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RESUMO 

 

 

 A produção frutífera é muito expressiva no Brasil, destacando-se o cultivo do abacaxi, 

Ananas comosus (L.) Merril. Fruta essa de sabor e aroma intenso, utilizada para 

industrialização de sucos, com uma boa aceitação para consumo. Apesar do suco de frutas não 

caracterizar-se como meio de contaminação frequente de micro-organismos patogênicos, a 

ocorrência e o aumento dos casos de surtos vinculados por esses alimentos vem surgindo. 

Nesse sentido, a combinação das propriedades antimicrobianas dos óleos essenciais em 

diferentes matrizes alimentares tem levado a investigação desses óleos como conservantes de 

alimento e sua atuação nas propriedades físico-químicas e sensoriais do produto. Diante deste 

contexto, este estudo objetivou avaliar o potencial antimicrobiano do óleo essencial de 

Cymbopogon citratus (OECC), frente a bactérias contaminantes de suco de abacaxi (Listeria 

monocytogens (ATCC7644), Escherichia coli (UFPEDA224) e Salmonella enterica Serova 

Enteritidis Serova (UFPE414) em inóculo misto, através da determinação da Concentração 

Inibitória Mínima (CIM), bem como a influência da aplicação desse OECC no crescimento e 

sobrevivência do inóculo misto. Além disso, foi verificado a eficácia do OECC frente a 

microbiota autóctone no suco de abacaxi; e a avaliação dos parâmetros físico-químicos e 

sensoriais do suco com OECC. O valor da CIM encontrado foi de 5µL/mL frente ao inóculo 

misto. Concentrações inferiores a CIM ( 2,5 µL/mL -CIM/2 e 1,25 µL/mL -CIM/4) foram 

capazes de diminuir a contagem de L. monocytogenes e E. coli no suco de abacaxi a valores ≥ 

a 5 log ( UFC/mL) após 15minutos de exposição no suco. Para S. Enteritidis , o mesmo nível 

de inibição foi detectado após 15 minuto de exposição ao OECC nas concentrações de 

5µL/mL, 2,5 µL/mL. Quando o OECC foi incorporado no suco na concentração de 1,25 

µL/mL, foi necessário um intervalo de tempo de 1 hora para o estabelecimento de uma 

redução ≥ a 5 log em S. Enteritidis. Em concentrações de 0,6 µL/mL – CIM/8, intervalos de 

1h e 45 min foram necessários para alcançar uma redução ≥ 5-log em E. coli e L. 

monocytogenes, respectivamente; enquanto, 12 h foram necessárias para alcançar similar 

redução em S. Enteritidis. O OECC (5 µL/mL, 2,5 µL/mL e 1,25 µL/mL) foi capaz de reduzir 

em ≥ a 5 log a contagem de bactérias mesófilas, bactérias ácido láticas e bolores e leveduras 

que ocorrem naturalmente em suco de abacaxi em intervalo de tempo máximo de 2 h.  Uma 

redução de ≥ 5 log não foi observada em micro-organismos da  microbiota autóctone na 

concentração de OECC (0,6 µL/mL). As propriedades físico-químicas (pH, acidez titulável e 

sólidos solúveis) do suco de abacaxi contendo o OECC (2,5 µL/mL-CIM/2 e 1,25 µL/mL-

CIM/4) foram mantidas em relação ao controle. As amostras de suco com OECC (2,5 µL/mL 

e 1,25 µL/mL) que passaram pelo painel sensorial apresentaram boa aceitação para algumas 

propriedades sensoriais (aparência, odor, viscosidade), mas parâmetros de sabor, sabor 

residual e aceitação global tiveram avaliações insatisfatórias dos painelistas. O OECC 

mostrou-se como uma alternativa eficaz na segurança alimentar e nos atributos sensoriais 

acima citados quando aplicado em suco de abacaxi. Assim, estudos complementares do 

OECC em suco de abacaxi com tecnológicas complementares não térmicas podem ser 

utilizadas para se obter um equilíbrio entre a segurança microbiológica e os aspectos 

sensoriais do produto.  

 

 

Palavras chave: Cymbopogon citratus, Ananas comosus (L.) Merril, suco, bactéria 

patogênicas, microbiota autóctone. 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

 

The fruit production is very expressive in Brazil, especially the pineapple cultivation, Ananas 

comosus (L.) Merrill. Fruit that taste and intense aroma, used for industrialization juices, with 

a good acceptance for consumption. Although the fruit juice not be characterized as a means 

of frequent contamination of pathogenic microorganisms, the occurrence and the increase in 

cases of outbreaks bound by these foods is emerging. In this sense, the combination of 

antimicrobial properties of essential oils in different food matrices has led to investigation of 

these oils as food preservatives and their performance on the physicochemical properties and 

sensory product. Given this context, this study aimed to evaluate the potential of the essential 

oil of Cymbopogon citratus (OECC), compared to bacterial contaminants of pineapple juice 

(Listeria monocytogens (ATCC7644), Escherichia coli (UFPEDA224) and Salmonella 

enterica Enteritidis Serova Serova (UFPE414) in mixed inoculum, by determining the 

minimum inhibitory concentration (MIC) and the influence of the application of OECC on 

growth and survival of the mixed inoculums. Moreover, the effectiveness of OECC was 

verified against the indigenous microbiota in pineapple juice; and the evaluation of physical, 

chemical and sensory parameters of juice with OECC. The value of MIC found was 5μL / mL 

against the mixed inoculum. Concentrations lower than MIC (2.5 uL / mL -CIM / 2 and 1.25 

uL/ mL -CIM / 4) were able to decrease the count of L. monocytogenes and E. coli in 

pineapple juice values ≥ 5 log (CFU / mL) after 15minutes of exposure in the juice. S. 

enteritidis, the same level of inhibition was detected after 15 minutes exposure to 

concentrations in 5μL OECC / ml, 2.5 uL / mL. When OECC was incorporated into juice at a 

concentration of 1.25 uL / mL, a 1 hour time interval to establish a ≥ 5 log reduction in S. 

enteritidis was necessary. At concentrations of 0.6 uL / mL - MIF / 8, 1 h 45 min intervals 

were required to achieve a ≥ 5 log-in E. coli and L. monocytogenes, respectively; while, 12 h 

were necessary to achieve similar reduction in S. Enteritidis. The OECC (5 uL / mL, 2.5 uL / 

mL and 1.25 uL / ml) was able to reduce in ≥ 5 log count of mesophilic bacteria, lactic acid 

bacteria, molds and yeasts that occur naturally in juice pineapple maximum time interval of 2 

hr. A reduction of ≥ 5 log was not observed in microorganisms of the indigenous microbiota 

in the concentration of OECC (0.6 uL / mL). The physico-chemical properties (pH, titratable 

acidity and soluble solids) of pineapple juice containing the OECC (2.5 uL / mL-CIM / 2 and 

1.25 uL / mL-CIM / 4) were kept in the control . The juice samples with OECC (2.5 uL / mL 

and 1.25 uL / mL) that passed through the sensory panel showed good acceptance for some 

sensory properties (appearance, odor, viscosity), but parameters of flavor, aftertaste and 

acceptance overall had unsatisfactory ratings of the panelists. The OECC proved to be an 

effective alternative in food safety and sensory attributes mentioned above when applied to 

pineapple juice. Therefore, further studies on the OECC pineapple juice with no additional 

thermal technology can be used to achieve a balance between the microbiological safety and 

sensory aspects of the product. 

 

 

Keywords: Cymbopogon citratus, Ananas comosus (L.) Merrill, juice, pathogenic bacteria, 

indigenous microbiota. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O Brasil possui uma área de terras agricultáveis férteis de 388 milhões de hectares, e 

quase 13% de toda a água doce disponível no planeta, apresentando grande  contribuição para 

o abastecimento de alimentos no mundo (FERNANDES; DANTAS, 2006). O país é o 

terceiro maior produtor mundial de frutas, apresentando cultivo frutícola em todos os estados. 

A produção mais relevante em volume destaca-se para: laranja, banana, abacaxi, melancia e 

mamão, que, juntas, somam aproximadamente 30 milhões de toneladas (FACHIELLO et al., 

2011). 

Estima-se uma expansão do setor de agronegócio até o ano de 2023 no mundo, e, 

principalmente, do interesse por alimentos que atuem na promoção da saúde com capacidade 

de redução do risco de certas doenças, como produtos naturais e orgânicos, frutas e hortaliças, 

além de alguns tipos de alimentos processados e semi-prontos (SANTOS; SILVA, 2010). 

Dentro dessa vertente, os sucos de frutas, que são consumidos e apreciados em todo mundo, 

por serem fontes naturais de carboidratos, carotenoides, vitaminas e minerais, vem ganhando 

cada vez mais mercado (PINHEIRO et al., 2006; MELETTI; SAMPAIO; RUGGIERO, 

2011). Dentre as frutas com aceitação na forma de suco, destaca-se o abacaxi (Ananas 

comosus (L.) Merril), muito apreciado no mercado interno devido à sua polpa suculenta e 

saborosa, com grande potencial de comercialização internacional, pois é bastante apreciada 

nos países do continente Americano e na Europa (CUNHA, 2006).  

Frutas e legumes frescos quando processados possuem período curto de vida de 

prateleira, pois são submetidos a processos de rápida deterioração, principalmente por meio 

da ação de micro-organismos, seja pela microbiota autóctone ou por agentes microbianos 

incorporados ao longo da manipulação e processamento. Apesar do índice de doenças 

causadas pelo consumo de frutas e vegetais ser menor quando comparado aos produtos de 

origem animal, as frutas, vegetais frescos, sucos não pasteurizados e frutas minimamente 

processadas têm sido relatados como veículos emergentes de surtos de doenças transmitidas 

por alimentos. Muitos micro-organismos patógenos, parasitas e vírus têm sido isolados de 

frutas e vegetais, com destaque para Listeria monocytogenes, Salmonella Enteritidis e 

Escherichia coli. Essas bactérias estão entre as causas mais frequentes de contaminação 

biológica destes alimentos, principalmente como consequência da manipulação e conservação 

inadequada, além da contaminação cruzada entre produtos crus e processados (BASTOS, 

2006; DI CAGNO et al., 2013). 
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Atualmente, considerável parcela da população tem buscado substituir o consumo de 

compostos sintéticos incorporados como conservantes em alimentos por alternativas mais 

naturais, porém com a exigência da manutenção da segurança microbiológica dos alimentos. 

O desenvolvimento e aplicação de antimicrobianos naturais, como os óleos essenciais (OEs) 

com largo espectro de ação, e capaz de promover a conservação da qualidade e segurança do 

produto por longo período, atrelado à manutenção da sua qualidade sensorial, tem sido de 

interesse para a indústria alimentícia (AZEREDO et al., 2011; SIVAKUMA.; BAUTISTA-

BAÑOS, 2014). 

Os OEs possuem diversas aplicações principalmente na saúde, agricultura, cosméticos 

e na alimentação. Pesquisadores de todo o mundo têm caracterizado uma gama de 

propriedades biológicas dos OEs que incluem: antimicrobiana, antiviral, antimutagênica, 

anticâncer, antioxidante, anti-inflamatória, imunomoduladora e atividade anti-protozoários. 

Os OEs possuem baixa toxicidade em mamíferos e são facilmente biodegradáveis (BAKKALI 

et al., 2008; RAUT; KARUPPAYIL, 2014).  Dentre os OEs, àquele obtido da espécie vegetal 

Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf., popularmente conhecida como capim-limão, tem sido 

considerado uma substância alternativa para uso em sistemas de conservação de alimentos 

(OWAMAH; ALFA; DAHUNSI, 2014). O OE de C. citratus (OECC) possui largo espectro 

de atividade antibacteriana em relação a bactérias Gram positivas e Gram negativas, e vem 

sendo estudado em diversas aéreas (SHANKAR; KARUPPAYIL, 2014). Sua propriedade 

antibacteriana tem sido atribuída principalmente à presença de constituintes majoritários 

como citral, geraniol e mirceno (MIRGHANI; LIYANA; PARVEEN, 2012).      

O estudo da aplicação de OEs e seus constituintes individuais como antimicrobianos 

em sucos de frutas é importante, já que, o Brasil é um dos grandes produtores mundiais de 

frutas e de seus produtos derivados. Além disso, há um aumento na demanda por produtos 

alimentícios que apresentem baixos níveis ou ausência de conservantes sintéticos, mas que 

apresentem segurança microbiológica. A aplicação isolada ou associada desses compostos ou 

técnicas de conservação como alternativas que alterem o mínimo possível a condição natural 

desses produtos têm crescido. Para tanto, um maior interesse no estudo e aplicação desses 

OEs é oportuno. Considerando estes aspectos, o presente estudo teve como objetivo avaliar o 

efeito inibitório do óleo essencial de C. citratus frente a bactérias contaminantes de sucos de 

frutas (E. coli, L. monocytogenes e S. Enteritidis), quando ensaiadas em inóculo misto, 

utilizando suco de abacaxi como matriz de cultivo. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 FRUTICULTUTA: ASPECTOS GERAIS E CARACTERÍSTICAS DO 

ABACAXIZEIRO 
 

2.1.1 Aspectos gerais 

 

A OMS (Organização Mundial de saúde) e a FAO (Organização de Alimentação e 

Agricultura das Nações Unidas) no ano de 2013, recomendam um consumo mínimo de 400 g 

de frutas e verduras por dia, excluindo tubérculos ricos em amido. Essa determinação faz-se 

necessária para a prevenção de doenças crônicas, como doenças cardíacas, câncer, diabetes e 

obesidade, bem como para a prevenção e correção de várias deficiências de micronutrientes. 

A produção de frutos e produtos hortícolas tem apresentado um notável crescimento 

em todo o mundo. Essa produção tem crescido a uma taxa anual de cerca de três por cento na 

última década. Em 2011, quase 640 milhões de toneladas de frutas e mais de 1 bilhão de 

toneladas de vegetais foram  produzidos mundialmente. A produção de produtos hortícolas 

gera altos retornos econômicos por unidade de terra, oferecendo perspectivas promissoras de 

renda, especialmente para pequenos agricultores e em áreas onde a disponibilidade de terra 

para cultivo é escassa (FAO, 2013).  

