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RESUMO

Desinfetantes a base de cloro, amplamente empregados na higienizacao de
hortalicas, formam subprodutos de desinfecgdo, como trihalometanos (THMs) e
acidos haloacéticos (HAAs), pela reagao do cloro com a matéria organica da matriz
vegetal e da agua. Evidéncias epidemioldgicas associam a exposi¢cao crbnica a
esses compostos ao aumento do risco de cancer, sobretudo de bexiga e de
neoplasias relacionadas ao sistema enddcrino. Diante desse cenario, este estudo
teve por objetivo sintetizar evidéncias cientificas e avaliar a eficacia de solucdes
naturais, menos agressivas a saude humana, na descontaminagao microbiana e
parasitolégica de hortalicas folhosas. A tese foi organizada em trés capitulos: (I) no
primeiro, realizou-se uma revisao integrativa sobre a eficacia de sanitizantes naturais
a base de extratos e 6leos essenciais na reducao de E. coli O157:H7 e Salmonella
sp em folhas de alface; (ll) no segundo, realizou-se uma reviséo integrativa sobre a
eficacia da glicina na recuperagao de parasitos em hortalicas folhosas; (lll) e, no
terceiro, avaliou-se o efeito da combinacao de 6leos essenciais de alecrim e orégano
com extrato da semente de quinoa (OEs + EQ) na reducdo de bactérias e remogéao
de ovos de helmintos em folhas de alface. As revisbes integrativas seguiram as
diretrizes do PRISMA, com buscas realizadas nas bases de dados PubMed, Scopus
e literatura cinzenta, incluindo artigos em portugués, inglés ou espanhol,
independentemente do desfecho. Para o experimento do terceiro capitulo, folhas de
alface in natura e inoculadas com E. coli, Salmonella e ovos de Toxocara canis
foram lavadas por 5 minutos com OEs + EQ, sendo comparadas a controles como
hipoclorito de sodio, OEs + Tween 20, Tween 20, extrato da semente de quinoa,
glicina e agua potavel. Os resultados mostraram que OEs + EQ reduziram mais de
2,5 logs UFC/g de aerdbios mesdfilos e E. coli, e mais de 3 logs UFC/g de
Salmonella Typhimurium, além de remover aproximadamente 50% dos ovos de
Toxocara canis. A reducao microbiana foi estatisticamente semelhante a obtida com
hipoclorito de sddio e OEs + Tween 20, enquanto a eficacia na remocao de ovos de
helmintos foi comparavel aos tratamentos com Tween 20, glicina e extrato da
semente de quinoa. Em adi¢cdo, os resultados obtidos com OEs + EQ estdo
alinhados com a revisao integrativa realizada (Capitulo I), que demonstrou que os
sanitizantes naturais apresentam eficacias semelhantes ao hipoclorito de sddio.
Ademais, a eficacia global da glicina, evidenciada na revisao integrativa do Capitulo
II, foi de 38,05%, valor inferior ao alcancado pelo extrato da semente de quinoa, que
apresentou eficacia de 58,7% (Capitulo Ill). Conclui-se, portanto, que OEs + EQ
representam uma alternativa viavel para a higienizagdo de hortaligas, destacando-se
o extrato da semente de quinoa isolado como uma solugdo promissora para a
remogao de ovos de helmintos e a redugao dos riscos de contaminagao parasitaria.

Palavras-chave: Oleos essenciais; Origanum vulgare; Salvia rosmarinus; helmintos;
Chenopodium quinoa; saponinas.



ABSTRACT

Chlorine-based disinfectants, widely employed in the sanitization of
vegetables, form disinfection by-products, such as trihalomethanes (THMs) and
haloacetic acids (HAAs), through the reaction of chlorine with organic matter in the
plant matrix and in water. Epidemiological evidence associates chronic exposure to
these compounds with an increased risk of cancer, especially bladder cancer and
neoplasms related to the endocrine system. In view of this scenario, this study aimed
to generate scientific evidence and to evaluate the efficacy of natural solutions, less
aggressive to human health, in the microbial and parasitological decontamination of
leafy vegetables. The thesis was organized into three chapters: (I) in the first, an
integrative review was conducted on the efficacy of natural sanitizers based on
extracts and essential oils in reducing E. coli O157:H7 and Salmonella spp. on
lettuce leaves; (ll) in the second, an integrative review was conducted on the efficacy
of glycine in the recovery of parasites in leafy vegetables; (lll) and, in the third, the
effect of combining rosemary and oregano essential oils with quinoa extract (OEs +
EQ) on the reduction of bacteria and the removal of helminth eggs on lettuce leaves
was evaluated. The integrative reviews followed PRISMA guidelines, with searches
carried out in the PubMed and Scopus databases and the grey literature, including
articles in Portuguese, English, or Spanish, regardless of outcome. For the
experiment in the third chapter, lettuce leaves in natura and inoculated with E. coli,
Salmonella, and Toxocara canis eggs were washed for 5 minutes with OEs + EQ,
being compared with controls such as sodium hypochlorite, OEs + Tween 20, Tween
20, quinoa extract, glycine, and potable water. The results showed that OEs + EQ
reduced aerobic mesophiles and E. coli by more than 2.5 log CFU/g, and Salmonella
Typhimurium by more than 3 log CFU/g, in addition to removing approximately 50%
of Toxocara canis eggs. The microbial reduction was statistically similar to that
obtained with sodium hypochlorite and OEs + Tween 20, while the efficacy in the
removal of helminth eggs was comparable to treatments with Tween 20, glycine, and
quinoa extract. In addition, the results obtained with OEs + EQ are in line with the
integrative review carried out (Chapter I), which showed that natural sanitizers
present efficacies similar to sodium hypochlorite. Moreover, the overall efficacy of
glycine, evidenced in the integrative review of Chapter Il, was 38.05%, a value lower
than that achieved by quinoa extract, which presented an efficacy of 58.7% (Chapter
[l). 1t is concluded, therefore, that OEs + EQ represent a viable alternative for the
sanitization of vegetables, with isolated quinoa extract standing out as a promising
solution for the removal of helminth eggs and the reduction of the risks of parasitic
contamination.

Keywords: essential oils; Origanum vulgare; Salvia rosmarinus; helminths;

Chenopodium quinoa; saponins.
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1 INTRODUGAO

A higienizacdo de hortalicas deve ser uma pratica recorrente uma vez que
diminui o risco de contaminacao por bactérias, virus e ou parasitos (Ramos et al.,
2013; Mir et al., 2018; Hajipour et al., 2021). Entretanto, é reconhecido que a
higienizagdo de hortalicas com o hipoclorito de sddio (NaClO), nao é eficiente para
remover ou inativar parasitos de hortalicas devido aos ovos ou oocistos serem
resistentes a condicdes adversas e apresentarem estrutura adesiva e robusta
(Aladawi et al., 2006; Papajova et al., 2008; Dold; Holland; 2014; Fldjeland et al.,
2015; Amoah et al., 2018).

Em adicao, tem sido reportado que as solugdes cloradas, quando utilizadas
de forma inadequada, podem gerar subprodutos nocivos a saude humana, como 0s
trialometanos (THMs) (Meireles et al.,, 2016). A ingestdo ou inalagdo desses
compostos esta associada ao desenvolvimento de canceres de bexiga e colorretal
(Shi et al., 2024; Helte et al., 2025). Devido a esses riscos, paises como Alemanha,
Bélgica, Dinamarca, Holanda e Suica proibem o uso de substancias a base de cloro
na lavagem de alimentos (Shen et al., 2016).

Portanto, € de extrema importancia a busca por sanitizantes menos
agressivos ao organismo e ao meio ambiente, e que sejam efetivos para diminuir a
contaminacgao das hortaligcas por diferentes tipos de patéogenos. Um exemplo, é o
desenvolvimento de um sanitizante a base de extrato de prépolis e a glicina, que
quando combinados possuem a capacidade de reduzir a quantidade de
microrganismos indicadores e remover ovos de Ascaris suum (A. suum) de folhas de
alface (Silveira, 2019). Isso é possivel, uma vez que os compostos bioativos
presente na prépolis possui propriedades antimicrobianas e a glicina agao eluente
(Féas et al., 2014; Cook et al., 2006; ISO, 2016; Matosinhos et al., 2016; Pineda et
al., 2021; Silveira et al., 2023).

Entretanto, fatores a serem considerados na formulagdo de novos
sanitizantes sao custo/efetividade e a manutengcdo dos aspectos sensoriais do
alimento. Desse modo, o uso da prépolis se torna um problema para essa finalidade,
devido ser oneroso e possuir gosto amargo e adstringente (Pobiega et al., 2019;
Seibert et al., 2019). Além disso, a glicina quando em contato com as folhas de
alface modifica a propriedades sensoriais principalmente relacionadas a aparéncia e

a textura dos vegetais (Cook et al., 2006a). Logo, o6leos essenciais e extratos
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vegetais que possuem atividade antimicrobiana e/ou surfactantes podem ser
potenciais substitutos ao extrato de prépolis e a glicina respectivamente (Kregiel,
2017; Randazzo et al., 2017).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Sintetizar evidéncias cientificas e avaliar a eficacia de solugbes naturais,
menos agressivas a saude humana, na descontaminagdo microbiana e

parasitolégica de hortalicas folhosas.

1.1.2 Objetivos especificos

a) Realizar revisao integrativa do efeito dos sanitizantes naturais na reducao
de microrganismos em folhas de alface.

b) Realizar revisao integrativa da eficacia da glicina na remocgao de parasitos
em vegetais folhosos.

c) Avaliar a eficacia do 6leo essencial de alecrim (Salvia rosmarinus) e
orégano (Origanum vulgare) combinado a extratos de quinoa na redugao
de microrganismos e remocao de helmintos em folhas de alface.

d) Avaliar a qualidade fisico-quimica das folhas de alface apds o tratamento
com 6leos essenciais de alecrim (Salvia rosmarinus) e orégano (Origanum

vulgare) combinados a extratos da semente de quinoa.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DOENGCAS TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS: CONTAMINAGAO POR
MICRORGANISMOS E PARASITOS EM HORTALICAS

Hortalicas e frutas sdo fontes essenciais de nutrientes, minerais, vitaminas,
fibras e fitoquimicos que promovem saude e bem-estar, contribuindo para a
prevencdo de doencas cronicas, como as cardiovasculares, obesidade, cancer e
diabetes (Balali et al., 2020; Noopur et al., 2023; Owushi e Asanga, 2024). Nos
ultimos anos, a produgéo global de frutas e vegetais frescos aumentou em 30%
(Balali et al., 2020). Entretanto, esse crescimento na produgcdo e no consumo esta
associado a um maior numero de surtos de doengas transmitidas por alimentos
(DTAs), especialmente vinculadas a produtos consumidos crus, como frutas e
hortalicas folhosas (Ghimire et al., 2020).

A contaminagao microbioldgica e parasitoldgica desses produtos pode ocorrer
em diversas etapas da cadeia produtiva, desde o cultivo até o consumo. Fatores
como o0 uso de agua contaminada para irrigagdo e aplicagdo de defensivos
agricolas, a presenga de animais nas areas de produgéo, o0 manejo inadequado de
esterco, a falta de higiene dos trabalhadores e erros no manuseio e preparo dos
alimentos estdo entre as principais causas (Balali et al., 2020; Mohanapriya et al.,
2024).

Além disso, a crescente demanda por frutas e vegetais frescos, aliada ao
aumento das importacbes e exportacdes, levou produtores de todo o mundo a
priorizarem métodos de producdo mais baratos e rapidos, muitas vezes em
detrimento da seguranca alimentar. Essa busca resultou no uso intensivo de
fertilizantes, fontes alternativas de agua e cultivos de alta densidade, fatores que tém
contribuido significativamente para o aumento dos riscos de contaminagao
microbiolégica e parasitologica (Balali et al., 2020; Eslahi et al., 2024; Priya et al.,
2024).

Embora o aumento na notificacdo de surtos associados ao consumo de
produtos frescos possa ser, em parte, atribuido aos avancos nos sistemas de
monitoramento, a complexidade da cadeia produtiva desses alimentos ainda
apresenta desafios para a producao sustentavel e segura de frutas e hortalicas
(Calejon et al., 2015).
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2.1.1 Bactérias frequentemente encontradas em Hortalicas e sua capacidade de

sobrevivéncia

Entre as principais bactérias encontradas e isoladas de produtos frescos
podem ser citadas Aeromonas sp, Bacillus cereus, Brucella spp, Campylobacter spp,
Clostridium spp, Enterobacter spp, Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas spp, Salmonella spp, Shigella spp, Staphylococcus spp, Vibrio spp e
Yersia spp (Balali et al., 2020). Entre esses microrganismos, E. coli e Salmonella spp
estdo entre os agentes mais comumente responsaveis por surtos de Doencgas
Transmitidas por Alimentos (DTAs) em humanos (WHO, 2015) e que estédo
associados a surtos relacionados ao consumo de vegetais contaminados (Yang et
al., 2020; Corredor-Garcia, Garcia-Pinilla; Blanco-Lizarazo, 2021; Bolivar et al.,
2023).

A Salmonella spp. estda amplamente presente no ambiente, sendo os
humanos e animais seus principais reservatorios. Este patdégeno esta associado a
doengas como gastroenterite, febre entérica (incluindo febre tifoide) e septicemia.
Globalmente, estima-se que a Salmonella seja responsavel por 94 milhdes de casos
de gastroenterite e 155.000 mortes a cada ano (Yang et al., 2020). Os sintomas em
humanos podem incluir diarreia, febre, dores abdominais, nauseas e voOmitos,
variando de leves a graves, dependendo do sorotipo da bactéria e da condicédo do
hospedeiro (Ehuwa; Jaiswal; Jaiswal, 2021). A transmissao ocorre principalmente
pela via fecal-oral, através do consumo de alimentos ou agua contaminados com
fezes de animais ou humanos infectados. Durante a producédo, hortalicas e frutas
podem ser contaminadas por agua de irrigagao, solo, insetos ou contato direto com
animais portadores da bactéria. No preparo dos alimentos, a contaminagao pode
ocorrer por meio de equipamentos, superficies ou manipuladores previamente
contaminados (WHO, 2015; Ehuwa; Jaiswal; Jaiswal, 2021).

E. coli é uma bactéria gram-negativa e anaerobia facultativa presente no
sistema gastrointestinal de animais de sangue quente e humanos. Embora muitas
cepas de E. coli sejam inofensivas, algumas sao patogénicas e representam risco a
saude (CDC, 2014; Zhao et al., 2024). A transmisséo das cepas patogénicas ocorre
também pela via fecal-oral, e a dose infecciosa varia conforme o subtipo.

Atualmente, sdo reconhecidos seis grupos patogénicos de E. coli: enteropatogénica
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(EPEC), enterohemorragica (EHEC), enteroinvasiva (EIEC), enteroagregativa
(EAEC), enterotoxigénica (ETEC) e difusamente aderente (DAEC) (CDC, 2014).

Dentre esses, o grupo enterohemorragico (EHEC), que inclui cepas
produtoras de toxina Shiga (STEC) ou verocitotoxina (VTEC), esta associado a
casos graves de doencgas transmitidas por alimentos (DTAs) (WHO, 2015; Zhao et
al., 2024). Ruminantes, especialmente bovinos, sdo os principais reservatorios
dessa bactéria, podendo contaminar produtos frescos durante a produgao, por meio
de agua contaminada com fezes de animais infectados, ou durante a manipulagéo,
devido a contaminacdo cruzada. O sorotipo E. coli O157:H7, um dos mais
prevalentes transmitidos por alimentos, € frequentemente relacionado a surtos de
gastroenterite associados ao consumo de alface em paises industrializados, como
os da Europa e Estados Unidos (WHO, 2015; Hoff et al., 2021).

2.1.1.1 Parasitos frequentemente encontrados em hortalicas e implicagdes na saude
publica

Organizagao das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentagado (FAO) e a
Organizagcao Mundial da Saude (OMS) identificaram os parasitas transmitidos por
alimentos que possuem maior impacto global na saude publica. Entre os
frequentemente associados a produtos frescos, destacam-se Echinococcus
granulosus, Echinococcus multilocularis, Cryptosporidium spp., Entamoeba
histolytica, Ascaris spp., Giardia duodenalis, Fasciola spp., Cyclospora cayetanensis,
Trichuris trichiura, Balantidium coli e Toxocara spp (WHO, 2015). As principais
caracteristicas de cada um desses parasitas, incluindo as doencas que causam,
seus reservatorios, periodos de incubagao e sintomas, estao descritas no QUADRO
1.
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Esses parasitas representam uma significativa ameaga a saude publica
devido a elevada prevaléncia e aos danos causados (WHO, 2015; Franssen et al.,
2019). Em 2010, estimou-se que as infecgbes parasitarias causaram, no mundo,
91,1 milhdes de casos de doengas humanas e 51.909 mortes, refletindo sua
importancia epidemiologica (Franssen et al., 2019). Diferentemente das bactérias,
esses parasitas possuem ciclos de vida mais complexos, frequentemente
envolvendo multiplos hospedeiros intermediarios, além de periodos de incubagao
mais longos. Essa caracteristica dificulta o diagnostico precoce, especialmente em
casos assintomaticos ou com manifestagdes clinicas inespecificas, como febre,
diarreia e dores abdominais (WHO, 2014).

Além disso, muitos desses parasitas, como por exemplo Giardia e
Cryptosporidum spp requerem uma dose infecciosa minima (de 1 a 10 cistos ou
oocistos) para causar a doencga, o que significa que mesmo pequenas quantidades
de alimentos contaminados podem ser suficientes para gerar infecgdes (Silva;
Sabogal-Paz, 2021). A resisténcia dos estagios infectantes, como ovos, cistos ou
oocistos, no ambiente contribui ainda mais para sua disseminagado. Esses estagios
podem sobreviver por longos periodos sob condigdes adversas, aumentando o risco
de contaminacéo de alimentos e agua e agravando o impacto dessas infecgdes na
saude publica (Silva; Sabogal-Paz, 2021)

Estudos realizados em diversas regides do mundo, conforme evidenciado no
QUADRO 2, mostram uma elevada prevaléncia de helmintos e protozoarios em
hortalicas folhosas. Esse dado destaca a importadncia de medidas preventivas
robustas, como melhorias no saneamento basico, a adocdo de boas praticas
agricolas e a implementacdo de métodos eficazes de higienizagdo de alimentos.
Essas estratégias sdo essenciais para reduzir os riscos de transmissao de parasitas
por alimentos frescos e, consequentemente, proteger a saude da populagao global
(WHO, 2015; Silva; Sabogal-Paz, 2021).
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2.2 CONTROLE HIGIENICO-SANITARIO DE HORTALICAS NO BRASIL E
FATORES A SEREM CONSIDERADOS NOS PROCESSOS DE
HIGIENIZACAO

Para o controle higiénico-sanitario de hortaligas, a Resolugdo RDC n° 724
(Brasil, 2022) estabelece que as hortalicas in natura, sanitizadas, preparadas e
prontas para o consumo, devem apresentar perfis microbiolégicos com até 102
coliformes a 45°C/g e auséncia de Salmonella spp. em 259 do alimento. Em relag&o
aos parasitos, a Resolugao RDC n° 623 (Brasil, 2022b) determina que "alimentos em
geral" ndo devem conter "matérias estranhas indicativas de riscos a saude humana",
o que inclui helmintos e protozoarios, em qualquer fase de seu desenvolvimento.

Logo, essas regulamentagdes e legislacdes relacionadas a seguranga sanitaria
de hortalicas desempenham um papel fundamental ao tornar a higienizagao desses
alimentos um requisito obrigatorio tanto para estabelecimentos de alimentos como
para a industria alimenticia. Contudo, é nas residéncias que se observa o maior
numero de casos relatados de doencas transmissdo hidrica e alimentar (DTHA)
(Brasil, 2024). Portanto, torna-se crucial adotar praticas de higienizacao eficazes,
também nos domicilios a fim de reduzir o risco de ocorréncia de DTA nesses
ambientes (Dixon, 2016).

Desse modo, tanto na industria alimenticia quanto em ambientes domésticos, é
aconselhavel seguir um processo de limpeza somado a sanitizagdo das hortaligas.
Isso ocorre porque a etapa inicial de limpeza remove apenas cerca de metade dos
ovos de helmintos e reduz o numero de bactérias em 1 a 2 logs. Portanto, é
fundamental recorrer, além da lavagem, outros métodos que auxiliem na reducao,
remogao ou inativagdo desses microrganismos ou parasitos (Amoah et al., 2007;
Banach et al., 2017; De Medeiros et al., 2023).

Atualmente, o método de higienizagao mais utilizado em domicilios e industrias
alimenticias € o que emprega produtos quimicos, sendo o hipoclorito de sédio o
mais comum, devido sua acessibilidade econdémica, facilidade de uso e rapida agao
antimicrobiana (Ramos et al.,, 2013; Meireles et al., 2016; Mir et al.,, 2018). A
aplicacao ocorre em concentragdes que variam de 100 a 250 ppm (ABNT, 2015).
Entretanto, para esse produto ter eficacia, diversos fatores devem ser considerados

no uso além da concentragao adequada como a temperatura (Finten; Aguero; Jagus,
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2017), o nivel de carbono organico total (Banach et al., 2017) e principalmente o pH
da agua de lavagem (Shen et al., 2016; CHEN; Hung; 2017).

O pH ideal para solugbes de lavagem com cloro deve ser mantido entre 6,0 e
7,5 (FDA, 1998). Em condi¢cdes mais acidas, pode ocorrer a liberacdo de gases,
enquanto em ambientes mais basicos, pode haver corrosdo dos vegetais. Logo,
manter o pH das solu¢des dentro da faixa neutra ajuda a minimizar a concentragao
de cloro livre e as reagbes desse ion com a matéria organica presente na agua,
prevenindo a formagdo de subprodutos clorados (Shen et al., 2016; Chen; Hung,
2017).

