oxidar a matéria organica e levar a produgéo de subprodutos toxicos,
como cloroférmio e outros trihalometanos, cloraminas e acidos haloacéticos.
Esses compostos sédo prejudiciais ao meio ambiente e a saude humana,
pois apresentam potencial carcinogénico quando reagem com moléculas
organicas (Bhargava et al., 2015; Meireles et al., 2016; Xylia et al., 2017).
Por isso, a necessidade de agentes alternativos ecologicamente corretos e
seguros aumentou, e muitos pesquisadores concentraram-se em substancias
que ocorrem naturalmente e que exibem propriedades antimicrobianas.
Nesse contexto, os o6leos essenciais de plantas (OE) estdo atraindo
interesse por seu potencial como conservantes naturais de alimentos, pois
séo reconhecidos como seguros e muitos deles exibem um amplo espectro
de atividade antimicrobiana, com potencial para o controle de bactérias
patogénicas e deterioradoras associadas a AMP (Shah et al., 2012). Os OE
de capim-limao (Cymbopogon citratus) e alecrim-pimenta (Lippia sidoide),
cujos principais componentes sdo a e 3 citral (Aiemsaard et al., 2011) e timol
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(Matos, 1998), respectivamente, sao caracterizados por apresentarem fortes
atividades antimicrobianas (Ferreira; Fonteneles, 1989; Lemos et al., 1990;
Lacoste et al., 1996; Machado et al., 2012). No entanto, quando os OE sao
aplicados como antimicrobianos naturais, o impacto organoléptico deve ser
considerado, pois o uso de conservantes de origem natural pode alterar o
sabor dos alimentos ou exceder os limiares de sabor aceitaveis.

Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia dos
tratamentos de desinfecgdo com OE de capim-limao e alecrim-pimenta sobre
a microbiota natural da cenoura e comparar os efeitos desses tratamentos
com os do processo de sanitizagdo com 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

As amostras de cenoura (Daucus carota sp.) foram compradas no dia
do experimento em um ponto comercial em Fortaleza, CE. Os OE utilizados
neste estudo foram capim-limao (Cymbopogon citratus) e alecrim-pimenta
(Lippia sidoides) que foram obtidos de Lohas Produtos Naturais e Organicos
(Joinvile, SC). O cloro foi obtido a partir de uma solugao comercial contendo
2,0 a 2,5 % de hipoclorito de sédio (Q'Boa®, Osasco, SP).

Processamento minimo da cenoura

As cenouras foram lavadas em agua corrente, descascadas com faca
inoxidavel, cortadas manualmente e acondicionadas em sacos de néilon. As
solugdes antimicrobianas foram preparadas da seguinte forma: (1) agua filtrada
com hipoclorito de sodio (200 ppm de cloro livre); (ll) &gua filtrada com 1,0%
de etanol e OE de capim-limdo numa concentragao de 750 ppm; e (Ill) agua
filtrada com 1,0% de etanol e OE de alecrim-pimenta numa concentragéo de
1000 ppm. O etanol foi adicionado para solubilizar os OE na agua. A amostra
controle foi lavada com agua filtrada sem antimicrobiano por 1 min. As amostras
de cenoura foram imersas nas solugdes de tratamento, na proporg¢ao produto/
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solugao de 1:15 (p/v) por 10 min com agitacdo manual. Apds a aplicacao dos
tratamentos, as amostras foram centrifugadas (600 rpm/10 min), transferidas
assepticamente para embalagens de tereftalato de polietileno e mantidas a
7 °C por 11 dias.

Analises microbiolégicas

As analises microbiolégicas foram realizadas nos dias 0, 2, 4, 7, 9 e 11
dias de armazenamento, para determinar os niveis de contaminagéo apds a
lavagem em agua e a reducéo na contagem microbiana apds os tratamentos
de sanitizagdo. Foram realizadas contagens de bactérias aerébias
mesodfilas (BAM), bactérias acido laticas (BAL) e de bolores e leveduras; foi
determinado o numero mais provavel (NMP) de coliformes totais e coliformes
termotolerantes e avaliada a presenca de Salmonella. Todas as analises
microbiolégicas foram realizadas segundo recomendacées da FDA — Food
and Drug Administration (2018). As contagens de todos os microrganismos
foram expressas em log UFC/g de cenoura.

