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RESUMO - Este estudo foi realizado para determinar a eficcia do 6leo essencial (OE) do capim-
limdo (Cymbopogon citratus) na inativacdo de patdgenos em repolho. As folhas de repolho foram
individualmente lavadas, expostas a luz UV e inoculadas com Salmonella Typhimurium, Listeria
monocytogenes e Escherichia coli (8 log de ufc/ml). As folhas inoculadas foram lavadas por imersao
em solucdes do OE em trés concentragdes (500, 750 e 1000 ppm) em dois tempos de tratamento (10 e
15 minutos). Para enumerar os sobreviventes as amostras foram diluidas e a populacdo viavel foi
determinada em &gar seletivo para cada espécie. Diferencas significativas foram encontradas entre as
trés concetracOes das solugdes e os dois tempos de tratamentos para as espécies bacterianas avaliadas
(p>0,05). A reducdo de L. monocytogenes alcancou 2,7 log ufc no tratamento com solucdo 1000
ppm/15 minutos, enquanto que a reducdo de E. coli nas mesmas condi¢fes ndo excedeu 1,0 log ufc.

ABSTRACT - This study was conducted to determine the effectiveness of essential oil (EO) of lemon
grass (Cymbopogon citratus) in the inactivation of pathogens in cabbage. The leaves of cabbage were
individually rinsed, exposed to UV light and inoculated with Salmonella Typhimurium, Listeria
monocytogenes and Escherichia coli (8 log cfu/ml). The inoculated leaves were washed by immersion
in EO solutions in three concentrations (500, 750 and 1000 ppm) in two treatment times (10 and 15
minutes). To enumerate the survivors the samples were diluted and viable population was determined
on selective agar for each species. Significant differences were found between the three concentrations
of the solutions and the two times treatments among the evaluated bacterial species (p>0.05). The
reduction of L. monocytogenes reached 2.7 log cfu in the treatment with 1000 ppm solution/15
minutes, while the reduction of E. coli under the same conditions did not exceed 1.0 log cfu.
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1. INTRODUCAO

O consumo de frutas e hortalicas tem sido estimulado por campanhas em varios paises, pelos
grandes beneficios que trazem a salde, tanto do ponto de vista nutricional como na prevencdo de
doencgas cronicas nao transmissiveis. No entanto, a contaminacdo microbiolégica das hortalicas,
principalmente daquelas que s&o ingeridas in natura, constitui o fator de maior relevancia na
epidemiologia das doencas veiculadas por alimentos (Francis et al, 2012; Oliveira et al, 2011). O
nimero de surtos de doengas de origem alimentar vinculado a esse produto tem aumentado e sdo
causados, principalmente, por Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes e Salmonella spp.
(Ethelberg et al, 2010; Siroli et al, 2016; Spadafora et al, 2016).

Algumas solugBes antimicrobianas tém sido usadas para a higienizacdo de alimentos. Os
acidos organicos e fosfatos trissddicos sao sanitizantes seguros e eficazes para a lavagem de hortaligas
frescas. O cloro, em suas diversas formas, especialmente na de sais de hipoclorito, é um dos
sanificantes mais usados. No entanto, a possivel formacdo de compostos clorados cancerigenos na
agua, pds em questdo o uso do cloro em alimentos. Com a crescente preocupacao com a eficacia e
seguranca toxicolégica de produtos quimicos e conservantes sintéticos, aumentou a demanda por
alternativas naturais. Nesse contexto, os 6leos essenciais de plantas estdo atraindo o interesse pelo seu
potencial como conservantes naturais em alimentos. Possuem status de substancias seguras (Generally
Recognized As Safe - GRAS) e, muitos deles exibem um amplo espectro de atividade antimicrobiana,
com potencial para o controle de patdgenos de origem alimentar (Gutierrez et al, 2008).

Em estudo anterior avaliou-se, in vitro, a atividade antimicrobiana do OE do capim-limao
(Machado et al, 2012). O objetivo deste trabalho foi estender o citado estudo pela avaliacdo da eficacia
do referido OE em repolho inoculado com Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Salmonella
Typhimurium em funcéo da concentracdo do 6leo e do tempo de contato.