A ingestdo e a inalacdo de subprodutos da cloragdo, como trialometanos
(THMs) e acidos haloacéticos (HAAs), tém sido associadas ao desenvolvimento de
canceres de bexiga e colorretal (Shi et al., 2024; Helte et al., 2025). A legislagdo da
Unido Europeia e dos Estados Unidos estabelece limites maximos de 100 e
80 ug L™, respectivamente, para a concentracédo de trialometanos na agua utilizada
para a fabricacdo de alimentos prontos para consumo. Em avaliacdo realizada com
vegetais prontos para o consumo lavados com agua clorada, foram identificadas
concentragdes médias de 76,7 ngg™" de THMs, com predominancia de cloroférmio
(Coroneo et al., 2017). Em adultos em Taiwan, estimou-se que a exposi¢cao diaria
por meio da ingestdo desses produtos alcanga 28,53 ug para THMs e 77,83 ug para
HAAs, evidenciando um potencial risco a saude (Lin; Tsai, 2022). Diante desses
dados, o uso de alternativas néo cloradas para higienizagado de alimentos deve ser
incentivado.

Entretanto, antes das etapas de lavagem e sanitizagdo dos vegetais, outros
fatores influenciam o resultado da qualidade higiénico-sanitaria dos alimentos. Entre
esses fatores, destacam-se as caracteristicas da superficie e o tipo de cultivo
(convencional, hidropdnico ou organico), além do microrganismo ou parasita alvo da
descontaminagédo (Deering et al., 2012; Neto et al., 2012; SAID, 2012; Bermudez-
Aguirre; Barbosa-Canovas, 2013).

Hortalicas folhosas, por exemplo, em comparagdo com outros vegetais e
legumes apresentam menor redugdo e remogao de bactérias e parasitos apos a
higienizagéo, devido apresentarem superficie irregular, porosa e rugosa que facilitam
o deslocamento e a ligagao desses organismos para esses sitios dificultando a agao
da lavagem e dos produtos sanitizantes (Said, 2012; Bermudez-Aguirre; Barbosa-

Canovas, 2013; Banach et al., 2017). Além disso, cepas de Escherichia coli
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O157:H7 e Salmonella typhimurium, assim como oocistos de Cryptosporidium
podem invadir ou ficar retidos no estdbmato de vegetais folhosos, como de ruculas,
alfaces, e espinafres impedindo a agao do sanitizante sobre esses patégenos ou a
remogao mecanica dos mesmos apos 0s processos de higienizacdo (Macasarin;
Bauchan; Fayer, 2010; Golberg et al., 2011; Deering et al., 2012).

A eficacia do saneante em relacao aos microrganismos também depende da
caracteristica da ligacao existente entre as bactérias e a superficie do alimento, que
pode ser fraca ou forte. A primeira ocorre em segundos apos a contaminacgao, e sao
consideradas reversiveis. Porém, apds longos periodos realizam-se ligacbes mais
fortes em consequéncias de reagdes covalentes ou hidrofébicas, que dificultam a
remocao das cepas bacterianas pelos sanitizantes (Banach et al., 2017).

Da mesma forma, o meio de cultivo dos produtos frescos interfere no
resultado da higienizagdo, isso porque vegetais de sistema organico, e convencional
possuem, apés a colheita, maior contaminagao por microrganismos em comparagao
aos produtos hidropdnicos devido a utilizagao de esterco contendo fezes de animais
contaminadas e pelo maior contato com o solo. Como resultado, hortalicas que
apresentam maior carga bacteriana e parasitaria apés a colheita, consequentemente
terdo um maior numero de microrganismos presentes apos os procedimentos de
higienizagéo (Neto et al., 2012). Em adigao, a relagéo hortaliga/ solugdo sanitizante
(p/v) deve permitir uma adequada submersdo das hortalicas. Usualmente
recomenda-se a lavagem de hortalicas na proporgdo 1:10 (hortaliga/ solugao
sanitizante), entretanto a propor¢ao de 1:20 demonstrou ser mais favoravel para a
lavagem de folhosos (Ssemanda et al., 2018).

Além disso, alguns patégenos apresentam diferentes niveis de resisténcia
aos antimicrobianos. Sorotipos de Salmonella demonstram alta resisténcia a
condi¢cdes adversas, como variagoes de temperatura e ambientes acidos, o que
dificulta os processos de desinfecgdo e aumenta o risco de persisténcia da bactéria
nas cadeias de produgéo e consumo (Elias et al., 2019). Da mesma forma, ovos de
parasitos como o de Ascaris spp, podem permanecer viaveis por longos periodos e
fixos a matriz vegetal mesmo apds a higienizagdo devido apresentarem estrutura
adesiva e robusta que impedem a agdo dos sanitizantes (Adenusi, Abimbola e
Adewoga, 2015; Fallah; Makhtuml; Pirali-Kheirabadi, 2016; Caradonna et al., 2017;
Gerard et al., 2019).
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Logo, todos os fatores anteriormente mencionados devem ser considerados
para que novos métodos e ou solugdes higienizantes sejam mais eficientes e menos

agressivas ao meio ambiente e a saude humana.

2.3 SANITIZANTES NATURAIS DE APLICACAO EM ALIMENTOS

Compostos bioativos provenientes de produtos naturais, como extratos de
vegetais e Oleos essenciais (OE), vém ganhando a atengcdo de consumidores e
pesquisadores e industrias alimenticias, principalmente porque oferecem atividade
antimicrobiana para diferentes tipos de patdégenos e por serem substancias
Geralmente Reconhecidas como Seguras (GRAS) (Athayde et al., 2016; Randazzo
etal., 2017; FDA, 2018; Ju et al., 2019; Lima; Souza, 2020).

Alguns produtos naturais ja testados para a higienizagdo de hortalicas
folhosas incluem extratos de cha verde, frutas noni secas, sementes de acafrao-
javanés, pele e casca de amendoim, casca de nozes, sementes de toranja e
tamarindo; 6leos essenciais de tomilho, cominho preto, salvia, alecrim, folhas de
louro, orégano, canela, hortelda, melissa e capim-limao; além de sucos/molhos de

limao, roma e cranberry, conforme descrito no QUADRO 3.
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Segundo a literatura, a atividade antimicrobiana dos sanitizantes naturais &
proveniente da acao sinérgica entre os diferentes compostos bioativos presentes
nos Oleos essenciais e extratos, que possuem a capacidade de alterar a
permeabilidade da membrana e penetrar nas células, alterando diferentes funcdes
celulares (Moore-Neibel et al., 2012; Lima; Souza, 2020).

Uma revisao sistematica demonstrou que 6leos essenciais, utilizados como
sanitizantes naturais, promoveram redugcdo média de 1,48 + 1,21 log UFC/g em
microrganismos presentes em vegetais folhosos. Além disso, verificou-se que esses
compostos foram eficazes tanto na redugdo de microrganismos inoculados
artificialmente quanto na microbiota natural dos alimentos (Lima; Souza, 2020).
Contudo, as redugdes obtidas para a microbiota natural foram, em geral, inferiores
as observadas nos ensaios com inoculagao artificial, independentemente do tipo de

vegetal folhoso ou do método de sanitizagao empregado (Lima; Souza, 2020).

2.3.1 Oleos essenciais de orégano e alecrim: Propriedades farmacoldgicas, uso

culinario e potencial antimicrobiano

Os odleos essenciais sdo compostos complexos presentes em plantas
aromaticas, formados por hidrocarbonetos e derivados oxigenados, e contém uma
variedade de substéncias quimicas, como ésteres, fendis, aldeidos e alcoois (Leyva-
Lopez et al., 2017). As plantas sintetizam esses compostos para se protegerem de
pragas e microrganismos, para atrair seres ou em processos de sinalizagao.
Geralmente, esses 06leos sao obtidos por técnicas como destilacdo a vapor ou
prensagem a frio. Eles podem ser extraidos de diferentes partes das plantas,
incluindo folhas, cascas, flores, frutos e sementes. Os Oleos essenciais sao
amplamente utilizados pelas propriedades terapéuticas e pelo grande papel na
culinaria mundial (Pizzo et al., 2023).

Entre as plantas cujos Oleos essenciais apresentam propriedades
antimicrobianas e culinarias, destacam-se o alecrim (Rosmarinus officinalis) e o
orégano (Origanum vulgare) (Nieto; Ros; Castillo, 2018). O alecrim é uma planta
aromatica e arbustiva, nativa da regido do Mediterraneo, que pode atingir até 2
metros de altura. Suas folhas, finas e alongadas, de coloragdo verde-acinzentada,
possuem um sabor amargo e adstringente (Borges et al., 2019; Oliveira; Camargo;
Oliveira, 2019).



39

Amplamente valorizado na medicina tradicional, o alecrim é reconhecido
pelas propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias, antidiabéticas, neuroprotetoras
e anticancerigenas (Jiang et al., 2011; Borges et al., 2019; Eid et al., 2022). O dleo
essencial extraido do alecrim contém monoterpenos como 1,8-cineol, canfora, a-
pineno, limoneno, a-terpineol, eucaliptol, borneol e canfeno (Jiang et al., 2011;
Borges et al., 2019).

De forma similar, o orégano, também originario da regido do Mediterraneo, é
uma planta herbacea perene cultivada mundialmente. Com altura variando de 20 a
90 cm, caracteriza-se por folhas pequenas e de cor verde-escura, que exalam um
aroma forte e caracteristico (Skoufogianni; Solomou; Danalatos, 2019). O orégano é
essencial na culinaria, especialmente em pratos mediterraneos, sendo utilizado
como tempero para molhos, carnes e vegetais. Além de seu uso culinario, o orégano
€ conhecido por conter compostos que atuam como agentes antioxidantes,
antidiabéticos, anti-inflamatérios e supressores de cancer (Leyva-Lopez et al., 2017).
Alguns dos principais componentes extraidos do 6leo essencial de orégano sao o
carvacrol e o timol (Skoufogianni; Solomou; Danalatos, 2019; Pizzo et al., 2023).

Além disso, estudos demonstram que os Oleos essenciais de alecrim e
orégano possuem atividade antimicrobiana contra patégenos como Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Candida albicans, Salmonella typhimurium, Staphylococcus
epidermidis, Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis, Proteus vulgaris e
Pseudomonas aeruginosa. Muitos desses microrganismos estdo associados a
doengas transmitidas por alimentos (Jiang et al.,, 2011; Eid et al., 2022; Yang,
Goksen e Zhang, 2023).

Logo, esses fatores tornam os 6leos essenciais de alecrim e orégano uma
opc¢ao natural e eficaz para serem utilizados como conservantes e ou sanitizantes na
industria alimenticia (Tornuk et al., 2011; Pizzo et al., 2023). No entanto, quando se
trata de patdgenos que demonstram resisténcia aos compostos antimicrobianos,
como o0s ovos de parasitas, a utilizagdo de eluentes como a glicina ou de extratos
ricos em saponinas com propriedades surfactantes parece ser a abordagem mais
promissora (Cook et al., 2006a; Cook et al., 2006b; Matosinhos et al., 2016; Kregiel
etal., 2017; Pineda et al., 2021).
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2.4 SOLUCOES DE DISSOCIACOES, ELUENTES /. E BIOSURFACTANTES

2.4.1 Glicina

A glicina, também conhecida como &cido aminoacético, representa o
aminoacido mais simples dentre todos, constituindo aproximadamente 7,2% das
proteinas presentes no organismo humano, sendo superada apenas pela alanina,
que compde cerca de 7,8% (Nelson; Cox, 2006).

Para o funcionamento do corpo humano, a glicina é categorizada como um
aminoacido ndo essencial, podendo ser sintetizada a partir de precursores como
serina, treonina, colina e pela transaminac&o do glioxilato. Além disso, desempenha
fungdes cruciais como neurotransmissor inibitorio, sendo vital para a sintese de
proteinas e a formacao de acidos biliares (Kohlmeier, 2003). Além disso, quando
presente em niveis adequados, a glicina oferece citoprote¢cdo ao prevenir a necrose
celular (Weinberg; Bienholz; Venkatachalam, 2016)

No que se refere as suas caracteristicas fisicas e sensoriais, a glicina possui
um sabor adocicado, é inodora e, em condigdes normais de temperatura e pressao
(25°C e 1 atm), apresenta-se como um pé de coloragao branca. Além disso, embora
apresente um grupo R apolar, este aminoacido demonstra comportamento
globalmente polar, o que explica sua baixa solubilidade em solventes organicos
como etanol e éter etilico, e sua elevada solubilidade em agua, conforme
demonstrado no QUADRO 4 (Nelson; Cox, 2006; Mehta et al., 2017).

QUADRO 4 — INFORMAGOES E PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DA GLICINA

Estado fisico Sdlido (25° e 1 atm.)
Cor Branca (25° e 1 atm.)
Odor Inodoro

Massa molecular 75,07 g/mol
Densidade relativa 1.595g/cm?
Solubilidade em agua 225¢g/L em 20°C
Ponto de fuséao 225g/L em 20°C

pH 5,9 - 6,4 em 50g/L 25°C
Ponto isoelétrico (pl) 6,06
Toxidade aguda LD50 (oral, rato) 7.930 mg/kg

FONTE: Modificada de Nelson; Cox (2006) e Silveira (2019).

No que diz respeito as aplicagbes tecnologicas, a glicina apresenta diversas

utilidades, como por exemplo conservante de alimentos, ingrediente para a
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formulacdo de medicamento anti-helmintico e solugdo de dissociacdo em analises
parasitolégicas (Novaes; Araujo, 1998; Cook et al., 2006; Pineda et al., 2021).

No contexto do emprego direto da glicina na composigao de alimentos, sua
utilizagado é condicionada a submissdo de uma peticao, por parte do produtor, que
comprove a auséncia de toxicidade e a seguranga do consumo alimentar, em
conformidade com as diretrizes estabelecidas pela FDA (Food and Drug
Administration, agéncia reguladora dos Estados Unidos responsavel pelo controle de
alimentos e medicamentos) em 1971.

Na esfera da analise parasitolégica, a glicina emerge como um solvente de
escolha, demonstrando superior eficacia na recuperagao/ remocdo de ovos de
parasitos em comparagédo a outras solugbes empregadas, como evidenciado por
Cook et al. (2006) e Matosinhos et al. (2016). Por exemplo, apds a inoculagéo de
oocistos de Cryptosporidium parvum em folhas de alface, a utilizacdo deste
aminoacido a uma concentracdo de 1M com pH ajustado a 5,5 resultou na
recuperacao de aproximadamente 85,4% * 14,0 dos oocistos (Cook et al., 2006).

Além disso, Matosinhos et al. (2016) e Silveira et al. (2023), ao utilizarem
solucao de glicina nas mesmas condi¢cbdes (1M, pH 5,5) e para a mesma hortalica,
relataram taxas de recuperagdo de ovos de Ascaris suum de 62,6% (x 20,2) e
41,9%, respectivamente. Por fim, Pineda et al. (2021), em analises interlaboratoriais,
demonstrou que o método de recuperagdo que emprega glicina como solugao de
dissociagao (1M, pH 5,5) apresentou uma taxa média final de recuperacgao de 57,1%
para ovos de Ascaris sp. em folhas de alface e 50,7% em folhas de rucula.

A remocgao de patdgenos utilizando solugao de glicina (1M, pH 5,5) e solugdes
surfactantes ocorre devido a reducao da tensao superficial da solugao aquosa, além
da diminuicdo da carga presente na superficie dos microrganismos (Hsu; Huang,
2002).

2.4.2 Extratos ricos em saponinas e seu efeito biosurfactante.

2.4.2.1 Extrato de Quinoa

A quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) € uma planta anual nativa dos Andes,
na América do Sul, cultivada ha milhares de anos em paises como Bolivia, Peru e

Equador (Hazzam et al., 2020). Reconhecida também como um pseudocereal, uma
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vez que suas sementes sao usadas como grao de cereais, a quinoa € amplamente
consumida em diversas preparagdes culinarias, como substitutos de cereais,
saladas, massas, paes, bolos, farinhas, cervejas e ragdes para animais, devido ao
seu alto valor nutricional e versatilidade (Zhu et al., 2002; Kuljanabhagavad; Wink,
2009).

As sementes de quinoa possuem alto teor de proteinas (12 a 15%) de
excelente qualidade, fibras, lipidios, vitaminas e minerais, 6émega-6, vitamina E e
acidos graxos como linoleico, oleico e palmitico, além de compostos bioativos como
polifendis, fitoesterois e flavonoides (Zhu et al., 2002; kuljanabhagavad; Wink, 2009;
Hazzan et al., 2020). Esses compostos conferem a planta propriedades
antioxidantes, anti-inflamatérias, antimicrobianas e até antidiabéticas, tornando-a
uma aliada na prevengéao e no tratamento de doengas cronicas. O consumo regular
de quinoa esta associado a reducao de inflamacgdes e ao controle de fatores de risco
metabdlicos, como obesidade e dislipidemia (Zhu et al., 2002).

Ainda nas camadas externas das sementes e nos extratos de semente de
quinoa sao encontradas um dos compostos mais caracteristicos dela, a saponina.
Além de serem responsaveis pelo sabor amargo da quinoa apresentam multiplas
propriedades farmacoldgicas, como atividades antifungica, antiviral, antimicrobiana,
anti-inflamatéria, imunomoduladora, citotoxicas e antitumoral. Entretanto, as
saponinas, em altas concentragdes, podem ser consideradas téxicas e atuar como
fator antinutricional, pois podem interferir na absor¢gdo de alguns minerais e
vitaminas (Kuljanabhagavad; Wink, 2009; Hazzan et al., 2020).

Até o momento, mais de 40 saponinas ja foram encontradas e caracterizadas
a partir de sementes de quinoa, sendo as saponinas triterpenicas as mais comuns
(Hazzan et al., 2020). A estrutura anfifilica das saponinas, composta de agliconas
hidrofébicas e residuos de acucar hidrofilicos, confere a elas propriedades
surfactantes, ou seja, a capacidade de reduzir a tensao superficial entre liquidos ou
entre liquidos e solidos. Isso faz com que as saponinas sejam amplamente utilizadas
na industria cosmética, na producdo de detergentes e como emulsificantes em

diferentes formulagdes (Hazzan et al., 2020; Bustos et al., 2024).
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CAPITULO I: EFEITO DOS SANITIZANTES NATURAIS NA REDUCAO
DE E. coli E Salmonella EM FOLHAS DE ALFACE
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1 INTRODUGAO

No contexto da alimentagao cotidiana, é fundamental considerar a qualidade
dos alimentos consumidos. Uma dieta saudavel deve ser composta por vitaminas,
minerais, fibras e compostos bioativos, tendo as hortalicas e frutas como uma das
principais fornecedoras desses nutrientes. E recomendavel, para adultos, a ingest&o
de um minimo de 400g ou 5 por¢des por dia desses alimentos (WHO, 2020).
Entretanto, se esses n&o dispdem de qualidade higiénico-sanitaria satisfatoria
podem oferecer riscos biolégicos a saude como o desenvolvimento de doengas
transmitidas por alimentos (Ramos et al., 2013; Mogren et al., 2018).

Desse modo, a higienizagdo de produtos hortifruticolas € de grande
importancia, principalmente para aqueles que sao consumidos crus e/ou apenas
minimamente processados, como € o caso das hortalicas folhosas (Lima; Souza,
2020). A pratica da higienizagao nesses vegetais, € de extrema importancia uma vez
que além de promover a reducao da flora nativa e de microrganismos deteriorantes
também auxilia na descontaminacéo de bactérias patogénicas (Mogren et al., 2018;
Lima; Souza, 2020).

Usualmente nos domicilios e nas industrias de hortifruticolas, utiliza-se as
solugdes coloradas, entre elas o hipoclorito de sédio (100 a 250 ppm) para higienizar
vegetais folhosos devido ao custo baixo, facil uso, boa eficacia e baixo impacto na
qualidade final do produto (Allende et al., 2008; Fan; Sokorai, 2015). No entanto, ha
evidéncias de que a interagcdo entre o cloro e a matéria orgénica presente nos
alimentos ou na &gua pode originar subprodutos de desinfecgdo, como
trinalometanos, cloraminas e acidos haloacéticos. Esses compostos sao
considerados cancerigenos, logo séo prejudiciais para humanos e 0 meio ambiente.
Dessa forma, alguns paises europeus proibiram o uso do cloro para descontaminar
vegetais, como Alemanha, Suiga, Holanda, Dinamarca e Bélgica, e ou limitaram seu
uso a 100 mg/L HOCI (pH 6,5, 1 min) como € o caso da Espanha (Fan; Sokorai,
2015; Loan et al., 2016).

Assim, nos ultimos anos, a busca por agentes antimicrobianos naturais e
menos prejudiciais ao meio ambiente, como substitutos dos sanitizantes a base de
cloro, tem recebido crescente interesse. Entre esses agentes antimicrobianos estéo
os provenientes de 6leos essenciais (Lima; Souza, 2020) e extratos vegetais (Kim et
al., 2011; Lee et al., 2021; Wong, et al., 2021; Kang; Song, 2021). Esses produtos
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naturais, possuem compostos bioativos concentrados, como flavonoides e o6leos
essenciais, que atuam de maneira sinérgica e tém a capacidade de inibir, inativar e
impedir o crescimento e a adesao de microrganismos nos alimentos (Zamuz et al.,
2021; Yu, 2021).

Portanto, considerando que Salmonella spp. e Escherichia coli O157:H7
estdo entre os principais agentes de surtos alimentares associados ao consumo de
produtos frescos em todo o mundo (Thomas et al., 2024), e que a alface (Lactuca
sativa) figura entre as hortaligas folhosas de maior cultivo e consumo global,
representando uma cultura de elevada importancia socioeconémica (Medina-Lozano
et al., 2021; Qin et al., 2025), este estudo teve como objetivo avaliar o efeito de
sanitizantes naturais na reducao de E. coli O157:H7 e Salmonella spp. em folhas de
alface, visando oferecer alternativas seguras e sustentaveis para o processamento

pos-colheita.

