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Resumo

O mercado de produtos hortifruticolas frescos tem crescido de
maneira significativa nesta Ultima década. Tradicionalmente, esses
produtos nao eram alvo de muita preocupacao por parte de 6rgaos
regulamentadores, pois eram considerados seguros ja que eram
lavados e rapidamente consumidos no préprio local de preparo. Com
a tendéncia ao consumo das hortalicas minimamente processadas, a
preocupacao com riscos de natureza microbiolégica torna-se acentuada.
Neste estudo, o 6leo essencial (OE) de capim-limao foi utilizado nas
concentracdes de 500, 750 e 1.000 ppm por 5, 10 e 15 minutos
como tratamento de desinfeccao de folhas de repolho inoculadas com
Listeria monocytogenes. Para a quantificacdo de L. monocytogenes,
as amostras inoculadas foram diluidas em série, e a populacao viavel
foi determinada por plagueamento em agar Palcam. Os resultados
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mostraram que a reducao bacteriana das amostras tratadas com o OE foi
de 50% para os tratamentos com 500 ppm, 66,6% para os tratamentos
com 750 ppm e 83,3% para os tratamentos com 1.000 ppm, sinalizando
que o 6leo essencial do capim-limao tem potencial para ser utilizado

em tratamentos de lavagem para o controle de L. monocytogenes em
produtos horticolas frescos.

Termos para indexacao: Cymbopogon citratus; 6leo essencial; Brassica
capitata (L.).



Control of Listeria
Monocytogenes in Cabbage with
Essential oil of Lemon Grass

Abstract

The fresh produce market has grown significantly in the last decade.
Traditionally, these products were not the subject of much concern
among regulators agencies, because they were considered safe since
they were washed and quickly consumed on site preparation. With the
trend toward the consumption of minimally processed vegetables, the
concern about risks of microbiological nature becomes accentuated.

In this study, the lemon grass essential oil (EO) was used at
concentrations of 500, 750 and 7,000 ppm for 5, 10 and 15 minutes
as a treatment of disinfection of cabbage leaves inoculated with
Listeria monocytogenes. For the quantification of L. monocytogenes
inoculated samples were serially diluted and viable population was
determined by plating on agar Palcam. The results showed that the
bacterial reduction of samples treated with the EO was 50% for
treatments with 500 ppm, 66.6 % for treatments with 750 ppm and
83.3% for treatments with 1,000 ppm, signaling that the lemon grass
essential oil has the potential to be used in washing treatments for the
control of L. monocytogenes in vegetables.

Index terms: Cymbopogon citratus,; essential oil; Brassica capitata (L.).
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Introducéo

O setor de hortalicas frescas minimamente processadas constitui
um segmento da agroindustria em rapido crescimento, respondendo
a demanda atual por produtos vegetais in natura, preparados
convenientemente para utilizacdo em ambientes domésticos e
institucionais (ALEGRE et al., 2013).

Tradicionalmente, os produtos frescos ndo eram alvo de muita
preocupacao por parte de érgaos regulamentadores, pois eram
considerados seguros, ja que eram lavados e rapidamente consumidos
no préprio local de preparo. Atualmente, com a tendéncia ao consumo
de hortalicas minimamente processadas, a preocupacao com riscos
de natureza microbiolégica torna-se acentuada, pois operacées como
corte, lavagem e embalagem sao fontes de contaminacao, cuja
quantidade e variedade de microrganismos variam de acordo com o
alimento (LITTLE et al., 2003).