Os três maiores produtores mundiais de frutas são China, Índia e Brasil, como 

demonstrado na tabela 1, sendo eles responsáveis por 43,6% da produção total mundial e 

tendo suas produções destinadas, principalmente, aos mercados internos. A presença das 

frutas brasileiras no mercado internacional é ainda modesta (menos de 2% do volume total), 

de modo que esforços contínuos de entidades públicas e privadas na divulgação da fruticultura 

nacional se fazem necessários. Apesar de apresentar-se classificado entre os três maiores 

produtores mundiais, o Brasil, encontrava-se em 2008, na 15ª posição no ranking dos 

exportadores mundiais de frutas. Do total de frutas produzidas no país, 47% foram 

consumidos in natura e 53% foram destinados para o processamento. Dentre os 47% das 

frutas frescas, apenas 2% foram exportadas, e do total processado, 29% destinaram-se à 

exportação (SANTOS et al., 2008; DERAL, 2012). 

As frutas que mais contribuem no volume da produção brasileira são laranja, banana, 

abacaxi, melancia e mamão, que totalizam aproximadamente 30 milhões de toneladas. A área 

plantada com furtas no país é de aproximadamente 1,9 milhão de hectares. A fruticultura no 

Brasil participa diretamente na economia através do valor das exportações e mercado interno. 
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Essa atividade agrícola destaca-se por seu caráter econômico-social, pois está presente em 

todos os estado brasileiros, gerando 5,6 milhões de empregos diretos e equivalendo a 27% do 

total da mão de obra agrícola do país. A atividade frutícola possui um considerável efeito 

multiplicador de renda com força suficiente para dinamizar economias locais como alternativa 

para regiões com poucas opções de desenvolvimento (FACHIELLO et al., 2011).  

O consumo de frutas tropicais vem aumentando no mercado interno e internacional, 

devido ao crescente reconhecimento do valor nutritivo e terapêutico destes alimentos. O 

Brasil possui uma grande variedade de espécies de frutas nativas e “exóticas” subexploradas e 

de enorme potencial para a agroindústria. Essas frutas possuem mercado garantido para 

consumidores que colocam ênfase em seu consumo e escolhem  alimentos com a presença de 

nutrientes capazes de prevenir doenças degenerativas. Além disso, há o potencial dessas 

frutas, e dos subprodutos gerados durante o seu processamento, para o isolamento de 

fotoquímicos específicos para a aplicação em suplementos nutracêuticos, aditivos alimentares 

e novos produtos voltados para alimentação. Tal perspectiva contribui também para a 

valorização de resíduos gerados no processo agro-industrial com grande impacto econômico e 

ambiental (SILVA et al., 2014). 

 

Tabela 1- Principais países produtores de frutas (dados de produção no ano de 2010). 

PAÍSES ÁREA (hectares) Produção (toneladas) Produção (%) 

China 13299,094 190161,340 26,1 

India   6948,950                            86038,600 11,8 

Brasil                                    2548,730                   41522,181 5,7 

Estados Unidos                       1235,325                                 28250,377 3,9 

Turquia                                                           1337,623     19240,404 2,6 

Itália                                          1317,653     18052,136 2,5 

Irã                                                    1293,834    16910,521 2,3 

Espanha                                                    1609,160        16893,520 2,3 

México                                1277,845     16854,079 2,3 

Filipinas            1163,632    16302,821 2,3 

Demais Países 27762,043 278216,372 38,2 

Total 59793,889 728442,351    100 

 FONTE: FAO, elaboração DEARL, 2012. 

 

A participação das frutas na alimentação da população brasileira correspondia a 24,5% 

(dos itens consumidos) em 2003 de acordo com a Pesquisa de Orçamento Familiar - 

POF/IBGE (2003). Entretanto, pesquisas realizadas pelo Ministério da Saúde em 2010 

revelaram um aumento na presença de frutas e verduras alcançando 30,4% para a população 

com mais de 18 anos. Desse total, 18,9% consumiam diariamente 400g de frutas e verduras.  
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O valor de consumo detectado no ano de 2010 foi 2,6 vezes maior do que o registrado em 

2006 (BUENO; BACCARIN, 2012). 

Dados do IBGE (2010) mostram que a banana prata, laranja pêra, mamão e maçã são 

as frutas mais consumidas no Brasil (NOGUEIRA, 2011). Dentro da produção nacional de 

frutas frescas, os estados das regiões norte e nordeste se destacam. Embora não existam 

estudos sobre os tipos de sucos mais consumidos no Brasil, é notório o consumo dos sucos de 

laranja, laranja com cenoura, abacaxi e abacaxi com hortelã. 

 

2.1.2 Características do abacaxizeiro 
 

O abacaxizeiro, espécie Ananas comosus (L.) Merril, pertence à família Bromeliacea, 

monocotiledônea de clima tropical, originário da Américas, sendo característico de regiões 

tropicais e subtropicais. O fruto tronou-se conhecido por intermédio dos navegantes europeus 

em contato com as tribos das Américas. Ao ser descoberto, os exploradores o denominaram 

“piña” por sua semelhança com a pinha e com os estróbilos do pinheiro. Posteriormente, os 

ingleses acrescentaram a denominação “apple” à palavra “pine” e, então, o fruto passou a ser 

reconhecido em inglês como “pineapple”. A disseminação e a expansão do consumo se deram 

por meio dos navegantes que carregavam o fruto a bordo e durante a viagem abandonavam as 

coroas nos portos e desembarque. Somente a partir do século XVI, é que o abacaxizeiro ficou 

conhecido como uma espécie cultivada (CRESTANI et al., 2010). 

A aparência do fruto é caracterizada pelo tamanho, forma, e ausência de desordens 

mecânicas, fisiológicas e patológicas, tanto interna quanto externamente. Os compostos 

relacionados com a qualidade nutricional do fruto são vitaminas, minerais, açúcares solúveis, , 

fibras insolúveis como hemicelulose e lignina e solúveis como pectina (SILVA et al., 2010). 

O abacaxi apresenta sabor e aroma intenso, utilizado tanto para o consumo “in natura” 

como para industrialização de sucos, pedaços em caldas e geleias. Caracteriza-se como uma 

das frutas cultivadas com maior exigência nutricional, apresentando alta demanda de 

nutrientes em relação às outras espécies frutíferas. O Brasil é o maior produtor mundial de 

abacaxi, sendo que no ano de 2010 foram produzidos aproximadamente 1470 milheiros de 

abacaxis com um rendimento de 24.500 frutos por hectare (KRAUSE et al., 2013).  

  A maior parte dos frutos do abacaxizeiro cultivados no Brasil se destina ao mercado 

interno, na forma de fruta “in natura”. A sua produção está distribuída principalmente nos 

estados do Norte e Nordeste, onde se cultiva a variedade nacional Pérola ou Branco de 

Pernambuco. Esta maior produção se relaciona a uma acidez menos pronunciada do fruto e 
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por ser colhido em regiões quentes durante o ano inteiro, o que repercute em melhor aceitação 

pelo consumidor brasileiro, representando aproximadamente 80% da produção nacional. A 

cultivar Smooth cayenne ou “Hawai” ou “Havaiana” é produzida principalmente nos estados 

de Minas Gerais e São Paulo, sendo preferida no mercado externo em função de suas 

características e da coloração da polpa. O abacaxi, por ser uma fruta não-climatéria, apresenta 

uma influência marcante do seu ponto de colheita sobre o sabor, principalmente nos cultivares 

que apresentam acidez mais pronunciada (BENGOZI et al., 2007; MELENETTI; SAMPAIO; 

RUGGIERO, 2011). 

 

Figura 1- Coloração da polpa dos dois cultivares de abacaxi com maior produção no Brasil. 

 

 FONTE: CEAGESP, 2003.  

 

O abacaxi representa o segmento frutícola de maior importância no Estado da Paraíba, 

Estado classificado como o segundo maior produtor brasileiro, com uma produção de 273,91 

milhões de frutos no ano de 2010. O abacaxi é cultivado em 37 municípios Paraibanos, 

destacando-se como principais produtores os municípios de Santa Rita, Itapororoca, Araçagi e 

Pedras de Fogo. O Estado destaca-se pela qualidade do fruto produzido devido as suas 

condições ambientais favoráveis. No Estado da Paraíba, a cultivar Pérola é a mais plantada, 

apresentado um maior rendimento por hectare (MARTINS et al., 2012). 

Mudanças nos padrões de consumo de alimentos vêm ocorrendo nas últimas décadas, 

e tem-se observado que muitos consumidores estão mais preocupados com a qualidade na 

escolha dos alimentos (BENGOZI et al., 2007). Assim, alguns parâmetros utilizados para a 

avaliação da boa qualidade e estado de maturação do abacaxi são importantes, por ser tratar 

de uma fruta não-climatéria. Um desses parâmetros é a determinação do teor de sólidos 
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solúveis (ºBrix), o qual é medido por meio do uso de aparelho refratômetro, que permite que  

o abacaxi possa ser monitorado de forma prática e com leituras que possam ser realizadas até 

mesmo no campo (SOUTO, 2004). O valor determinado segundo as Normas de Classificação 

do Abacaxi (CEAGESP, 2003) é de ºBrix de 12, no mínimo, para que o fruto seja considerado 

maduro. 

Fatores como pH e acidez também estão associados com o processo de 

amadurecimento do fruto. Os valores de  pH do cultivar Smooth cayenne são menores que 

aqueles encontrados no cultivar Pérola, com valores que variam de 3,5 a 3,8 e de 3,55 a 3,97, 

respectivamente. Os frutos cultivados no verão apresentam  acidez moderada, sendo 

excelentes no sabor e aroma, ao contrário dos cultivares produzidos em épocas ou regiões 

mais frias, os quais  produzem frutos com menores teores de carboidratos e cor e aroma 

inferiores (BENGOZI, 2007). 

 

2.2 SUCOS DE FRUTAS: ASPECTOS GERAIS, MICROBIOTA AUTÓCTONE E 

CONTAMINANTE  

 

2.2.1 Aspectos gerais 

 

 A definição para suco determinada pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

caracteriza o produto “como uma bebida não fermentada, não concentrada e não diluída, 

obtida da fruta madura e sã, ou parte do vegetal de sua origem por processamento tecnológico 

adequado e por tratamento que assegure sua segurança na conservação e apresentação até o 

momento do consumo” (BRASIL, 2009).  

No ano de 2003, o Brasil apresentou um consumo de aproximadamente 2,2 bilhões de 

litros de sucos, nas mais diferentes formas, sendo que desses, 579 mil Litros foram de sucos 

integrais, com destaque para o suco de maracujá. O consumo per capita de sucos integrais no 

Brasil por pessoa no ano de 2006 foi de 4 L, frente a 2 L por pessoa/ano de sucos prontos para 

beber, néctares e drinques. O mercado de frutas e hortaliças processadas tem crescimento em 

todos os países, independente de serem desenvolvidos ou não, já que os consumidores buscam 

cada vez mais produtos prontos por força da comodidade e conveniência (SANTOS et al., 

2008). 

Estima-se que no Brasil ocorram perdas entre 30 a 40% da produção de frutas e 

hortaliças na fase da pós-colheita. Essas perdas são causadas por fatores patogênicos, 

fisiológicos, físicos e por manuseio, transporte e armazenamento incorreto, que aliados aos 
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custos de distribuição e comercialização elevam os preços dos produtos que chegam aos 

consumidores. Mesmo com essas perdas a comercialização de produtos derivados de frutas 

tem aumentado com um crescimento de cinco vezes nos últimos quinze anos. Entretanto, 

mesmo com a abundância na produção de hortifrutigranjeiros e, principalmente, de frutas, não 

há valorização adequada destes produtos, sendo que grande parte da produção é descartada na 

própria lavoura (SANTOS; SILVA, 2010). 

O Nordeste está entre as principais regiões brasileiras produtoras de alimentos 

provenientes da transformação primária de frutas e hortaliças, resultando em matéria-prima 

para a indústria e para a transformação secundária de alimentos prontos para o consumo. A 

produção de hortaliças e frutas para a agroindústria oriunda dessas matérias-primas está 

concentrada nos polos da agricultura irrigada na maioria dos estados nordestinos (CUNHA, 

2009). No mercado brasileiro e mundial há uma tendência apoiada por profissionais da área 

da saúde, de destacarem a importância do consumo de alimentos na melhoria da qualidade de 

vida dos indivíduos, dando destaque ao consumo de sucos e polpas de frutas, principalmente 

de clima tropical (SANTOS, 2008).  

 

2.2.2 Microbiota de frutas e sucos de frutas  

 

A população microbiana de plantas é em grande parte sujeita as condições flutuantes, 

físicas e nutricionais que cada espécie fornece, estabelecendo um nicho único em termos de 

composição química, capacidade de tamponamento, de compostos antagonistas naturais e de 

biota competitiva. Cada espécie abriga sua microbiota dominante e que pode ser influenciada 

por alterações de temperatura e condições adversas (HONG-YANG et al., 2000). 

Frutas e hortaliças são colonizadas por micro-organismos ainda na planta, no campo, 

durante a colheita, bem como podem ser contaminadas durante o transporte, processamento e 

embalagem do produto. As frutas, principalmente àquelas que crescem junto ao solo 

apresentam inevitavelmente uma similaridade de microbiota com o solo onde estão sendo 

cultivadas. A população microbiana de frutas e vegetais crus varia entre 5 a 7 log de unidades 

formadoras de colônia por grama (DI CAGNO et al., 2013). A biota de frutas é dominada 

principalmente por leveduras, leveduras essas que muitas vezes antecipam a colonização por 

seu crescimento rápido, apresentando populações entre 2 a 6 log de unidades formadoras de 

colônia por grama (CHANPRASARTSUK; PRAKITCHAIWATTANA; 

SANGUANDEEKUL et al., 2010 ).  Dependendo do tipo de fruta, espécies pertencentes a 
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gêneros como Cryptococcus, Candida, Saccharomyces, Pichia, Hansenula e Debaromyces 

estão presentes como parte da microbiota dominante (DI CAGNO et al., 2013). 