Apo6s sanitizagdo, 25 g de cenoura foram imediatamente colocados em
sacos para amostra de alimentos estéreis, e 225 mL de agua peptonada
0,1% (pH 7,2) foram adicionadas para a homogeneizagao da amostra em
Stomacher (Modelo 400 Circulator, Seward, Norfolk, England) por 1 min.
Foram preparadas diluigdes em série com agua peptonada 0,1% (pH 7,2).
As populacées de BAM e BAL foram enumeradas por plagueamento em
profundidade em placas com agar para contagem (Beston Dickson, USA)
e agar Man, Rogosa e Sharpe (Beston Dickson, EUA), respectivamente.
As colbdnias de BAM foram contadas apds incubagao a 37 °C por 48 h, e as de
BAL ap6s incubagao em anaerobiose a 35 °C por 72 h. Bolores e leveduras
foram enumerados pelo plaqueamento em superficie de placas contendo
agar dicloran rosa de bengala cloranfenicol (Beston Dickson, EUA). As placas
foram incubadas a 21 °C por 5 dias. Para a determinacéao de coliformes totais e
coliformes termotolerantes, aliquotas das diluigbes seriadas foram inoculadas
em caldo lauril sulfato triptose — LST (Beston Dickson, USA). Os tubos foram
incubados a 35 °C/24 — 48 h e examinados quanto a producao de gas. Em
seguida, as culturas positivas foram inoculadas em caldo verde brilhante bile
2% - BVB (Beston Dickson, USA) e incubadas a 35 °C/24 — 48 h. As culturas
positivas do caldo BVB foram inoculadas em caldo Escherichia EC (Beston



10 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 207

Dickson, USA), incubadas a 44 + 1 °C/24 h. Os resultados foram expressos
em log do numero mais provavel por grama (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 sddio 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 agucar e ferro (TSI),
e agar ferro lisina descarboxilase a 35 °C/24 h; e confirmacao soroldgica
pela deteccdo de antigenos somaticos (poli O) e flagelares (poli H). Os
resultados microbiolégicos foram expressos como log UFC/g. As analises
foram realizadas com duas amostras em duplicatas.

Analise sensorial

Testes sensoriais afetivos (Meilgaard et al., 2006) foram realizados com
42 avaliadores, consumidores de cenoura, 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 intencdo 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 ndo caracteristico de cenoura) utilizando-se uma
escala linear de 9 pontos, variando de 0 = nenhum a 9 = forte. Todos os
protocolos foram previamente aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
(Parecer CONEP 3.117.036, 2018).

Para o teste de aparéncia, as amostras foram acondicionadas em
embalagens plasticas transparentes com tampa, de capacidade 1,8 L,
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 avaliagao, cada julgador abria a tampa e depois fechava. Apés o
teste de aparéncia, o avaliador se dirigia as cabines individuais para realizar
o teste de sabor, onde recebia 6 g de cenoura ralada, acondicionados em
embalagens plasticas individuais com tampa, de capacidade 100 mL, servidos
com garfo descartavel e um copo com agua. As amostras foram servidas
simultaneamente, codificadas com numeros aleatérios de trés digitos e
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apresentadas de forma monadica e balanceada para minimizar o efeito do
posicionamento da amostra. Os parametros sensoriais foram avaliados no
tempo zero (T = 0 dia).

Anadlise estatistica

Para ter uma visdo geral do efeito dos 6leos essenciais nas amostras de
cenoura, tanto nos atributos microbianos quanto nos sensoriais das amostras
de cenoura, foi realizada a anadlise de variancia (ANOVA) em ambos os
conjuntos de dados, e as médias foram comparadas pela diferenga minima
significativa (DMS) utilizando-se o teste Tukey ao nivel de 5%. Todas as
analises foram realizadas com a utilizagdo do programa XLSTAT v. 18.01
(Addinsoft).