Com o aumento do consumo de frutas e hortalicas minimamente
processadas, surtos de doencas associadas ao consumo desses
produtos vém sendo relatados (RHEE et al., 2003; STRACHAN

et al., 2005). Os surtos de L. monocytogenes chamam a atencao

para a gravidade da listeriose em seres humanos e para o risco de
contaminacdo, por essa bactéria, em todos os alimentos. O risco é mais
elevado em alimentos refrigerados e prontos para o consumo, pois L.
monocytogenes ¢ um dos poucos agentes patogénicos alimentares
capazes de se multiplicarem em temperaturas refrigeradas. Sua
presenca tem sido relatada em rabanete, repolho, pepino, cogumelos e
alface (CARLIN; NGUYEN-THE, 1994; FARBER et al., 1998)

O cloro, em suas varias formas, especialmente nas de sais de
hipoclorito, é um dos sanitizantes mais empregados na industria

de alimentos. Todavia, sua eficacia é dependente do seu estado

fisico e quimico, das condicdes de tratamento, da resisténcia dos
microrganismos e da natureza de superficie do produto. Além disso, em
solucdes aquosas, o cloro pode também formar compostos clorados
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nocivos, tais como cloraminas e trihalometanos (LEE et al., 2006).
Devido a essas limitacOes, existe uma necessidade de alternativas de
sanitizantes para reduzir ou eliminar a contaminacado microbiana desses
produtos.

Os ¢6leos essenciais (OE) de plantas tém sido utilizados com diferentes
fins em medicamentos e cosméticos por sua propriedade antioxidante,
anti-inflamatéria e antimicrobiana (BAJPAI et al., 2008). Além

disso, por sua propriedade antimicrobiana, tém sido avaliados como
conservantes em varios alimentos (KARAGOZLU et al., 2011).

O objetivo deste estudo foi determinar o efeito antimicrobiano do OE do
capim-limao (Cybopongon citratus) sobre a reducao de sobrevivéncia
de Listeria monocytogenes inoculada em folhas de repolho (Brassica
capitata L.) minimamente processadas.

Material e Métodos

Material vegetal

Amostras de folhas de capim-limao foram obtidas de plantas
provenientes do Campo Experimental da Embrapa Agroinddstria
Tropical, localizado no Municipio de Paraipaba, CE. Uma subamostra
da espécie foi depositada no Herbario da Embrapa Recursos Genéticos,
com o numero de Tombo 73.792.

Extracdo do dleo essencial

O material vegetal foi submetido a hidrodestilacdo por 4 horas,
utilizando um aparelho do tipo Clevenger. O OE separado por
centrifugacao foi submetido a secagem com Na,SO,, transferido

para frascos de vidro ambar com tampa rosqueada, os quais foram
armazenados sob refrigeracdo até o momento das andlises (CRAVEIRO
et al., 1976).

Cultura bacteriana

A cepa bacteriana usada neste estudo foi Listeria monocytogenes
ATCC 19117. A cultura foi mantida a -20 °C em caldo de infusédo de
cérebro e coracao (BHI, Becton Dickinson, USA) contendo 10% de
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glicerol. A cultura de trabalho foi preparada pelo subcultivo de 100 uyL

da cultura estoque em 9 mL de BHI e incubada a 35 °C/24h. Apds esse
periodo a cultura foi diluida em solucao de NaCl 85% até alcancar turbidez
similar ao tubo 0,5 da escala McFarland (Biomerieux Inc. Darmstadt,
Germany), correspondendo a aproximadamente 1,5 x 10° UFC/mL.

Inoculacdo e tratamentos do repolho

As folhas externas das amostras de repolho, adquiridas do mercado

de varejo, foram removidas e descartadas. As demais foram lavadas
individualmente em agua corrente e expostas a luz UV por 20 minutos.
Na sequéncia, foram cortadas em pequenos pedacos (20 mm x 20 mm) com
faca esterilizada e inoculadas com cultura pura de L. monocytogenes
(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. Apds incubacao, as folhas inoculadas
com o patégeno foram transferidas para um béquer contendo 100 mL
da solucao do OE em diferentes concentracdes (500, 750 e 1.000 ppm)
e agitadas manualmente por 5, 10 e 15 minutos.

Enumeracdo de Listeria monocytogenes

Para a quantificacdo de L. monocytogenes, as amostras de repolho
inoculadas foram diluidas em série, e a populagao viavel foi
determinada por plaqueamento em agar Palcam (Becton Dickinson,
USA) apds incubacdo a 35 °C/24h. Os resultados foram expressos em
log UFC/g do produto.