As bactérias presentes em frutas são geralmente as mesmas carreadas do meio rural, 

caracterizando-se pela presença de Peseudomonas spp, Erwinia herbicola, Enterobacter 

agglomerans, Leuconostoc mesenteriodes e Lactobacillus spp. O gênero Pseudomonas, 

geralmente, é responsável por 50% a 90% da população microbiana em vegetais (BASTOS, 

2006). As bactérias láticas são uma pequena parte da microbiota autóctone de vegetais crus e 

frutas (com contagens entre 3 a 5 log de unidades formadora de colônia por grama), sendo 

hetero ou homo fermentativas. Algumas espécies já isoladas de frutos foram: Lactobacillus 

plantarum, em  tomates, abóboras, cenouras, pepinos, berinjelas, beterrabas, abacaxi, mamão 

e  ameixa; Lactobacillus rossiae isolado de abacaxi; Leuconostoc mesenteroides em couves, 

cenouras, pimentões, pepinos, berinjelas; e Enterococcus faecalis em feijões, alcaparras e 

melões (DI CAGNO et al., 2009;  DI CAGNO et al., 2012).  As bactérias láticas são as 

bactérias de deterioração primária em sucos frescos não pasteurizados (SILVA et al., 2014). 

Estudo realizado por Di Cagno e colaboradores (2010) para a identificação da 

microbiota autóctone presente no abacaxi (Ananas comosus L.) observou que ao contrário da 

grande diversidade microbiana de frutas tropicais, o abacaxi caracteriza-se como um ambiente 

seletivo, visto que apenas uma espécie de levedura se desenvolve (Pichia guilliermondii) e 

duas espécies de bactérias ácido-láticas (L. plantarum e Lactobacillus rossiae).  

A maioria dos sucos são bebidas ácidas (pH 3 - 4), com alto teor de açúcares (11 - 15 ° 

Brix). Entretanto, sucos com valores de pH próximos da neutralidade podem oferecer maiores 

riscos de contaminação por patógenos. Durante o processamento de produtos frescos e 

cortados há aumento do risco de contaminação e crescimento da população bacteriana devido 

a quebra da barreira exterior natural do alimento. A liberação de fluidos celulares de plantas e 

frutos, quando esses são picados ou ralados, fornece um meio nutritivo em que os patógenos, 

se presentes, podem sobreviver ou crescer. Assim, o processamento de produtos frescos sem 

procedimentos de saneamento adequados no ambiente aumenta o potencial de contaminação 

por patógenos (BASTOS, 2006). Além disso, o grau de manipulação e de mistura do produto 

em um grande número de operações gera oportunidades de contaminação. O potencial do 

patógeno em sobreviver ou crescer é aumentado pela alta umidade e teor de nutrientes em 

frutas e hortaliças processadas (FDA, 2008). 

O crescimento de micro-organismos patogênicos e bactérias é uma ocorrência comum 

em suco fresco ou não pasteurizado. A pasteurização é identificada como uma eficaz 

desinfecção tecnológica para prolongar a vida de prateleira dos produtos. No entanto, o 
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processo térmico pode prejudicar atributos nutricionais e alterar a qualidade sensorial do 

produto (SHAMSUDIN et al., 2013). Irregularidades na origem da matéria-prima e no 

binômio tempo temperatura possibilitam o crescimento bacteriano.  

De acordo com a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), e como consta 

na resolução n°12/2001, as DTAs são causadas pela ingestão de alimento contaminado por 

agente infeccioso específico, ou pelas toxinas produzidas por ele (BRASIL, 2001). A 

contaminação desses alimentos ocorre principalmente durante o cultivo, colheita, 

manipulação, processamento, distribuição e armazenamento (FIORI; OLIVEIRA, 2013). 

O CDC (Center for Disease Control and Prevention - EUA) identificou uma série de 

micro-organismos associados às DTAs , os quais são de destaque devido a sua gravidade ou 

pela prevalência da doença que causam. Os patógenos associados ao consumo de frutas e 

vegetais frescos incluem C. cayetanensis, E coli O157: H7, vírus da hepatite A, L. 

monocytogenes, Norovirus, Salmonella spp. e Shigella spp. Apesar dos riscos de 

contaminação bacteriana aparentemente mínima em sucos de frutas, devido à sua alta 

concentração de ácidos orgânicos, a contaminação de sucos de frutas tem causado inúmeros 

surtos de doenças de origem alimentar. E. coli O157: H7, Salmonella spp. e L. monocytogenes 

podem desenvolver adaptações que lhes permitam sobreviver em ambientes ácidos, 

características presentes na maioria dos sucos de frutas (KIM; CHO, 2010). 

L. monocytogenes é um bacilo Gram-positivo, não formador de esporo, anaeróbio 

facultativo. É móvel devido a flagelos peretríquios, apresentando movimento característico de 

tombamento, que auxilia em sua identificação. Apresenta reação positiva para catalase e 

negativa para oxidase. A L. monocytogenes apresenta crescimento na faixa de 2,5°C a 44°C, 

embora existam  relatos de crescimento a 0°C, além de suportar reptidos congelamentos e 

descongelamentos. (FRANCO; LANDGRAF, 2008).  Sua natureza, psicrófila, microaerófila e 

sua grande resistência a adversidades diferem esta espécie de muitos patógenos alimentares, 

estando sua emergência diretamente associada às mudanças nos hábitos alimentares dos 

países industrializados, marcadamente pela cadeia do frio (FAI et al., 2011). 

Esta bactéria já foi isolada a partir de muitas amostras ambientais, como solo, esgoto, 

água, vegetação morta, bem como do conteúdo intestinal de animais e aves domésticas (RAY, 

2004). L. monocytogenes é de grande preocupação em saúde pública, pois sua incidência tem  

aumentado em muitos países europeus e estima-se que 99% dos casos de listeriose sejam 

causados pela contaminação por produtos alimentares. Por se amplamente presente em 

ambientes rurais, a contaminação da matéria-prima que é utilizada pela indústria, facilita a 
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transmissão nas instalações de processamento, principalmente pela capacidade da bactéria em 

formar biofilme (DER- VEEN; ABEE, 2010).  

E.coli é uma bactéria Gram-negativa, pertencente à família Enterobacteriacea, não 

formadora de esporo, anaeróbia facultativa e com faixa de crescimento entre 7 a 46°C 

dependendo da cepa. Está dentro da classificação do grupo de coliformes totais, com 

capacidade de fermentação de lactose com produção de gás quando incubadas de 44-45,5°C. 

Em vegetais frescos é o único indicador válido de contaminação fecal, pois os demais micro-

organismos pertencentes a esse grupo são encontrados naturalmente nesse tipo de alimento 

(FRANCO, 2008). 

Existem estirpes variadas de E. coli, sendo algumas designadas patogênicas pela sua 

capacidade de produzir toxinas, enquanto outras devido a infecção que causam quando 

ingeridas em determinados números. Ainda, genes de resistência a antibióticos têm sido 

detectados em cepas de E.coli (DOYLE; BEUCHAT; MONTVILLE, 2001). Algumas 

estirpes de E. coli podem causar diarréia, enquanto outras podem causar doenças respiratórias, 

infecções do trato urinário e pneumonia. Alguns tipos de E. coli são capazes de produzir uma 

toxina denominada Shiga. As bactérias que produzem essa toxina são chamadas "produtora de 

toxina Shiga" ou STEC (Stable Toxin E. coli). A estirpe de STEC mais comumente 

identificado na América do Norte tem sido a E. coli O157: H7 (GASTROENTEROLOGY 

WEEK, 2010). 

E. coli  O157:H7 têm sido rastreada em vários alimentos ácidos, incluindo sucos 

fermentados, bebidas lácteas, maionese, cidra de maçã e salame. Estes produtos têm valores 

de pH entre 3,5 a 4, sendo que o micro-organismo consegue prolongar sua sobrevivência  em 

temperaturas refrigeradas de armazenamento (LU; BRUDT, 2015). 

As salmonelas são pequenos bastonetes Gram-negativos, não-esporulados, sendo 

indistinguíveis da E.coli ao microscópio ou mesmo em ágar nutriente. As salmonelas são 

geralmente incapazes de fermentar lactose, porém glicose e outros monossacarídeos podem 

ser fermentados com produção de gás. Seu pH ótimo de crescimento é perto da neutralidade, 

mas seu crescimento já foi registrado em valores de pH de 4,05 com HCL e ácido cítrico. As 

temperaturas extremas de crescimento que já formam relatadas ficaram entre 5,3 e 6,2°C 

(JAY, 2004). 

.Salmonella spp. é encontrada largamente no solo, água, esgoto, animais, humanos, 

equipamentos de processamento e produtos alimentícios. Seu habitat natural é o trato 

intestinal de animais que, em alguns casos, são portadores assintomáticos. Salmonella spp. 
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não é normalmente associada a produtos frescos, mas pode ocorrer nestes substratos em razão 

da contaminação por meio de estercos animais ou pessoas infectadas (BASTOS, 2006). 

Os produtos agrícolas não processados, como hortaliças e frutas, e os alimentos de 

origem animal, como carnes cruas, leite e ovos, são veículos frequentes de Salmonella spp. A 

contaminação de origem fecal é geralmente a fonte de contaminação para os produtos 

agrícolas, pela exposição à água contaminada (BRASIL, 2011). A maioria das frutas e 

hortaliças em seu estado natural é susceptível à esporulação de micro-organismos a uma taxa 

que depende de vários fatores, intrínsecos e extrínsecos. Tais produtos se enquadram no grupo 

de alimentos ácidos (4,0 > pH < 4,5) ou alimentos muito ácidos ( pH<4,0), restringindo o 

crescimento de patogênicos, porém a presença de S. typhimurim já foi relatada em surtos de 

sucos de maçã - com pH igual ou superior a 3,7 (BASTOS, 2006). 

Algumas frutas apresentam em sua superfície características que proporcionam uma 

maior adesão e colonização de bactérias. As frutas de superfície rugosa, que são referidas 

como redes facilitam esse processo. Como exemplo, pode-se citar melões rendilhados, 

laranjas, mangas, entre outros (FRANK, 2001). A relação da carga superficial da célula e a 

hidrofobicidade na força de adesão de Salmonella spp. na superfície do melão Cantaloupe já 

foi estudada. Os resultados desse estudo revelaram que Salmonella spp. destaca-se como 

microrganismo possuidor de elevada força de adesão, seguida por E. coli e Listeria spp. 

(UKUKU; SAPERS, 2001). 

Todas as espécies de Salmonella. spp. são patógenas ao homem. Nos Estados Unidos e 

na Europa, esta bactéria é considerada um grave problema de saúde pública, demandando não 

apenas a implantação de uma rede de notificação e informação sobre o patógeno, mas também 

recentes esforços para inclusão dos países da América Latina nestas ações de controle, 

incluindo a adoção de modificações de seus códigos sanitários (FAI et al., 2011). 

 

2.3 ÓLEOS ESSENCIAIS: OCORRÊNCIA E ASPECTOS QUÍMICOS DE SEUS 

CONSTITUINTES 

 

Agentes antimicrobianos derivados de plantas, como os OEs, são reconhecidos há 

séculos para aplicação na preservação de alimentos. Algumas especiarias como cravo, canela, 

mostarda, alho e gengibre são utilizadas como alternativas para a saúde na Índia. No extremo 

Oriente, a presença e a importância dos OEs podem ser historicamente comprovadas a cerca 

de dois mil anos (TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010). 
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As plantas produzem uma diversidade de compostos que são metabolizados 

naturalmente ou em resposta a alguma invasão microbiana ou mesmo injúria física. Os óleos 

essenciais de plantas são líquidos aromáticos extraídos de diversas partes de plantas como 

raízes, cascas, folhas, sementes e frutas e que possuem atividade antimicrobiana conhecida. A 

composição do óleo pode variar de acordo com a época do ano da colheita e do método 

utilizado para a extração. As propriedades de diversos OEs já foram demonstradas não apenas 

como agente antimicrobiano, mas também como antiparasitário, antifúngico, antiviral e com 

atividade antioxidante (HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012).  

Os óleos essenciais são compostos lipofílicos e altamente voláteis, formados por 

metabólitos secundários de plantas, que atingem peso molecular de 300 Kda, e que podem ser 

fisicamente separadas dos outros componentes da planta ou do seu tecido membranoso. Tal 

como definido pela Organização Internacional de Normalização (ISO), o termo "óleo 

essencial” é reservado a um produto obtido a partir de matéria-prima vegetal, quer por 

destilação com água ou vapor, ou a partir do epicarpo de frutas cítricas por um processo 

mecânico, ou por destilação seca, isto é, apenas por meios físicos. Por conseguinte, a maioria 

dos OEs disponíveis no mercado são obtidos por meio de processo de hidro-destilação 

(TUREK, STINTZING, 2013).  

Os OEs são misturas naturais complexas que podem conter de 20 a 60 compostos em 

distintas concentrações, sendo caracterizados por dois ou três constituintes majoritários, que 

podem atingir até 70% da massa total do OE (ISMAN; WILSON; BRADBURY, 2008). 

Grupos distintos em sua origem biossintética dão origem aos OEs, sendo um deles formado 

pelos terpenos e terpenoides e o outro pelos constituintes aromáticos e alifáticos, todos 

caracterizados pelo baixo peso molecular. Os terpenos são hidrocarbonetos formados pela 

combinação de muitas unidades de isoprenos. São formados através da via do melavonato a 

partir do acetil- CoA, e possuem um esqueleto de hidrocarboneto que pode se rearranjar 

através de ciclases, assumindo a forma cíclica ou bicíclica. Os principais terpenos são os 

monoterpenos e os sesquiterpenos, como ilustrado na figura 2. Estes últimos são formados a 

partir da montagem de três unidades de isopreno (C15). A extensão da cadeia aumenta e o 

número de ciclizações também, o que permite uma grande variedade de estruturas. A função e 

a conformação química dos sesquiterpenos são muito semelhantes a dos monoterpenos 

(BAKKALI et al.; 2008; TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010). 

Os terpenoides são terpenos que sofrem modificações bioquímicas através da atuação 

de enzimas com adição de átomos de oxigênio e remoção ou mudanças de grupos metil. Estes 

compostos podem ser divididos em alcoóis, ésters, aldeídos, cetonas e fenóis. A atividade 
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antimicrobiana dos terpenoides está ligada ao grupo funcional que apresentam em sua 

molécula. Alguns exemplos de terpenoides são: carvacrol, eugenol, geraniol e mentol 

ilustrados na figura 2 (ARFA et al., 2006; HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012). 