Resultados e Discussao

Contagem microbiana inicial das amostras avaliadas

As amostras apresentaram contagens iniciais de 4,8 log UFC/g para
bactérias aerdbias mesdfilas (BAM) e 2,5 log UFC/g para bactérias acido
laticas (BAL). As contagens de bolores e leveduras e bactérias do grupo
coliformes foram abaixo dos niveis de deteccdo para os métodos de
enumeracao usados. Nao foi detectada a presenca de Salmonella.

A Tabela 1 mostra a sobrevivéncia dos grupos microbianos nas amostras
de cenoura apos os tratamentos com hipoclorito de sédio, OE de capim-
limdo e OE de alecrim-pimenta. O efeito inicial do OE de capim-lim&o sobre
BAM foi significativamente diferente (p < 0,05) do obtido com cloro, OE de
alecrim-pimenta e agua, mostrando a maior redugao (1,6 log UFC/g) desse
grupo microbiano. O tratamento com hipoclorito de sédio mostrou reducao
de 1,4 log UFC/g BAM, enquanto o tratamento com o OE de alecrim-pimenta
nao mostrou efeito sobre esse grupo microbiano. Em relagdo a populagao
de BAL, o tratamento com hipoclorito de sédio foi o mais efetivo, reduzindo
a contagem inicial em 2,0 log UFC/g, enquanto os tratamentos com os OE
de alecrim-pimenta e capim-limao reduziram a contagem inicial de BAL em
0,8 log UFC/ e 0,3 log UFC/g, respectivamente. Contudo, inicialmente, os
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tratamentos aplicados n&o apresentaram efeito antimicrobiano sobre bolores
e leveduras. Nao ha na literatura registros do uso dos 6leos essenciais de
capim-liméo e alecrim-pimenta na desinfec¢cdo da cenoura. Entretanto, em
experimento similar, Bourke et al. (2009) relataram que o efeito inicial dos OE
de orégano (Origanum vulgare) e tomilho (Thymus vulgaris) na desinfecgcao
de cenoura minimamente processada nao diferiu significativamente do efeito
do cloro. Recentemente, Xilya et al. (2019) avaliaram os efeitos de diferentes
tratamentos de lavagem com solugdes aquosas de OE de manjerona
(Origanum majorana) (1:1500 v/v), manjerona hidrossol (1:15 v / v), acido
ascorbico (AA) (1%) e suas respectivas combinagbes sobre a qualidade da
cenoura minimamente processada. Relataram que OE de manjerona e o
hidrossol sozinho ndo foram tdo promissores quanto a aplicacdo de AA para
a preservagao qualidade das cenouras. Entretanto, a aplicagdo combinada
do OE de manjerona com AA e manjerona hidrossol com AA diminuiram
os valores de BAM da cenoura para niveis similares de um desinfetante
comercial a base de cloro. Segundo Burt (2004), a microbiota de vegetais
frescos € predominantemente constituida de bactérias Gram-negativas, que
sdo geralmente mais resistentes aos OE do que as bactérias Gram-positivas.
Nesse sentido, Bourke et al. (2009) consideram que o prolongamento da vida
util de hortaligas minimamente processadas pode ser melhor alcangado com
a combinagdo de OE com outros métodos de preservacdo natural e com o
uso de embalagens adequadas.

Tabela 1. Efeito de tratamentos de desinfecgédo nas populagdes de bactérias aerdbias
mesofilas (BAM), bactérias acido laticas (BAL) e bolores e leveduras na cenoura.