2 METODOLOGIA

Para realizar esta revisao integrativa, foram analisados estudos que
investigaram o efeito de sanitizantes naturais, elaborados a partir de extratos
vegetais, na redugao de E. coli O157:H7 e Salmonella spp em variedades de alface
(Lactuca sativa). Os estudos foram incluidos independentemente do desfecho
avaliado, desde que apresentassem as seguintes informagdes: nome dos produtos
naturais utilizados para elaborar os sanitizantes, concentragdo e tempo de acéo do
sanitizante natural, modo de inoculagao dos microrganismos (na superficie das
folhas ou por imersao, método de higienizacdo e dados sobre a redugdo microbiana
em escala logaritmica.

Como critérios de inclusao, foram considerados artigos publicados até abril
de 2025, nos idiomas inglés, espanhol ou portugués. Foram excluidos da revisao os
estudos que ndo presentaram os dados de contagem microbiana em log UFC/g,
utilizaram hortalicas diferentes da espécie Lactuca sativa nos experimentos de
higienizagdo, empregaram extratos vegetais em combinagdo com outras substancias
Ou associaram o uso a meétodos ndo quimicos de sanitizagdo, analisaram
microrganismos distintos de E coli O157:H7 ou Salmonella spp., ndo utilizaram o

método de sanitizagao por imersao, ou seja, nao submergiram as folhas de alface na
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solugao antimicrobiana, e/ ou néo realizaram a inoculagdo dos patdgenos por meio
da aplicacao de goticulas sobre a superficie das folhas.

As buscas foram realizadas nas bases Pubmed, Sciencedirect, Scielo e
EBSCO. A estratégia de busca esta descrita no QUADRO 5.

QUADRO 5 — ESTRATEGIA DE BUSCA

Base de Estratégia de busca Campos
dado pesquisado
Pubmed (lettuce OR "Lactuca sativa" OR "L. sativa") AND ("Escherichia Todos os indices

col" OR Salmonella) AND (decontamination OR "antimicrobial
activities" OR inactivation OR reduction OR "antibacterial
effect" OR sanitization) AND (extract OR oil)

Sciencedirect | (lettuce OR "Lactuca sativa" OR "L. sativa") AND ("Escherichia Titulo, resumo e
col" OR Salmonella) AND (decontamination) AND (extract OR palavras-chave
oil)

(lettuce OR "Lactuca sativa" OR "L. sativa") AND ("Escherichia
col" OR Salmonella) AND ("antimicrobial activities") AND
(extract OR oil)

(lettuce OR "Lactuca sativa" OR "L. sativa") AND ("Escherichia
col" OR Salmonella) AND (inactivation) AND (extract OR oil)
(lettuce OR "Lactuca sativa" OR "L. sativa") AND ("Escherichia
col" OR Salmonella) AND (reduction) AND (extract OR oil)
(lettuce OR "Lactuca sativa" OR "L. sativa") AND ("Escherichia
col" OR Salmonella) AND ("antibacterial effect") AND (extract
OR oil)

(lettuce OR "Lactuca sativa" OR "L. sativa") AND ("Escherichia
coli" OR Salmonella) AND (sanitization) AND (extract OR oil)

Scielo (lettuce OR "Lactuca sativa" OR "L. sativa") AND ("Escherichia Todos os indices
col" OR Salmonella) AND (decontamination OR "antimicrobial
activities" OR inactivation OR reduction OR "antibacterial
effect” OR sanitization) AND (extract OR oil)

EBSCO (lettuce OR "Lactuca sativa" OR "L. sativa") AND ("Escherichia Todos os indices
col" OR Salmonella) AND (decontamination OR "antimicrobial
activities" OR inactivation OR reduction OR "antibacterial
effect" OR sanitization) AND (extract OR oil)

Fonte: A autora (2025).

Apos a primeira triagem, foram excluidos os artigos duplicados, pelo titulo.
Em seguida, foi feita a leitura dos titulos e resumos com a intengéo de selecionar os
estudos para serem lidos na integra. Também foram avaliadas as referéncias dos
artigos selecionados, com o objetivo de incluir novos estudos na revisao.

Para a andlise estatistica, inicialmente, a normalidade e a homogeneidade
das amostras foram avaliadas pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene (ou teste F),
respectivamente. Para a comparagao entre os grupos de sanitizantes naturais,
controle negativo (agua ou agua destilada) e controle positivo (cloro ou hipoclorito de

sédio), foi aplicado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do teste de
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Dunn com corregdo de Bonferroni, quando identificadas diferengas significativas.
Esse mesmo procedimento foi utilizado para analisar diferentes tipos de sanitizantes
e as respectivas concentragoes.

As comparacgoes entre as classes de compostos naturais (6leos essenciais e
extratos vegetais) e entre os microrganismos alvos (E. coli O157:H7 e Salmonella
spp.) foram realizadas com o teste de Mann-Whitney.

A frequéncia relativa das faixas de reducao logaritmica também foi analisada
para identificar padrées predominantes de resposta antimicrobiana. Além disso,
possiveis associagdes entre a reducdo microbiana e variaveis experimentais como
concentragdo (mg/mL), tempo de agdo do sanitizante (min), area do vegetal (cm2),
proporgcao vegetal: sanitizante (g:mL) e tempo de secagem apds a inoculagao (h)
foram avaliadas com o coeficiente de correlacdo de Spearman.

Todas as analises foram realizadas com nivel de significancia de p < 0,05. Os
dados extraidos dos estudos foram organizados em planilhas no Microsoft Excel
365® (ou atual versao utilizada) e as analises estatisticas foram conduzidas no IBM
SPSS Statistics®, versao 21.

3 RESULTADOS

Apos estratégia de busca nos bancos de dados Pubmed, Sciencedirect,
Scielo e EBSCO foram encontrados respectivamente 54, 11, 0 e 76 artigos,
totalizando 234. Entretanto, desses, 97 artigos foram excluidos por serem
duplicatas. Portanto, apds leitura dos titulos e resumos, 38 foram selecionados para
leitura na integra e apenas 7 foram incluidos na revisdo, como demonstra a FIGURA
1.
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FIGURA 1 — FLUXOGRAMA DO PROCESSO DE SELECAO DE ARTIGOS

Artigos Artigos Artigos Artigos
encontrados na encontrados no encontrados no encontrados no
Pubmed Sciencedirect Scielo EBSCO
(n=54) (n=11) (n=|0) (n=J‘I6)
Artigos totais identificados Artigos excluidos por serem duplicatas
(n=234) (n=137)
'
Artigos para leitura de titulo Artigos excluidos apds leitura de titulos
(n=97) (n=44)
{
Artigos para leitura do resumo Artigos excluidos apos leitura do resumo
(n=53) (n=14)
{ !’
Artigos para leitura na integra Artigos excluidos apds leitura na integra
(n=39) (n=32)

Artigos incluidos

para a revisdo
(n=7)

Adaptado de Moher et al. (2010)

Com base nos estudos incluidos nesta revisdo, observou-se uma diversidade
de metodologias aplicadas na avaliacdo da eficacia dos sanitizantes naturais sobre
microrganismos em folhas de alface (QUADRO 6). Os estudos analisados
apresentaram principalmente variagcbes em relagdo ao produto natural avaliado
(extrato ou Oleo essencial), a variedade de alface, area do vegetal (entre 9 e 52,5
cm?), propor¢ao entre massa de hortaliga e volume de sanitizante (1:100 a 1:8), a
concentracao do sanitizante natural (0,025 a 1000 mg/mL), tempo de tratamento (de
0 a 20 min) condigbes de secagem apds a aplicagcdo do indculo bacteriano,
condi¢des de incubagao antes da realizagdo dos tratamentos, além da espécie do

patdgeno analisado (E. coli O157:H7 e/ ou Salmonella spp).
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Desse modo, a partir da analise dos experimentos, desconsiderando
variaveis como tipo de sanitizante natural, concentragdo, tempo de tratamento e
microrganismo estudado, observou-se que 0s sanitizantes naturais promoveram
uma reducao média de 1,55 log UFC/g nos microrganismos (n = 84) (FIGURA 2A).
O controle negativo, representado por agua ou agua destilada, apresentou uma
média de reducéo de 0,5 log UFC/g (n = 17), enquanto o controle positivo, com
cloro ou hipoclorito de sédio, atingiu 1,95 log UFC/g (n = 6). A analise estatistica
indicou diferencgas significativas entre os tratamentos quanto a redugéo microbiana
(H =24,41; p <0,001). O controle negativo apresentou redugdes significativamente
menores em relagdo aos sanitizantes naturais (p < 0,001) e ao controle positivo (p
= 0,001). Por outro lado, ndo houve diferenga estatistica entre os sanitizantes
naturais e o controle positivo (p = 0,274).
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FIGURA 2 — COMPARAGCAO DA R~EDUQAO MICROBIANA ENTRE DIFERENTES TRATAMENTOS
COM DISTRIBUICAO PERCENTUAL POR FAIXAS LOGARITMICAS
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FONTE: A autora (2025).

Legenda: (A) Redugao logaritmica média (log UFC/g) obtida com diferentes tratamentos: controle
negativo (agua ou agua destilada), controle positivo (cloro ou hipoclorito de sédio) e sanitizantes
naturais. Letras distintas indicam diferenga estatistica significativa entre os grupos (teste de Kruskal-
Wallis, H = 24,41; p < 0,001; seguido de teste de Dunn com correcao de Bonferroni; p < 0,05);
(B) Distribuicao percentual das redug¢des microbianas por faixas logaritmicas, considerando os trés
grupos experimentais (controle negativo, controle positivo e sanitizantes naturais);

O gréfico de frequéncia relativa (FIGURA 2B), que apresenta a distribui¢cao
percentual das reducbes microbianas por faixa logaritmica, indica que os
sanitizantes naturais resultaram predominantemente em reducdes entre 0,5 e 1,5
log UFC/g, correspondendo a 50% das observagdes. A frequéncia de redugdes

superiores a 3 log, que normalmente é recomendado como ideal para controle



52

microbiolégico, foi observada em aproximadamente 10% dos casos. No grupo de
controle positivo, 66,7% das amostras apresentaram redugdes entre 1,5 e 2,0 log
UFC/g, enquanto 16,7% atingiram redugdes superiores a 3 log UFC/g. Ja o controle
negativo apresentou redugdes inferiores a 1 log UFC/g em 88,2% das amostras,
com 11,8% demonstrando auséncia de redugao microbiana (valor nulo).

Na analise da eficacia dos sanitizantes naturais frente a E. coli O157:H7 e
Salmonella spp. foi verificado uma redugdo média de 1,60 log UFC/g para E. coli
e de 1,53 log UFC/g para Salmonella (FIGURA 3A). No entanto, ndo foram
observadas diferengas estatisticamente significativas entre os dois grupos (p =
0,2827), indicando que os sanitizantes avaliados apresentaram desempenho

comparavel em relagdo aos dois microrganismos.
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FIGURA 3 — COMPARACAO DA REPUQAO MICROBIANA ENTRE DIFERENTES
MICRORGANISMOS COM DISTRIBUICAO PERCENTUAL POR FAIXAS LOGARITMICAS
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FONTE: A aurora (2025).
LEGENDA: (A) Reducao logaritmica média (log UFC/g) para E. coli O157:H7 e Salmonella spp..
Letras iguais indicam auséncia de diferenca significativa (teste de Mann-Whitney, p > 0,05).
(B) Distribuicéo percentual das redugdes microbianas por faixas logaritmicas, considerando os dois
microrganismos-alvo (E. coli O157:H7 e Salmonella spp.)

Com base na distribuigdo da frequéncia relativa das redu¢des logaritmicas em
diferentes faixas para E. coli e Salmonella spp. (FIGURA 3B), observou-se que, para
E. coli, as redugdes mais frequentes ocorreram nas faixas superiores a 0,5-1,0 log
UFC/g (28,6%) e superiores a 3,0 log UFC/g (28,6%). Para Salmonella spp. as faixas
com maior frequéncia de ocorréncia foram entre >1,0-1,5 log UFC/g (29,2%) e >1,5—
2,0 log UFC/g (26,2%).
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Quando comparada a eficacia dos sanitizantes formulados com 6leos
essenciais (n= 54) e a dos extratos vegetais (n = 30), observou-se médias de
redugdo de 1,56 log UFC/g e 1,52 log UFC/g, respectivamente (FIGURA 4A).
Contudo, essa diferenca nao foi estatisticamente significativa (p = 0,1033).

FIGURA 4 — COMPARACAO DA REDUGAO MICROBIANA ENTRE CLASSES DE SANITIZANTES
(OLEOS ESSENCIAIS E EXTRATOS VEGETAIS) COM DISTRIBUICAO PERCENTUAL POR
FAIXAS LOGARITMICAS
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FONTE: A autora (2025).

LEGENDA: (A) Redugéo logaritmica média (log UFC/g) obtida para extrato e oleo
essencial. As letras distintas indicam diferenca estatistica significativa entre os grupos
(teste de Mann-Whitney, p < 0,05). (B) Distribuicdo percentual das redu¢des microbianas
por faixas logaritmicas, considerando os dois grupos experimentais (para extrato e 6leo
essencial)
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Em adi¢do, a analise da frequéncia relativa mostrou que os sanitizantes a
base de 6leo apresentaram maior proporgcao de redugdes nas faixas de >1,0-1,5 log
(33,3%) e >1,5-2,0 log UFC/g (27,8%) (Figura 4B). Por outro lado, os extratos
concentraram-se nas faixas de 0,5-1,0 log (33,3%) e >3,0 log (20,0%). Desse modo,
os resultados sugerem que os 6leos naturais podem apresentar uma tendéncia a
maior eficacia antimicrobiana em comparagao aos extratos.

Na avaliacdo individual da eficacia dos sanitizantes naturais (FIGURA 5A) foi
observado que o 6leo de tomilho (n = 3) promoveu redugdes significativamente
maiores em comparagao a maioria dos demais compostos testados, incluindo o
extrato de centella asiatica (p = 0,004; n = 2), o extrato de cravo (p = 0,002; n=24)e
o 6leo de orégano (p = 0,000). Além disso, o extrato de cravo apresentou diferenga
significativa quando comparado ao 6leo de orégano (p = 0,000; n = 39). Embora
algumas comparagdes entre pares tenham revelado variagbes nas meédias de
reducao, essas diferengas ndo se mostraram estatisticamente significativas apds os

ajustes realizados.
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FIGURA 5 — COMPARACAO DA ~REDUQ/'S\O MICROBIANA ENTRE SANITIZANTES INDIVIDUAIS
COM DISTRIBUICAO PERCENTUAL POR FAIXAS LOGARITMICAS
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FONTE: A autora (2025).
LEGENDA: (A) Reducado logaritmica média (log UFC/g) obtida para os diferentes sanitizantes
naturais. As letras distintas indicam diferenga estatistica significativa entre os grupos (teste de
Kruskal-Wallis, p < 0,05; seguido por teste de Dunn com corregao de Bonferroni;). (B) Distribuicdo
percentual das redugbes microbianas por faixas logaritmicas, considerando seis grupos
experimentais (extrato de casca de amendoim, extrato de cravo, éleo de orégano, extrato de centella
asiatica, 6leo de folhas de murta e 6leo de tomilho.

Entretanto, na analise da frequéncia relativa das redugdes logaritmicas dos
microrganismos (FIGURA 5B), nota-se padrdes distintos entre os diferentes
sanitizantes naturais. Considerando o conjunto de microrganismos avaliados, o 6éleo

de tomilho concentrou a maior proporgédo de redugdes superiores a 3 log UFC/g
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(100%, n=3), o que indica alta eficacia antimicrobiana. O extrato de cravo, o 6leo de
orégano e o0 Oleo de murta apresentaram distribuicdes relevantes nas faixas
superiores (>2 a 3 log). Por outro lado, os sanitizantes como o extrato de casca de
amendoim e a centella asiatica demonstraram maior frequéncia de redugdes em
faixas inferiores, com destaque para valores abaixo de 1 log. Esses resultados
evidenciam a variacdo significativa na eficacia entre os compostos naturais
avaliados.

Por fim, considerando os sanitizantes naturais em diferentes concentragdes, a
analise estatistica revelou diferencas significativas na eficacia dos sanitizantes
naturais (p < 0,05) (FIGURA 6). O éleo de tomilho a 1,0 mg/mL apresentou a maior
redugdo microbiana, sendo significativamente superior a todas as outras
formulagbes. O o6leo de orégano a 0,5 mg/mL e o extrato de cravo a 1000 mg/mL
mostraram eficacia semelhante entre si, mas superior a do extrato de centella
asiatica e ao extrato de casca de amendoim, que nao diferiram entre si e

apresentaram as menores redugdes.

FIGURA 6 — EFICACIA DE SANITIZANTES NATURAIS EM DIFERENTES CONCENTRAGCOES NA
REDUGAO MICROBIANA (LOG UFC/G)
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FONTE: A autora (2025).

LEGENDA: Reducdo microbiana média (log UFC/g) obtida com diferentes sanitizantes naturais
aplicados em folhas de alface, considerando a concentracdo utilizada em cada experimento.

Além disso, foram conduzidas analises de correlacdo de Spearman para
investigar possiveis associagdes entre variaveis experimentais continuas e a

reducdo microbiana alcangada com o uso dos sanitizantes naturais. As variaveis
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avaliadas incluiram: concentragéo do sanitizante natural (ppm), tempo do tratamento
(min), tempo de secagem do vegetal apds inoculagdo para fixacdo dos
microrganismos (h), area da superficie vegetal (m?), quantidade de amostra utilizada
(p = —0,059; p = 0,5933) e proporcao hortaliga/sanitizante (p = —0,150; p = 0,1796).
De modo geral, nenhuma dessas varidaveis apresentou correlacdo estatisticamente
significativa com a redugao microbiana, sugerindo que tais fatores, isoladamente,

nao sao determinantes relevantes para a eficacia dos sanitizantes naturais.

4 DISCUSSAO

A contaminagéao de hortali¢cas folhosas por patégenos como Salmonella spp. e
E. coli O157:H7 pode ocorrer ao longo de toda a cadeia produtiva, desde o cultivo
(por meio de solo, fertilizantes organicos ou irrigagdo com agua contaminada) até a
fase de pos-colheita e armazenamento inadequado (Owade et al.,, 2024). A
Salmonella spp., bactéria Gram-negativa da familia Enterobacteriaceae, é causadora
de salmonelose, que se manifesta principalmente como gastroenterite (febre,
mialgia, cefaleia, nausea, vdmito) e pode evoluir para septicemia em pacientes
imunocomprometidos (Ehuwa et al., 2021). Por sua vez, E. coli O157:H7, também
pertencente a familia Enterobacteriaceae, € uma cepa produtora de toxina Shiga,
associada a quadros de colite hemorragica e, em casos mais graves, a sindrome
hemolitico-urémica (SHU). Caracteriza-se por uma baixa dose infecciosa (inferior a
100 células viaveis) e elevada capacidade de sobrevivéncia em superficies vegetais,
mesmo sob condigdes de refrigeracéo (Leach et al., 2010; Bywater et al., 2023). Nos
Estados Unidos, essa cepa é responsavel por mais de 63 mil casos de infec¢des
alimentares e cerca de 20 oébitos por ano (Chen et al., 2023). Na Uniao Europeia,
representa aproximadamente 22,5% dos surtos alimentares registrados (EFSA e
ECDC, 2015; Silva et al., 2017).

Uma reviséo sistematica revelou que a prevaléncia média de Salmonella spp
em amostras de alface foi de 4,1% (IC 95%: 3,0%—-5,2%), sendo essa taxa maior em
paises em desenvolvimento (6,4%) do que em paises desenvolvidos (2,8%). Além
disso, os niveis de Salmonella detectados variaram significativamente, desde
aproximadamente 0,054 + 0,058 UFC/g até 218,78 NMP/g. No caso da E. coli
0O157:H7, a prevaléncia média também foi de 4,1% (IC 95%: 0,5%-7,8%), € quando

considerado E. coli (EHEC), as concentragdes oscilaram entre menos de 3,0 NMP/g
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e mais de 1 100 NMP/g (Elias; Noronha; Tondo, 2019). Esses dados evidenciam a
presenga recorrente desses microrganismos em alface, ressaltando a necessidade
de métodos de higienizagédo eficazes para reduzir o risco de contaminagédo e a
ocorréncia de surtos alimentares.

Nesse contexto, esta revisdo teve como objetivo avaliar a eficacia de
diferentes sanitizantes naturais na reducao de Salmonella spp. e E. coli O157:H7 em
alface, levando em conta variaveis como concentragdo, tempo de tratamento e
meétodo de aplicagdo. Os resultados sugerem que os sanitizantes naturais podem
auxiliar na garantia da seguranga do consumo de alface, promovendo redugdes
logaritmicas de Salmonella spp. e E. coli, uma vez que apresentaram resultados
estatisticamente equivalentes as alcangadas por sanitizantes clorados. Esses
achados estdo em consonancia com estudos que apontam o uso de Oleos
essenciais e extratos vegetais como alternativas sustentaveis e menos agressivas a
saude humana e ao meio ambiente, especialmente quando comparados a
desinfetantes convencionais, como o hipoclorito de sédio, os quais podem gerar
subprodutos téxicos, apresentar alta corrosividade e favorecer o desenvolvimento de
resisténcia microbiana (Lima; Souza, 2020; Zaman et al., 2024).

Quando comparados os microrganismos de modo individual, os sanitizantes
naturais demonstraram eficacia de redugéo semelhante contra E. coli O157:H7 (1,60
Log UFC/g) e Salmonella spp. (1,53 Log UFC/g), sem diferenga estatistica entre os
grupos (p = 0,2827). A distribuicdo das faixas logaritmicas, no entanto, mostrou
padroes distintos de sensibilidade aos sanitizantes entre as espécies, o que reforca
a importancia da escolha do sanitizante conforme o patégeno alvo ou predominante
(Prado-Silva et al., 2015).