A resistência oxidativa de um OE pode ser expressa como o período de tempo 

necessário para se atingir o ponto crítico de oxidação, quando ocorre uma alteração súbita no 

processo oxidativo e/ou  a presença de alteração sensorial e em sua cor. A degradação dos 

OEs depende de vários fatores químicos e edáficos que irão influenciar a possibilidade do 

produto sofrer oxidação, bem como o curso dessa reação. Fatores externos tais como 

temperatura, luz, acessibilidade ao oxigênio atmosférico precisam ser considerados. A 

composição do OE e a presença de impurezas podem alterar sua estabilidade. A presença de 

luz, ultravioleta ou luz visível podem acelerar esses processos de auto-oxidação, 

desencadeando a perda de hidrogênio com subsequente formação de radicais alquilo (CHOE; 

MIN, 2006; TUREK; STINTZING, 2013). 

 

Figura 2- Estrutura química de alguns compostos presentes em óleos essenciais. 

 

 

FONTE:  Adaptado de BAKKALI et al.; 2008. 
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Figura 3- Estrutura química de alguns compostos de óleos essenciais 

 

FONTE: Adaptado de BAKKALI et al.; 2008 

 

Os compostos presentes nos OEs acumulam-se na bicamada lipídica das bactérias, 

causando uma desestruturação e ruptura da estrutura e alteração das suas funções. A atividade 

antimicrobiana dos OEs pode ser atribuída a sua característica lipofílica, que age de forma a 

perturbar a membrana plasmática microbiana, fazendo com que perca sua impermeabilidade a 

prótons e íons maiores. Quando há essa perturbação sobre a integridade da membrana, se 

estabelece uma disfunção, não só da barreira, mas também da sua atuação como matriz para 

enzimas e como um transdutor de energia (LIOLIOS et al., 2009).  

Vários OEs e constituintes majoritários frente às diversas cepas microbianas 

apresentaram mecanismos distintos, dentre esses mecanismos os já conhecidos são: inibição 

enzimática com redução da atuação de enzimas, como lipase, protease e coagulase; distúrbio 

de membrana com inibição da atividade da ATPase; fluidificação da porção lipídica da 

membrana e diminuição da força motriz da bomba de prótons, bloqueio da bomba de efluxo, 

aumento da permeabilidade da membrana com inibição de determinados mecanismo 

relacionados à respiração celular e redução da síntese de fatores de virulência 

(LANGEVRLED; VELDHUIZEN; BURT, 2014). 
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De forma geral, os estudos têm demonstrado que os OEs são menos ativos frente à 

bactérias Gram-negativas quando comparada as Gram-positivas. A membrana externa das 

bactérias Gram-negativas possui lipolissacarídeos hidrofílicos (LPS), os quais criam uma 

barreira para macromoléculas e componentes hidrofóbicos, como os presentes no OEs 

(TROMBETTA et al., 2005) 

 

2.4  Cymbopogan citratus D.C. (Stapf.) 

 

A espécie vegetal C. citratus D.C. (Stapf.) (C. citratus) é conhecida vulgarmente por 

inúmeros nomes, tais como capim-limão, capim-santo, capim-cheiroso, capim-cidreira, 

capim-cidrão e citronela-de-java. Internacionalmente, a planta é conhecida sobre a 

denominação vulgar de lemongrass. C. citratus pertence à família Gramineae - subfamília 

Panicoidea, sendo uma planta aromática já cultivada para a produção comercial de OE. C. 

citratus possui um odor de limão e é empregada na indústria farmacêutica como matéria 

prima para a síntese de muitos compostos, inclusive de vitamina A (GUIMARÃES et al., 

2008).  

A planta apresenta-se como uma grama alta, perene, amplamente cultivada nos 

trópicos e subtrópicos. Apresenta duas espécies distintas C. flexuosus (D.C) e C. citratus 

(D.C). Essa última tem sido cultivada ao longo dos anos para fins medicinais em diferentes 

países por todo o mundo. C. citratus é utilizada na medicina popular no tratamento de tosse, 

malária, distúrbios vasculares, neurológicos, gastrointestinais, estados febris e pneumonia 

(KHAN; AHMAD, 2012).  Pesquisas já demonstraram seu efeito antidepressivo, antioxidante, 

anti-séptico, repelente de insetos e adstringente, bem como atividade inibitória frente a uma 

variedade de micro-organismos que compreendem bactérias Gram positivas, Gram negativas 

e fungos (SHIGEHARU; TOSHIO; HIDEYO, 2001; NGUEFACK; BUDDE; JAKOBSEN, 

2004; NAIK et al., 2010).  

C. citratus é uma das plantas mais utilizadas na medicina popular brasileira, e de 

maneira usual por meio da ingestão de infusão de suas folhas frescas (KHAN; AHMAD, 

2012). O citral, frequentemente detectado como constituinte majoritário do OE de C. citratus, 

é citado como responsável pelas atividades bioativas atribuídas ao produto. O citral é 

constituído pela mistura de dois isômeros acíclicos de monoterpenos aldeídos, o geranial e o 

neral. O mirceno, outro constituinte presente em quantidades significativas o OE de C. 

citratus, caracteriza-se como um monoterpeno acíclico (CARLSON; MACHADO, 2001; 

MIRGHANI; LIYANA; PARVEEN, 2012).  
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O uso inadequado e de forma aleatória dos OEs pode implicar em riscos à saúde 

humana devido à possível ocorrência de mutações, efeitos cancerígenos e danos genéticos, os 

quais irão poderão ocorrem em maio ou menor magnitude de acordo com o tipo de OE e a 

quantidade utilizada (SOUSA; SILVA; VICCINI, 2010). O uso cada vez mais abrangente dos 

OEs exige uma avaliação de segurança, sendo essa questão cada vez mais complexa, pois a 

utilização dos OEs ainda não possui regulamentação em diversos países (SINHA et al., 2014). 

Os constituintes formadores dos OEs são geralmente reconhecidos como sendo não-

tóxicos, rapidamente absorvidos, metabolizados pelo fígado e excretados pelos rins. Em 

estudo realizado por Fandohan e colaboradores (2008), o efeito da toxicidade e tolerância 

gástrica em ratos Wistar do OEs de C. citratus, Ocimum gratissimum e Ocimum basilicum foi 

avaliado e apenas doses superiores a 2000 mg/Kg/dia apresentaram efeitos tóxicos nos 

animais.   

 Estudo realizado por Guerra et al. (2000) detectou que camundongos tratados com 

extrato fluido de C. citratus (30% e 60%) apresentaram sinais de hepatotoxicidade e 

nefrotoxicidade (30% e 80% dos animais tratados, respectivamente). Outro estudo com 

extrato aquoso de C. citratus (5; 10; 20 e 30 mg/mL) detectou citogenotoxicidade em células 

vegetais, com indução de alterações cromossômicas em raízes quando o vegetal (Lactuca 

sativa L) foi tratado com as concentrações mais elevadas do extrato (Sousa et al., 2010). 

A geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) pode levar a apoptose celular por 

alteração da capacidade redox intracelular. Assim, estudo realizado por Sinha (2014) 

avaliando três tipos de OEs determinou o grau de geração de ROS induzido por cada OE 

testado. O OE de C. citratus apresentou maior capacidade de geração de ROS quando 

comparado ao OE de palmarosa (Cymbopogon martinii (Roxb)) e citronela (Cymbopogon 

wintrianus). Achados desse estudo vão ao encontro do que já é determinado em relação a 

substâncias antioxidantes (como os OEs) que podem atuar como pró-oxidantes dependendo da 

concentração e da natureza das moléculas vizinhas (VILLANUEVA; KROSS, 2012). 

Antioxidantes bem conhecidos, tais como a vitamina C, α-tocoferol, carotenoides, flavonoides 

e fenóis já foram também relatados como pró–oxidantes em altas concentrações (DUARTE; 

LUNEC, 2005). 

Os OEs de palmarosa, citronela, C. citratus, além dos constituintes citral e geraniol, já 

são classificados como GRAS (Geralmente Reconhecido como Seguro), pelo FDA. O OE de 

C.citratus tem sido utilizado em concentrações de 5 a 40 ppm na confecção de aromas em 

bebidas alcoólicas e não alcoólicas, chicletes, produtos de laticínios e produtos cárneos 

assados (Council of Europe, 2000). 
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2.5 ÓLEOS ESSENCIAIS E SUA APLICAÇÃO EM ALIMENTOS 

 

A combinação de propriedades antimicrobianas e os aromas e sabores dos OEs que  

podem ser utilizados em alimentos tem levado à investigação sobre o seu uso como potenciais 

conservantes alimentares (FISHER; PHILLIPS, 2008; BANSODE; CHAVAN, 2012; 

MOSQUEDA-MELGAR.; RAYBAUDI-MASSILIA; MARTÍN-BELLOSO, 2012; LU.;  

BREIDT; DIAZ, 2013 ). Os antimicrobianos comumente encontrados na fração de OE das 

plantas já são bem estabelecidos, os quais apresentam um amplo espectro de atividade 

antimicrobiana com potencial para o controle de bactérias patogênicas e de deterioração nos 

sistemas alimentares (GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2009). 

Nas últimas décadas diversos estudos com foco na avaliação da atividade 

antimicrobiana dos OEs foram realizados, embora a sua grande maioria com o uso de meios 

sintéticos como matriz para desafio dos micro-organismos (SALDANHA; AVANCINI; 

WIEST, 2000; SOUZA et al, 2006;PEREIRA et al, 2008). No entanto, atualmente a utilização 

de matrizes alimentares tem sido preferida para uso nestes ensaios, uma vez que podem ajudar 

a aperfeiçoar a aplicação dessas substâncias em alimentos. A utilização de matrizes 

alimentares, em ensaios com antimicrobianos, reflete a disponibilidade de nutrientes e a 

composição do produto (CARRAMINÃNA et al., 2008). Em geral, a eficácia de muitos 

agentes antimicrobianos quando adicionados à matriz alimentar é reduzida, devido à 

composição química particular do substrato de crescimento (alimento) (GUTIERREZ; 

BARRY-RYAN, 2008). De modo geral, a sensibilidade das bactérias para o efeito 

antimicrobiano de OEs parece aumentar com a diminuição do pH no alimento e com a 

quantidade de oxigênio no interior da embalagem do produto. Em um valor de pH baixo, a 

hidrofobicidade dos OEs aumenta permitindo uma atuação mais eficaz  nos lipídeos da 

membrana celular das bactérias alvo (BURT, 2004). 

A presença de uma maior quantidade de lipídeo no alimento parece prejudicar a ação 

antimicrobiana dos OEs, em decorrência das características hidrofóbicas semelhantes, 

ocorrendo uma menor disponibilidade dos compostos terpênicos dos OEs para atuação sobre 

as células microbianas (que se mantém principalmente nas porções mais hidrofílicas do 

alimento) (TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010). As proteínas presentes nos alimentos 

facilitam o crescimento microbiano em decorrência da disponibilização de nitrogênio, porém 

há controvérsias em relação a seu efeito sobre a eficácia antimicrobiana dos OEs. Alguns 

estudos relatam a elevada capacidade de ligação das proteínas a compostos voláteis 
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aromáticos, dificultando a sua volatilização da matriz, o que, assim, poderia melhora a 

atuação dos OEs nos alimentos (BARANAUKIEN, et al., 2008). Porém, outro estudo 

demonstrou que as proteínas do leite podem atuar como fatores limitantes da eficácia 

antimicrobiana dos OEs (DEVLIEGHERE et al., 2004). Relacionou-se esse efeito negativo 

sobre as propriedades antimicrobianas de OEs em decorrência da capacidade das proteínas do 

leite em se complexar com compostos fenólicos presentes em OEs, tornando-os indisponíveis 

para atuar sobre as bactérias-alvo (DEVLIEGHERE et al., 2004).  

A presença de hidratos de carbono, e o seu aumento em 2,3% em extrato de tomate, 

causou aumento da eficácia antimicrobiana do OE de tomilho (Thymus vulgaris L) e orégano 

(Origanum vulgare L) (GUTIERREZ et al., 2009). Porém, Gutierrez et al. (2008) 

demonstraram impacto negativo da presença de amido (5% a 10%) na matriz alimentar frente 

a atividade antimicrobiana do OE de orégano e tomilho. Assim, o tipo de carboidrato parece 

ser mais determinante no estabelecimento de influência sobre a atividade antimicrobiana de 

OEs. 

 A aplicação de OEs em alimentos requer um conhecimento das propriedades de cada 

OE testado, da sua concentração Inibitória Mínima (CIM) frente uma variedade de micro-

organismos alvo, do modo de ação e do efeito sobre os componentes da matriz alimentar 

(HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012). As concentrações necessárias para que os OEs 

possam exercer sua atividade antimicrobiana em alimentos é, geralmente, mais elevada, 

quando comparada aos meios laboratoriais, o que pode causar um impacto negativo na 

aceitação do alimento por parte dos consumidores (BURT, 2004). Estudos em cada matriz 

alimentar e sua interação com o OE estudado devem ser realizados, visto que podem ocorrer 

interações do OE com diversos compostos presentes no alimento, vindo a alterar a sua 

composição e aceitabilidade (TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010). 

 Estudos recentes avaliando o efeito de diferentes OEs em distintas matrizes 

alimentares têm sido realizados com o propósito de se estabelecer concentrações que não 

causem modificações sensoriais significativas no alimento e que, em paralelo, sejam capazes 

de estabelecer a atividade antimicrobiana desejada. Espina e colaboradores (2014) avaliaram a 

aceitação de diferentes OEs em suco de tomate, sopa de vegetais e hambúrguer de frango e 

encontraram boa aceitação em alguns quesitos de acordo com o alimento e o tipo de OE 

utilizado. Neste estudo, o OE de alecrim (Rosmarinus officinalis Officinalis), foi mais bem 

aceito em hambúrguer de frango, enquanto o OE de limão foi o melhor aceito em suco de 

tomate. Tomando como base estes aspectos, percebe-se a importância de estudos particulares 
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para cada combinação de OE e alimento de interesse com vistas ao alcance de uma inserção 

segura e com potencial de uso e aceitação pelos consumidores.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Microbiologia e Bioquímica de 

Alimentos e no Laboratório de Bromatologia do Departamento de Nutrição, Centro de 

Ciências da Saúde, Universidade Federal da Paraíba (UFPB) e também no IPrFArM- Instituto 

de Pesquisas em Fármacos e Medicamentos/ NUCAAL- Núcleo de Caracterização e Análises 

- UFPB, todos localizados no Campus I – João Pessoa - PB. 