Tratamento (ppm) BAM Bolores e levedura BAL
Agua’ 48+0,1a <1,0%a 25+02a
Cloro (200) 34+0,0b 2,0+0,0b 0,5+0,7c
OECL: (750) 32+0,1c 22+02b 22+0,1a
OEAP* (1000) 50+0,1a 22+02b 1,7+0,1b

As contagens sao expressas em Log UFC/g (+/- desvio padrao). *Os valores < 1,0 log UFC/g indicam que o
nivel de bolo’res e leveduras por amostra foi ab’aixo do nivel de detecgdo para o método de enumeragao usado.
"Controle. 2Oleo essencial de capim-limao. 2 Oleo essencial de alecrim-pimenta.
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Efeito dos tratamentos de desinfec¢ao na
evolugao da populagao microbiana

A Tabela 2 mostra o efeito dos tratamentos com hipoclorito de sédio e
dos OE do capim-lim&o e alecrim-pimenta sobre as diferentes populagdes
microbianas nas amostras de cenoura armazenadas a 7 °C por 11 dias. As
contagens iniciais de BAM, BAL, bolores e leveduras variaram entre 3,2 a
5,0 log UFC/g, 0,5 a 2,2 log UFC/g e 2,0 a 2,2 log UFC/g, respectivamente.
As populagdes microbianas nas amostras de cenoura mostraram evolugdes
diferentes frente aos tratamentos. As contagens finais (11° dia de estocagem)
de bactérias mesdfilas, BAL e bolores e leveduras foram 5,9; 4,8 e 3,8 log
UFC/g, respectivamente, nas amostras tratadas com hipoclorito de sédio.
Nas amostras tratadas com o OE de alecrim-pimenta, a contagem final foi 6,1;
5,7 e 1,0 log UFC/g para BAM, BAL e bolores e leveduras, respectivamente.
As amostras tratadas com o OE do capim-limdo apresentaram evolugéo
microbiana similar, com maior contagem para BAM e BAL frente aos demais
tratamentos. Para todos os tratamentos e tempos avaliados, a contagem de
bactérias do grupo coliformes foi abaixo dos niveis de detecgéo para o método
de enumeracéo usado, e também n&o foi detectada a presenca de Salmonella
nas amostras. Em estudo semelhante, Uyttendaele et al. (2004) relataram
que a descontaminagédo de cenoura com OE de tomilho alcangou reducao
significativa na flora natural, mas a flora aerébica psicroéfila recuperou-se e
multiplicou-se durante o periodo de armazenamento. Bourke et al. (2009)
relataram que a eficacia do OE de orégano como tratamento de sanitizagdo
foi comparavel ao do cloro na cenoura e que as amostras tratadas com o OE
apresentaram contagem de BAM menor do que as amostras tratadas com
agua. Por outro lado, Bagamboula et al. (2004) observaram que o OE de
tomilho apresentou reducgao limitada na descontaminagao e atribuiu isso a
fixagcéo da flora natural e formagéao de biofilmes nas superficies das folhas de
alface. Considerando-se que a contagem de BAM em vegetais frescos inclui
uma microflora diversificada por bactérias Gram-negativas, que geralmente
s&o mais resistentes aos OE do que as bactérias Gram-positivas (Burt, 2004),
a associac¢ao de OE com outras tecnologias de preservacao pode prolongar o
prazo de validade de hortalicas minimamente processadas.
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Tabela 2. Sobrevivéncia de BAM, BAL e Bolores e leveduras em cenoura sanitizada
com o6leos essenciais e cloro.

Tratamento Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 7 Dia 9 Dia 11
BAM

Cloro 34+00b 3,1+0,3c 4,0+0,1c 45+0,17b 57+0,1b 59+0,1b
OECL 32+0,1c 46+0,0a 63+0,0a 58+00a 66+0,0a 74+0,0a
OEAP 50+0,1a 42+00b 43+0,1b 42+0,0c 56+0,0b 6,1+0,1b
BAL

Cloro 0,5+0,1c 16+0,0c 2,0+0,2c 1,0%0,1c <10b 4,8 +0,0c
OECL 22+0,1a 3,0+0,0a 42+00b 52+0,0a 45+0,0a 6,2+0,0a
OEAP 1,7+0,1b 25+00b 44+0,1a 49+0,1b 4,4+02a 57%0,1b
Bel

Cloro 20+0,0a <10a 20+00a 2,7+0,1a 3,1+0,1a 3,8%0,1a
OECL 22+0,2a <10a <10b 1,0%0,17b 1,0+0,1b 2,0 +0,0b
OEAP 22+0,2a <10a < 10b <10c <10c 1,0 £ 0,0c

As contagens sao expressas em Log UFC/g (+/- desvio padrédo). As concentragdes utilizadas para cada
tratamento foram: OECL - 6leo essencial de capim-liméo (750 ppm). OEAP — dleo essencial de alecrim-
pimenta (1000 ppm) e cloro (200 ppm). Os valores < 1,0 log UFC/g indicam que o nivel de bactérias do
grupo coliformes do microrganismo avaliado por amostra foi abaixo do nivel de detecgéo para o método de
enumeracao utilizado.

