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em Repolho

Terezinha Feitosa Machado’
Rita de Céassia Alves Pereira®
Janaina de Oliveira Reboucas?®
Claudilane Martins Pontes*
Tamyres Fernandes Xavier®

Resumo

O consumo de hortalicas frescas, cortadas ou minimamente
processadas tem aumentado nos dltimos anos. Em funcéao disso,
surtos de doencas associados ao consumo desses produtos tém

sido relatados. O hipoclorito de sédio é o sanitizante mais utilizado
pela industria de produtos frescos cortados. Com o objetivo de
desenvolver uma estratégia alternativa para sanitizacdao de produtos
frescos, utilizou-se o 6leo essencial (OE) do capim-limao em diferentes
tratamentos para a desinfeccao de folhas de repolho inoculadas com
Salmonella Typhimurium. As folhas foram lavadas individualmente em
agua corrente e expostas a luz UV por 20 minutos. Em seguida, foram
cortadas em pequenos pedacos, inoculadas com S. Typhimurium e
armazenadas a 4 °C/24 horas. Apds incubacéo, as folhas inoculadas
com o patégeno foram transferidas para um béquer contendo solucao
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do OE em diferentes concentracdes (500 ppm, 750 ppm e 1.000 ppm)
por 10 e 15 minutos. Para a quantificacao de S. Typhimurium, as
amostras inoculadas foram diluidas em série e a populacao viavel foi
determinada por plagueamento em agar Hektoen. A média de contagem
da amostra controle foi de 4,12 log UFC g, enquanto as contagens
de S. Typhimurium nas folhas tratadas com o OE variaram de 2,43 log
UFC g'a 1,52 log UFC g'. O tratamento com o OE na concentracdo
de 1.000 ppm/15 minutos foi o mais eficiente contra o patégeno,
diminuindo a média de contagem de S. Typhimurium em 2,6 log UFC g™.
Este estudo sinaliza que o OE do capim-limao tem potencial como
tratamento de lavagem para o controle de S. Typhimurium em repolho
minimamente processado.

Termos para indexacao: antimicrobiano; desinfeccao; éleo essencial;
Cymbopogon citratus; repolho.



Antimicrobial Activity of
Lemongrass Essential Oil Against
Salmonella Typhimurium on
Cabbage

Abstract

The demand in consumption of fresh and cut vegetables, as well as
of vegetables minimally processed has increased in recent years. As
a result, Foodborne outbreaks associated with the consumption of
vegetables have been reported. Sodium hypochlorite is the most used
sanitizer in the industry of cut fresh products. With the objective of
developing an alternative strategy for sanitizing fresh products, the
lemon grass essential oil (EO) was used in different treatments for
disinfection of cabbage leaves, which were inoculated with Salmonella
Typhimurium. The leaves were individually washed under running tap
water and exposed to UV light for 20 minutes. Then, the leaves were
cut into small pieces, inoculated with S. Typhimurium and stored at
4 °C/24 h. After incubation, the leaves inoculated with the pathogen
were transferred to a Becker containing EO solution at different
concentrations (600, 750 and 1000 ppm) by 10 and 15 minutes. To
quantify S. Typhimurium, samples of it were serially diluted. In that,
the viable population was determined by plating on agar Hektoen.

The mean results for the control sample was 4.12 log CFU g’'. The
results for S. Typhimurim in the leaves treated with EO ranged from
2.43 log CFU g’ to 1.52 log CFU g'. The treatment with EO at 1000
ppm/15 min was the most effective against the pathogen, decreasing



the average counts for S. Typhimurium at 2.6 log CFU g’'. This study
shows evidences that the lemon grass EO is a potential alternative that
can be used in wash treatments to control S. Typhimurium in cabbage.

Index terms: antimicrobial; disinfection; essential oil, Cymbopogon
citratus,; cabbage.
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Introducéao

O consumo de frutas e hortalicas frescas tem aumentado em
quantidade e variedade nos ultimos anos e um grande nimero de
produtos minimamente processados esta disponivel comercialmente em
supermercados e servicos de alimentacdo (ALEGRE et al., 2013).

A microbiota dominante de frutas e hortalicas frescas é constituida de
bactérias deterioradoras, bolores e leveduras. No entanto, a presenca
ocasional de bactérias patogénicas, parasitas e virus capazes de causar
infeccdes humanas tem sido relatada. Com o aumento no consumo,

a frequéncia de surtos de doencas associadas com esses produtos
também aumentou (HANNING et al., 2009). Sa/monella spp. estao
entre os principais patégenos causadores de surtos de doencas de
origem alimentar, sendo relatados como prevalentes em muitos paises
(SIVAPALASINGAM et al., 2004; BERGER et al., 2010).