  

 3.2 ÓLEO ESSENCIAL DE C. citratus  

 

O OECC (Lote 0061) foi obtido da empresa Laszlo Aromoterapia Ltda (Belo 

Horizonte - Minas Gerais – Brasil), o qual extrai o produto por  meio de hidrodestilação em 

escala industrial. O óleo essencial utilizado no estudo atendeu a todas as especificações 

exigidas concernentes a seu controle de qualidade (aparência, cor, impurezas, odor, densidade 

– 20°C, índice de refração – 20°C) conforme boletim técnico emitido pelo fornecedor.  

 

3.3 MICRO-ORGANISMOS TESTE E INÓCULO MICROBIANO 
 

As cepas utilizadas como micro-organismos teste foram Listeria monocytogenes 

(ATCC 7644), Escherichi coli (UFPEDA 224) e Salmonella enterica Serova Enteritidis 

(UFPE 414). As culturas destes microrganismos foram obtidas da coleção de Microrganismos 

do Departamento de Antibióticos, Centro de Ciências Biológicas, Universidade Federal de 

Pernambuco (Pernambuco - Recife - Brasil). As culturas estoque foram mantidas em 

criotubos contendo caldo BHI adicionado de glicerol (15%) à temperatura de – 20 °C 

A padronização do inóculo bacteriano foi realizada de acordo com os procedimentos 

descritos por Wiegand, Hilpert e Hancock (2008). Para tanto, as cepas bacterianas foram 

inicialmente cultivadas em placas contendo ágar infusão de cérebro e coração BHI (Himedia, 

Índia) e incubadas overnight a 37 °C (18 - 24h). Em seguida, três colônias foram cultivadas 

em 5 mL de caldo BHI e cultivadas overnight à 37 °C com agitação (250 rpm). A massa 

celular obtida foi colhida por centrifugação (4500 g, 15 min, 4 °C), lavada duas vezes em 

caldo solução salina (NaCl 0,85 g/100mL) estéril e re-suspensa em caldo solução salina 

estéril. As suspensões bacterianas obtidas foram submetidas a diluições seriadas (10
-1

 a 10
-8

) 

em solução salina estéril. A densidade óptica a 620 nm (DO620) da cultura bacteriana em 

cada diluição foi determinada em espectrofotômetro. Para a determinação do número de 
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unidades formadoras de colônias (UFC) de cada diluição, um volume de 0,1 mL da suspensão 

bacteriana foi inoculado na superfície de placas de Petri contendo BHI, e espalhado com 

auxílio de alça Drigalsky estéril. Posteriormente, as placas foram incubadas a 37 ºC por 24 

horas, e, em seguida, a contagem do número de células viáveis foi determinada (UFC/mL). 

Com o número de colônias obtido, sendo corrigido pela respectiva diluição, foi determinado o 

número de células contidas no tubo onde foi encontrado valor de DO620 de 0,08 a 0,13, que 

correspondeu a aproximadamente 8 log UFC/mL.  

Para os ensaios de determinação da concentração inibitória mínima do OECC, a 

suspensão bacteriana obtida foi diluída (1:10)  em solução salina estéril para obtenção de 

inóculo contendo aproximadamente 8 log  UFC/mL. O inóculo misto das três cepas ensaiadas 

foi obtido por meio da mistura das suspensões bacterianas obtidas  na proporção de 1:1:1 em 

um tempo máximo de 15 min após a preparação de cada inóculo com uma população 

microbiana final de 7 log UFC/mL.  

 

Figura 4-Esquema da preparação do inóculo misto das cepas bacterianas teste. 

 

 

FONTE: ELABORAÇÃO PRÓPRIA, 2015. 

 

 3.4 MATRIZ ALIMENTAR 

 

O abacaxi (Ananas comosus (L.) Merril), Pérola ou Branco de Pernambuco foi obtido 

na EMPASA (Empresa Paraibana de Abastecimento e Serviços Agrícolas – João Pessoa – 

Paraíba - Brasil) entre os meses de junho a dezembro de 2014. Os abacaxis no estágio de 

maturação comercial, foram selecionados pela a uniformidade de tamanho, forma, aparência e 

ausência de injúrias mecânicas ou infecções visíveis. Para a preparação de suco, os frutos 
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foram primeiro imersos em uma solução de hipoclorito de sódio desinfecção de suprfície (1 

mL / 100 mL, pH 7,2 ajustado com NaOH a 1 M) durante 15 min, lavados com água destilada 

estéril e secos durante 1 h num gabinete de segurança. Assim, os frutos foram descascados, 

picados e misturados com água destilada (1:10 ) usando um liquidificador doméstico. A 

mistura foi filtrada usando uma camada tripla de gaze e esterilizado por meio de autoclave 

(121 ° C, 1,1 atm, durante 15 min). O suco esterilizado foi armazenado em 50-mL de 

alíquotas a -20 ° C, e, quando necessário, uma alíquota era descongelado sob refrigeração (7 ± 

1 ° C) e utilizada para os ensaios subseqüentes (RAYBAUDI-MASSILIA; MOSQUEDA-

MELGAR; MARTÍN-BELLOSO, 2006). 

.  

3.5 PREPARAÇÃO DAS EMULSÕES DO ÓLEO ESSENCIAL DE C. citratus 

 

As emulsões do OEOCC foram preparadas em caldo BHI com concentrações variando 

de 80 a 0,312 μL/mL. Para a solubilização do óleo essencial foi utilizado o tween 80 (0,5% 

v/v, Sigma-Aldrich, EUA. A concentração ensaiada de (0,5%), v / v) de Tween 80 não 

apresentou nenhum efeito inibitório contra os organismos de teste. 

 

3.5.1 Identificação dos constituintes do OECC 

 

Os constituintes do OECC foram identificados por meio da utilização de um 

Cromatógrafo Gasoso acoplado a Espectrômetro de Massas (CGMS-QP2010 Ultra 

Shimadzu). Os compostos foram separados em uma coluna RTX capilar ®-5MS (30m × 0,25 

mm x 0,25 μm). A programação da temperatura do forno do cromatógrafo gasoso foi iniciada 

a 60ºC, seguida de uma rampa de 3ºC/minuto até atingir 240 ºC, concluindo em tempo de 

corrida equivalente à 60 minutos. A temperatura do injetor foi mantida a 250 ºC e o gás hélio 

utilizado como gás de arraste a uma vazão constante de 0,99 mL/minuto. O espectrômetro de 

massa foi operado por impacto de elétrons com uma temperatura da fonte de 200 ºC, e com 

energia de ionização de 70V, variação de scan de m/z 40 a m/z 500.  

Para a identificação dos compostos foi utilizado o banco de espectros da própria 

biblioteca do GC/MS, NIST/EPA/NIH Mass SpectralDatabase (Versão 1.7). A quantificação 

dos voláteis foi obtida através da normalização das áreas dos voláteis e expressos em 

percentual de área (%).  
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 3. 6 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (CIM) DO OECC 

 

Os valores da CIM do OECC foram determinados por meio do método de 

microdiluição em caldo em microplaca de acordo com a padronização do Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI) com modificação (WIEGAND; HILPERT; 

HANCOCK, 2008). Inicialmente, um volume de 50 µL do inóculo bacteriano 

(aproximadamente 7 log 
 
UFC/mL) foi adicionado a cada poço da microplaca contendo 50 µL 

de caldo BHI adicionado de diferentes concentrações do OECC (40 a 0,312 μL/mL; contagem 

final de células viáveis de aproximadamente 6 log UFC/mL). Simultaneamente, foi preparado 

o controle de crescimento (positivo) e de esterilidade (negativo) (Figura 5). As microplacas 

foram envoltas com filme plástico para evitar a desidratação microbiana e garantir que não 

houvesse a volatilização do óleo essencial, seguindo-se por incubação a 37 °C por 24 horas. 

Após o período de incubação, foram adicionados 30 μL de resazurina (0,01%, preparada em 

solução aquosa) (Inlab, Brasil em todos os poços da microplaca, seguindo-se por incubação a 

37 °C por 20 minutos. Após este período foi realizada leitura visual do crescimento 

microbiano. A manutenção da cor azul nos poços foi interpretada como ausência de 

crescimento bacteriano, enquanto o desenvolvimento de cor rosa ou incolor foi interpretada 

como presença de crescimento bacteriano (PALOMINO et al., 2002). A resazurina (7-hidroxi-

3H-phenoxazin-3-ona10-óxido) é o indicador mais utilizado  para avaliar condições de 

redução de substratos em meios de cultura (FUKUSHIMA; WEIMER; KUNZ, 2003). O 

mecanismo baseia-se na redução da resazurina (cor púrpura) em resarfurina (cor rósea) 

(PALOMINO et al., 2002).  A CIM foi definida como a menor concentração do OECC capaz 

de inibir o crescimento das cepas teste, ou seja, a menor concentração capaz de impedir a 

mudança de cor de azul para rosa. 
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Figura 5- Esquema de organização da microplaca utilizada na determinação da Concentração Inibitória 

Mínima do óleo essencial de C. citratus frente a cepas de L. monocytogenes, E. coli, S. enteritidis. 

 

 

FONTE: Adaptado CARVALHO, 2015. 

 

3.7 EFEITO DO OECC SOBRE A VIABILIDADE BACTERIANA EM SUCO DE 

ABACAXI 

 

O comportamento das cepas bacterianas em inóculo misto foi observado em suco de 

abacaxi adicionado de diferentes concentrações do OECC (CIM, 1/2 CIM, 1/4 CIM e 1/8 

CIM) ao longo de 24 horas de exposição por meio da contagem de células viáveis. 

Inicialmente, 150 µL da suspensão bacteriana (aproximadamente 8 log UFC/mL) foram 

inoculados em suco de fruta, adicionado do OECC nas diferentes concentrações desejadas 

com um volume final de 6000 µL. (contagem final de células viáveis de aproximadamente 6 

log UFC/mL). Os sistemas foram submetidos à incubação estática em temperatura de 

refrigeração (7 °C). Em diferentes intervalos de tempo (0,15, 30, 45 minutos; e 1, 2, 4, 8, 12 e 

24 horas pós-incubação), uma alíquota de 100 µL de cada sistema foi diluída de forma seriada 

em solução salina estéril, sendo que 20 µL de cada diluição inoculados, por meio da técnica 

da microgota, em placas de Petri contendo ágar seletivo, como segue: ágar eosina azul de 

metileno (Himedia, Índia) para E. coli; ágar seletivo para Listeria adicionado de suplemento - 

Listeria II (Himedia, Índia) para L. monocytogenes e ágar Salmonella-Shiguella (Himedia, 

Índia) para S. Enteritidis. Após o período de incubação, realizou-se a contagem do número de 

células viáveis, a qual foi expressa em log de UFC/mL (HERIGSTAD; HAMILTON; 

HEERSINK, 2001). As placas inoculadas com as alíquotas coletadas dos sistemas que 

continham o OECC foram incubadas por um período adicional de 24 h em temperatura 
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adequada de crescimento em relação ao sistema controle. Os resultados foram expressos como 

o tempo de exposição para cada concentração testada de OECC para estabelecer uma redução 

≥ 5-log na contagem de células viáveis iniciais (UFC / mL no tempo zero) de cada cepa 

testada do inóculo misto, com a fórmula, logN0-N , onde N e N0 foram a  contagem inicial e 

a contagem após incubação do suco com o OECC, no tempo determinado a 7 ºC, 

respectivamente. 

A capacidade de detectar baixos números de E. coli, L. monocytogenes e S. Enteritidis 

foi verificada em cada experimento pela adição de solução salina estéril em três amostras de 

suco inoculados com a diluição apropriada de cada uma das cepas testadas para conseguir 

contagens de aproximadamente 10
1
, 10

2
 e 10

3
 UFC / mL. As amostras foram vigorosamente 

misturada durante 30 s, e depois plaqueadas em ágar seletivo, como descrito acima. A amostra 

inoculada com o menor nível de células bacterianas que demonstraram crescimento (detecção 

de UFC) determinaram o limite de detecção do método. O limite de detecção de contagem de 

células viáveis foi de 10
2
 UFC / mL para todas as estirpes de ensaio. 

 

3.8 EFEITO DO OECC SOBRE A MICROBIOTA AUTÓCTONE DE SUCO DE 

ABACAXI 

 

O efeito do OECC em diferentes concentrações (CIM, 1/2 CIM, 1/4 CIM e 1/8 CIM) 

sobre a sobrevivência de alguns grupos de micro-organismos formadores da microbiota 

autóctone do suco de abacaxi foi avaliado em diferentes intervalos ao longo de 72 h de 

exposição. Para isso, inoculados o suco de abacaxi fresco (não submetido a processo de 

esterilização) adicionado do óleo essencial nas diferentes concentrações desejadas com um 

volume final de 6000µL foi preparado. Os sistemas foram submetidos à incubação estática em 

temperatura de refrigeração (7 °C). Em diferentes intervalos de tempo (0, 15, 30, 45 minutos; 

e 1, 2, 4,8, 12, 24, 48 e 72 horas pós-incubação), uma alíquota de 100 µL de cada  sistema foi 

diluída de forma seriada em solução salina estéril, sendo que 20 µL de cada diluição foram 

inoculados, por meio da técnica da microgota, em placas de Petri contendo ágar seletivo para 

cada grupo de micro-organismo monitorado, como segue: ágar eosina azul de metileno 

(Himedia, Índia) para contagem de enterobactérias; ágar Sabouraud Dextrose (Himedia, 

Índia) para contagem de fungos; ágar contagem padrão para contagem de bactérias aeróbias 

mesófilas; e ágar Man-Rogosa Sharpe para contagem de bactérias ácido láticas. Todas as 

placas foram incubadas por 24 a 48 horas a 37 °C. Após o período de incubação, realizou-se a 

contagem do número de células viáveis, a qual foi expressa em log de UFC/mL 
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(HERIGSTAD; HAMILTON; HEERSINK, 2001). As placas inoculadas com as alíquotas 

coletadas dos sistemas que continha o OECC foram incubadas por um período adicional de 24 

h em temperatura adequada de crescimento em relação ao sistema controle.   