Efeito dos tratamentos de desinfecc¢ao
nos atributos sensoriais

A Tabela 3 mostra os resultados obtidos da anadlise sensorial da cenoura
tratada com as trés solugdes sanitizantes. Todas as amostras de cenoura
minimamente processadas apresentaram médias na regido de aceitagao
da escala hedobnica (acima de 5) para aparéncia global e cor. A cenoura
tratada com OE de alecrim-pimenta apresentou maior aceitagdo da cor do
que a amostra tratada com cloro, mas a aceitagdo da aparéncia global nao
apresentou diferenga significativa ente as amostras analisadas. Quanto ao
sabor, as duas amostras tratadas com os OE apresentaram menor aceitacao
do que a amostra tratada com cloro e foram rejeitadas (médias abaixo de 5).
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Isso pode ser explicado pelo fato que a intensidade de sabor estranho nas
amostras tratadas com os OE foi significativamente (p < 0,05) mais intenso
do que das amostras tratadas com o cloro.

Em relagao a intengdo de compra, as amostras tratadas com hiopoclorito
de sodio obtiveram maior aceitagdo, com 57% dos consumidores mostrando
uma atitude positiva de compra (possivelmente compraria + certamente
compraria). Para as amostras tratadas com OE, a maioria dos consumidores
apresentou atitude negativa de compra (possivelmente ndao compraria +
certamente ndo compraria), com 75% e 89% de atitudes negativas para
as amostras tratadas com OE de capim-limdo e OE de alecrim-pimenta,
respectivamente.

Tabela 3. Avaliagdo sensorial da cenoura tratada com diferentes sanitizantes.

Tratamento Aceitacao Aceitagao  Aceitagdo do Intensidade de
(ppm) da aparéncia da cor sabor sabor estranho
Cloro 7,26 a 6,93 b 6,29 a 1,71b
OECL 7,43 a 7,43 ab 4,14 c 7,14 a
OEAP 7,14 a 7,64 a 2,90b 7,70a

As concentragdes utilizadas para cada tratamento foram: OECL — 6leo essencial de capim-lim&o (750 ppm);
OEAP - ¢leo essencial de alecrim-pimenta (1000 ppm); e cloro (200 ppm). Médias com mesma letra mindscula
na mesma coluna néo diferem entre si (p < 0,05).

Considerando-se que a legislacdo brasileira (BRASIL, 2001) estipula
a auséncia de Salmonella e 2,3 log ufc/g de contagem maxima aceitavel
de coliformes termotolerantes para hortalicas frescas, sanificadas e
refrigeradas, as amostras tratadas pelas trés solu¢des sanitizantes neste
estudo apresentaram condigdes higiénicas satisfatorias. Contudo, como as
propriedades sensoriais desempenham papel fundamental na escolha do
consumidor de produtos minimamente processados, o uso dos OE de capim-
limdo e alecrim-pimenta em cenoura requer estudos adicionais, a fim de
garantir a qualidade sensorial e a seguranga do produto.
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Conclusoes

1. Todas as amostras avaliadas apresentam condi¢cdes higiénicas
satisfatorias.

2. A eficacia antimicrobiana das solugées de cloro, OE de capim-liméo e
OE de alecrim-pimenta varia de acordo com o microrganismo-alvo.

3. O uso dos OE de capim-limdo e alecrim-pimenta na sanitizacao
de cenoura minimamente processada resultou em produtos de baixa
aceitabilidade, ndo sendo um tratamento recomendado nas concentragcoes
testadas.
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