A comparacgao entre classes de compostos naturais indicou uma tendéncia de
maior eficacia dos 6leos essenciais em relacdo aos extratos vegetais, embora sem
diferenga estatistica significativa. Entre os sanitizantes testados, o 6leo essencial de
tomilho, na concentragao de 1,0 mg/mL, apresentou a maior capacidade de redugéo
microbiana em folhas de alface, seguido pelo extrato de cravo (1000 mg/mL) e pelo
Oleo essencial de orégano (0,5 mg/mL). O odleo essencial de tomilho € composto
principalmente por monoterpenos e derivados aromaticos de terpenos, como o timol
(um monoterpeno fendlico), o y-terpineno (um monoterpeno hidrocarboneto ciclico) e
0 p-cimeno (um monoterpeno aromatico do tipo alquilbenzeno) (Boruga et al., 2014;

Dong et al., 2023). De maneira semelhante, o 6leo essencial de orégano apresenta
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como constituintes majoritarios o carvacrol (também um monoterpeno fendlico), além
do p-cimeno e do y-terpineno. Por sua vez, o extrato de cravo € composto
predominantemente por eugenol, um composto da classe dos fenilpropenos
fendlicos (Frohlich et al., 2022). Entretanto, cabe destacar que o extrato de Centella
asiatica foi o unico produto natural que, nas condi¢des testadas nesta revisdo, nao
apresentou reducao significativa de microrganismos. Esse extrato é rico em
flavonoides, como kaempferol, quercetina e rutina (Azmin; Nor, 2020; Wong et al.,
2021).

Desse modo, a variacao na eficacia de redugao microbiana entre os 6leos
essenciais e os extratos vegetais, bem como entre os sanitizantes avaliados
individualmente, pode ser atribuida as diferentes propriedades fisico-quimicas dos
compostos naturais analisados (Alvarez-Martinez et al., 2021). Os 6leos essenciais
sao misturas complexas de compostos volateis, principalmente terpenos e fendis,
obtidos por destilacdo ou arraste a vapor, o que Ihes confere alta lipofilicidade e
capacidade de atravessar a bicamada lipidica das células bacterianas. Em contato
com a membrana, terpenos como carvacrol e timol, ou fenois como o eugenol
aumentam a permeabilidade e podem provocar a ruptura completa da barreira
lipidica, resultando no vazamento de ions, ATP e outros metabdlitos essenciais a
manutengao do potencial de membrana e a homeostase celular (Tariq et al., 2019;
Alvarez-Martinez et al., 2021). Em contraste, os extratos vegetais, geralmente
obtidos com solventes polares como agua, etanol ou metanol, sdo ricos em
moléculas hidrofilicas (flavonoides, taninos, alcaloides, glicosideos). Embora
também capazes de interagir com a bicamada lipidica e alterar sua fluidez, essas
substancias tendem a promover fissuras superficiais e desorganizacao parcial da
membrana, com consequente vazamento de componentes intracelulares. No
entanto, a menor volatilidade e a distribuicdo ampla de compostos polares podem
limitar a difusdo até os alvos intracelulares, reduzindo a eficacia antimicrobiana em
comparagado aos oOleos essenciais (Vidakovic et al.,, 2024; Zagar et al., 2024).
Entretanto, vale ressaltar que o uso combinado, ou em sinergia, de diferentes
compostos presentes em 6leos essenciais e extratos vegetais pode potencializar a
atividade antimicrobiana, oferecendo alternativas mais sustentaveis ao cloro e a
outros sanitizantes quimicos (Alvarez-Martinez et al., 2021).

Por fim, embora ndo tenham sido encontradas correlagdes significativas entre

as variaveis experimentais, como a concentracdo do sanitizante, tempo de
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tratamento, tempo de secagem (fixagdo dos microrganismos nas folhas), area foliar
e proporgcao entre hortalica e solugao sanitizante, e a redugdo microbiana, esse
resultado sugere que, isoladamente, tais fatores n&do exercem influéncia
determinante sobre a eficacia dos sanitizantes naturais. Outros estudos também nao
encontraram relacdo entre algumas dessas variaveis com a redugdo de
microrganismos (Singh et al., 2002; Gunduiz et al., 2009; Lima; Souza, 2020).

Em uma revisdo sobre a acdo de oleos essenciais e de seus constituintes
isolados, Lima e Souza (2020) ndo observaram correlagdo significativa entre a
concentracdo aplicada e a redugdo microbiana. Esse achado corrobora a ideia de
que o éxito do tratamento depende sobretudo do tipo de sanitizante utilizado (extrato
vegetal ou dleo essencial), da composigao quimica e das interagdes sinérgicas entre
0s compostos presentes, mais do que da dose empregada.

Em adicao, diferentes estudos indicam que o aumento do tempo de exposi¢cao
ao sanitizante, dentro de determinados intervalos, ndo necessariamente resulta em
maior eficacia microbioldégica (Singh et al., 2002; Gundiz et al., 2009). No caso da
Salmonella typhimurium, tratamentos com o6leo de murta aplicados em folhas de
alface por 5, 10, 15 e 20 min nao apresentaram variagdes estatisticamente
significativas entre si (p > 0,05) (Gunduz et al., 2009). De forma semelhante, a
inativacdo de E. coli O157:H7 inoculada em alface também nao apresentou
diferencas significativas quando tratada com o6leo essencial de tomilho (1,0 mL/L)
pelos tempos de 5, 10 ou 15 min (Singh et al., 2002). Esses achados sugerem que,
para determinados compostos naturais, o tempo de contato além de um certo limite
pode nao ser o principal fator determinante da eficacia antimicrobiana (Singh et al.,
2002).

Apesar dos estudos incluidos nesta revisdo nao terem comparado proporg¢oes
distintas entre massa de alface e volume de sanitizante (g:mL), a analise conjunta
dos dados ndo indicou influéncia direta dessas varidveis sobre a eficacia dos
tratamentos. Ainda assim, a proporgdo de 1:20 (massa de vegetal: volume de
solugdo) mostrou-se a opgao mais favoravel, por garantir completa imersdo das
folhas e contato uniforme com o sanitizante (Ssemanda et al., 2018).

Em adicdo, lesbes mecanicas, como cortes, rasgos ou contusdes ocorridas na
colheita ou no processamento, aumentam substancialmente o risco de
contaminagao da alface por Salmonella enterica e E. coli O157:H7 (Koukkidis et al.,

2017; Mulaosmanovic et al., 2021). A ruptura dos tecidos libera exsudatos ricos em
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agucares e aminoacidos que servem de substrato para ambos os patégenos,
estimulando a multiplicacdo bacteriana e a formacao de biofilmes (Koukkidis et al.,
2017; Arellano et al., 2022). Esses danos também expdem estdbmatos abertos e
fissuras, facilitando a internalizacdo das bactérias e dificultando a remocéao por
lavagem (Kroupitski et al., 2009; Kroupitski et al., 2019). Consequentemente, folhas
danificadas apresentam cargas microbianas maiores do que folhas intactas
(Mulaosmanovic et al., 2021; Elpers et al., 2023). O uso de folhas cortadas em
fragmentos padronizados, procedimento adotado em todos os ensaios incluidos
nesta revisdo, visa simular produtos minimamente processados e garantir
homogeneidade experimental. Todavia, essa abordagem pode nao representar
fielmente a eficacia dos sanitizantes em folhas inteiras e ainda dificultar a
comparagao direta entre estudos (Jensen et al., 2015; Asare et al., 2018).

Ainda que neste estudo o tempo de fixacdo dos microrganismos sob a folha
de alface (ou tempo de secagem) ndo tenha se mostrado correlacionado
significativamente com a redugao microbiana, esse parametro pode ser fundamental
para avaliar a eficacia dos sanitizantes e a sobrevivéncia de patégenos em vegetais
minimamente processados, especialmente ao investigar a persisténcia microbiana
durante o armazenamento. Para simular uma possivel contaminagédo ocorrida ainda
no campo, recomenda-se que a secagem das folhas inoculadas seja realizada por 2
h a 22 °C, condicdo que reproduz as temperaturas elevadas as quais os vegetais
ficam expostos antes do resfriamento. Para retratar de maneira mais fiel os cenarios
de contaminagdo péds-colheita, sugerem-se periodos de fixagdo de até 2 h.
Entretanto, deve-se ressaltar que tempos mais prolongados de fixacdo podem
comprometer a qualidade de produtos frescos cortados, resultando em perda de
peso, alteragcdes na aparéncia e, consequentemente, impacto negativo na avaliagao
sensorial das hortalicas (Gunduz, 2012).

Além do tempo de secagem, a qualidade visual das folhas de alface também
pode ser comprometida pelos préprios sanitizantes, sobretudo pelos Ooleos
essenciais. Por conterem compostos fendlicos e terpenos altamente reativos, esses
produtos podem acelerar o escurecimento tecidual ou alterar a textura, deixando o
produto menos atraente. Dos sete estudos incluidos nesta revisao, apenas quatro
descreveram o estado das folhas apdés a aplicagdo exclusiva dos sanitizantes
naturais (isto €, sem combinagdes com outras solugdes) e, desses, somente um

realizou analise de cor; os demais limitaram-se a registros visuais. Nos experimentos
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de Gunduz, Gonul e Karapinar (2009), imersdes em 6leo de murta a 500 a 750 ppm
(0,50 a 0,70 mg/mL) durante até 20 minutos ndo afetaram a cor nem a crocancia de
folhas de alface; entretanto, o aumento da concentragdo para 1 000 ppm (1 mg/ mL)
por 15 a 20 minutos resultou em descoloragao da borda cortada e perda de firmeza.
Resultados semelhantes foram observados com 6leo de orégano em concentragoes
mais elevadas, que causaram escurecimento e amolecimento apos 10 minutos,
enquanto esse efeito desapareceu quando o tratamento foi aplicado imediatamente
apos a inoculagdo (Gunduz et al., 2012). De modo analogo, Kim et al. (2011)
relataram degradagdo visual da cor em amostras tratadas com extrato de cravo,
embora ndo tenham encontrado diferengas significativas nos valores L*, a* e b* em
relagdo ao controle lavado com agua destilada.

Aprofundando a discussao sobre os impactos dos sanitizantes naturais nos
atributos sensoriais de vegetais folhosos, Joshi et al. (2016) demonstraram que o
efeito varia segundo o composto aplicado e a espécie da hortalica. O 6leo essencial
de canela a 0,1 % preservou cor, textura e aroma, alcangando a maior aceitagao dos
provadores em espinafre e alface, enquanto a maioria dos Oleos essenciais
provocou pungéncia ou odor residual e os extratos vegetais favoreceram o
escurecimento das folhas. Formulagdes mistas de oOleo e extrato receberam as
piores notas, indicando que essas combinag¢des ainda requerem otimizagéo (Joshi et
al., 2016).

Portanto, a adoc¢ao industrial de sanitizantes naturais deve conciliar eficacia
antimicrobiana e preservagdo dos atributos sensoriais (Joshi et al., 2013). Uma
solugdo promissora é o encapsulamento de Oleos essenciais em micro ou
nanoemulsodes, sistemas que reduzem o odor intenso e liberam o composto ativo de
forma controlada (Fernandes et al., 2024). Em alface-romana minimamente
processada, o microencapsulamento do 6leo essencial de tomilho em (B-ciclodextrina
preservou cor e crocancia por 12 dias e alcangou escores sensoriais superiores aos
do dleo livre (Viacava et al., 2018). Esses achados sugerem que a encapsulagao de
Oleos essenciais tende a elevar a aceitagao comercial dos sanitizantes naturais.

Por fim, tendo em vista que a multiplicagdo e a colonizagdo de patdogenos
variam segundo o estagio de desenvolvimento da folha, as oscilacbes de
temperatura, a exposicao a luz ultravioleta durante a colheita e outros estresses
ambientais, € imprescindivel que futuras pesquisas padronizem todo o protocolo

experimental. Essa padronizagao deve abranger: (i) o tamanho dos fragmentos
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foliares; (ii) a concentragdo e o volume do indculo; (iii) a razdo entre sanitizante e
amostra; e (iv) as condicbes de temperatura e tempo nas etapas de corte,
inoculacao, armazenamento/ incubacao e aplicagdo do sanitizante. Além disso, os
sanitizantes naturais precisam ser avaliados tanto em folhas inteiras quanto em
folhas cortadas, contemplando diferentes graus de dano mecéanico. A adog¢ao dessas
diretrizes permitira produzir evidéncias mais robustas e comparaveis sobre a eficacia

microbiolégica de tratamentos naturais em cenarios pés-colheita.

5 CONCLUSAO

Os resultados desta revisado indicam que os sanitizantes naturais representam
uma alternativa promissora para a descontaminacdo de hortalicas folhosas. No
entanto, a eficacia ainda nao atinge, de forma consistente, os niveis observados com
o0 uso de cloro. As reducdes microbianas, na maioria inferiores a 3 log UFC/g,
reforcam a necessidade de padronizagdo metodoldgica nos ensaios, tanto in vitro
quanto in vivo, com controle rigoroso de variaveis como tempo de tratamento,
concentragdo do composto, alvo microbiolégico, concentragéo do inéculo, condi¢des
(tempo e temperatura) de secagem e tipo de hortalica. Essa padronizagdo é
fundamental para uma avaliacdo mais precisa da eficacia dos produtos naturais
como sanitizantes. Além disso, estudos futuros devem contemplar aspectos
complementares, como a estabilidade quimica dos compostos, a toxicidade e o
impacto sensorial nos alimentos tratados, visando garantir seguranga, eficacia e

aceitacao do uso desses sanitizantes em larga escala.
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CAPITULO II: EFICACIA DO USO DA GLICINA COMO LiQUIDO
EXTRATOR EM ANALISE PARASITOLOGICAS DE VEGETAIS
FOLHOSOS: UMA REVISAO INTEGRATIVA
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1 INTRODUGAO

A incidéncia global de doengas parasitarias em seres humanos foi calculada
em aproximadamente 407 milhdes de casos por ano. Destes, cerca de 91,1 milhdes
(22%) estéo relacionados a transmissao por meio de alimentos contaminados com
ovos ou cistos de parasitos, resultando em cerca de 52 mil 6bitos anualmente. Essas
infeccbes causam uma variedade de problemas de saude que afetam um grande
contingente de pessoas a cada ano (Torgerson et al., 2015).

Uma atencéo especial deve ser dada as doencgas parasitarias provenientes do
consumo de hortaligas cruas. Esses alimentos, devido a maior proximidade ao solo e
por apresentar superficie irregular, porosa e rugosa sdo mais suscetiveis a
contaminacgao parasitaria representando um veiculo potencial para a transmisséo de
parasitas intestinais, como Ascaris Iumbricoides, Cryptosporidium parvum,
Cyclospora cayetanensis, Giardia lamblia, Taenia sp, Toxoplasma gondii e Trichuris
trichiura (Macarisin; Bauchan; Fayer, 2010; Golberge et al., 2011; Deering et al.,
2012).

Desse modo, algumas medidas sao necessarias para controlar e diminuir
parasitoses transmitidas por esses alimentos, como: promogédo do acesso a agua
potavel e saneamento basico, diagnostico, notificacdo, tratamento precoce da
doenca em humanos, controle de vetores, desenvolvimento de vacinas, educagao
em saude, aplicagdo de normas internacionais de controle higiénico sanitarios de
alimentos, boas praticas de fabricagdo em toda a cadeia alimentar, principalmente
com relagao a pratica de processamento dos alimentos (Gabriél et al., 2022).

Além disso, o estudo de prevaléncia de parasitos em alimentos, permite
elucidar quais alimentos e espécies de parasitos estdo frequentemente envolvidos
em surtos de parasitoses, e em quais regides geograficas o consumo desses
alimentos sdo de maior risco, ajudando a reduzir a contaminagdo e aumentando a
confianga do consumidor na qualidade dos alimentos disponiveis (Al-Nahhas;
Aboualchamat, 2020).

No entanto, a disponibilidade de protocolos padronizados para analise
parasitolégica em alimentos € limitada. Como resultado, uma variedade de
procedimentos € empregada globalmente, o que torna dificil a comparagao entre
estudos e a obtengao de uma compreensao abrangente da contaminacgao parasitaria

de hortalicas em todo o mundo (Pineda et al., 2021).
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Comumente, as principais etapas de uma analise parasitolégica envolvem a
etapa de preparagédo de amostras, elui¢do/ recuperagao/ remogao, concentragao,
detecgdo, enumeracao e interpretacdo dos resultados. Entretanto, a etapa de
eluicdo/ recuperacao/ remocao de parasitos das amostras destaca-se como uma das
etapas mais criticas, uma vez que, na auséncia de uma remocao eficiente, os
parasitos podem permanecer aderidos as superficies das amostras ou encapsulados
em particulas, tornando-os menos detectaveis. Portanto, garantir que os parasitos
sejam completamente liberados das amostras € essencial para que a analise seja
sensivel e fornega resultados representativos da real contaminagao parasitaria
(Collender et al., 2015; Amoah et al., 2017).

Existem diversas solugdes de dissociacdes e surfactantes que sao utilizados
para a remogao/ recuperagdo de parasitos das amostras, como Triton, Tween® (20,
80), dodecil sulfato de sodio, Alconox®, 7X® e glicina (Cook et al., 2006; Chandra;
Torres; Ortega, 2014; Matosinhos et al., 2016; Amoah et al., 2017). A glicina, em
particular, tem se destacando por ser recomendada pela ISO 18744:2016 que
determina diretrizes gerais para a deteccdo e enumeragao de Cryptosporidium e
Giardia em hortalicas folhosas frescas e frutas de baga. Entretanto, apesar de a
norma nao incluir orientagdes para a identificacdo de outros parasitos de importancia
em saude publica, como os da classe dos helmintos, a glicina (1M, pH 5,5) tem sido
usada para recuperar Ascaris sp, Ancilostomatideos, e diferentes formas parasitarias
em hortaligas folhosas (Matosinhos et al., 2016; Pineda et al., 2021). Portanto, o
objetivo desta pesquisa é realizar uma revisao integrativa para avaliar a eficacia da
glicina (1M, pH 5,5) e os métodos utilizados na recuperacédo de diversos tipos de

parasitos encontrados em hortaligas.

2 METODO

A reviséo foi realizada segundo as orientagdes do PRISMA (Galvéo; Pansani;
Harrad, 2015) e analisou a eficacia da solugdo de glicina (1 M, pH 5,5) na
recuperacado/ remogao (desprendimento e concentragdo de parasitos aderidos as
superficies das hortalicas para posterior detecgdo e quantificagcdo laboratorial) em
hortalicas folhosas. A palavras-chave para a estratégia de busca foram definidas a
partir do acromio SPIDER (QUADRO 7).
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QUADRO 7 — DEFINICAO DAS PALAVRAS-CHAVE A PARTIR DO ACROMIO SPIDER

Categorias Descricido Palavras-Chave
Sample (Amostra) Vegetais folhosos contaminados Salada, vegetal, corte fresco,
artificialmente com parasitos produto fresco, vegetal

folhoso fresco, verde folhoso,
vegetal folhoso, Lactuca

sativa, alface, agriao, couve,
repolho, endivia, coentro,

rdcula, salsa, contaminagao
e contaminacgéao artificial

Phenomen of Uso da glicina como método de Glicina, extratores, solugbes,
Interest (Fenémeno remogao de parasitos eluentes, recuperacgao,
de interesse) remogao, extracao, eluigao,

deteccao, lavagem,
isolamento, persisténcia,
parasita, protozoario.
Helminto, larvas, cisto,
oocisto, ocisto e ovo

Design (Desenho do Estudos experimentais, ensaios, Validacao, protocolo,
estudo) protocolos, estudos de padronizagéo, padronizagao, otimizagao
padronizacéo interlaboratorial
Evaluation Avaliacao da eficacia de remogéo dos -
(Avaliagéo) parasitos (% ou numero)
Research type (Tipo Estudos quantitativos. -

de pesquisa)

FONTE: A autora (2025).

Em seguida, as palavras-chave foram combinadas e aplicadas nas bases de

dados do Scopus, Pubmed e literatura cinzenta conforme mostra o QUADRO 8.

QUADRO 8 — ESTRATEGIA DE BUSCA

Base de dado Estratégia de busca Campos pesquisado

Pubmed (recovery OR removal OR extraction OR elution OR Titulo e resumo
detection OR washing OR isolation OR persistence)
AND (parasite OR protozoan OR helminths OR
helminth OR larvae OR cyst OR oocyst OR oocysts
OR ocist OR egg) AND (salad OR salads OR
vegetable OR vegetables OR "fresh-cut" OR "fresh-
cuts" OR "fresh produce" OR "fresh produces" OR
"fresh leafy vegetable" OR "leafy green" OR "leafy" OR
"leafy greens" OR "leafy vegetable" OR "Lactuca
sativa" OR lettuce OR "Nasturtium officinale" OR
"watercress" OR "Brassica oleracea" OR kale OR
cabbage OR "Chichorium endivia" OR endive OR
"Coriandrum sativum" OR coriander OR cilantro OR
"Eruca vesicaria" OR arugula OR "Petroselinum
crispum" OR parsley) AND ("artificially contaminated”
OR contamination OR spiked OR validation OR
protocol OR standardization OR optimization) AND
(extractants OR solutions OR glycine) NOT "Glycine
max"

Escopus (recovery OR removal OR extraction OR elution OR Titulo, resumo e
detection OR washing OR isolation OR persistence) palavras-chaves
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QUADRO 8 — ESTRATEGIA DE BUSCA

Base de dado Estratégia de busca Campos pesquisado

AND (parasite OR protozoan OR helminths OR
helminth OR larvae OR cyst OR oocyst OR oocysts
OR egg) AND (salad OR salads OR vegetable OR

vegetables OR fresh-cut OR fresh-cuts OR "fresh
produce" OR "fresh produces" OR "fresh leafy
vegetable" OR "leafy green" OR "leafy" OR "leafy
greens" OR "leafy vegetable" OR "Lactuca sativa" OR
lettuce OR "Nasturtium officinale" OR "watercress" OR
"Brassica oleracea" OR kale OR cabbage OR endive
OR "Coriandrum sativum" OR coriander OR cilantro
OR "Eruca vesicaria" OR arugula OR "Petroselinum
crispum" OR parsley) AND ("artificially contaminated" o

OR contamination OR spiked OR validation OR
protocol OR standardization OR optimization) AND
(extractants OR solutions OR glycine) NOT "Glycine

max"

FONTE: A autora (2025).