Os resultados foram expressos como o tempo de exposição para cada concentração 

testada de OECC para estabelecer uma redução ≥ 5-log na contagem de células viáveis 

iniciais (UFC / mL no tempo zero) de cada cepa testada do inóculo misto, com a fórmula  log 

N0-N , onde N e N0 foram a  contagem inicial e a contagem após incubação do suco com o 

OECC, no tempo determinado a 7 ºC, respectivamente. O limite de detecção do método foi de 

10 
2
UFC/mL para todos os micro-organismos monitorados. 

  

3.9 AVALIAÇÃO DE ASPECTOS FÍSICO- QUÍMICOS DE QUALIDADE DO SUCO DE 

ABACAXI  

 

 Alguns parâmetros de qualidade físico-química de amostras de suco de abacaxi 

adicionadas ou não do OECC (1/2CIM, 1/4CIM) foram mensuradas ao longo do 

armazenamento sob temperatura de refrigeração (7 ºC).  

Os parâmetros físico-químicos avaliados, nos intervalos de 0 (imediatamente após a 

adição do óleo essencial) e 72 horas de armazenamento foram: sólidos solúveis, determinado 

por meio de leitura em refratômetro de bancada, sendo os resultados expressos em º Brix 

(AOAC, 2006); pH, determinado por meio do uso de potenciômetro (pHmetro) digital 

provido de eletrodo de vidro e calibrado com solução tampão pH 7,0 e 4,0 (AOAC, 2006); 

acidez titulável: determinada por meio de titulometria utilizando NaOH 0,1 N na presença de 

fenolftaleína como indicador (AOAC, 2006); açúcares totais: determinado por meio de 

método titulométrico, utilizando solução de Fehling e fenolftaleína como indicador (AOAC, 

2006); e vitamina C: determinada por meio de método oficial titulométrico (AOAC, 2002).   

A avaliação sensorial foi realizada por meio de teste de aceitação com 60 membros 

com idade entre (20-35 anos) pré-selecionados de acordo com hábito de consumo para suco 

de abacaxi. Os painelistas permaneceram em cabines individuais sob condições controladas 

de temperatura e iluminação. Cada participante do painel recebeu três amostras de suco 

(sendo uma não inoculada e não-esterilizada) contendo as diferentes concentrações de CCEO 

testadas (2,5 µL/mL e 1,25 µL / mL). O CCEO foi incorporado em amostras de suco 24 h (e 

mantidas sob armazenamento refrigerado /7 ° C) antes do teste sensorial. As amostras de suco 

sem o OECC foi utilizada como controlo. As diferentes amostras de suco foram servidas em 

30 mL em copos descartáveis, brancos, codificados com números de três dígitos aleatórios. 
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As amostras foram servidas ao mesmo tempo usando um método de ocultação de sequência 

aleatória, e servidas imediatamente após terem sido retiradas do armazenamento sob 

refrigeração. Os painelistas foram convidados a usar bolachas com baixo teor de sal e água 

para limpar o paladar entre as amostras avaliadas. A aceitação da aparência, odor, 

viscosidade, gosto, sabor residual e aceitação global foram avaliados em uma escala hedônica 

de 9 pontos, variando de 1 (desgostei muito) a 9 (gostei muito) (STONE; SIDEL, 1993). O 

trabalho foi submetido e aprovado pelo comitê de ética Nº CAAE 43653415.6.0000.5208. 

  

 3.10 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Todos os ensaios foram realizados em triplicata, em três experimentos independentes 

(repetições), sendo os resultados expressos com médias e desvio padrão dos ensaios. Para os 

ensaios de determinação dos valores de CIM, os resultados foram expressos como valores 

modais, visto que os resultados foram os mesmos em todas as repetições (MCMAHON et al., 

2008). Nos ensaios físico-químicos, a análise estatística foi realizada para determinar as 

diferenças significativas (p <0,05) utilizando ANOVA seguido pelo teste post hoc de Tukey. 

O software Graphpad Prism 6.0 foi utilizado para a execução da análise estatística dos dados.  
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Abstract 

 

In the present study, the efficacy of Cymbopogon citratus D.C. Stapf. essential oil 

(CCEO) to provoke a 5-log ufc/mL (5 log) inactivation in a mix composite of Escherichia 

coli (E. coli), Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) and Salmonella enterica serovar 

Enteritidis (S. Enteritidis) in pineapple (Ananas comosus (L.) Merril) juice (7 °C) was 

assessed. Moreover, the effects of CCEO on the survival of native microflora and the 

physicochemical and sensory quality properties of pineapple juice were assessed. The 

minimum inhibitory concentration (MIC) of CCEO was 5 µL/mL against the composite mix 
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examined. For L. monocytogenes and E. coli inoculated in juice containing CCEO (5, 2.5 and 

1.25 µL/mL), a ≥ 5-log reduction was detected after 15 min of exposure. This same result was 

obtained for S. Enteritidis  incubated alone in pineapple juice containing CCEO at 5 and 2.5 

µL/mL. Overall, S. Enteritidis was the most resistant and L. monocytogenes was the least 

sensitive to CCEO. After 2 h, CCEO (5, 2.5, and 1.25 µL/mL) induced a ≥ 5-log reduction in 

yeasts, molds and mesophilic and lactic acid bacteria, which naturally occur in pineapple 

juice. The physicochemical properties (pH, titratable acidic and soluble solids) of pineapple 

juice containing CCEO (2.5 and 1.25 µL/mL) were maintained. Unsatisfactory changes in 

taste and aftertaste were observed in juices containing CCEO (2.5 and 1.25 µL/mL). These 

results suggest CCEO as a promising antimicrobial compound to ensure the safety of 

pineapple juice, although a negative impact on taste was observed. Therefore, further studies 

are needed to determine the balance between microbial safety and taste acceptability of this 

product. 

 

Keywords: lemongrass, Ananas comosus (L.) Merril, juice, pathogenic bacteria, 

antibacterial effects 

 

1.Introduction 

 

Pineapple (Ananas comosus (L.) Merril) fruits and industrial by-products have a strong 

flavor and intense aroma and are used for fresh consumption and the production of a variety 

of industrial derived products, including juices (Di Cagno et al., 2010; Krause et al., 2013). 

Pineapple fruit is a good source of fibers, vitamins, minerals and phenolic compounds, with 

highlighted antioxidant capacities and potential health benefits (Couto et al., 2011). Because 

pineapple fruits are grown in the ground, it is virtually impossible to prevent microbial 

contamination of the rind of these fruits. Thus, when pineapple fruits with contaminated rinds 
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are cut, different pathogenic and spoiling microorganisms can be transferred to the pulp 

(edible part) and consequently to juice during or after extraction (Mosqueda-Melgar et al., 

2008).  

Pineapple juice could be considered safe from pathogenic bacteria because of intrinsic 

characteristics (low pH and high acidity) that create a hostile environment for bacterial 

survival. However, reports of the incidence, survival and growth of pathogenic bacteria, such 

as E. coli, Salmonella spp. and Listeria monocytogenes, in high-acidic fruits, such as apples, 

oranges, cranberries and lemon juices, have changed the belief that fruit juices are of small 

concern for harboring pathogenic bacteria (Nogueira et al., 2003; Mosqueda-Melgar et al., 

2008; Duan and Zhao, 2009). Moreover, several outbreaks of E. coli and Salmonella 

associated with the consumption of unpasteurized apple and orange juices have been reported 

(Krause et al., 2001; Han and Linton, 2004). Although L. monocytogenes has not often been 

implicated in outbreaks associated with unpasteurized fruit juices (Enache and Chen, 2007), 

this bacterium has previously been isolated from apple and raspberry juices (Flessa et al., 

2005; Sung et al., 2014). Because of the acidity of pineapple juice (pH 3 - 4), similar to apple 

and orange juice, the potential to harbor pathogenic bacteria and cause foodborne illness 

remains a major concern. 

Thus, issues surrounding the safety of unpasteurized fruit juices have been of 

considerable interest to industry and public health. The Food and Drug Administration (FDA) 

proposed a hazard analysis and critical control point (HACCP) regulation that includes a 

performance criterion for juice safety, commonly referred to as the juice HACCP (FDA, 

2001). The standard regulation requires juice processors to achieve a 5-log reduction of target 

microorganism (s) of public health significance when making juice, but this regulation does 

not require a specific method to achieve this inactivation level. Currently, pasteurization 

remains the dominant preservation procedure for eliminating pathogenic and spoiling 
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organisms from juices. However, the heating used in pasteurization can cause a significant 

loss of nutrients (primarily vitamins and minerals), generating undesirable changes in the 

fresh color and taste of juices (Lado and Yousef, 2002; Elez-Martínez et al., 2006). The juice 

industry typically adds chemical preservatives to control bacteria in fruit juices (Espina et al., 

2012); however, consumers are concerned about the potential risks of foods contaminated 

with chemicals and pathogenic microorganisms (Sivakuma and Bautista-Baños, 2014). Thus, 

consumers have demanded safer, fresher and healthier foods with no or few chemical 

preservatives, creating a market demand for natural, non-thermal and feasible technologies for 

ensuring the microbial safety of juices (Kapoor et al., 2009). 

Innovative non-thermal technologies, such as pulsed-electric fields and high 

hydrostatic pressure, have been successfully applied to control pathogenic bacteria in juices 

(Espina et al., 2011; Espina et al., 2012). Although these technologies offer some advantages 

in relation to conventional thermal processes, the high initial costs associated with setting up 

these systems represent a major obstacle for the wide application of these methods in the fruit 

juice processing industry (Duan and Zhao, 2009). In this context, essential oils (EOs) have 

received increasing attention for potential as inhibitors of microorganisms in fruit juices 

(Raybaudi-Massilia et al., 2006). The EOs are Generally Recognized as Safe (GRAS) at doses 

typically used in foods (Burt, 2004) and have been approved through the FDA as flavoring 

agents in foods and beverages (FDA, 2009). The essential oil (EO) obtained from 

Cymbopogon citratus (Dc. Ex Nees) - lemongrass (CCEO) showed wide-spectrum 

antimicrobial activity, including the inhibition of pathogenic and spoiling juice-related 

microorganisms (Suhr and Nielsen, 2003; Raybaudi-Massilia et al., 2006; Raybaudi-Massilia 

et al., 2009; Naik et al., 2010).                  

Particularly in Brazil, a variety of pineapple products (such as frozen pulps, 

unpasteurized juices, ready-to-eat fruit-mix salads and minimally processed slices) containing 
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grinded C. citratus leaves are available in the market. These products are well accepted and 

regarded as typical value-added products because of the distinct but pleasant “lemon-like” 

refreshing taste of these fruit products. Thus, pineapple juice could represent a suitable food 

matrix to exploit the antimicrobial properties of C. citratus essential oils without causing 

dramatic changes in the sensory acceptance of this product.  

In the present study, we assessed the efficacy of CCEO to induce a ≥ 5-log reduction 

of a mixed composite containing the pathogenic bacteria E. coli, L. monocytogenes and S. 

enterica serovar Enteritidis in pineapple juice. The effects of CCEO on the survival of native 

microflora and on the physicochemical and sensory quality parameters of pineapple juice 

were assessed.  

 

2.Materials and methods 

2.1CCEO and pineapple fruits 

 

  The CCEO (Batch 0061) was obtained from Laszlo Aromatherapy Ltd (Belo 

Horizonte, Brazil). The CCEO solutions were prepared in brain heart infusion (BHI; Himedia, 

India) at varying concentrations (80 – 0.312 μL/mL) using Tween 80 (0.5%, v/v; Sigma–

Aldrich, USA) as an emulsifier. At the highest assayed concentration (0.5%; v/v), Tween 80 

presented no inhibitory effect against the test organisms. 

 The pineapples (Ananas comosus L. Merril) were purchased in the commercial 

maturation stage from a local wholesale distributor and selected for uniformity in size, form, 

appearance and the absence of mechanical injuries or visible infections. For pineapple juice 

preparation, the fruits were surface-disinfected after 15-min immersion in a sodium 

hypochlorite solution (1 mL/100 mL, pH 7.2 adjusted using 1 M NaOH), washed with sterile 

distilled water and dried for 1 h in a safety cabinet. Thus, the fruits were aseptically peeled, 

chopped and mixed with distilled water (1:10 rate) using a domestic blender. The mixture was 
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filtered using a triple-cheesecloth layer and sterilized by autoclaving (121 °C, 1.1 atm, for 15 

min). The juice was stored in 50-mL aliquots at - 20 °C, and when required, an aliquot was 

thawed under refrigeration (7 ± 1 °C) and used for subsequent assays.  

The juice samples used in assays of the inhibitory effects on naturally occurring 

microbiota were not submitted to autoclaving and prepared immediately prior to analysis, 

while the juice samples were submitted to physicochemical analysis after autoclaving 

(previous experiments revealed that the assessed physicochemical parameters in pineapple 

juice were not changed after autoclaving). The non-inoculated juice samples used in sensory 

analysis were prepared at 24 h before assessing the acceptance, and the results of the 

microbiological analysis revealed the satisfactory microbiological quality of these juice 

samples according to current Brazilian legislation (Brasil, 2003). 

 

2.2Test strains and composite preparation 

 

The L. monocytogenes (ATCC7644), Escherichia coli (UFPEDA 224) and Salmonella 

enterica serovar Enteritidis (UFPE 414) were obtained from the Collection of 

Microorganisms, Department of Antibiotics, Federal University of Pernambuco (Recife, 

Brazil). The stock cultures were maintained in BHI broth + glycerol (15 g/100 mL) at - 20 °C. 

Each strain was grown in BHI broth at 37 °C for 20 – 24 h (stationary growth phase), 

harvested through centrifugation (4500 g, 15 min, 4 °C), washed twice in sterile saline 

solution (0.85 g/100 mL) and re-suspended in sterile saline solution to obtain cell suspensions 

at which the OD reading at 660 nm (OD660) ranged from 0.08 to 0.13 to provide viable cell 

counts of approximately 10
8
 counting forming units per milliliter (cfu/mL) (Wiegand et al., 

2008).   