As espécies de Salmonella que causam intoxicagao de origem alimentar
sao classificadas em mais de 2.000 sorotipos (HOBBS; ROBERTS,
1998). Atingem os alimentos direta ou indiretamente no campo e nas
areas de processamento, provavelmente, pelo uso de agua contaminada
na irrigacao, pelo contato com excrementos de animais, superficies,
utensilios, equipamentos ou pela manipulacdo (FRANZ et al., 2005).
Além disso, as operacoes de remocao da casca e retalhamento deixam
os nutrientes mais disponiveis em produtos minimamente processados,
permitindo que esses microrganismos se multipliguem mais facilmente
(SCIENTIFIC..., 2002).

Os acidos orgéanicos e fosfatos trissédicos sdo sanitizantes seguros e
eficazes para lavagem de produtos frescos. Contudo, o hipoclorito de
so6dio tem sido o mais utilizado com esse fim na indudstria de alimentos,
embora subprodutos nocivos, como cloraminas e trihalometanos,
possam ser produzidos a partir de solucées de cloro (BRACKETT,
1992; LEE et al., 2004; LEE et al., 20086), o que faz com que a
comunidade cientifica continue a investigar a utilizacdo de outros
agentes antimicrobianos naturais. Em estudos anteriores, o OE do
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capim-limédo mostrou atividade inibitéria contra bactérias patogénicas

e deterioradoras de alimentos (MACHADO et al., 2012), mas esses
estudos foram realizados em condicdes laboratoriais. Nesse sentido,
esta pesquisa foi realizada com a finalidade de avaliar a eficiéncia

do OE do capim-limao sobre Sa/monella Typhimurium inoculada em
amostras de repolho em funcdo da concentracdo e tempo de exposicao
ao oleo.

Material e Métodos

Material vegetal

Amostras de folhas de capim-limao foram obtidas de plantas
provenientes do Campo Experimental do Curu, pertencente a Embrapa
Agroindustria Tropical e localizado no municipio de Paraipaba, CE.
Uma subamostra da espécie foi depositada no Herbario da Embrapa
Recursos Genéticos, com o nimero de Tombo 73.792.

Extracdao do 6leo essencial

O material vegetal foi submetido a hidrodestilacdo por 4 horas, utilizando
um aparelho do tipo Clevenger. O OE separado por centrifugacao foi
submetido & secagem com Na,SO, e transferido para frascos de vidro
ambar com tampa rosqueada, que foram armazenados sob refrigeracao
(7 °C) até o momento das analises (CRAVEIRO et al., 1976).

Cultura bacteriana

A cepa bacteriana usada neste estudo foi Sa/monella enterica Serovar
Typhimuriun (S. Typhimurium) ATCC 51812. A cultura foi mantida

a -20 °C em caldo de infusdo de cérebro e coracdo (BHI, Becton
Dickinson, USA) contendo 20% de glicerol. A cultura de trabalho foi
preparada pelo subcultivo de 100 uL da cultura estoque em 9 mL

de BHI e incubada a 35 °C/24 horas. Apds esse periodo, a cultura

foi diluida em solucdo de NaCl 85% até alcancar turbidez similar ao
tubo 0,5 da escala McFarland (Biomerieux Inc. Darmstadt, Germany),
correspondendo a aproximadamente 1,5 x 108 células mL™".
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Inoculacdo e tratamentos do repolho

As folhas externas das amostras de repolho, adquiridas no mercado

de varejo, foram removidas e descartadas. As demais foram lavadas
individualmente em agua corrente e expostas a luz UV por 20 minutos
para eliminagao da flora microbiana contaminante. Na sequéncia, foram
cortadas em pequenos pedacos (20 mm x 20 mm) com facas estéreis
e inoculadas com cultura pura de S. Typhimurium (8 log UFC g') na
superficie adaxial. Diferentes porcoes de 25 g de folhas inoculadas
foram acondicionadas em placas de Petri estéreis e armazenadas a 4 °C/24
horas. Apés incubacao, as folhas inoculadas com o patégeno foram
transferidas para um béquer contendo 100 mL da solucdo do OE em
diferentes concentracdes (500 ppm, 750 ppm e 1.000 ppm) e agitadas
manualmente por 10 e 15 minutos.

Enumeracdo de Sa/lmonella

Para a quantificacdo de S. Typhimurium, as amostras de repolho
inoculadas foram diluidas em série e a populacao viavel foi determinada
por plaqgueamento em agar Hectoen (Becton Dickinson, USA) apés
incubacao a 35 °C/24 horas. Os resultados foram expressos em

log UFC g do produto.

Andlise estatistica

As médias e os desvios padrdo dos ensaios foram calculados. Para
avaliar diferencas significativas entre as médias, foi utilizado o teste de
Tukey ao nivel de 5%.