Como critérios de inclusdo foram definidos os artigos publicados até agosto
de 2024, em idiomas inglés, espanhol e portugués, independente do desfecho
avaliado, desde que apresentassem as seguintes informagdes: a) concentragéo e
pH da solugdo de glicina, b) Nome do parasito utilizado para os experimentos de
contaminacgao artificial, b) concentragédo do inéculo dos parasitas empregados e c)
valor da eficacia de recuperagdo. Apos aplicacdo das estratégias de busca, os
resultados alcangados foram exportados para o gerenciador de referéncias online
Endnote Web.

Ap6s a busca nas bases de dados, as duplicatas foram descartadas. Em
seguida, foi realizada a leitura dos titulos e resumos com a intengao de selecionar os
estudos para serem lidos na integra. Adicionalmente, as referéncias dos artigos
incluidos foram minuciosamente analisadas em busca de possiveis acréscimos a
pesquisa.

Para a analise dos resultados, inicialmente foi utilizado o teste de Shapiro-
Wilk para verificar a normalidade das amostras. Posteriormente, a homogeneidade
das variancias foi avaliada por meio do teste de Levene e/ou teste F. A comparacéao
da eficacia de remogao de glicina entre protozoarios e helmintos foi realizada
utilizando o teste U de Mann-Whitney. Para analisar a eficacia da glicina em fungcao
do tipo de vegetal, niveis de concentragao dos indculos, técnica de extragao, técnica
de deteccao e visualizacao, aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis. A correlagao entre

a concentracao do in6culo e a eficacia de recuperacédo, assim como entre o tempo



70

de extracdo e a eficacia de recuperacgao, foi avaliada por meio do coeficiente de
correlagao de Spearman.

Para todos os testes estatisticos aplicados, consideraram-se diferencas
estatisticas significativas quando p < 0,05. Os dados extraidos dos estudos foram
organizados em planilhas no Microsoft Excel 2007® e as analises estatisticas foram
realizadas com o software IBM SPSS Statistics, versao 21.

Por fim, a anélise qualitativa dos artigos foi realizada mediante o risco de viés,
seguindo a metodologia de avaliagdo da Cochrane (HIGGINS et al., 2019) com
adaptacdes propostas por Maia et al. (2023) para estudos de analise de alimentos.
Logo, essa avaliagéo foi estruturada em cinco dominios distintos: viés de selegéo,
viées de amostra, viés de desempenho, viés de deteccdo e viés de relatdrio,
conforme ilustrado no QUADRO 9.

QUADRO 9 - METODO DE AVALIAGAO DO RISCO DE VIES DOS ARTIGOS INCLUIDOS NA REVISAO

Dominio de viés Descrigdo do Risco de julgamento tendencioso Avaliacao/
viés Pontuacao
Viés de selecao Nao houve Alto: Descreve uma metodologia sem -/ 0
randomizagao, analise de alocagao de amostra
cegamento ou randomizada ou sem informacdes.
geragao Baixo: Menciona randomizacao ou + 2
aleatdria de geracdo de nimeros aleatérios,
numeros de cegamento, sorteio ou qualquer outro
amostra que método que evidencie cuidado para nao
reduzisse a | influenciar o resultado da amostra. Utiliza
influéncia do tipo | um método de analise que sofre baixa
de intervengao influéncia da tendéncia do analista.
para o analista | |ncerto: O estudo carece de informacdes 2/ 1

suficientes para permitir avaliagdo em
outras categorias.

Viés de amostragem | Os resultados Alto: Auséncia de calculo estatistico -/ 0
contém baixa determinando a representatividade da
credibilidade amostra. Falta de comparagao com
devido ao outros estudos que justifique a
tamanho da abordagem quantitativa adotada."
amostra ndo Baixo: Apresenta calculos estatisticos ou + 2
representativa comparagdes do tamanho da amostra
nas analises analisada com amostras de outros
realizadas estudos, ou possui um tamanho de

amostra significativamente maior em
relagéo aos outros estudos selecionados,
mas ndo menciona calculos estatisticos
ou comparacgoes.

Incerto: O estudo carece de informagdes ?/ 1
suficientes para permitir avaliagdo em
outras categorias.

Viés de desempenho | A significancia Alto: Nao realiza comparagao com -0
da intervengao é amostra de controle, contaminagao
baixa devido as artificial ou comparacgao entre

analises nao tratamentos, nem realiza qualquer outro
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QUADRO 9 — METODO DE AVALIACAO DO RISCO DE VIES DOS ARTIGOS INCLUIDOS NA REVISAO

Dominio de viés Descrigado do Risco de julgamento tendencioso Avaliagao/
viés Pontuagao
terem procedimento que padronize a
comparagoes contaminagao da amostra para uma
com amostras comparagao adequada entre a
controle ou intervencao
experimentos Baixo - Comparacao de referéncias com +/ 2
sem controle ou utiliza contaminacao artificial
contaminacao da amostra.
artificial Incerto: O estudo carece de informagdes ?/1

suficientes para permitir avaliagdo em
outras categorias.

Viés de deteccao Os resultados | Alto — Utiliza metodologia ndo validada ou -0
podem ter baixa desinformada ou modificacéo de
credibilidade metodologia sem validagdo. Utiliza
devido a método de detecgao validado, mas tem
utilizagcao de influéncia subjetiva do analista (por
metodologia exemplo, microscopia).
inadequada ou | Baixo - Utiliza detecgdo imunoenzimatica + 2

ndo validada ou ou molecular (como PCR) ou método
que apresente automatizado independente do viés do

forte risco de analista ou o resultado é produzido por
viés para o mais de um analista de forma
analista. independente ou o estudo teve
cegamento das amostras analisadas
Incerto: O estudo carece de informagdes ?/1

suficientes para permitir avaliagdo em
outras categorias.

Viés de publicagao Apresenta viés | Alto: Apresenta apenas dados positivos -0
no relato da intervencgéo, sem citar casos que néo
seletivo dos surtiram o efeito esperado.
resultados ou Baixo: Descreve todos os resultados, +/ 2
resultados incluindo os resultados esperados
indiretos da (positivos) e inesperados (efeitos nulos)
intervencédo na dos processos de intervengao.
amostra Incerto: O estudo carece de informagdes 2?01

suficientes para permitir avaliagdo em
outras categorias.

FONTE: Adaptado de Maia et al. (2023)

Os artigos que foram avaliados como apresentando baixo risco em cada
dominio receberam uma avaliagao positiva (+) com uma pontuagao de 0. Aqueles
que foram classificados com alto risco receberam uma avaliagdo negativa (-) com
uma pontuagdo de 2. Quando ndo foi possivel obter uma avaliagéo precisa, eles
foram categorizados como incertos (?) e receberam uma pontuagcdo de 1.
Posteriormente, a pontuagao atribuida a cada artigo foi utilizada para avaliar o risco
geral de viés dos artigos. Portanto, a metodologia dos artigos foi classificada como

"Baixo risco" quando a pontuagao atribuida variava de 7 a 10, como "Incerto" na
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faixa de 3 a 6 e como "Alto risco" quando a pontuagao estava entre 0 e 2 (MAIA et
al., 2023).

3 RESULTADOS

ApoOs estratégia de busca nos bancos de dados Pubmed e Scopus foram
encontrados respectivamente 162 e 661 artigos, totalizando 823. Entretanto, 149
artigos foram excluidos por serem duplicatas. Portanto, apos a leitura dos titulos e
resumos de 674 artigos, 45 foram selecionados para leitura na integra, dos quais

apenas 12 foram incluidos na revisao, conforme ilustrado na FIGURA 7.

FIGURA 7 — FLUXOGRAMA DO PROCESSO DE SELECAO DOS ARTIGOS

Artigos Artigos
encontrados na encontrados no
Pubmed Scopus
(n=162) (n=661)
Artigos totais Artigos excluidos por serem
identificadkos ———» duplicatas
(n=823) (n=149)
4
Artigos para leitura de titulo e resumo Atione e e
(n=674)
[} ,
Artigos para leitura na integra Artigos excluidos
—
(n=45) (n=33)

|

Artigos incluidos
para a revisdao
(n=12)

FONTE: Adaptado de Moher et al. (2009).

O resultado da avaliagao dos estudos que testaram a eficacia da glicina 1M

(pH 5,5) em diferentes matrizes alimentares estdo no QUADRO 10.
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Dos 12 estudos analisados, foram realizados 264 experimentos que variaram
em relacao ao tipo e as formas parasitarias utilizadas, a quantidade de amostra e ao
vegetal examinado, a concentragdo do indculo, bem como ao método de extragéo,
concentracao e identificacdo dos parasitos.

A eficacia geral da glicina considerando todos os estudos e experimentos foi
de 38,05%, sendo o resultado minimo 0% e o maximo 180%. Ao classificar as
estruturas parasitarias por classe de parasitos (FIGURA 8), observou-se uma maior
eficacia de recuperagado para helmintos em comparagdo com protozoarios (U =
12867,000, p<0,001) (FIGURA 8A).

FIGURA 8 — REMOGAO DE ESTRUTURAS PARASITARIAS (%) COM SOLUGCAOQ DE GLICINA (1M,
pH 5,5) POR CLASSE DE PARASITOS (PROTOZOARIOS VS. HELMINTOS)

200,00
180,00
160,00

140,00

120,00

o

100,00
80,00
60,00

o -
0,00

Protozodrios Helmintos

=

&0

20
i I I I
b —— - |

0 >0al5 >25a50 *50a75 >75a 100 =100

®m Protozoarios  ® Helmintos

FONTE: A autora (2025)

LEGENDA: (A) porcentagem de remocao de estruturas parasitarias de protozoarios e helmintos.
letras distintas indicam diferenca estatisticamente significativa entre as classes (teste U de Mann—
Whitney; p= 0,05). (B) frequéncia relativa das observagdes por faixas de remogao (%): 0; >0-25; >25-
50; >50-75; >75-100; >100, para protozoarios e helmintos.

Adicionalmente, ao examinar as taxas de frequéncia relativa (FIGURA 8B),
mais de 50% dos experimentos com protozodrios apresentaram recuperagao na
faixa de >0% a 25%. Em contraste, para helmintos, quase 40% dos experimentos

registraram uma porcentagem de recuperagao entre 25% e 50%.
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A quantidade de amostra de alimento utilizada nas analises variou de 10g a
150g, sendo que a quantidade mais frequente utilizada foi de 30g (226
experimentos, 7 estudos). Para os helmintos, todos os estudos utilizaram 30g com
excecao de 1 estudo (Silveira et al., 2023). Entretanto, ndo foram encontradas
correlagdes significativas (p>0,050) entre a quantidade de amostra utilizada e a
eficacia de recuperacéo dos parasitos dos vegetais, considerando ambas as classes
e individualmente para protozoarios e helmintos.

No total, foram avaliados 10 tipos de vegetais individualmente e 4 misturas de
vegetais folhosos, sendo a alface e suas variedades o alimento mais analisado (200
experimentos, representando 58,3% do total). Para realizar as analises estatisticas,
as variedades de alface foram agrupadas em um unico grupo, assim como as ervas
e saladas que continham mais de uma folha de vegetal (FIGURA 9). Dessa forma, a
eficacia de recuperacdo de estruturas parasitarias parasitarias, considerando
protozoarios e helmintos, apresentou uma diferenga significativa entre os cinco
grupos analisados [X2*5) = 19,314; p<0,05; n=264], sendo a unica diferenca
significativa observada entre rucula e ervas. Ao considerar individualmente os
grupos de protozoarios e helmintos, ndo foram encontradas diferencas estatisticas
(p>0,05). Ao examinar as taxas de frequéncia relativa de recuperagéo por tipo de
vegetal (FIGURA 9A), tanto no total quanto individualmente por classes de parasitos,
observa-se que um mesmo vegetal, como a alface, apresentou variagdes
significativas nas taxas de recuperagao de estruturas parasitarias, que oscilaram de
0% a mais de 100%.
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FIGURA 9 — RECUPERAGAO DE ESTRUTURAS PARASITARIAS (%) COM USO DE SOLUGAO DE
GLICINA (1M, pH 5,5), POR TIPO DE VEGETAL E POR CLASSE DE PARASITOS
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FONTE: A autora (2025).

LEGENDA: (A) Porcentagem de recuperagdo de estruturas parasitarias, agregando protozoarios e
helmintosl, por tipo de vegetal; (B) Distribuicao percentual das observagdes por faixas de recuperagao
(%) correspondente a (A); (C) Porcentagens de recuperagéo de helmintos por tipo de vegetal; (D)
Distribuicdo percentual por faixas de recuperacéo (%) correspondente a (C); (E) Porcentagens de
recuperagdo de protozoarios por tipo de vegetal; (F) Distribuicdo percentual por faixas de
recuperacao (%) correspondente a (E). Letras diferentes indicam diferencga significativa entre tipos de
vegetais (Kruskal-Wallis; p < 0,05).

Os niveis de concentragao dos in6culos utilizados variaram entre os estudos e

entre experimentos dentro de um mesmo estudo. Em particular, os estudos de Cook
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et al. (2006b) e Matosinhos et al. (2016) testaram diferentes niveis de in6culos de
parasitos das classes dos protozoarios e helmintos, respectivamente, além de
validarem o protocolo entre laboratérios. Portanto, esses niveis (QUADRO 11) foram

utilizados como base para analisar os dados de outros artigos incluidos na revisao.

QUADRO 11 - NIVEIS DE CONCENTRACOES DE INOCULOS UTILIZADOS COMO REFERENCIA
PARA A ANALISE DOS ARTIGOS

Niveis/grupos de inéculos Classe de parasitos

Protozoarios Helmintos

1 >8,5a 14,2 <5

2 >14,2 a 53,5 >5a12

3 >53,5 a 62,6 >12a 20

4 >62,6 a111,3 >20 a 50

5 >111,3a 135 >51a100

6 >135 >100

FONTE: A autora 2025.

Para os protozoarios, os niveis de concentracdo que apresentaram as
maiores medianas de recuperagao foram os dos grupos 4 (49%), 5 (34,94%) e 3
(18,66%) (FIGURA 10B). No entanto, as diferengas estatisticas significativas [X?(5) =
51,192; p<0,001; n=121] foram observadas apenas entre os grupos 1e 5, 1e 4,5 ¢
6, € 4 e 6. Para helmintos, o grupo que apresentou a maior mediana de recuperagao
foi o grupo 6 (52,3%), seguido pelo grupo 5 (50,5%) (FIGURA 10A). Os demais
grupos apresentaram medianas de recuperagao inferiores a 50%. No entanto,
nenhum grupo se diferenciou estatisticamente dos demais ([X2(5) = 4481; p > 0,05;
n = 137]).
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FIGURA 10 — REMOGAO DE ESTRUTURAS PARASITARIAS (%) COM SOLUGAO DE GLICINA
(1M, pH 5,5), POR FAIXAS DE CONCENTRAGAO DO INOCULO
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FONTE: A autora (2025).

LEGENDA: (A) Porcentagem de remogéo de helmintos tratados com solucdo de glicina, por faixas de
concentragdo do indculo. (B) Porcentagem de remocgdo de protozoarios tratados com solugdo de
glicina, por faixas de concentracdo do inéculo. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre
faixas (Kruskal-Wallis; p < 0,05).

Por fim, ao considerar apenas os experimentos que relataram niveis fixos de
concentragado do inéculo (n=185) e ndo entre uma faixa de concentragao, a analise
de correlacao entre a concentracao do indculo e a eficacia de recuperagao para as
duas classes de parasitos e somente para a classe de helmintos nao foi significativa.
Entretanto para a classe dos protozoarios, a correlagcdo dessas variaveis foi

negativa, moderada e significativa (p= -0,463; p<0,05; n=48).
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O método mais utilizado para auxiliar na remocdo dos parasitas, em
combinagao com a glicina, foi a agitagdo manual (53,1%; n=137), seguida pelo uso
do Stomacher (41,9%; n=108) e da mesa vibratéria (1,9%; n=5). A agitacdo em
rocker, a agitagdo mecanica, a agitagcao orbital, a agitacdo giratoria, a pulsacéo e a
combinacdo de agitagcdo manual com pas somaram, juntas, 2,7% (n=7) (FIGURA
11). Entre os métodos de extracdo analisados, considerando as duas classes de
parasitos, observou-se uma diferenga estatisticamente significativa na eficacia de
recuperagcdo apenas entre os métodos de stomacher e agitacdo manual ([X2(7) =
49371; p < 0,001; n = 258]) (FIGURA 11A). Os métodos que apresentaram as
maiores medianas de remogao foram pulsacéo (57,3%), rocker (50,3%) e agitagao
manual (48,4%). E importante destacar que, para as estruturas parasitarias de
helmintos, o Unico método de extragao utilizado foi o de agitagdo manual (n = 137) e
no caso dos protozoarios, ndo foram verificadas diferencas estatisticamente
significativas (p> 0,05) (FIGURA 11B).
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FIGURA 11 - REMOGAO DE ESTRUTURAS PARASITARIAS (%) COM USO DE SOLUGAO DE
GLICINA (1M, pH 5,5), POR TECNICA DE EXTRACAO.
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FONTE: A autora (2025)

LEGENDA: (A) Porcentagem de remocao de estruturas parasitarias (protozoarios + helmintos) por
técnica de extracdo; (B) Porcentagem de remogado de protozoarios por técnica de extragao.
Estatistica: letras diferentes indicam diferenca significativa entre técnicas (Kruskal-Wallis; p < 0,05).

O tempo de remocéao utilizado nos experimentos variou de 0,5 a 30 min. Para
helmintos, todos os experimentos utilizaram 3 min (n = 137). Para protozoarios, o
tempo de remogao mais frequente foi de 1 min (n = 100). Ao correlacionar o tempo
de extragdo com a eficacia de remogao dos parasitos, considerando ambas as

classes, observou-se correlagdo positiva, fraca, porém significativa (p = 0,335; p <
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0,001; n = 257). Considerando apenas os protozoarios, ndo foi encontrada
correlacao significativa (p = 0,001; p = 0,996; n = 120).

Entre os métodos de detecgao e visualizacdo utilizados nos experimentos, o
que apresentou a maior mediana foi o método que utilizou hemocitdbmetro e
microscopia de fluorescéncia (50,3%), seguido pela microscopia optica (45%) e IMS
combinado com qPCR (35%) (FIGURA 12). Entretanto, apenas IMS combinado com
microscopia epifluorescente e microscopia optica, e gqPCR e microscopia Optica
foram estatisticamente diferentes ([X2(7) = 52417; p < 0,001; n = 264]). Para
protozoarios, os modos de deteccdo ndo apresentaram diferencga estatisticas entre si
(FIGURA 12B), e para helmintos, somente foram utilizados o método de microscopia

otica.
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FIGURA 12 — REMOCAO DE ESTRUTURAS PARASITARIAS (%) COM USO DE SOLUGAO DE
GLICINA (1M, pH 5,5), POR TECNICA DE DETECGAO/VISUALIZAGAO.
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FONTE: A autora (2025).
LEGENDA: (A) Porcentagem de remocdo agregando protozoarios e helmintos; (B) Boxplots da
porcentagem de remogéao de protozoarios; IMS + ME = separagdo imunomagnética + microscopia de
epifluorescéncia; H + MF = hemocitdbmetro + microscopia de fluorescéncia; IMS + MF = separacgéo
imunomagnética + microscopia de fluorescéncia; IMS + gPCR = separagao imunomagnética + qPCR,;
gPCR = reacao em cadeia da polimerase em tempo real; MO = microscopia éptica (campo claro); MS
= microscopio para smartphone; MF = microscopia de fluorescéncia. Letras diferentes indicam
diferenca significativa entre técnicas (Kruskal-Wallis; p < 0,05).

Por fim, no que diz respeito a analise da metodologia, a maioria dos estudos
(91,67%) apresentou baixo risco de viés, conforme apresentado na QUADRO 12 e
evidenciado na Figura 13. Notavelmente, os dominios de viés de selegcao e detecgao

exibiram os mais significativos niveis de incerteza.
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QUADRO 12 — AVALIACAO INDIVIDUAL DO RISCO DE VIES DOS ESTUDOS INCLUIDOS NA

REVISAO
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COOK et a., 2006a

COOK et a., 2006b

COOK et al., 2007

SHIELDS; LEE; MURPHY, 2012.

HOHWEYER et al., 2015

LALONDE et al., 2016

MATOSINHOS et al., 2016

HERNANDEZ-ARANGO et al., 2019

SHERESTHA et al., 2020

RAZAKANDRAINIBE et al., 2020

PINEDA et al., 2021

SILVEIRA et al., 2023

FONTE: A autora (2025)
LEGENDA: verde = baixo risco; amarelo = risco incerto/moderado; vermelho = alto risco. Simbolos:
“+” = baixo risco/critério atendido; “~” = alto risco/critério ndo atendido; “0” = nao aplicavel; “?” =
informacao insuficiente.

FIGURA 13 — AVALIACAO GLOBAL DO RISCO DE VIES DOS ESTUDOS INCLUIDOS NA REVISAO
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FONTE: A autora (2025).

