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Resumo

Objetivou-se analisar a biotransferéncia de Escherichia coli, a partir de folhas de alface
contaminadas, para superficies de corte de hortalicas, antes e apds a sanitizagdo com
extratos de alecrim pimenta. Cupons de alface (4 cm?) contaminados com 7 log UFC-g™ de
E. coli, foram colocados em contato com os cupons de ago inoxidavel e de polipropileno (4
cm?) por 24 h a 7 °C. Posteriormente, os cupons foram imersos em solugdes de extratos
aquoso e etanolico de alecrim pimenta por 10 e 20 min. Ambos os extratos reduziram o
numero de células biotransferidas e aderidas aos cupons em relagdo a solugdo controle no
tempo de 10 min. Apdés 20 min, o extrato aquoso nao foi capaz de diminuir as células
aderidas nos cupons em relagcdo ao extrato etandlico. Tempos de contatos maiores sao
necessarios para maior eficiéncia da higienizagao.
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Introducao

O consumo de hortaligas é essencial para a saude por ser uma importante fonte de
nutrientes na alimentacdo humana. Entretanto, quando contaminadas, s&o responsaveis
pela transmissdo de um grande numero de doengas infecciosas, principalmente se
consumidas cruas e, ou, mal lavadas (ARBOS, 2010). Dentro deste contexto, nos ultimos
anos, vegetais frescos, incluindo a alface, tém sido identificados como veiculos de
microrganismos patogénicos como Escherichia coli, sendo alvo de grande preocupacao por
parte dos 6rgaos de saude publica (BEUCHAT, 2002).

Estima-se que 40 a 60 % dos casos de doengas transmitidas por alimentos estao
relacionados as praticas inadequadas no ambiente doméstico. Os processos de
biotransferéncia e adesdo bacteriana em superficies corte e processamento de hortalicas
podem ser responsaveis pela transmissdo de doengas (COSTA et al, 2012). A
biotransferéncia ocorre devido a passagem de células microbianas para uma superficie
inerte ou para o alimento. O mecanismo de adesdo microbiana ocorre devido a deposig¢ao
de microrganismos em uma superficie de contato, onde eles se fixam e iniciam o
crescimento e a liberagdo desses pode trazer consequéncias indesejaveis a qualidade do
alimento (ANDRADE, 2008).

A higienizacdo é uma das principais formas de retirada de microrganismos
transferidos e de prevencido da adesdo bacteriana em equipamentos e utensilios.
Comercialmente sdo encontrados varios produtos quimicos com efeito de reducao da
contaminacao de superficies de processamento de alimentos. Contudo, tem-se observado o
aumento da demanda de consumidores de produtos seguros, naturais e isentos de residuos
quimicos (RAJKOVIC et al., 2010). Dessa forma, o uso de extratos naturais obtidos de
plantas nativas pode ser uma alternativa natural de controle da contaminagéo microbiana.

Lippia origanoides (KUNTH, 1817), popularmente conhecida como alecrim pimenta, €
um arbusto encontrado em varias regides do Brasil. A exemplo de outras plantas do género,
L. origanoides é uma planta aromatica, de uso medicinal popular, conhecida principalmente
como anti-séptico (COSTA et al., 2002). Do alecrim pimenta, pode ser elaborado extratos,
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que sao ricos em timol, carvacrol e outros compostos que Ihe conferem agao antimicrobiana
(SILVA et al., 2009).

Dentro desse contexto, objetivou-se analisar o processo de biotransferéncia de
Escherichia coli, a partir de folhas de alface contaminadas, em superficies de corte de
hortalicas, antes e depois da sanitizacdo com solucao de extratos de alecrim pimenta.

Material e métodos

As amostras de Lippia origanoides Kunth (Verbenaceae), espécie conhecida como
alecrim pimenta, foram coletadas na area de reserva do Instituto de Ciéncias Agrarias (ICA)
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), campus Montes Claros, MG
(coordenadas 16°40'51,5"S e 43°50’32,1"W, altitude de 640 m) e possui exsicata no
Herbario PAMG da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais sob registro 56526.
Folhas saudaveis foram selecionadas e secadas até peso constante em um secador de
circulagao forcada de ar a 40 °C por aproximadamente 72 h. As folhas secas foram
trituradas e armazenadas em sacos de papel escuro sob refrigeragao 4 °C até o momento
das analises. Os extratos aquosos e etandlicos foram obtidos conforme descrito por Nery et
al. (2010) com modificagdes.

Foi avaliada uma cepa de Escherichia coli isolada de folhas de alface lisa (Lactuca
sativa L.), variedade Vitéria de Santo Antdo, adquiridas no comércio local, pertencente a
bacterioteca do laboratério de Microbiologia do ICA/UFMG.

A determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) dos extratos foi realizada
pelo método de macrodiluicdo em caldo, de acordo com a norma dos testes de sensibilidade
a agentes antimicrobianos por diluicdo para bactéria de crescimento aerébio (NCCLS 2005).
Foram preparadas 2,5 mL de solugdes contendo extrato e Caldo BHI com concentracdes de
18,75; 37,5; 75; 150 e 300 mg.mL™". Em seguida, a cada tubo foram adicionados 12,5 uL da
suspenséao ativa de E. coli. Foram homogeneizados e incubados a 35 °C por 24 h, sendo
que apos o periodo de incubacdo, uma algada dos tubos que nao apresentaram turvagao foi
transferida para placas contendo agar caseina de soja (TSA), as quais foram incubadas a
35 °C por 24 h, para observar eventual crescimento microbiano e determinar a concentragao
bactericida minima (CBM). Foram realizadas trés repeticdes para cada tratamento.

Amostras de alface foram obtidas comercialmente e armazenadas a7 °C £ 2 °C , até
o0 momento das analises. Em todas as amostras foram realizadas testes de exclusao
microbioldgica para verificar a auséncia de contaminagao por E. coli, espécie avaliada nesse
estudo para procedimentos de transferéncia bacteriana. Utilizou-se o método de numero
mais provavel (NMP), seguido de realizacao de testes bioquimicos para a determinagdo de
Escherichia coli nas folhas de alface (KORNACKI e JOHNSON, 2001).

Antes do teste de biotransferéncia, a higienizagao das folhas de alface foi realizada
conforme procedimentos descritos por Lima (2008). Foram realizados cortes das folhas de
alface, em cupons de dimensdes de 2 x 2 cm, sob condi¢gdes assépticas com auxilio de
bisturi cirurgico esterilizado.

Cupons de aco inoxidavel AlSI 304 #4 (2,0 cm x 2,0 cm x 0,1 cm) e de polipropileno
(2,0 cm x 2,0 cm x 0,2 cm) foram previamente higienizados a 25 °C + 2 °C antes dos testes
de biotransferéncia. Os cupons foram lavados em agua potavel e detergente neutro, e
posteriormente enxaguados com agua destilada e sanitizados com alcool etilico 70 % (v/v).
Os cupons foram secos em estufa a 60 °C por 2 h e esterilizados a 121 °C por 15 min
(ROSSONI e GAYLARDE, 2000).

Para a avaliacdo do potencial de biotransferéncia, cupons de alface contaminados
com 7 log UFC-g" de E. coli, foram colocados em contato com os cupons de ago inoxidavel
e de polipropileno previamente higienizados, separadamente, por 24 ha 7 °C + 2 °C. Apds
essas condicbes experimentais, os cupons foram imersos na solugcdo de extratos de folhas
de alecrim pimenta nas concentragdes inibitérias minimas por 10 e 20 min. A solucao
testada como controle foi composta por agua destilada esterilizada. Os cupons foram
transferidos, separadamente, para 10 mL de solugao salina 0,85 % (m/v) e sonicados por 2
min usando banho de ultrassom, com 40 kHz, para a remocdo de células aderidas
sobreviventes nas superficies dos cupons segundo Malheiros et al. (2010) com
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modificagdes. A partir de 1000 pL da solugéo salina 0,85 % (m/v), foram realizadas diluicdes
decimais seriadas sucessivas, com plaqueamento em Agar MacConkey e incubagdo de 37
°C por 24 h. Apds essas condi¢cdes de crescimento, as unidades formadoras de col6nia
(UFC) foram quantificadas e os resultados expressos em UFC-cm, segundo Careli et al.
(2009).

Para estimar a adesao nas superficies de aco e polipropileno foi realizado o teste t a
5 % de probabilidade. Para a enumeracdo das células aderidas nos cupons de ago
inoxidavel e polipropileno apds o tratamento destes com solugdes sanificantes em diferentes
tempos de contato, o delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema
fatorial 3x2x2, constituido por trés tratamentos (controle, extrato etandlico e extrato aquoso),
duas superficies de processamento (ago inoxidavel e polipropileno) e dois tempos de
contato (10 min e 20 min). Todos os experimentos foram analisados com o auxilio do pacote
estatistico Statistical Analysis System (SAS, 2010).

Resultados e discussao

Constatou-se inibicdo de crescimento da suspensao bacteriana em concentracio de
150 mg.mL" de ambos os extratos. Ndo foi possivel determinar a CBM de nenhum dos
extratos, pois foram detectadas células viaveis apds o contato com os extratos nas maiores
concentragdes avaliadas (Tabela 1). Ao contrario dos resultados observados, Pinho et al.
(2012) nao encontraram atividade antibacteriana do extrato etandlico de alecrim pimenta a
500 mg. mL™" sobre a estipe padrao de E. coli ATCC 25753.