The mix composite of the three strains tested was obtained by mixing the obtained 

bacterial suspensions at a ratio of 1: 1: 1 for a maximum of 15 min after the preparation of 
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each pure suspension (final count of each strain of approximately 8 log cfu/mL). This level of 

inoculum was used because bacterial survival studies in juice require the use of high numbers 

of cells in the inoculum for the measurement of several log reductions (≥ 5-log reduction) in 

colony forming units per milliliter (cfu/mL). Still, this study was performed using stationary 

phase cells because bacterial resistance to food preservation technologies is typically at a 

maximum at this growth stage (Mañas and Pagán, 2005). 

 

2.3The identification of CCEO constituents  

 

The constituents in CCEO were identified through gas chromatography coupled to 

mass spectrometry (GC-MS; CGMS-QP2010 Ultra Shimadzu). Analysis through GC–MS 

was performed under the following conditions: a RTX-5MS capillary column (30 m × 0.25 

mm x 0.25 μm); program temperature: 60–240 °C (3 °C/min); injector temperature: 250 °C; 

detector temperature: 220 °C; carrier gas: helium adjusted to 0.99 mL/min speed; ionizing 

energy: 70 eV; and mass range (m/z): 40-500. The spectra bank of GC/MS, NIST/EPA/NIH 

Mass Spectral Database (Version 1.7) was used to identify the individual essential oil 

constituents. The quantification of the constituents was obtained after normalizing the areas of 

each detected constituent, expressed as a percentage area (%). 

 

2.4Determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of CCEO  

 

  A modified microtiter plate assay was used to determine the MIC of CCEO according 

to the standard method of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006), with 

minor modifications regarding the use of a stain to detect bacterial growth/survival. 

Approximately 50 μL of CCEO solution (40 – 0.312 μL/mL) was dispensed into each well of 

a 96-well microplate. Subsequently, 50 μL of bacterial suspension were added to each well 

(final viable cells count of approximately 10
7
 cfu/mL). The microplate was loosely wrapped 
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with cling wrap to prevent bacterial dehydration and CCEO volatilization. Each plate included 

control (without CCEO), inoculated (positive control) or uninoculated (negative control) 

samples. The system was statically incubated at 37 °C for 24 h. Subsequently, a 30-μL aliquot 

of resazurin (0.01 g/100 L, w/v) (Inlab, Brazil), prepared in aqueous solution, was added to 

each well. The color changes were visually assessed after 20 min at 37 °C. Bacterial growth 

was indicated as color changes from purple to pink (or colorless). The MIC values were 

confirmed as the lowest concentration of CCEO capable of inhibiting bacterial growth.  

 

2.5 Effects of CCEO on survival of bacterial strains in pineapple juice  

 

The effects of different CCEO concentrations (5, 2.5, 1.25, and 0.6 µL/mL) on the 

survival of the bacterial mix composite in pineapple juice after refrigeration for 24 h were 

assessed using the viable cell count method. Initially, 150 µL of the tested bacterial mix 

composite was inoculated into 5850 µL of separated juice samples containing CCEO at the 

desired final concentrations. The different systems (final viable cell counts of approximately 

10
7
 cfu/mL) were gently hand-shaken for 30 s, and subsequently incubated at 7 °C. At 

different exposure times (15, 30 and 45 min; 1, 2, 4, 8, 12 and 24 h), a 20 µL-aliquot was 

obtained from each system to directly inoculate (via microdrop technique - Herigstad et al., 

2001) onto selective agar: eosin-methylene blue agar (Himedia, India) for E. coli, Listeria 

selective agar + Listeria Selective Supplement II (Himedia, India) for L. monocytogenes and 

Salmonella – Shigella agar  (Himedia, India) for S. Enteritidis (Azêredo et al., 2011; Sousa et 

al., 2012). In parallel, 100-µL aliquots of each system were serially diluted in sterile saline 

solution, and subsequently 20 µL of each dilution was inoculated onto the same selective 

medium for each bacteria. Control juices without the addition of CCEO were similarly 

assayed. The plates were incubated at 37 °C for 24 - 48 h. Plates inoculated with aliquots 

collected from juice samples containing CCEO were incubated for an additional 24 h at 



65 
 

adequate temperatures compared with the samples collected from control juice. The results 

are expressed as duration of exposure to each tested concentration of CCEO to establish a ≥ 5-

log ufc/mL reduction in initial viable cell counts (cfu/mL at time zero) of each of the tested 

strains comprising the mix composite log N0-N, where N and N0 were the initial count ad 

count after incubation for indicated times at 7 ºC, respectively. 

The detection of low numbers of E. coli, L. monocytogenes and S. Enteritidis was 

verified in each experiment by adding sterile saline in three juice samples inoculated with the 

appropriate dilution of each test strain to achieve counts of approximately 10
1
, 10

2
, 10

3
 and 

10
4
 cfu/mL. Samples were vigorously mixed for 30 s, and subsequently plated onto selective 

agar as described above. The sample inoculated with the lowest level of bacterial cells that 

demonstrated growth (detection of cfu) determined the limit of the detection of the method. 

The detection limit of viable cells counts was 2 log cfu/mL for all strains tested. 

 

2.6 Effects of CCEO on survival of native microflora in pineapple juice  

 

The effect of OECC at different concentrations (5, 2.5, 1.25 and 0.6 µL/mL) on the 

survival of some groups of microorganisms forming the naturally occurring microbiota of 

fresh (non-sterilized) pineapple juice was evaluated at different intervals after refrigeration for 

72 h. To this end, 6000 µL-aliquots of fresh pineapple juice samples containing the CCEO at 

the different desired concentrations were aseptically dispensed into sterile flasks, followed by 

static incubation at 7 ºC. At different exposure times (15, 30, 45 and 60 min; 1, 2, 4, 8, 12, 24, 

48 and 72 h), a 20 µL-aliquot of each flask was directly inoculation (via microdrop technique 

- Herigstad et al., 2001) on plate count agar (Himedia, India) to count total mesophilic aerobic 

bacteria, agar Man-Rogosa Sharpe (Himedia, India) for count lactic acid bacteria and 

Sabouraud dextrose agar (Himedia, India) to count molds and yeasts (Himedia, India). In 

parallel, 100-µL aliquot of each system was also serially diluted in sterile saline solution and 
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subsequently 20 µL of each dilution was similarly inoculated on the same agar types. The 

plates were incubated for 24 - 48 h at 37 °C for mesophilic and lactic acid bacteria, and 48 – 

72 h at 25 °C for molds and yeasts. Plates inoculated with aliquots obtained from fruit juices 

containing CCEO were incubated for an additional 24 h at an adequate temperature compared 

with samples collected from control juices. The results are expressed as duration of exposure 

to each tested concentration of CCEO to establish a ≥ 5-log ufc/mL reduction (≥ 5-log 

reduction) in initial viable cells counts (cfu/mL at time zero) of each monitored 

microorganism group log N0-N, where N and N0 were the initial count ad count after 

incubation for the indicated time at 7 ºC, respectively. The detection limit for this method was 

2 log ufc/mL for all monitored microbial groups. 

  

2.7Analysis of physicochemical and sensory parameters of pineapple juice 

 

 Samples of pineapple juice containing the CCEO (0.25 and 0.125 µL/mL) were 

assessed for some physico-chemical quality parameters at different intervals of storage at 7°C 

(baseline – just after the addition of the essential oil – termed 0 and 72 h). The titratable 

acidity was determined using phenolphthalein as an indicator with 0.1 N NaOH, and the 

results were expressed as mmol H
+
/100 g of juice, pH values were determined using a digital 

potentiometer, and the soluble solids content, expressed as ºBrix, was determined using a 

digital refractometer (Model HI 96801, Hanna Instruments, São Paulo, Brazil)(AOAC, 2006).  

Sensory evaluation was performed via acceptance test using 60 members (20 – 35 

years old) pre-selected according to interests and pineapple juice consuming habits. Panelists 

worked in individual booths with controlled conditions for temperature and lighting. Each 

panelist received three juice samples containing the different concentrations of CCEO tested 

(0.25 and 0.125 µL/mL). The CCEO was incorporated in juice samples at 24 h (and 

refrigerated at 7 °C) prior to the sensory test. Samples of juice without the CCEO were tested 
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as controls. The different juice samples were served in 30-mL aliquots of white disposable 

cups coded with a randomized three-digit number. The samples were served simultaneously 

using a blind method of random sequence, immediately after removing from refrigerator 

storage. The panelists were asked to use low-salt crackers and water to clean their palates 

between the assessed samples. The acceptance of appearance, odor, viscosity, taste, aftertaste 

and overall acceptance were evaluated on a 9-point hedonic scale, ranging from 1 (dislike 

very much) to 9 (like very much) (Stone and Sidel, 1993). 

 

2.8 Reproducibility and statistics 

 

 All assays were performed in triplicate in three independent experiments (replicates), 

and the results are expressed as average of the tests. For assays to determine MIC values, the 

results were expressed as modal values because the MIC values were the same in all 

repetitions. For data of physicochemical and sensory parameters, statistical analyzes were 

performed to determine significant differences (p ≤ 0.05) among treatments using ANOVA, 

followed by Tukey’s post hoc test using the computational software Graphpad Prism 6.0. 

 

3. Results 

 

3.1 GC-MS analysis of CCEO 

 

The GC-MS analysis of CCEO showed the presence of seven different constituents in 

amounts higher than one percent of the EO total mass (Table 1). The monoterpenes geranial 

(β-citral isomer) (46.16%) and neral (α-citral isomer) (31.74%) were identified as the major 

constituents of CCEO. Other compounds, such as geranyl acetate (4.34%) and caryophyllene 

(2.02%) were detected in lower amounts. 
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3.2 Antimicrobial assays 

 

 The MIC value of CCEO was 0.5 µL/mL against the composite mix containing E. coli 

UFEPEDA 224 (E. coli), L. monocytogenes ATCC 7644 (L. monocytogenes) and S. 

Enteritidis UFEPEDA 414 (S. Enteritidis) (data not shown). The incorporation of CCEO in 

pineapple juice at all tested concentrations (2.5, 1.25 and 0.6 µL/mL) caused a sharp decrease 

in E. coli, L. monocytogenes and S. Enteritidis. For L. monocytogenes and E. coli inoculated 

in juice containing CCEO at 5, 2.5 or 1.25 µL/mL, a ≥ 5-log reduction in survivors was 

detected after 15 min of exposure. This same reduction (after 15 min) was observed for S. 

Enteritidis alone when inoculated in juice containing CCEO at 5 or 2.5 µL/mL. A 6-fold 

longer exposure time (1 h) was needed for a ≥ 5-log reduction of S. Enteritidis in juice 

containing CCEO at 1.25 µL/mL compared with the other tested bacteria. In juice samples 

containing CCEO at 0.6 µL/mL, ≥ 5-log reductions of E. coli and L. monocytogenes were 

observed after 1 and 5 h, respectively, while 12 h incubation was needed to achieve a similar 

reduction of S. Enteritidis. Since a ≥ 5-log reduction was observed, no survivors were detected 

at longer the assessed time intervals.  

In juice samples without CCEO, only L. monocytogenes presented a ≥ 5-log reduction 

as detected after 24 h of cultivation. In the same systems (juice), a 3.3- and 1.29-log reduction 

was observed for E. coli and S. Enteritidis, respectively, after 24 h of cultivation.  

Consistent with the results observed in testing bacterial inactivation of the mixed 

composite, the CCEO (5, 2.5 and 1.25 µL/mL) caused a fast and sharp decrease in the 

numbers of native microflora in pineapple juice samples. For mesophilic bacteria and lactic 

acid bacteria in juice containing CCEO at 5, 2.5 or 1.25 µL/mL, a ≥ 5-log reduction was 

detected after 45 min of exposure. In the same system, molds and yeasts presented a ≥ 5-log 

reduction only after 2 h of exposure. However, ≥ 5 log reductions were not detected for all 
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monitored microorganisms in juice containing CCEO at 0.6 µL/mL, and in control juice 

(without CCEO). Moreover, in control juice, 0.5-, 0.3- and 0.5-log reductions were observed 

for mesophilic bacteria, lactic acid bacteria and molds and yeasts, respectively, after 

incubation for 24 h (initial counts were consistently in the range of 6.0 and 6.5 log cfu/mL).  

    

3.3 Physico-chemical and sensory analysis of pineapple juice   

 

Pineapple juice samples supplemented with or without CCEO (2.5 and 1.25 µL/mL) 

were evaluated for pH, titratable acidity and soluble solids (º Brix) immediately after the 

addition of EO and after refrigeration for 24 h. The fruit juice samples supplemented with or 

without CCEO presented no difference (p > 0.05) in the evaluated physico-chemical 

parameters at the assessed time intervals. Overall, the addition of CCEO preserved the 

assessed physico-chemical properties (quality) of juice samples.   

The addition of CCEO at 2.5 and 1.5 µL/mL did not affect (p > 0.05) the appearance, 

odor and viscosity of apple juice after refrigeration for 24 h (Table 4). Otherwise, both tested 

CCEO concentrations negatively affected the taste and aftertaste of pineapple juice. Samples 

of pineapple juice without CCEO received the highest scores (p ≤ 0.05) for taste, residual 

taste and overall acceptance. Juice containing CCEO, at both tested concentrations, exhibited 

similar scores (p > 0.05) for odor, appearance and color compared with control samples 

(without CCEO). In addition, samples containing CCEO at both tested concentrations did not 

differ (p > 0.05) in scores for all assessed sensory attributes.     

The mean scores for appearance, odor and viscosity fell between “neither like/nor 

dislike” and “slightly like” on the hedonic scale for samples of pineapple juice containing 

CCEO, while the mean scores for taste, aftertaste and overall acceptance fell always “slightly 

unlike”. The mean scores for all assessed sensory parameters fell “slightly like” for control 

juice samples.         
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4. Discussion  

 

 The CCEO tested in this study inhibited the growth of a mixed composite of E. coli, L. 

monocytogenes and S. Enteritidis in synthetic broth. However, based on the detected MIC 

value (5 µL/mL), the CCEO tested could be classified as a weak bacterial inhibitor (Aligianis 

et al., 2001) of the target mix bacterial composite. The detected MIC value of CCEO could be 

intrinsically related with the individual constituents (ICs) forming this this EO, where neral 

(β-citral cis-isomer, termed citral B) and geraniol (α-citral trans-isomer - termed citral A) 

were detected as major constituents. Based on the results of previous studies, the following 

approximate general rank (in decreasing order of antibacterial activity) of ICs is proposed: 

eugenol > carvacrol/thymol/cinnamic acid > basil methyl chavicol > cinnamaldehyde > 

citral/geraniol (Burt, 2004), where citral is not classified as possessing the strongest 

antimicrobial effects.  