LEGENDA: verde = baixo risco; amarelo = risco incerto/moderado; vermelho = alto risco.
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4 DISCUSSAO

Um método convencional de identificagdo de microrganismos deve ser
considerado simples, resistente, robusto, confiavel, agil e pratico. Muitas abordagens
publicadas para a deteccdo das fases transmissiveis de parasitas em alimentos
frequentemente derivam de modificacbes de métodos previamente divulgados,
adaptando etapas e reagentes (Cook et al., 2006).

Entretanto, o éxito de qualquer procedimento voltado para a identificagao de
parasitas em produtos agricolas esta intrinsecamente ligado a uma etapa inicial de
lavagem eficaz, a fim de assegurar a extragcao dos parasitos dos alimentos (Frey et
al., 2019).

Com esse intuito, e a fim de colaborar para a deteccdo de protozoarios em
hortalicas folhosas, Cook e colaboradores (2006a) utilizaram uma série de
experimentos para avaliar diferentes etapas do processo de detecgao, incluindo o
processo de remocgao de oocistos de C. parvum a partir das amostras de alimentos.
Entre as solugbes extratoras, de dissociagdes ou surfactantes testadas, os autores
analisaram a solugao de glicina em diferentes pHs. Como resultado, identificaram
que a glicina em pH 5,5 apresentaram os melhores resultados sem afetar a leitura
das amostras. Em adicdo, o estudo concluiu que a combinacdo de um método de
extragdo, utilizando glicina (1M, pH 5,5) com o uso de um kit de imunofluorescéncia
direta (IFD) foi a melhor estratégia para a detecgao de C. parvum em amostras de
alface e framboesas.

No entanto, uma vez que um método padrdo deve ser validado por meio da
avaliacao do desempenho em varios laboratérios, Cook et al. (2006a) conduziram
uma segunda pesquisa para avaliar a metodologia desenvolvida. Isso ocorreu em
um estudo interlaboratorial envolvendo 8 laboratérios (Cook et al., 2006b). Utilizando
amostras de alface e framboesa contaminadas artificialmente em trés niveis
diferentes, o método desenvolvido pelos autores demonstrou uma sensibilidade
geral de 89,6% para alface, com especificidade de 85,4%.

Com base nos estudos de Cook et al. (2006a; 2006b) e de outros
pesquisadores, em 2016 foi publicada uma norma ISO que recomenda o uso da
glicina como solugdo de dissociagdo para a deteccdo e enumeragao de
Cryptosporidium e Giardia em vegetais folhosos frescos e frutas de baga (ISO,

2016). No entanto, at¢é o momento, ndo existe um protocolo padronizado
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internacionalmente para a detec¢cado de helmintos, o que motivou Matosinhos et al.
(2016) e Pineda et al. (2020) a desenvolverem e avaliarem, de forma
interlaboratorial, um método para essa detec¢cdo em vegetais folhosos. Ambos os
autores, seguiram algumas recomendacgdes da ISO de 2016, incluindo o uso de
glicina como solugéo de dissociagao.

Contudo, apesar da glicina ser utilizada nas mesmas condigdes em todos os
artigos incluidos nessa revisao sistematica (1M, pH 5,5), observa-se entre os
estudos, diferencas nos métodos de andlise em todas as etapas da analise
parasitolégica que compreende a extragdo, concentragdo, isolamento/purificacéo e
identificag&o.

A extracdo das formas parasitarias das superficies dos alimentos
normalmente é realizada por forca mecanica por meio de equipamentos como
agitador orbital, banho em ultrassom, stomacher, pulsador e até mesmo agitacao
manual (Franssen et al., 2019). A maioria dos estudos incluidos na revisao utilizou o
stomacher ou agitacdo manual. Um dos problemas dessa fase & garantir uma
eficiente extracdo sem que haja danificacdo das amostras. Cook et al. (2006)
apontaram que o uso do stomacher resultou em menor deterioracdo das amostras.
Por outro lado, Matosinhos et al. (2016) indicaram que a agitagdo manual resultou
em menor deterioragdo das amostras, além de ter obtido uma maior taxa de
recuperagdao em comparagao com outros meétodos.

Durante a etapa de concentragao, também houve divergéncia na metodologia
dos estudos. Essa fase foi conduzida por sedimentagdo espontanea e/ou
centrifugagdo. A primeira depende da densidade dos ovos e da taxa de
sedimentacdo. Entretanto, Matosinhos et al. (2016) ndo encontraram diferencgas
significativas na taxa de recuperacao de ovos de Ascaris suum, mesmo ao testar
diferentes tempos de sedimentacdo. A concentracdo por centrifugacdo é realizada
em velocidades (forgas gravitacionais) que permitem que os ovos se depositem no
fundo do recipiente. A centrifugagao foi utilizada em todos os estudos incluidos nesta
revisao; entretanto, houve divergéncias quanto a velocidade aplicada e ao numero
de rodadas efetuadas. Vale destacar que nenhum dos estudos explorou
experimentalmente diferentes velocidades e tempos de centrifugagao.

Por fim, a etapa de visualizacdo e identificacdo dos parasitos pode ser
realizada por diversas técnicas, ou uma combinacdo delas, que variam em

sensibilidade e especificidade. Métodos classicos como a microscopia de campo
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claro e de fluorescéncia permitem a visualizacdo direta de parasitos. Métodos
imunoenzimaticos, como ELISA, e imunolégicos, como a separacao imunomagnética
(IMS) e a imunofluorescéncia direta (DFA), sdo amplamente utilizados para detectar
antigenos ou estruturas parasitarias especificas. Avancos moleculares, como a PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase) e LAMP (Amplificagao isotérmica mediada por
loop) permitem a deteccdo de DNA de parasitos com alta sensibilidade, sendo
aplicaveis a protozoarios e helmintos. J& a qPCR (PCR em tempo real) € uma
variante da PCR que permite a quantificacdo precisa do DNA dos parasitos em
tempo real, sendo utilizada para detec¢cao quantitativa de parasitas em alimentos.

A microscopia Optica pode ser um método adequado, eficiente e de baixo
custo para a detecgao de helmintos, uma vez que esses parasitas produzem ovos
ou larvas suficientemente grandes, com caracteristicas morfolégicas distintivas,
visiveis ao microscopio. Por essa razao, € compreensivel que a microscopia Optica
tenha sido o unico método escolhido pelos autores dos artigos incluidos nesta
revisao, que utilizaram helmintos como modelo. Além disso, este foi o0 segundo
meétodo mais eficaz em termos de recuperacgao de parasitos quando consideradas as
duas classes parasitarias.

Por outro lado, a microscopia optica € menos eficiente para a detecgcao de
protozoarios devido ao seu pequeno tamanho, morfologia menos evidente,
necessidade de coloracdes e concentragdes especificas, além da dificuldade em
distinguir os protozoarios de outros componentes presentes na amostra. Portanto,
métodos mais avangados ou especificos, como a PCR, em combinagdo com outras
técnicas de purificagcdo, sao frequentemente preferidos para a identificagcdo de
protozoarios.

Contudo, em todos as etapas dos métodos parasitoldgicos, incluindo a etapa
de visualizagcao e identificacdo das formas parasitarias, podem ocorrer problemas
que influenciam a eficacia do método. No caso da técnica que utiliza apenas
microscopia oOptica, os desafios incluem a necessidade de alta experiéncia do
analista, possiveis erros de interpretacdo morfolégica e a baixa sensibilidade para
detectar estagios iniciais de infecgdo ou parasitos em menor quantidade. Ja nas
analises que utilizam IMS e PCR, alguns problemas podem ser relacionados a
contaminacao cruzada, necessidade de equipamentos especializados, custo elevado
e a exigéncia de etapas adicionais de purificacdo e preparagao da amostra, o que

pode aumentar o tempo e a complexidade do procedimento.
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Com relagdo as amostras de vegetais, observa-se, entre os artigos, uma
preferéncia pelo uso da alface e suas variedades como objeto de estudo. Essa
escolha pode ser explicada pelo fato de esse alimento demonstrar ser o vegetal
mais contaminado em diversas pesquisas ou pelo seu alto consumo pela populagao
local dos estudos (Matosinhos et al., 2016; Pineda et al., 2020). Entretanto, apesar
dos vegetais folhosos apresentarem caracteristicas semelhantes, a composicao da
matriz é diferente, fatores que podem modificar a interagdo entre a glicina, os
parasitos e a superficie dos vegetais.

Além disso, ainda n&o existe um protocolo a ser seguido para realizar
experimentos de contaminacéo artificial, e por essa razdo existem muitas variedades
entre os estudos e que dificultam a comparacgao entre eles, como quanto ao volume
do in6culo, o método de contaminagdo sob as folhas dos vegetais e o tempo de
incubagao apés a contaminacao (Chalmers et al., 2022). O volume do in6culo deve
ser grande o suficiente para permitir a distribuicado em diferentes areas da superficie
da matriz, mas nao tado grande a ponto de alterar o teor de umidade do alimento ou
de escorrer para fora da superficie. Para estudos de contaminagado de amostras com
bactérias e fungos, recomenda-se um volume de in6culo de 1% ao da porgao da
alface (ISO, 2016b; Chalmers et al., 2022). Para minimizar o escoamento das
goticulas aplicadas nos vegetais, os parasitos devem ser cuidadosamente
depositados no centro das folhas, levando em consideracdo ambas as faces foliares.
No entanto, em alguns vegetais, a face inferior pode apresentar uma maior
quantidade de estdmatos em comparagao a face superior. Esses estdmatos podem
favorecer a aderéncia dos parasitos, especialmente protozoarios, €, portanto, devem
ser considerados nos protocolos de contaminacao artificial (Chalmers et al., 2022). E
por fim, para que os parasitos se fixem fisicamente a matriz foliar antes dos testes, é
necessario um periodo minimo de 2 a 3 h, permitindo a evaporagao das goticulas e
a adesdo de ovos ou oocistos nas folhas. Alternativamente, uma incubacao
prolongada durante a noite, em temperatura refrigerada, pode aprimorar essa
adesdo e criar condigbes mais realistas para certos tipos de contaminagao
(Chalmers et al., 2022).

E importante destacar que, para ambas as classes de parasitos, alguns
experimentos, especialmente aqueles que realizaram analises inter laboratoriais e
seguiram o mesmo protocolo de contaminacgao artificial e analise das amostras, nao

conseguiram recuperar nenhum parasito ou obtiveram quantidades superiores as



90

inicialmente inoculadas. Isso sugere possiveis problemas na reprodutibilidade do
meétodo, como erros de pipetagem, variabilidade na habilidade dos técnicos de
laboratério e a presenga de contaminantes nas amostras (Cook et al., 2006b;
Matosinhos et al., 2016; Pineda et al., 2021).

5 CONSIDERAGOES FINAIS

De modo geral, conclui-se que a glicina, na concentragdo de 1 M e pH 5,5,
apresenta potencial para ser empregada como solugao de dissociagao/ remocao de
larvas, ovos, cistos e oocistos de parasitos em protocolos de analise parasitologica
de hortalicas folhosas. Sua utilizacdo, entretanto, deve ser necessariamente
integrada a técnicas laboratoriais adequadas, considerando-se a classe do parasito
envolvido (protozoarios ou helmintos), e as caracteristicas intrinsecas do vegetal

folhoso a ser avaliado.
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CAPITULO Ill: EFICACIA DOS OLEOS ESSENCIAIS DE ALECRIM E OREGANO
COMBINADOS COM EXTRATO DE QUINOA NA REDUCAO DE BACTERIAS E
REMOCAO DE OVOS DE HELMINTOS EM FOLHAS DE ALFACE
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1 INTRODUGAO

A contaminacdo de hortalicas por parasitos € uma preocupagao global
crescente. Em varias regides do mundo, a seguranca alimentar tem sido desafiada
pela presengca de parasitos, como o Echinococcus sp, Cryptosporidium spp,
Entamoeba histolytica, Ascaris spp, Giardia duodenalis, Cyclospora cayetanensis,
Trichuris trichiura, Balantidium coli e Toxocara spp em hortalicas frescas (FAO,
2014). Esses patdgenos podem contaminar as hortalicas por meio de agua
contaminada, solo, manipulagdo inadequada e higiene precaria durante o cultivo,
colheita e preparacao de alimentos (FAO, 2014; Maia et al., 2023). A ingestao de
hortalicas contaminadas por parasitas pode causar doengas gastrointestinais e
constitui um risco relevante a saude publica, especialmente em contextos com
vigilancia sanitaria inadequada. Assim, a deteccao precoce desses agentes em
humanos e no ambiente, aliada a adogdo de praticas agricolas seguras e
principalmente a higienizagcao efetiva dos vegetais, € fundamental para a mitigagao
das parasitoses de origem alimentar (Li et al., 2020; Falcone et al., 2023; Zeynudin
et al., 2024).

No entanto, a descontaminacgao de hortalicas para remoc¢ao de parasitas € um
desafio substancial, pois estagios de transmisséo resistentes, como ovos e oocistos,
impedem a eliminagcdo completa por meio da lavagem com os sanitizantes
comercialmente disponiveis (Maia et al., 2023).

Além disso, alguns sanitizantes comumente usados na higienizacdo de
hortaligas, como o hipoclorito de sédio (100 a 250 ppm), geram subprodutos de
desinfeccao, especialmente trialometanos (THMs) e acidos haloacéticos, que tém
sido associados principalmente ao aumento do risco de cancer de bexiga e de
canceres relacionados ao sistema enddécrino. Esses compostos sdo formados pela
reagao do cloro com matéria organica presente nos vegetais e no meio aquoso, e
sua presenca eleva o risco carcinogénico em exposigdes cronicas, conforme
revisdes e estudos epidemioldgicos recentes (Shi et al., 2024; Helte et al., 2025).
Consequentemente, em resposta a essas preocupacdes relacionadas aos
sanitizantes clorados, diferentes pesquisadores investigaram e demonstraram a
eficacia de produtos naturais, como extratos e oOleos essenciais, na reducado de
microrganismos em hortalicas (Féas et al., 2014; Lima; Souza, 2020). No entanto,

ainda s&o limitados os estudos que investigaram meétodos de higienizagdo com
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solucdes provenientes de produtos naturais para a remoc¢do de parasitas em
vegetais consumidos crus (Silveira et al., 2023; Alfredo, 2024). Desse modo, uma
alternativa promissora aos sanitizantes convencionais ¢ o uso de substancias
naturais com propriedades surfactantes, como extratos ricos em saponinas, que
podem aprimorar a descontaminagao ao auxiliar na remogao de parasitas presentes
sob as folhas (Azadbakht et al., 2005; Hezarjaribi et al., 2009; D’addabbo et al.,
2014).

As saponinas sao encontradas em uma variedade de fontes vegetais, como
plantas e leguminosas. Esses compostos possuem moléculas hidrofilicas e
hidrofébicas em sua estrutura, o que as torna excelentes agentes tensoativos. Isso
as habilita a interagir tanto com substancias soluveis em agua quanto com aquelas
que sao lipossoluveis, auxiliando na remogao de residuos (Kregiel et al., 2017;
Goral; Kregiel, 2020).

Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar a eficacia da combinagéo de
Oleos essenciais de alecrim e orégano com extrato de quinoa (OEs + EQ) na
reducao de bactérias e remogao de ovos de helmintos, além de avaliar seu impacto

na coloracao das folhas de alface.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 OBTENGAO E PREPARO DAS SOLUGCOES ANTIMICROBIANAS,
SURFACTANTES

Os dleos essenciais comerciais de alecrim (OEA) (Lote 3230370) e de
orégano (OEQ) (Lote 2221470) da marca doTerra® (Figura 14A) foram adquiridos
em um estabelecimento local, garantindo a presengca de numeros de lote e
informagdes identificativas nas embalagens. Esses dados incluem o perfil
cromatografico das amostras, apresentado nos ANEXOS 1 e 2. De acordo com a
marca, as analises cromatograficas sao realizadas por laboratérios independentes, e
os resultados estdo disponiveis para consulta publica. O 6leo essencial de alecrim
apresentou, segundo o relatério do fornecedor, 1,8-cineol (43,17%), cénfora
(13,33%) e a-pineno (12,17%) como principais componentes. O 6leo essencial de
orégano (OEA) foi caracterizado por carvacrol (76,21%), y-terpineno (4,28%) e linalol
(4%).
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O extrato de quinoa (EQ) foi preparado conforme metodologia descrita por
Wojciechowski et al. (2021). Inicialmente, sementes de Chenopodium quinoa
adquiridas em mercado local foram ftrituradas em processador de alimentos
doméstico e, em seguida, maceradas em agua destilada a temperatura ambiente
(22°C), na propor¢ao de 1:20 (m/m), por 24 horas sob repouso. Apds a maceragao,
a suspensao resultante foi submetida a filtracdo sequencial: primeiramente, por
peneira metalica com malha de 1 mm para remogédo de particulas grosseiras;
posteriormente, o filtrado foi passado por papel de filtro qualitativo (Whatman n° 1,
porosidade ~11 pm) acoplado a funil de vidro, sob filtragdo gravitacional, para
eliminar solidos finos em suspenséao. Por fim, o extrato clarificado foi concentrado em

rotoevaporador sob presséo reduzida (FIGURA 14B).

FIGURA 14 — SOI:UCOES ANTIMICROBIANAS APLICADAS EM ALFACE PARA AVALIACAO DA
REDUCAO DE MICRORGANISMOS E REMOCAO DE OVOS DE HELMINTOS

FONTE: A autora (2025).

LEGENDA: (A) Oleos essenciais de orégano e alecrim da marca doTERRA®; (B) Extrato bruto de
quinoa; (C) Mistura dos o6leos essenciais com extrato de quinoa antes da homogeneizagéo; (D)
Mistura dos o6leos essenciais com Tween 20 antes da homogeneizagdo; (E) Mistura dos oleos
essenciais com Tween 20 apés homogeneizagao; (F) Mistura dos 6leos essenciais com extrato de
quinoa ap6s homogeneizagéo, evidenciando formacao de espuma estavel.
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2.2 OBTENGAO E PREPARO DAS SUSPENSOES BACTERIANAS E DE OVOS DE
HELMINTOS.

Suspensdes de Salmonella typhimurium ATCC 14028 e E. coli ATCC 8739
foram obtidas de colbnias isoladas, com crescimento em agar por 24 h, que foram
transferidas para tubos de ensaio contendo agua salina estéril. Em seguida, cada
suspensao dos patégenos foi padronizada, com o uso de turbidimetro, a escala 0.5
de Mc Farland (VEIGA, 2016). Esse nivel de inoculo foi utilizado nos ensaios de
Concentragao Inibitéria Minima (CIM) (item 2.4 deste capitulo) e nos experimentos
microbioldgicos do item 2.5, que avaliaram o efeito combinado de OEs + EQ na
reducao de bactérias sob folhas de alface.

Para a obtencao de uma suspencao purificada de ovos de helmintos, fémeas
adultas de Toxocara canis, obtidas de caes parasitados, foram dissecadas de
acordo com o método de Jensen et al. (2008). Resumidamente, o utero da fémea de
T. canis foi removido, e aberto para a separagao dos ovos, realizada por meio do
pressionamento do 6rgdo. Em seguida, o material obtido foi lavado por centrifugagao
(1250 xg / 5 min) e armazenado sob refrigeracdo (4°C) em uma solugcdo de agua
mineral e formalina (3%), resultando em uma suspensao estoque.

Para a quantificagdo de ovos da suspensao estoque, agitou-se a amostra em
vortex por 2 min e transferiram-se aliquotas de 10 uL para laminas de vidro. A leitura
e contagem foram realizadas em microscopia optica em 10 Iaminas, percorrendo-se
sistematicamente toda a area da laminula. (Pineda et al. 2021). Obteve-se uma
média de aproximadamente 109 ovos/ 10 uL (TABELA 1).

TABELA 1 — CONTAGEM EM LAMINAS DE OVOS DE Toxocara canis PARA O PREPARO DO
INOCULO

La Numero de ovos

>
O]

114
109
101
111
105
104
105
123
113
104

SOWo~NohwN =3

Média = DP 108,9£6,6

FONTE: A autora (2025).
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Desse modo, para preparar a solugéo de uso (indculo) contendo 109 ovos de
T. canis, adicionaram-se 10 pL da suspensao estoque a 90 pyL de agua destilada em

um microtubo, totalizando 100 pL.

2.3 OBTENGAO E PREPARO DAS AMOSTRAS DE FOLHAS DE ALFACE

Alface crespa (Lactuca sativa) convencional in natura e Alface crespa
convencional minimamente processadas foram adquiridas em um comercio varejista
da cidade de Curitiba — PR (Brasil). Alface crespa in natura (aproximadamente 3
cabegas por repeticao) foram utilizadas para os experimentos de contaminagao
natural, e alfaces comerciais minimante processadas (1 pacote contendo 100g por
repeticdo) foram utilizadas nos experimentos de contaminagéo artificial
microbiolégico e parasitolégico. Ambos os tipos de alface, apdés serem adquiridas
nos comeércios locais da cidade de Curitiba-PR foram armazenadas sob refrigeracao
a 4 £ 2 °C por aproximadamente 2 h até o inicio dos experimentos (Silva et al.,
2007). A alface foi escolhida para os experimentos por ser um dos vegetais mais
consumidos mundialmente, frequentemente ingerido cru, e por estar comumente
associada a surtos de doengas transmitidas por alimentos (DTA) (Elias et al., 2019;
Lozano et al., 2021; Qin et al., 2025). Além disso, € amplamente empregada em
estudos que avaliam a eficacia de sanitizantes novos ou ja existentes, por ser um
modelo representativo desses riscos (Féas et al., 2014; Elias; Noronha; Tondo,
2019; Matosinhos et al., 2016; Pineda et al., 2021).