Tabela 1. Concentracdo Minima Inibitéria (CIM) e Concentragédo Bactericida Minima
(CBM) de extratos de folhas de alecrim pimenta frente a células de Escherichia coli,
isolada de alface lisa (Lactuca sativa L.), variedade Vitdria de Santo Antéao

Extratos de alecrim pimenta CMI (mg.mL"") CBM (mg.mL™")
Etandlico 150 >300
Aquoso 150 >300

Os resultados do teste de exclusdo microbiolégica mostraram que todas as amostras
de alface apresentaram-se negativas para o micro-organismo analisado. Os cupons de
alface, artificialmente contaminados com 7 log UFC.g"' de E. coli, foram capazes de
transferir, antes da sanitizagéo, 3,94 log UFC.cm e 4,75 log UFC.cm quando mantidos em
contato com o ago inoxidavel e o polipropileno, respectivamente. Observou-se diferenca na
quantidade de células biotransferidas e aderidas nas duas superficies (P > 0,05). Esses
resultados demonstram que as superficies de aco e polipropileno foram capazes de serem
colonizadas por um elevado numero de células de E. coli transferidas de alface, sob
temperatura de refrigeracao (7 °C) por 24 h.

De acordo com Andrade (2008), para se considerar um biofilme, € necessario um
numero minimo de 7 log UFC.cm™. Dessa forma, constatou-se um mecanismo de ades&o de
células de E. coli nas superficies de ago inoxidavel e de polipropileno. Fato este que nao
reduz o problema de contaminagao destas superficies, pois em condigdes apropriadas de
umidade, nutrientes e temperatura, células de E. coli podem continuar se multiplicando e
produzindo substancias poliméricas extracelulares para a formacgao do biofilme bacteriano.

A adesdo a superficie e formagédo de biofilme proporciona vantagens aos micro-
organismos como maior capacidade de retengdo de nutricdo, protecédo contra procedimentos
de sanificagéo e vantagens adaptativas. Atualmente, antimicrobianos naturais tem atraido a
atengdo de pesquisadores, pois apresentam amplo espectro de agdo e causam menos
impacto ao ambiente (CAIXETA, 2010).

Apds a sanitizagdo, nao foi observada interacdo entre os tratamentos e as
superficies de ago e polipropileno (P > 0,05), indicando que o efeito das solugdes dos
extratos e controle, em cada tempo de contato, foram os mesmos na redugédo das células
aderidas em ambas as superficies (Tabela 2). Todas as solugdes sanitizantes a base dos
extratos reduziram (P > 0,05) a quantidade de células biotransferidas e aderidas nos cupons

HIGIENE ALIMENTAR VOLUME 31 - NS. 266/267 - MARCO/ABRIL DE 2017 3235



Trabalhos Apresentados

em relacéo a solucéo controle no tempo de 10 min. Apés 20 min de contato, a solugcédo do
extrato aquoso nao foi capaz de provocar reducgao significativa (P < 0,05) das células
aderidas nos cupons em relagao ao extrato etandlico (Tabela 2).

Tabela 2. Numero de células aderidas (log UFC.cm™) de Escherichia coli, quantificadas nas
superficies de ago inoxidavel e polipropileno, apds 24 h a 7 °C, em contato com cupons de
alface, apos diferentes tempos de contato com a solugdo controle e as solugbes dos
extratos de folhas de alecrim pimenta em concentragdes minimas inibitorias de 150 mg.mL"

Tempo de contato

Tratamentos 10 min 20 min
Extrato etandlico 3,42Ba 3,01Bb
Extrato aquoso 3,81Ba 3,70Aa
Controle 4 33Aa 4 05Aa

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na coluna e minuscula na linha nao
diferem entre si pelo teste Tukey a 5 % de probabilidade

Em relacdo aos tempos de contato das solugcdes sobre as células aderidas,
constatou-se que o extrato aquoso, ndo apresentara diferenga de efeito antimicrobiano
quando a sanitizagao foi realizada por 10 ou 20 min. Porém, o extrato etandlico mostrou
uma maior redugcao com 20 min de sanitizagdo (Tabela 2). Neste experimento, observou-se
que os extratos foram capazes de reduzir parte da carga bacteriana aderida nas superficies.
No entanto, para melhor eficiéncia do processo de sanitizagdo, ha necessidade da
realizacéo de testes com tempos maiores do que 20 min.

Conclusao

Células de E. coli, a partir de cupons de alface, foram capazes de transferir e aderir
em acgo inoxidavel e polipropileno antes do procedimento de sanitizacdo. As solugdes
sanitizantes formuladas com os extratos reduziram parte da populacao bacteriana aderida
nas superficies. Contudo, testes com tempos maiores de sanitizacéo e de toxicidade devem
ser realizados para verificar um melhor efeito antimicrobiano dos extratos de alecrim
pimenta.
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