Analise estatistica

Os experimentos foram conduzidos em delineamento estatistico
inteiramente casualizado, em esquema fatorial (3x3) em duplicata. O
numero de col6nias bacterianas foi utilizado para a anélise de variancia
(ANOVA). As médias foram comparadas pela diferenca minima
significativa (DMS), usando o teste Tukey ao nivel de 5%.

Resultados e Discussao

O crescimento de L. monocytogenes em repolho em funcgao da
presenca do OE de capim-limao pode ser visualizado na Tabela 1.
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A contagem média de L. monocytogenes na amostra controle foi de
4,6 log UFC/g. Os tratamentos com 500, 750 e 1.000 ppm de OE
reduziram essa contagem em média para 3,62 log UFC/g,

2,43 log UFC/g e 1,74 log UFC/g, respectivamente. Observou-se

que, utilizando o OE de capim-limado em diferentes concentracdes,
houve diminuicdao da contagem de L. monocytogenes nas amostras

de repolho, e o tratamento com 1.000 ppm apresentou maior reducao
na contagem microbiana. Considerando que os tempos de contato do
6leo com a amostra (5, 10 e 15 minutos) nao apresentaram diferenca
significativa no efeito bactericida (p < 0,05) (Tabela 1), acredita-se que
o efeito antimicrobiano do OE do capim-limao seja devido a presenca de
a- e B-citral em sua composicao.

Tabela 1. Efeito do 6leo essencial de capim-limao na sobrevivéncia de Listeria
monocytogenes inoculada em amostras de repolho (log UFC/g).

Tempo Concentragdo do 6leo (ppm)

(min) 500 750 1.000
5 3,69aA 2,66aA NR
10 3,70aA 2,36aA 1,98aA
15 3,48aA 2,26aA 1,88aA

Média 3,62 2,43 1,74

Controle +: 4,6 ciclos de log UFC/g. NR: ndo realizado. Letras minUsculas iguais na mesma coluna e
letras mailsculas iguais entre colunas indicam nao haver diferenca significativa entre os tratamentos
(p < 0,05).

Tratamentos de desinfeccao de produtos frescos, comumente feitos
com hipoclorito de sédio e acidos organicos fracos, vém sendo
estudados com extratos e OE de plantas. Os resultados sdo favoraveis
e ambos, extratos e OE, surgem como possiveis alternativas a esses
compostos. Belletti et al. (2008) avaliaram o efeito do OE de limao
(Citrus medica) no crescimento e sobrevivéncia de Escherichia coli,
Salmonella Enteretidis e L. monocytogenes inoculadas em salada de
frutas. Relataram que nenhuma das trés espécies microbianas foi
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apta a crescer, mas a sobrevivéncia de todos foi afetada de forma
diferente e significativa, sendo L. monocytogenes a mais sensivel a
presenca do OE. Resultados similares foram relatados por Kim et al.
(2011) utilizando extrato de cravo para a desinfeccdo de amostras

de alface inoculadas com L. monocytogenes. Relataram reducao
significativa na sobrevivéncia do patégeno. Ainda que o OE usado seja
diferente, os resultados sdo similares aos relatados por Moore-Neibel
et al. (2011), que, utilizando OE de capim-limao, observaram o efeito
antimicrobiano na reducao de sobrevivéncia de Sa/monella Newport
inoculada em alface. Os resultados no presente estudo corroboram os
demais citados, revelando a eficacia do OE de capim-limao contra L.
monocytogenes na superficie de repolho estocado sob refrigeracao.

Conclusao

O dleo essencial de capim-limao tem efeito antimicrobiano contra

L. monocytogenes inoculado em folhas de repolho armazenadas em
condicoes de refrigeracao. Esse resultado leva a inferir que o 6leo de
capim-limao tem potencial para controle de patégenos em vegetais.
Novos trabalhos devem ser realizados para determinar concentracoes e
periodos capazes de inibir por completo o patégeno.
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