2.4 DETERMINACAO DA CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA

O experimento foi conduzido em placas de Elisa estéreis contendo 96 orificios
de fundo redondo, onde foi inserido 100 yL de caldo Mueller Hinton. Nos pogos da
primeira linha adicionou-se 100 yL das solucbes a serem testadas, que foram
diluidas em série, transferindo 100 pL do primeiro pogo para o pogo da linha
seguinte, sucessivamente até a ultima linha. A aliquota retirada do ultimo pogo foi
descartada, para que todos eles apresentassem o mesmo volume. Posteriormente,
foram adicionadas os 10 yL das cepas bacterianas (E. coli e S. typhimurium) em
todos os pocos da placa, com excegao do controle negativo. As solugdes foram

avaliadas a partir da concentragao inicial de 400 ppm (400 ug/mL) para o NaCIO, 2%
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(10000 pg/mL) de extrato de quinoa, 20 ug/mL para OEA, 1,2 pg/mL para OEO, e
1% (10000 pg/mL) de tween 20. O controle positivo constituiu da solugéo de
gentamicina. Apos a diluicdo em série das solugdes e controles, as placas foram
incubadas a 36°C/ 24h, e, posteriormente em cada pogo, foram adicionados 20 pL
de cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazdélio (TTC). Novamente incubou-se as placas a 36°C/
2h, e, transcorrido esse tempo, realizou-se a analise visual do crescimento
bacteriano. A inibicdo dos microrganismos pelas solu¢gdes antimicrobianas foi
estabelecida para os po¢os onde ndo foram observadas modificagdes de cor, apds a
adicdo do TTC (Veiga, 2016).

2.5 AVALIACAO DO EFEITO DE SOLUCOES ANTIMICROBIANAS E/OU
SURFACTANTES NA REDUCAO DE BACTERIAS EM FOLHAS DE ALFACE
(EXPERIMENTO MICROBIOLOGICO)

2.5.1 Avaliacao do efeito de solugdes antimicrobianas e/ou surfactantes na redugao

da flora nativa de folhas de alface

Uma cabeca de alface crespa por repeticao foi desfolhada, descartando-se o
nucleo e as duas camadas mais externas (AKKBA e OLMEZ, 2007; COOK et al.,
2006). Em seguida, porcbes de 10g de folhas de alface in natura, escolhidas
aleatoriamente, foram inseridas em potes de vidro com capacidade de 500 mL, aos
quais foram adicionados 200 mL das solug¢des sanitizantes e/ou eluentes, conforme

concentracdes descritas no QUADRO 13.

QUADRO 13 — CONCENTRAGAO DAS SOLUGOES ANTIMICROBIANAS E/OU SURFACTANTES
UTILIZADAS NOS EXPERIMENTOS MICROBIOLOGICOS E PARASITOLOGICOS

Solugéo Concentracao Experimento

Agua - Microbioldgico

Hipoclorito de sédio 200 pL/mL (0,02%) Microbiol6gico

OEs (OEA + OEO) 5 yL/MI + 3 yL/MI Microbiolégico

EQ 10 pL/mL (1%) Parasitolégico

Tween 20° 5 pL/mL (0,5%) Parasitolégico

Glicina 1™ Parasitolégico

OEs (OEA + OEQ) + Tween 20 5 uL/mL + 3 yL/mL + 5 yL/mL Microbioldgico
OEs (OEA + OEO) + EQ 5 yL/mL + 3 pL/mL + 10 pL/mL Microbioldgico e

Parasitolégico

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: OEs - combinagéo do dleo essencial de alecrim com o ¢leo essencial de orégano; OEA -
Oleo essencial de alecrim; OEQO: Oleo essencial de orégano; EQ - Extrato de quinoa
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Posteriormente, os potes foram submetidos a agitacdo automatica e
constante por 5 min (Banho Dubnoff SL-157, nivel 12) (Alfredo, 2024). A forma

sequencial do experimento esta representada na FIGURA 15A.



FIGURA 15 — FLUXOGRAMA EXPERIMENTAL DA AVALJACAO DO EFEITO DE SOLUCOES
ANTIMICROBIANAS E/OU SURFACTANTES NA REDUCAO DE BACTERIAS EM FOLHAS DE
ALFACE (EXPERIMENTO MICROBIOLOGICO)

™ )
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camadas mais crespa minimamente
externas e nucleo processada
| S ¢ -~/
 E— Ty
Porcionamento das Porcionamento das
folhas de alface (10g) folhas de alface (10g)
em potes de vidro em potes de vidro
(500mL) (500mL)
 ETE———
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4 N\ |
Agitagdo automética i
por 5 min p — ¢ Apds 1h = Insergdo
\ ) das folhas em potes
B3 de vidro contendo as
\i’ solugoes eluentes ou
( \ CﬁD antimicrobianas
Folhas submetidas a i
analise microbiolégica ~
h ~ Agitagao automatica
/ \ por 5 min
[ Aerébios mesodfilos ] [ E. coli J

! ™

Folhas submetidas a

g@ analise microbioldgica
J

[ Salmonellaspp ] [ E. coli ]

FONTE: A autora (2025).
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LEGENDA: (A) Fluxograma experimental para avaliar o efeito das solugbes antimicrobianas e/ou
surfactantes na reducdo da flora bacteriana nativa de folhas de alface (aerdbios mesdfilos e E. coli);

(B) Fluxograma experimental para avaliar o efeito de formula¢des antimicrobianas e/ou eluentes
reducdo de E. coli e S. typhimurium contaminadas artificialmente em folhas de alface.

na

ApOs o processo de sanitizagao, para a analise microbiologica, cada uma das

amostras foi transferida para um recipiente contendo 90 mL de agua peptonada

estéril (0,1%) e homogeneizadas por 1 min. A solugao resultante constituiu a diluicao

de 107", a partir da qual foram feitas diluicbes seriadas (1072 a 107°). Posteriormente,

seguiram-se as analises para cada microrganismo. Para aerobios mesofilos e E. coli,

0,1 mL da diluicao correspondente foi inoculado por plagueamento em superficie em
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Agar Padrdo para Contagem (PCA) e Agar Levine (EMB), respectivamente, e
incubadas a 35 + 1°C durante 48 + 2h. Apds o periodo de incubagao foi realizada a

contagem das col6nias expressas em log UFC/g de alimento (Silva et al., 2007).

2.5.2 Avaliacao do efeito das solucdes antimicrobianas e/ou surfactantes na redugao

de E. coli e S. typhimurium contaminadas artificialmente em folhas de alface

Antes dos experimentos, foram retiradas amostras de 10 g de folhas de cada
embalagem de alface minimamente processadas, escolhidas ao acaso, e
randomizadas conforme cada tratamento em sacos plasticos de primeiro uso (15 x
26 cm). Posteriormente, os sacos plasticos juntamente com as alfaces, foram
dispostos sob a capela de fluxo laminar, e 100 uL do inoculo de E.coli ou Salmonella
foram adicionados em diferentes partes da superficie dos vegetais. Apés 1h, as
amostras da alface minimamente processadas, escolhidas aleatoriamente, foram
inseridas em potes de vidro com capacidade de 500 mL, aos quais foram
adicionados 200 mL das solugdes sanitizantes e/ou eluentes, conforme
concentragcbes, descritas no QUADRO 13. Posteriormente, os potes foram
submetidos a agitacdo automatica e constante por 5 min (Banho Dubnoff SL-157,
nivel 12) (Alfredo, 2024). A forma sequencial do experimento esta representada na
FIGURA 15B.

ApOs o processo de sanitizagdo, para a analise microbiologica cada uma das
amostras (10g) foram transferidas para um recipiente contendo 90 mL de agua
peptonada estéril (0,1%) e homogeneizadas por 1 min. A solugéo resultante
constituiu a diluicdo de 107", a partir da qual foram feitas diluicdes seriadas (1072 a
107%). Para a contagem de E. coli, 0,1 ml da diluigdo correspondente foram
inoculadas, por plagueamento em superficie, em Agar Levine (EMB) e incubadas a
35 = 1°C durante 48 + 2h. Para a contagem de S. typhimurium, 0,1 ml da diluicdo
correspondente foram inoculadas, por plagueamento em superficie, em Salmonella-
Shigella (SS) e incubadas a 35 £ 1°C durante 24h. Apds o periodo de incubacgao foi
realizada a contagem das colbnias expressas em log UFC/g de alimento (Silva et al.,
2007). Os experimentos para cada uma das cepas patogénicas, ocorreram de forma

individualizada, sendo trés repeticdes para cada uma delas.
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2.6 AVALIACAO DO EFEITO DE SOLUCOES ATIMICROBIANAS E/OU
SURFACTANTES NA REMOCAO DE OVOS DE HELMINTOS EM FOLHAS
DE ALFACE (EXPERIMENTO PARASITOLOGICO)

O efeito das solugdes de eluicado na remocao de ovos de helmintos foi testado
por meio de dois métodos diferentes com relagcao a etapa de extragao/ e ou agitagcao
das amostras de alface: o manual, método padronizado e utilizado em analises
parasitologicas (FIGURA 16A) (Matosinhos et al., 2016; Pineda et al., 2021), e o
automatico (FIGURA 16B), que foi o mesmo método utilizado nos experimentos
microbioldgicos descritos no item 2.5.

Primeiramente, amostras de 10 g de folhas de alface minimamente
processadas, escolhidas ao acaso, foram colocadas em sacos plasticos de uso
unico (para o método manual) ou em potes de vidro autoclavados de capacidade de
500 mL (para o método automatico).

Em seguida, procedeu-se a contaminagao das folhas com uma quantidade
conhecida de ovos de T. canis (108 ovos). Desse modo, 100 uL do inéculo
preparado (Item 2.2 do capitulo Ill) foram pipetados em diferentes regides das folhas
de alface dispostas nos sacos plasticos ou nos potes de vidro. Apds a aplicagao do
inéculo, foram adicionados mais 100 yL de agua destilada ao microtubo para
desprender eventuais ovos remanescentes, e essa suspensdo complementar
também foi aplicada sobre as folhas. Em seguida, as amostras permaneceram em
repouso a temperatura ambiente (25°C) por 2 h. (Cook et al., 2006a; Matosinhos et
al., 2016)

Posteriormente, no método manual, os sacos plasticos contendo as folhas de
alface foram agitados manualmente por 3 min. No método automatico, os potes de
vidro contendo as folhas foram submetidos a agitagdo automatica e constante por 5
min (Banho Dubnoff SL-157, nivel 12) (Alfredo, 2024).
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FIGURA 16 — FLUXOGRAMA EXPERIMENTAL DA ~AVALIACAO DAS SOLUCOES
ANTIMICROBIANAS E/OU SURFACTANTES NA REMOCAO DE HELMINTOS EM FOLHAS DE
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FONTE: A autora (2025).
LEGENDA: (A) Método manual; (B) Método automatico.

A anadlise parasitologica das folhas de alface foi realizada conforme
Matosinhos et al. (2016), com algumas modificagdes. O liquido resultante do
processo de higienizagdo das amostras foi filtrado em peneira com abertura de 1
mm e deixado em sedimentagdo em um calice cbnico por 2 h. Em seguida, o
sobrenadante foi removido com pipeta, e o sedimento (15 mL) foi centrifugado em
tubos Falcon a 1250 x g (ou 3100 rpm) por 5 minutos. Apds a centrifugagao, o

sobrenadante foi descartado, e todo o sedimento restante (aproximadamente 1 mL)
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foi analisado em microscopio com aumento de 200x apds a montagem das laminas.
A eficacia de remocao dos ovos de parasitos por cada tratamento foi expressa em
porcentagem, calculada pela relagdo entre o numero de ovos de T. canis removidos
e 0 numero inicial de ovos aplicados nas folhas das hortalicas (Matosinhos et al.,
2016).

2.7 AVALIAGAO DO EFEITO DE SOLUCOES ANTIMICROBIANAS E/ OU
SURFACTANTES NA COLORAGAO DAS FOLHAS DE ALFACE

Para avaliar os efeitos dos tratamentos dos OEs+EQ, EQ e agua (controle) na
coloracao das folhas de alface, foram feitas medi¢cdes de cor usando o colorimetro
espectral HunterLab Mini Scan XE Plus (Reston, VA, USA), configurado para
iluminante D65 e observador de 10°. O equipamento foi calibrado com alvos de
referéncia preto e branco antes de cada série de leituras. Em cada repeticao,
realizaram-se medig¢des na face superior de trés folhas, em trés pontos distintos por
folha (Manolopoulou; Varzakas, 2016). Os resultados foram expressos no espago de
cor CIELAB, registrando-se os parametros L* (luminosidade), a* (verde—vermelho) e
b* (azul-amarelo). Com base em a* e b* calcularam-se também o croma, C* = V(a2 +
b?), que indica a saturagédo da cor, e o angulo de matiz, h°, obtido como o arco-
tangente de b*/a* e ajustado para o intervalo de 0° a 360°, representando a
tonalidade dominante. Os paradmetros obtidos foram comparados entre os
tratamentos para identificar alteragbes na coloragédo foliar (Salgado et al., 2014;

Manolopoulou; Varzakas, 2016).

2.8 ANALISE ESTATISTICA

Para cada conjunto de dados (microbioldgicos, parasitoldgicos e de cor) foram
inicialmente avaliadas a normalidade e a homogeneidade de varidncia usando,
respectivamente, o teste de Shapiro-Wilk e o teste de Levene. Em seguida, os dados
microbiolégicos, bem como os parasitolégicos quando se compararam multiplos
tratamentos, foram analisados por meio de analise de variancia (ANOVA), com
posterior teste de Tukey para comparagdes multiplas. Nos experimentos
parasitolégicos em que se confrontaram dois métodos (manual versus automatico)

com a mesma solugao, foi aplicado o teste t de Student. Para a analise da cor das
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folnas de alface, foi usado o teste de Kruskal-Wallis seguido de comparagdes
pareadas de Dunn com corregdo de Holm. Diferengcas foram consideradas
estatisticamente significativas quando p<0,05. As analises foram conduzidas no IBM
SPSS Statistics, versao 21.

3 RESULTADOS
3.1 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A TABELA 2 apresenta os resultados da CIM. Esse experimento in vitro foi
avaliado como uma etapa preliminar para investigar o efeito antimicrobiano dos

Oleos essenciais e suas combinagdes com tween 20 ou extrato de quinoa antes de

sua aplicagcao em folhas de alface.

TABELA 2 — CONCENTRAGAO INIBITORIA MiNIMA DOS OLEOS ESSENCIAIS E DO EXTRATO
DE SEMENTE DE QUINOA

Solugdes (uL/mL) CIM (uL/mL)
E. coli S. typhimurium
Hipoclorito de sodio 50 200
OEs (OEA + OEOQ) SE SE
Tween 20 SE SE
EQ SE SE
OEs (OEA + OEO) + Tween 20® 102 — 0,6° — 5° 102 - 0,6° — 5°
OEs (OEA + OEO) + EQ 102 - 0,6 — 10° 102 -0,6° - 10°
Gentamicina 39 39

FONTE: A autora (2025).

LEGENDA: CIM = concentragéo inibitéria minima; EQ = extrato de semente de quinoa; OEs =
Solugéo de dleos essenciais e alecrim e orégano; OEA = dleo essencial de alecrim; OEO = 6leo
essencial de orégano; SE = sem efeito; a = CIM referente ao éleo essencial de alecrim; b = CIM
referente ao 6leo essencial de orégano; c= CIM referente ao Tween 20°

Isoladamente, os Oleos essenciais (OEA + OEQ), o tween 20 e o extrato de
quinoa nao exibiram atividade antimicrobiana detectavel. No entanto, solugdes
contendo o6leos essenciais combinados com Tween 20 (OEs + Tween 20®) e extrato
de quinoa (OEs + EQ) demonstraram eficacia significativa na inibi¢do de E. coli e S.
typhimurium. As CIMs determinadas foram de 10 pyL/mL para o 6leo essencial de
alecrim (OEA), 0,6 pL/mL para o 6leo essencial de orégano (OEO) e 10 pg/mL para
0 extrato de semente de quinoa.

Além disso, foi testado o hipoclorito de sddio, principal sanitizante utilizado

nos domicilios do Brasil, que apresentou uma CIM de 200 uL/mL para inativagdo dos
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patdgenos estudados. Comparativamente, a gentamicina, um antibidtico da classe
dos aminoglicosideos utilizado no tratamento de infecgdes graves por bactérias
gram-negativas, demonstrou eficacia antimicrobiana em baixa concentragdo, com
uma CIM de 39 uL/mL para ambos os microrganismos gram-negativos. Essa eficacia
da gentamicina pode ser atribuida a sua alta especificidade e atividade contra
bactérias gram-negativas

Esses resultados indicam que a combinagdo de OEs com Tween 20® e EQ ¢
uma alternativa promissora no controle de certos patdégenos. Com base nos achados
do presente estudo e nos resultados da CIM e do indice de Concentrac&o Inibitdria
Fracional obtidos por Barbosa et al. (2017), que também avaliaram o uso combinado
de OEA e OEO em formulagbes comerciais contra microrganismos deteriorantes e
patogénicos em folhas de alface, as concentragdes adotadas para a combinagao
dos dleos essenciais nos experimentos subsequentes foram de 2 CIM para o OEO
e ¥2 CIM para o OEA.

3.2 AVALIAGAO DO EFEITO DAS SOLUCOES ANTIMICROBIANAS E/OU
SURFACTANTES NA REDUCAO DE BACTERIAS EM FOLHAS DE ALFACE

Os resultados do efeito das solugcdes antimicrobianas na reducao de aerdbios
mesofilos e Escherichia coli, provenientes da contaminagdo natural de folhas de
alface, estdo apresentados na TABELA 3. A contagem inicial de aerdbios mesdfilos
nas folhas de alface sem tratamento foi de 7,54 £ 0,55 log UFC, enquanto para E.
coli foi de 5,49 £ 0,64 log UFC.
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TABELA 3 — EFEITO DE SOLUGOES ANTIMICROBIANAS E/ OU SURFACTANTES NA REDUGCAO
DA FLORA NATIVA DE FOLHAS DE ALFACE

Aerébios meséfilos E. coli
Tratamento Contagem total Reducao Contagem total Reducao
(log UFC/g) (log UFC/g) (log UFC/g) (log UFC/g)
In natura 7,54 £ 0,55b - 5,49 + 0,64c -
Agua 6,81 +0,43b 0,74 £ 0,34 4,76 + 0,79bc 0,73+0,24
Hipoclorito de sddio 6,63 + 0,42a 2,91 +£0,96 3,44 + 0,60ab 2,05+1,24
OEs + Tween 20® 3,73 £0,59a 3,81 +£0,09 2,14 +0,59a 3,35+0,37
OEs + EQ 4,42 +0,21a 3,12+ 0,34 2,88 + 0,50a 2,81 +0,45a
p-value 0,764
(normalidade) 0,082
p-value 0,866
(homogeneidade) 0,341
ANOVA 0,000 0,000

FONTE: A autora (2025).
LEGENDA: EQ = extrato de quinoa; OEA: 6leo essencial de alecrim; OEO: 6leo essencial de

orégano; Reducgido” corresponde a diferenca entre a contaminagéo inicial e a contagem apds cada
tratamento; Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (ANOVA de uma
via seguida de teste de Tukey, a = 0,05).

A lavagem das folhas com agua resultou em uma redugao limitada, inferior a
1 log UFC/g para ambas as cepas, indicando uma eficacia restrita, uma vez que os
resultados foram estatisticamente iguais aos das folhas que nao receberam nenhum
tratamento.

O hipoclorito de sédio (200 ppm) mostrou-se mais eficiente, promovendo uma
reducdo de aproximadamente 2 log UFC/g para ambas as cepas. As formulagdes
contendo combinacgdes de dleos essenciais com Tween 20® e/ou extrato de semente
de quinoa apresentaram reducdes superiores a 3 log UFC/g para as bactérias
analisadas, com excecdo da combinacdo de Oleos essenciais com extrato de
semente de quinoa, que alcangou apenas 2 log UFC/g de redugéao para E. coli.

No entanto, ndo foram observadas diferengas estatisticamente significativas
entre esses trés tratamentos (hipoclorito de sddio, éleos essenciais com Tween 20®,
e Oleos essenciais com extrato de semente de quinoa) para os parametros
microbiolégicos avaliados. Esses dados sugerem que os tratamentos sé&o

comparaveis na redugao de aerdbios mesdfilos e E. coli em folhas de alface.
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3.3 EFEITO DAS SOLUCOES ANTIMICROBIANAS E/OU SURFACTANTES NA
REDUCAO DE E. coli E S. typhimurium CONTAMINADAS ARTIFICIALMENTE
EM FOLHAS DE ALFACE

Em experimento com contaminagao artificial (TABELA 4), a lavagem com
agua resultou na remocao de aproximadamente 1,3 log UFC/g dos microrganismos
inoculados (E. coli e S. typhimurium). Logo, ao comparar as folhas sem tratamento
com aquelas lavadas apenas em agua, houve uma diferenga estatisticamente
significativa, evidenciando que, neste cenario, a lavagem com agua promoveu uma
reducao significativa dos microrganismos, embora de forma limitada em comparagao

a outros tratamentos.

TABELA 4 — EFEITO DAS SOLUGOES ANTIMICROBIANAS NA REDUCAO DE E. coli E S.
typhimurium CONTAMINADAS ARTIFICIALMENTE EM FOLHAS DE ALFACE

Tratamento E. coli S. typhimurium
Contagem Reducgao Contagem Reducgao
total (log UFC/qg) total (log UFC/g)
(log UFC/qg) (log UFC/q)
Contaminacéo inicial 5,61 +£0,39a - 6,16 £ 0,25a -
Agua 4,24 £ 0,30a 1,36 £ 0,56 4,85 +0,15a 1,31+£0,18
Hipoclorito de sodio 2,58 + 0,65a 3,03+0,74 2,96 + 0,55a 3,20 £ 0,30
OEs + Tween 20° 3,01+034b  2,59+066 2,74 £ 0,67b 3,42 +0,88
OEs + EQ 2,91 +£0,35¢c 2,70+0,17 2,25 + 0,26¢ 3,91 +£0,51
p-value (normalidade) 0,196 0,069
p-value 0,113
(homogeneidade) 0,317
ANOVA 0,000 0,000

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: EQ = extrato de quinoa; OEs: 6leo essencial de alecrim + éleo essencial de orégano;
“Redugéo” corresponde a diferenga entre a contaminagao inicial e a contagem apds cada tratamento;
Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (ANOVA de uma via seguida
de teste de Tukey, a = 0,05).