The presence of high amounts of oxygenated monoterpenes in CCEO (77.90%), 

particularly the citral compounds neral and geraniol (terpene aldehydes), could be responsible 

for the inhibitory effects against the tested bacterial strains. Researchers have proposed that 

antimicrobial action mode of EOs without phenolic compounds as major ICs, such as CCEO, 

could be associated with membrane disruption of target cells through lipophilic compounds, 

primarily terpene hydrocarbons (e.g., caryophyllene, α-pinene, p-cymene and γ-terpinene) 

(Mendoza-Yepes et al., 1997). These terpene hydrocarbons induce swelling of bacterial cell 

membrane to facilitate the transportation of citral into cell (Sivakumar and Bautista-Baños, 

2014), where these compound promote dramatic effects on cell envelope, proton motive force 

and intracellular ATP content (Somolinos et al., 2009).   

Considering the knowledge that EOs could negatively affect the sensory acceptance of 

juices (Mosqueda-Melgar et al., 2012), the assays of bacterial inactivation were performed 
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using pineapple juice samples containing the CCEO at concentrations similar to the MIC (5 

µL/mL) and at concentrations as low as the 1/2 MIC (2.5 µL/mL), 1/4 MIC (1.25 µL/mL) and 

1/8 MIC (0.6 µL/mL). This approach was used to detect the lowest assayed CCEO 

concentrations capable of achieve the regulatory 5-log reduction of target pathogenic bacteria. 

Notably, CCEO was effective to cause 5-log decreases in E. coli, L. monocytogenes and S. 

Enteritidis at all tested concentration in pineapple juice. These effects occurred at a maximum 

exposure time of 1 h when the EO was incorporated in juices at 5, 2.5 and 1.25 µL/mL. 

Although some juices have previously been characterized as hostile toward E. coli, L. 

monocytogenes and Salmonella, causing at least 5-log reduction at a maximum period of 24 h 

in refrigerated storage (Liao et al., 2007; Patil et al., 2009), only L. monocytogenes showed 

this reduction in pineapple juice samples without CCEO after incubation for 24 h.  

These results of the rapid and steady inactivation effects of CCEO in pineapple juice 

are surprising considering the high MIC values detected to this EO in synthetic media. 

However, the intrinsic characteristics of low pH and high acidity of pineapple juice probably 

contributed to these inhibitory effects due to the increased sensitivity of bacteria to EOs at low 

pH values (mostly below pH 5.5 - as found in pineapple juice) (Gutierrez et al., 2008; 

Gutierrez et al., 2009). This increase of the inhibitory effects of EOs at low pH values has 

previously been cited as a consequence of increase in the hydrophobicity of EOs, which 

provides easier dissolution of individual constituents in the lipids of target bacteria cell 

membrane (Juven et al., 1994). Still, the findings of a previous study confirmed that high 

°Brix levels and some naturally occurring compounds (e.g., phenolics) might also play an 

important role in the bactericidal effects of juices (Enache and Chen, 2007). Thus, the 

intrinsic characteristics (°Brix and phenolics content) in pineapple juice might also induce the 

increased sensitization of tested bacteria to CCEO.   

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002008001986#bib28
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In the view of the data obtained for the inactivation of test pathogenic bacteria, the 

ranking of bacterial sensitivity to CCEO in pineapple juice was L. monocytogens > E. coli > 

S. Enteritidis. This result is not surprising because Gram-negative bacteria (e.g., E. coli and 

Salmonella) are generally less sensitive to EOs than Gram-positive bacteria (e.g., L. 

monocytogenes) (Hyldgaard et al., 2012; Mazzarrino et al., 2015). In Gram-negative bacteria, 

the increased tolerance reflected the presence of the outer membrane, which limits the 

diffusion of hydrophobic compounds, such as the individual constituents of EOs, through 

lipopolysaccharide coverage (Vaara, 1992).    

Although the CCEO (5, 2.5 and 1.25 µL/mL) was also effective to provoke a ≥ 5-log 

reduction in the numbers of native microorganisms (mesophilic bacteria, lactic acid bacteria 

and molds and yeasts) in fresh pineapple juice, the exposure time required to achieve this 

reduction level were longer than those observed in inactivation assays with the tested 

pathogenic bacteria. The longer time needed for CCEO to induce a ≥ 5-log reduction was 

detected for molds and yeasts. This result is not surprising because the low pH of the growth 

media imposed lower effects on fungal sensitivity to EOs compared with the reported effects 

on bacterial sensitivity (Tserennadmid et al., 2011). An previous study showed that 

lemongrass EO (1.13 and 2.25 mg/mL) caused the complete growth inhibition of some yeasts 

in synthetic media at exposure times varying from 8 to 24 h; however, when Saccharomyces 

cerevisiae was cultivated in fruit juice mixtures containing lemongrass EO (1.13 mg/mL), the 

complete growth inhibition occurred after 2 h of exposure. 

Considering that CCEO at 5, 2.5 and 1.25 µL/mL provoked the rapid reduction of 

pathogenic bacteria and native microbiota in pineapple juice, and considering that EOs impact 

the sensory aspects of juices (Burt, 2004), assays for assessing the impact on the quality 

parameters of pineapple juice were performed using CCEO at 2.5 and 1.25 µL/mL. Notably, 

CCEO did not alter the pH, titratable acidity and °Brix in pineapple juice samples. Moreover, 
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samples supplemented with or without the CCEO attended the current Brazilian standard for 

°Brix in fruit juices (Brasil, 2003) and were consistent with data from previous studies on the 

quality of pineapple juices (Martins et al., 2012; Krause et al., 2013). Although pineapple 

juice samples containing CCEO presented sensory acceptance for some sensory properties 

(appearance, odor, viscosity), noticeable unsatisfactory changes were displayed for taste, 

aftertaste and overall acceptance. Thus, the overall acceptance of juice samples containing 

CCEO was likely affected by the taste and aftertaste perceptions of the panelists. Similar 

findings were reported for melon and watermelon juices containing citric acid (20 µL/mL) or 

cinnamon bark essential oil (2 µL/mL) combined with a high-intensity pulsed electric field 

(Mosqueda-Melgar et al., 2008). Hence, further studies about the reduction of the negative 

impacts of CCEO on some sensory aspects of pineapple juice are needed, focusing on the 

combination of CCEO with other antimicrobial substances or procedures for potential use in 

juice preservation.              

 

5. Conclusions 

 

This study demonstrates that CCEO effectively induce a 5-log reduction of a mix 

composite of E. coli, L. monocytogenes and S. Enteritidis in pineapple juice in a short 

exposure time. Moreover, the CCEO was effective to provoke a 5-log reduction in survivor 

number of naturally occurring microorganisms in fresh pineapple juice and did not affect its 

physicochemical properties. In contrast, CCEO negatively impacted the taste and aftertaste. 

Overall, the incorporation of CCEO extends the possible conditions in pineapple juices that 

might induce a 5-log reduction of pathogens of concern, however further studies regarding the 

combined use of CCEO with other non-thermal technologies are needed to establish a balance 

between the safety and sensory aspects in this product. 
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Table 1. GC-MS analysis of the essential oil from C. citratus D.C. Stapf. (constituents 

detected in concentration ≥1%). 

Constituents    Percent of essential oil total mass 

6-methyl-5-hepten-2-ona      1.77 

dipentyl-ketone   1.06 

linalool      1.03 

neral        31.74 

geraniol    46.16 

geranyl-acetate                                                                           4.34 

caryophyllene 2.02 
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Table 2. Duration of exposure for a ≥ 5-log reduction of E. coli, L. monocytogenes and S. 

Enteritidis, in mixed population, in pineapple fruit juice containing different concentrations of 

the essential oil from C. citratus D.C. Stapf. (CCEO).     

 

Concentration of CCEO 

in pineapple juice 

 Duration of exposure for a 5-log reduction in initial 

counts 

 E. coli L. monocytogenes S. Enteritidis 

5 µL/mL  15 min 15 min 15 min 

2.5 µL/mL  15 min 15 min 15 min 

1.25 µL/mL  15 min 15 min 1 h 

0.6 µL/mL  1 h 45 min 12 h 

Control  nd 24 h nd 

control: CCEO at 0 µL/mL; nd: no detected 
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Table 3. Duration of exposure for a ≥ 5-log reduction of naturally occurring micro-organisms 

in fresh in pineapple fruit juice containing different concentrations of the essential oil from C. 

citratus D.C. Stapf. (CCEO).    

 

Concentration of CCEO 

in pineapple juice 

 Duration of exposure for a 5-log reduction in initial counts 

 mesophilic 

bacteria 

lactic acid bacteria molds and yeasts 

5 µL/mL  45 min  45 min  2 h 

2.5 µL/mL  45 min 45 min 2 h 

1.25 µL/mL  45 min 45 min 2 h 

0.6 µL/mL  nd nd nd 

Control  nd nd nd 

control: CCEO at 0 µL/mL; nd: no detected 
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Table 4. Physico-chemical parameters of pineapple juice containing or not the essential oil from C. citratus D.C. Stapf. (CCEO), and stored at 7 

°C. 

Concentration of CCEO in pineapple juice  physico-chemical parameters/storage time 

 pH  titratable acidity*     ° Brix 

 0 h 72 h    0 h 72 h  0 h 72 h 

2.5 µL/mL  3.82 (±0.31)
 

3.91 (±0.21)
 
    0.19 (±0.3)

 
 0.18 (±0.2)    10.18 (±1.51)  10.87 (±0.98) 

1.25 µL/mL  3.88 (±0.45)  3.93 (± 0.33)
 
    0.18 (±0.2)

 
 0.17 (±0.4)    10.15 (±1.82)  10.42 (±0.85) 

Control  3.92 (±0.24) 3.96 (±0.36)
 
    0.14 (±0.5)

 
 0.13 (±0.2)     1 10.17 (±1.10)  10.40 (±1.33) 

* units are g citric acid/g juice; control: CCEO at 0 µL/mL
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APÊNDICE –B  

Análise Sensorial 

Nome:__________________________________________. Idade:_____Sexo:____ 

Você está recebendo três amostras de suco de abacaxi com óleo essencial para realizar a 

análise sensorial de acordo com os seguintes atributos discriminados na lista abaixo. 

Utilizando a escala avalie: 9-Gostei muitíssimo / 8-Gostei muito /7-Gostei moderadamente 

/6-Gostei ligeiramente/5-Não gostei nem desgostei /4-Desgostei ligeiramente /3-Desgostei 

moderadamente/2-Desgostei muito/1-Desgostei muitíssimo. 

Entre uma amostra e outra procure beber águae comer biscoito água e sal. Comece 

sempre pelo atributo odor. 

 

 

Amostra:_____.  

Comentários:________________________________________________________________

___________________________________________________________________________

__________________________________________________________________________ 

 Amostra:_____.  

Comentários:________________________________________________________________

___________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________ 

Amostra:_____.  

Comentários:________________________________________________________________

___________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________

_________________________________________________________________________

Atributo    

Odor    

Aparência    

Sabor    

Textura    

AvaliaçãoGlobal    

Doçura    

Sabor residual    
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APÊNDICE C – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

UNIVERSIDAD FEDERAL DA PARAÍBA (UFPB)- CENTRO DE CIÊNCIAS DA 

SAÚDE- PÓS- GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS DA NUTRIÇÃO 

  TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 Eu, Caroline Junqueira Barcellos Leite, aluna da Pós- Graduação em Ciências da Nutrição- 

Área de Alimentos, da Universidade Federal da Paraíba, venho convidá-lo a participar da 

pesquisa que pretendo realizar sobre “Efeito inibitório do óleo essencial de Cympopogon 

citratus (d.c). stapf frente à bactérias patogênicas  e microbiota autóctone em suco de abacaxi 

(Ananas comosus (L.) merril”. Dente os objetivos dessa pesquisa está o de formular um suco 

de abacaxi como ingrediente na presença de óleo essencial de Cympopogon citratus ( Capim-

Limão, Capim-Cidreira) em diferentes quantidades. Essa bebida será então analisada 

sensorialmente, ou seja, você irá provar algumas amostras (10mL), que lhe será apresentada, e 

avaliará o odor, aparência, sabor, textura, doçura, sabor residual e avaliação global  em 

pequenos goles  da bebida. Em seguida, responderá algumas perguntas em uma ficha própria 

que você receberá. Este estudo seguirá os preceitos éticos da resolução 196/96 do Ministério 

da Saúde, que contêm diretrizes e normas para a pesquisa com seres humanos. É importante 

salientar que o produto é seguro, que não trará riscos a saúde e nem causará efeitos colaterais. 

Informo que é de livre escolha a participação neste estudo, e que, mesmo tendo concordado 

em participar, pode se recusar a responder perguntas ou mesmo retirar seu consentimento e 

desistir da participação, a qualquer momento, sem nenhum prejuízo. Comprometo-me a não 

revelar seu nome. As informações serão apresentadas no trabalho sem que haja a 

possibilidade de você ser identificado. Os resultados deste estudo servirão como subsídio para 

a elaboração de trabalhos científicos. Os custos da pesquisa são de total responsabilidade da 

pesquisadora. Ao concordar com a participação no estudo, por favor, assine abaixo.  

Participante: __________________________________________________  

 

Código de identificação: _________________________________________  

João Pessoa, ______ de _________________2015. 

 

 ______________________________                        _________________________________ 

Caroline Junqueira Barcellos Leite                             Prof. Dr. Evandro Leite de Souza 

Caroline Junqueira Barcellos Leite- Pós graduanda em Ciências da Nutrição (UFPB) 

Tel: (83) 86202320     E-mail: carolinejbleite@yahoo.com.br 

 

Evandro Leite de Souza- Professor da Pós- Graduação em Ciências da Nutrição (UFPB) 

Tel: (83) 21067807     E-mail: evandroleitesouza@hotmail.com 

mailto:carolinejbleite@yahoo.com.br
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