2. MATERIAL E METODOS

Foi utilizado o OE de folhas de capim-limdo obtido por hidro destilagdo em um aparelho do
tipo Clevenger. As cepas bacterianas usadas foram Salmonella entérica sorovar Typhimuriun ATCC
51812, Listeria monocytogenes ATCC 19117 e Escherichia coli ATCC 11775 preparadas pelo
subcultivo de 100 pL de culturas estoque em 9 mL de BHI e incubada a 35 °C/24 h. Apds incubagdo
as culturas foram diluidas em solucdo de NaCl 85% até alcancar turbidez similar ao tubo 0,5 da escala
McFarland. As folhas das amostras de repolho foram lavadas, individualmente, em agua corrente e
expostas a luz UV por 20 minutos (10 minutos para cada lado). Na sequéncia, foram cortadas em
pedacos (20 mm x 20 mm) com facas esterilizadas e inoculadas com culturas puras dos pat6genos.
Diferentes porgdes de 25 g de folhas inoculadas foram acondicionadas em placas de Petri estéreis e
armazenadas a 4 °C/24 horas antes dos tratamentos. Apds incubagéo, 25 g de repolho foram tratados
com diferentes procedimentos de lavagem por 10 e 15 minutos em 100 mL da solugdo do OE nas
concentragdes 500, 750 e 1000 ppm e &gua destilada estéril. Para a quantificacdo de Salmonella
Typhimurium, L. monocytogenes e E. coli as amostras foram diluidas em série em agua peptonada
(0,1%) e a populacéo viavel foi determinada por plaqueamento em agar Hectoen, &gar Palcam e &gar
eozina azul de metileno (EMB). As placas foram incubadas a 37 °C/24 h. Os resultados foram
expressos em log ufc/g do produto. Os experimentos foram conduzidos com duas repeti¢des, em
triplicata e os resultados analisados pela analise de variancia pelo software SAS (1999). As médias
foram comparadas pela diferenca minima significativa, usando o teste de Tuckey no nivel de 5%.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo ndo foram detectadas Salmonella Typhimurium, L. monocytogenes e E. coli em
nenhuma das amostras ndo inoculadas. As contagens de Salmonella Typhimurium, L. monocytogenes
e E. coli nas amostras de repolho depois da inoculacdo e armazenamento a 4 °C/24 horas foram 4,1 log
ufc/g, 4,6 log ufc/g e 4,0 log ufc/g, respectivamente. As amostras inoculadas e sem tratamento com o
6leo essencial foram usadas como controle na avaliacdo do efeito do 6leo sobre esses patdgenos nas
amostras. Os resultados mostraram que o uso do OE em diferentes concentragdes, promoveu
mudanca significativa (p<0,05) na reducdo das contagens bacterianas. Para L. monocytogenes
observou-se que ap0s o tratamento da amostra com 500 ppm do OE a contagem média
bacteriana foi reduzida em 1 log ufc/g, enquanto que o tratamento com 1000 ppm do 6leo
promoveu uma reducéo de 2,7 log ufc/g (Tabela 1). Os resultados mostraram que o uso do OE
diminuiu a contagem média de S. Typhimurium e que os tratamentos com 750 e 1000 ppm do
OE promoveram reducdo de pelo menos 2 log ufc/g. Para E. coli a contagem media na
amostra controle foi de 4,0 log ufc/g. Apos os tratamentos com 0 OE essa contagem diminuiu
entre 0,7 e 1 log ufc/g, indicando que entre as espécies bacterianas avaliadas, essa foi a mais
resistente ao OE de capim-liméo.

Tabela 1 — Contagem de Salmonella Typhimurium, L. monocytogenes e E. coli em repolho tratados
com Oleo essencial do capim-limao.

Microrganismo Tempo Concentragéo do 6leo
(log ufc/g) (min) (ppm)
500 750 1000

Salmonella Typhimurium* 10 2,4 2,3 1,8
15 2,1 1,8 1,5
M 2,3 2,1 1,7

L. monocytogenes** 10 3,7 2,4 2,0
15 3,5 2,3 1,9
M 3,6 2,4 1,9

E. coli*** 10 2,9 2,8 3,3
15 3,2 3,2 3,3
M 3,1 3,0 3,3

Controles: (*4,1 log ufc/g; ** 4,6 log ufc/g; ***4,0 log ufc/g), M: média

Diferentes estudos mostram que bactérias patogénicas transmitidas por alimentos sobrevivem
em diferentes hortalicas por longos periodos em diferentes temperaturas. Chang e Fang (2007)
relataram gque Salmonella Typhimurium inoculada em alface manteve-se viavel a 22 °C durante 7 dias.
Enterobacter sakazakii inoculado em alface e tomate foi recuperado por Kim et al (2006) depois de 28
dias com reducdo de apenas 1 log ufc na maioria das amostras. Neste estudo, Salmonella
Typhimurium, L. monocytogenes e E. coli inoculados em repolho foram recuperados apds incubacdo a
7 °C/24 horas. Os resultados mostram que as amostras de repolho tratadas com o OE de capim-limédo
apresentaram reducgdes nas contagens bacterianas. Observou-se que os tempos de contato (10 e 15
minutos) do OE de capim-limdo com as espécies bacterianas avaliadas foram igualmente eficazes e
que o aumento da atividade antimicrobiana do 6leo foi demonstrado com o aumento de sua
concentracdo. A maior reducdo bacteriana foi evidenciada na contagem de L. monocytogenes na
amostra tratada com 1000 ppm do OE. Resultado semelhante foi obtido para Salmonella
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Typhimurium, confirmando o resultado de Moore-Neibel et al (2011) que relataram reducdo de até 4
log ufc/g para S. Newport em folhas de alface tratadas com o OE de capim-lim&o. Belletti et al (2008)
também apresentaram resultados semelhantes com reducgdes de 2 log de S. Enteritidis em saladas de
frutas que foram exposta ao 6leo essencial de limao ap6s 9 dias. E relevante observar que o citral e o
geraniol sdo os principais componentes bioativos do OE do capim-limédo e que a acdo antimicrobiana
desses compostos tem sido demonstrada frente a diferentes espécies patogénicas transmitidas por
alimentos (Onawunmi et al, 1984; Friedman et al, 2004). Os resultados desse estudo confirmam o
efeito da concentragdo dos constituintes do 6leo sua a¢do antimicrobiana.

4. CONCLUSAO

Estes resultados indicam que o OE do capim-limdo tem potencial para ser utilizado
no tratamento antimicrobiano contra L. monocytogenes, Salmonella Typhimurium e E. coli.
Embora nenhum dos tratamentos tenha eliminado completamente os patdgenos sobre o
repolho, os resultados sugerem que esse OE pode ser usado como uma alternativa natural para
controlar o crescimento bacteriano na hortalica estudada e, em combinagdo com outra
tecnologia de obstaculo, pode melhorar a seguranca microbiologica do produto.
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