Resultados e Discussao

A populacao de S. Typhimurium inoculada nas amostras de repolho foi
de 8 log UFC g'. Contudo, apds 24 horas de inoculacao e incubacéao
sob refrigeracdo, essa contagem foi reduzida para 4,1 log UFC g
(dado ndao mostrado). Apds os tratamentos com o OE de capim-limao
nas concentracdes 500 ppm, 750 ppm e 1.000 ppm por 10 e 15
minutos, observou-se que, no menor tempo de contato (10 minutos),
houve diferenca significativa entre os tratamentos com menor e

maior concentracdo do OE. Nessas condicGes, as contagens de S.
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Typhimurium foram reduzidas em 1,7 log UFC g’ (41,5%), 1,8 log
UFC g' (44%) e 2,3 log UFC g' (56%), respectivamente. Quando o
OE foi aplicado por 15 minutos, a populacdo de S. Typhimurium foi
reduzida em 1,8 log UFC g' (44%), 2,32 log UFC g (56,1%) e 2,6 log
UFC g (63%), respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1. Efeito do 6leo essencial de capim-limao na sobrevivéncia de Salmonella
Typhimuriun ATCC 51812 inoculado em amostras de repolho (log UFC g').

Tempo Concentracéo do éleo (ppm)

(min) 500 750 1.000
10 2,43*® 2,308 1,81¢A
15 2,08 1,78bA 1,52¢A

DP™ 0,2 0.4 0,2

(1) DP: desvio padrdo. Letras minusculas iguais sobrescritas na mesma coluna néo
apresentam diferenca significativa entre os tratamentos. Letras mailsculas diferentes
sobrescritas na mesma linha apresentam diferenca significativa entre os tratamentos
(p =< 0,05).

Com o aumento do consumo de frutas e hortalicas frescas, surtos
de doencas associadas ao consumo desses produtos vém sendo
relatados (DUARTE et al., 2009; LYNCH et al., 2009; RHEE et al.,
2003; SANT'ANA et al., 2011; STRACHAN et al., 2005; WACHTEL;
CHARKOWSKI, 2002). A maioria foi causada, principalmente, por
Escherichia coli 0157: H7 e S. Typhymurium (SIVAPALASINGAM et
al., 2004).

Estudos mostram que bactérias patogénicas sobrevivem em produtos
frescos por longos periodos em diferentes temperaturas. Weissinger et
al. (2000) relataram que amostras de alface e tomate inoculadas com
Salmonella Baildon e incubadas a 4 °C, apresentaram contagem de
3,3 log UFC g' e 3,4 log UFC g, respectivamente, apds 12 dias de
incubacao. Em estudo semelhante, Chang e Fang (2007) relataram a
sobrevivéncia de S. Typhimurium em amostras de alface armazenadas
a 4 °C durante 7 dias e o aumento na contagem do microrganismo em
3 log UFC g' em amostras armazenadas a 22 °C por 7 dias.
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Glndlz et al. (2009) relataram que o OE de murta comum (Myrtus
communis) foi usado para a desinfeccao de amostras de tomate
inoculadas com S. Typhimurium. De acordo com os seus resultados,
o OE apresentou efeito contra a sobrevivéncia do patégeno estudado.
Ainda que o OE usado seja diferente, os resultados sao similares aos
relatados por Karagé6zIli et al. (2011) que, utilizando OE de hortela

e manjericao, observaram o efeito antimicrobiano de ambos na
sobrevivéncia de S. Typhimurium e Escherichia coli 0O157: H7 em
alface e beldroega durante estocagem sob refrigeracao.

Moore-Neibel et al. (2011) trataram amostras de alface, inoculadas
com Salmonella Newport estocadas a 4 °C e 8 °C com OE de capim-
-limdo nas concentracdes de 30% e 50% durante 2 minutos. Relataram
a reducdo de 1 e 1,5 log na populacdo do patégeno, nas respectivas
concentracoes do OE, quando comparadas & amostra controle. Os
resultados deste estudo corroboram os demais citados, revelando a
eficacia do OE de capim-limao na sobrevivéncia de S. Typhimurium na
superficie de repolho estocado sob refrigeracéo.

Conclusao

Surtos de salmonelose associados ao consumo de hortalicas frescas
sdo susceptiveis de ocorrer. Contudo, o nimero de ocorréncias
associadas a esses produtos pode ser minimizado pela aplicacao

de tratamentos com sanitizantes adequados. O d6leo essencial de
capim-limdo mostrou efeito antimicrobiano na sobrevivéncia de S.
Typhimurium inoculada em repolho estocado sob refrigeracao. Esses
resultados sugerem que o 6leo tem potencial para ser usado no
tratamento de lavagem para controlar bactérias patogénicas entéricas
em produtos frescos.
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