O tratamento com hipoclorito de soédio resultou em uma redugcdo de
aproximadamente 3 log UFC/g para ambas as cepas bacterianas. As formulagdes
contendo dleos essenciais combinados com Tween 20® ou extrato de semente de
quinoa apresentaram redugdes de cerca de 2 log UFC/g para E. coli e 3 log UFC/g
para S. typhimurium. Assim como observado no experimento com contaminagao
natural, ndo houve diferengas estatisticamente significativas entre esses trés
tratamentos para as bactérias avaliadas, sugerindo que todos proporcionam uma

eficacia antimicrobiana semelhante nos parametros testados.
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3.4 AVALIAGCAO DO EFEITO DE SOLUCOES ANTIMICROBIANAS E/OU
SURFACTANTES NA REMOGCAO DE OVOS DE Toxocara canis EM FOLHAS
DE ALFACE

A TABELA 5 apresenta os numeros médios de ovos recuperados e a eficacia
de recuperacéo (%) para diferentes eluentes, considerando os métodos de agitacéo

manual e automatica.



(S0'0 > d “uepnig ep 1 ©1S8])) IS oJUS WaJSlp S|usIslip SEenNdsnuUIW  sele| op sepinbes selipsw (eueloeuns oednjos ewssw e eled
sopojpw aJud) eyul Jod sagdelsedwo) (GO0 = O ‘A8yn] ‘BlA ewn ap YAONY) IS @41Ud Waldlip S8juaiajip seinasniew selg| ap sepinbas seipaw :(oedeybe
ap opolow eped ap oJjuap) eunjod Jod sagdeiedwo) ouebalo ap |BIDUBSSS 09]0 + WIOBJE Bp |BIOUBSSd 09|10 = SO ‘eouinb ap ojenxs = DI YANIOI1

(¥20z) eioine v :3INO4

0250 0LL0 VAONY
0S.'0 G8e'0 (epeplausbouwoy) anjea-d
06%'0 8110 (epepijewou) anjea-d
ev(c6y) L'ZL F L€ 65 Ly 8¢ ev(11S) ¥'9 F LGS LG €9 €g O3 +s30
ev(/'8g) 9°'0L ¥ 0'v9 4 89 Z. ev(8'c9) G'6 ¥ 269 65 Ll €/ 03
ev(6'6S) ¥'9 ¥ £'G9 69 69 8G ev(1'G9) 6'9F L. 6. 19 19 ©0C UdaM |
ev(z'/8) ¥'0L ¥ €29 v/ ¥S 65 ev(L'/y) 9'GL F €'LG 6% 1€ 89 BuIoID
(o, oedeisadnoau o€ oC ol (o, oedel1adnoal o€ oC ol
ap eloeong) soperadnoal oednadau ap eloeonyg) sopeiradnoal oednadal
SOAO 3p U Oop eIPIN 1od sopesadnsais sono N SOAO 3p U Op eIPIN Jod sopeisadnsais sono N
eoijewolne oedejibe ap opoldN Jenuew oedejibe ap opoIdN ajuan|3

JOVAIV
30 SYH104 INT siued e/eooxol 3a SOAO 3d OYOOWIY YN STLNVLOVAENS NO/3A SYNVIGOHDINILNY STQONTOS 3a OLIF43 -G v13avl

601



110

Considerando os métodos de agitacdo manual e automatica, os eluentes com
maior eficacia, em ordem decrescente, foram: Tween 20 > extrato de quinoa >
glicina e por ultimo o OEs+EQ. A comparagéao da eficacia de remogao entre o extrato
de quinoa e OEs+EQ sugere que a adicao de Oleos essenciais pode influenciar
negativamente a acao surfactante do extrato de quinoa. Entretanto, em ambos os
métodos, todas as solugdes testadas apresentaram eficacias estatisticamente
similares entre si (p > 0,05).

Em adigcdo, ao comparar os mesmos tratamentos entre os métodos de
agitacdo manual e automatica, ndo foram observadas diferengas estatisticas
significativas (p>0,05). Isso indica que a troca do método de agitagdo n&o influenciou

substancialmente a eficacia de remocgao para nenhum dos eluentes avaliados.

3.5 AVALIAGAO DO EFEITO DE SOLUCOES ANTIMICROBIANAS E/OU
SURFACTANTES NA COLORAGAO DAS FOLHAS DE ALFACE

A andlise da cor das folhas de alface submetidas aos tratamentos com agua,
EQ e OE+EQ revelou diferengas significativas entre eles (p < 0,05) (TABELA 6).

TABELA 6 - PARAMETROS CROMATICOS OBTIDOS NA ANALISE DA COR DE FOLHAS
DE ALFACE SOB DIFERENTES TRATAMENTOS

Tratamento L* (média * a* (média * b* (média * C* (média £ h° (média *
DP) DP) DP) DP) DP)
Agua 82,7 £1,1® -0,6 £0,1° 0,7 +0,2a 0,9+0,2a 132 + 5a
EQ 78,2+ 1,1b -2,6 £0,4b 5,8+0,9 6,3+0,9 115+ 3b
OEs + EQ 73,1 +23c -10,9+1,2c 30,4 +2,1c 32,3+2,2c 109 + 4c

FONTE: A autora (2025).

LEGENDA: EQ: Extrato de quinoa; OEs: Oleo essencial de alecrim + 6leo essencial de orégano;
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas (Kruskal-Wallis e Dunn-Holm, p
< 0,05). C* calculado como (a*2 + b*2); h° calculado como atan2(b*, a*) em graus.

A lavagem com agua preservou melhor a aparéncia natural das folhas de
alface, apresentando o maior valor de luminosidade (L*) e o menor croma (C*), ou
seja, folhas mais claras e menos saturadas, proximas ao perfil in natura — como
pode ser observado na FIGURA 17A. O EQ causou um leve escurecimento (queda
de =4,5 unidades em L*) e aumento da vivacidade da cor (C* aumentou =5,4),
sugerindo a adesao de compostos que conferem uma tonalidade ligeiramente
esverdeada-amarelada, porém sem comprometer de forma drastica a aparéncia

(FIGURA 17B). Em contraste, o tratamento com O6leo essencial resultou em
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escurecimento mais acentuado (reducao de =9,6 unidades em L* em relagdo a agua)
e em elevada saturagao (C* =32), refletindo possivel acumulo de pigmentos ou
residuos oleosos na superficie foliar (FIGURA 17C). O angulo de matiz (h°) reduziu
progressivamente de 132° (agua) para 109° (6leo essencial), indicando um

deslocamento da cor em dire¢cao ao verde-amarelo-limao.

FIGURA 17 — ASPECTO VISUAL DAS FOLHAS DE ALFACE APOS DIFERENTES TRATAMENTOS
COM AS SOLUGCOES ANTIMICROBIANAS E/ OU ELUENTES

FONTE: A autora (2025).

LEGENDA: Folhas de alface tratadas com (A) agua, (B) extrato de quinoa e (C) combinagao de 6leo
essencial e extrato de quinoa (OEs + EQ). Observa-se diferenca na coloragdo e aparéncia das folhas,
com escurecimento, reducdo da firmeza e perda de crocancia progressivo em comparagdo ao
controle (A).

4 DISCUSSAO

Oleos essenciais, como os de orégano e alecrim, sdo amplamente
reconhecidos pelas propriedades antibacterianas contra microrganismos
deteriorantes e patdégenos de alimentos, além das fungdes como conservantes e
agentes sanitizantes. Por isso, o uso tem sido amplamente explorado na industria
alimenticia (Jiang et al., 2011; Mici¢ et al., 2021; Almeida et al., 2024; Pizzo et al.,
2024). O OEA contém compostos bioativos como 1,8-cineol, canfora, a-pineno e
eucaliptol (Nieto et al., 2018; Mici¢ et al.,, 2021), enquanto o OEO é rico em
carvacrol, timol e p-cimeno (Janusz et al., 2024), sendo todas substancias
amplamente reconhecidas por suas propriedades antimicrobianas.

A atividade antimicrobiana dos O6leos essenciais pode ser explicada por
diversos mecanismos, entre os quais destaca-se a presenca de compostos como

terpenos e fendis. Esses compostos interagem com as membranas celulares
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bacterianas, provocando danos estruturais, inibindo a respiragdo celular,
aumentando a permeabilidade da membrana e ocasionando o vazamento de
constituintes intracelulares. Esses efeitos culminam na inativacdo ou morte dos
microrganismos (Mici¢ et al., 2021; De Almeida et al., 2023; Pizzo et al., 2024).

Contudo, um dos principais desafios na aplicagédo de 6Oleos essenciais em
solugdes aquosas € a dificuldade em obter uma disperséo estavel, devido a baixa
solubilidade desses compostos em agua (Pizzo et al., 2024). Para superar essa
limitagdo, o uso de surfactantes, como o Tween 20, tem se mostrado uma estratégia
eficaz. Os surfactantes emulsificam os Oleos essenciais e reduzem a tensdo
interfacial permitindo que os agentes antimicrobianos entrem em melhor contato com
as superficies de frutas e vegetais, que geralmente apresentam caracteristicas
hidrofébicas ou texturas irregulares. Essa interacdo potencializa a agao
antimicrobiana dos 6leos essenciais, tornando-os mais eficientes no controle de
microrganismos (Prasad et al., 2018; Seow et al., 2014; Yuan et al., 2019; Pizzo et
al., 2024).

Essas informacbes ajudam a explicar os resultados de CIM observados no
presente estudo, onde os OEs, quando utilizados isoladamente, ndo demonstraram
efeito antimicrobiano significativo. No entanto, a adicdo de surfactantes, como o
Tween 20, e do extrato de quinoa proporcionou agao antimicrobiana contra todas as
cepas testadas (Prasad et al., 2018; Seow et al., 2014; Yuan et al., 2019; Pizzo et
al., 2023).

O Tween 20, é um surfactante sintético amplamente utilizado como
emulsionante, sendo aplicado também em métodos de recuperacdo de ovos de
parasitas em analises parasitolégicas (Gunathilaka et al., 2025). Embora seja
considerado seguro (GRAS) para uso em alimentos, o polissorbato € menos
sustentavel que alternativas naturais, como o extrato de quinoa (Bustos et al., 2024).

O extrato de sementes de quinoa exibe propriedades eluentes/surfactantes,
atribuidas as saponinas, que sdo compostos bioativos com regides hidrofilicas e
hidrofébicas capazes de interagir com residuos diversos (Bustos et al., 2024). Em
estudos quantitativos, esse extrato reduziu a tensdo superficial da agua
(aproximadamente 72 mN/m) para 61 mN/m, atingiu pressdo de superficie em
equilibrio de 21,3 mN/m e formou espuma de 5,9 cm de altura, estavel por 10 min
sem drenagem. Seus modulos dilacionais confirmam uma pelicula interfacial coesa e

flexivel, com elasticidade E' de 347 mN/m e perda viscosa E" de 67,1 mN/m,
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atribuindo ao extrato comportamento analogo ao de detergente, capaz de dispersar
e emulsificar componentes hidrofébicos (Jukek et al., 2019; Goéral; Wojciechowskl;
2020; Bustos et al., 2024). Logo, essa propriedade eluente também possibilita que
as saponinas interajam com as membranas de ovos e larvas de parasitos,
promovendo seu desprendimento e remocédo de matrizes alimentares, como as
hortalicas (Azadbakht et al., 2005; Kregiel et al., 2017).

Desse modo, os resultados deste estudo indicam que a combinagdo OEs +
EQ representa uma alternativa sustentavel ao uso de hipoclorito de sédio para a
higienizagédo de hortaligas folhosas. Essa formulagédo demonstrou eficacia ao reduzir
mais de 2,5 log UFC/g de bactérias e aproximadamente 50% dos ovos de Toxocara
canis. Até o momento, nenhum outro estudo tinha investigado a agédo da
combinacgao de 6leos essenciais com extratos ricos em saponinas para a reducao de
bactérias e remocéao de parasitos de vegetais folhosos de forma conjunta.

Diversos estudos avaliaram a acdo combinada ou individual dos Oleos
essenciais de alecrim (OEA) e orégano (OEQO), com ou sem o emprego de técnicas
complementares de sanitizagdo, para o controle microbiolégico em alimentos.
Davila-Rodriguez et al. (2019) investigaram nanoemulsées de 6leo essencial de
alecrim a 10% aplicadas em salsdo por meio de imerséo e mistura em um agitador
magnetico, por periodos de 7,5 a 360 min a 120 rpm, observando que as
nanoemulsées foram mais eficazes contra L. monocytogenes e E. coli em
comparagcdo ao Oleo essencial ndo encapsulado. Millan-Sango et al. (2016)
demonstraram que a combinagdo de ultrassom com O6leo essencial de orégano
aumentou significativamente a reducdo de bactérias em folhas de alface, com
redugdes variando de 1,88 a 5,38 log UFC/cm?. Barbosa et al. (2016) avaliaram o
efeito da combinac¢ao dos 6leos essenciais de orégano e alecrim em concentragoes
de 0,6 a 5 pg/mL, aplicados por 5 min em vegetais folhosos, e observaram redugdes
significativas nas contagens de bactérias mesdfilas, enterobactérias, L.
monocytogenes e E. coli, variando de 1,5 a 2,8 log UFC/g.

Do mesmo modo, embora poucos estudos tenham investigado a eficacia de
extratos ricos em saponinas na remogéo de parasitas de vegetais frescos, alguns
resultados sugerem seu potencial. O extrato aquoso de Albizia julibrissin (Hezarjaribi
et al., 2009), e o extrato de rizoma de Acanthophyllum squarrosum (Azadbakht et al.,
2005) em concentragdes variando de 1 a 20%, foram aplicados em vegetais folhosos

e salsa, respectivamente, por 15 minutos. Os resultados mostraram que ambos os
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extratos ricos em saponinas foram mais eficazes na descontaminagdo de ovos e
larvas de parasitas do que os detergentes comerciais testados nas mesmas
condicoes.

Recentemente, outros estudos tém explorado alternativas naturais ao uso de
cloro para a descontaminacéo de vegetais folhosos e remogao de ovos de parasitas.
O extrato hidroalcodlico de prépolis com glicina (SHP-Gly) e o extrato de erva-mate
foram avaliados quanto a sua eficacia na redugéo de microrganismos em folhas de
alface e na remogédo de ovos de helmintos. O uso de SHP-Gly resultou em uma
reducado de 3,3 log UFC/g de aerdbios mesdfilos, 5,0 logs UFC/g de fungos e na
remogao de 35,5% dos ovos de Ascaris suum (Silveira et al., 2023). Em contraste, o
extrato de erva-mate, embora néo tenha sido eficaz na descontaminag¢ao bacteriana
de folhas de alface, conseguiu remover aproximadamente 30% dos ovos de
Toxocara canis (Alfredo et al., 2024). A eficacia na remocao de ovos para ambos 0s
extratos foi comparavel a da glicina (1M, pH 5,5), uma solugao padrao utilizada em
analises parasitologicas.

Embora a formulagdo OEs + EQ tenha mostrado eficacia na descontaminagao
de patégenos, algumas limitagdes foram observadas. O tratamento com essa
solucdo modificou as propriedades fisico-quimicas das hortalicas, sobretudo cor e
textura, comprometendo sua integridade sensorial e potencialmente reduzindo a
aceitacdo pelo consumidor. Em contrapartida, a aplicagdo isolada do extrato de
quinoa causou variagdes mais discretas, sugerindo que os 6leos essenciais foram os
principais responsaveis pelas mudangas sensoriais indesejadas. Resultados
semelhantes foram encontrados em estudos prévios, como o de Todd et al. (2013),
que demonstraram que o 6leo essencial de folha de canela (0,1%, 0,3% e 0,5% v/v)
em solugado salina tamponada com fosfato também causou impacto negativo na
qualidade de folhas verdes lavadas e inoculadas com Salmonella Newport.

Assim, ha necessidade de mais estudos para otimizar as formulagdes, ou,
alternativamente, considerar o uso individual do EQ como aliado na remogao de
ovos de parasitas, uma vez que apresentaram eficacias de recuperagdo mais altas,
em comparagao ao tratamento OEs + EQ (TABELA 5). Além disso, a eficacia do
tratamento pode variar dependendo do tipo especifico de parasita e da estrutura
foliar das hortalicas. Ascaris suum, por exemplo, parece ser removido mais
facilmente de folhas de alface em comparacao a ovos de Toxocara canis, quando

emprega-se glicina como liquido de dissociagao (Silveira et al., 2023). Além disso a
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descontaminagdo de vegetais folhosos mostrou-se menos eficaz do que em
tubérculos, sugerindo a necessidade de estudos adicionais em diferentes vegetais e
condi¢gbes de contaminagao (El Said, 2012; Bermudez-Aguirre; Barbosa-Canovas,
2013; Banach et al., 2017).

Pesquisas futuras devem explorar combinacgdes e concentragdes ideais, além
de incluir outros compostos naturais com propriedades antimicrobianas e
antiparasitarias. Este estudo contribui para a literatura que aponta os produtos
naturais como alternativas viaveis para a higienizagado de hortalicas. A utilizagao de
extrato de quinoa e Oleos essenciais configura-se como um método sustentavel,
promovendo seguranga alimentar e reduzindo os riscos associados ao consumo de
hortalicas frescas, especialmente em um cenario de crescente demanda por praticas

mais naturais e seguras.

5 CONCLUSAO

A combinagdo dos 6leos essenciais de alecrim e orégano com extrato de
quinoa (OEs+EQ) demonstrou eficacia na redugcéo de microrganismos patogénicos e
na remocgao de parasitas de hortalicas folhosas. No entanto, alteragdes sensoriais
atribuidas aos 6leos essenciais podem comprometer a aceitacdo do produto pelos
consumidores. Por outro lado, o extrato de quinoa (EQ) destaca-se como uma
solugao natural promissora e uma aliada na higienizagdo de hortalicas, gracas a
presenga de saponinas com propriedades tensoativas, que auxiliam na remogao de
ovos de parasitas sem alterar as caracteristicas fisico-quimicas dos vegetais. Este
estudo reforca o potencial de compostos naturais na promocdo da seguranca
alimentar, ressaltando a necessidade de otimizar as formulagdes sanitizantes para
minimizar impactos negativos na qualidade sensorial dos alimentos. Pesquisas
futuras devem investigar concentragdes ideais e novas combinagdes de agentes

naturais para aumentar a eficacia e a aplicabilidade das solu¢des desenvolvidas.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados mostraram que OEs + EQ reduziram mais de 2,5 log UFC/g de
aerobios mesodfilos e E. coli, e mais de 3 log UFC/g de Salmonella Typhimurium,
além de remover aproximadamente 50% dos ovos de Toxocara canis. A redugéo
microbiana foi estatisticamente semelhante a obtida com hipoclorito de sédio e OEs
+ Tween 20®, enquanto a eficacia na remogéo de ovos de helmintos foi comparavel
aos tratamentos com Tween 20®, glicina e extrato da semente de quinoa. Em adigéo,
os resultados obtidos com OEs + EQ estdo alinhados com a revisédo integrativa
realizada no Capitulo |, que demonstrou que os sanitizantes naturais apresentam
eficacias semelhantes ao hipoclorito de sédio. Ademais, a eficacia global da glicina,
evidenciada na revisdo integrativa do Capitulo Il, foi de 38,1%, valor inferior ao
alcangado pelo extrato da semente de quinoa, que apresentou eficacia de 58,7%
(Capitulo 1l). Conclui-se, portanto, que OEs + EQ representam uma alternativa
viavel para a higienizacdo de hortalicas, destacando-se o extrato da semente de
quinoa isolado como uma solugédo promissora para a remogao de ovos de helmintos

e a reducéao dos riscos de contaminagao parasitaria.
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ANEXO 1 — PERFIL CROMATOGRAFICO DO OLEO ESSENCIAL DE
OREGANO

Aromatic Plant Research Center
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quality control for your products.
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Customer : doTERRA International

Lot Number : 2221470

Date Filled : 05/27/2022

Column : ZB5 (60 m length x 0.25 mm inner diameter % 0.25 pm film thickness}
Instrument : Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra

Carrier gas : Helium 80 psi

Temperature ramp  : 2 degrees celsius per minute up to 260-degrees celsius

Split ratio : 30:1

Sample preparation : 5%w/v solution with Dichloromethane.

Comments:
The analysis of this Oregano lot revealed no contaminants or adulteration.
The sample meets the expected chemical profile for authentic essential oils of Origanum vulgare.

Analysied by : Ambika Poudel
Reviewed by : Dr. Prabodh Satyal



137

Date Filled :05/27/2022

Chromatogram

TiC
11,864 240

16,42

19635

ITAT

min



Aromatic Plant Research Center
230 N 1200 E 5TE 100

Lehi, UT B4D43
www.ansmaticplant. ong Arornaric Plank Rasaarch Castes
Peak Report
2220 ] pE N Nisva L7
1 E.126 Methd alpha-methyl buty 0.04
2 11.661 Tricyclens 0.01
El 11.818 alpha-Thujene 0.70
4 12.213 alpha-Finene 0.50
5 12.742 Thujadiens 0.01
] 13.087 Camphene 0.22
7 13.282 Thuja-2.4(10)-diene 0.00
8 14.632 beta-Pinene 0.0g
2] 14.740 1-Octen-3-ol 0.02
10 15.2B3 Myrcens 1.27
16.308 alpha-Phellandrene 0.18
z 16.465 delta-3-Carene 0.08
3 16.872 alpha-Terpinens 1.07
14 17.471 para-Cymens 3.65
15 17.743 Limonene 0.18
16 17.833 beda-Phellandrens 0.18
17 17.805 1,B-Cinacle 0.02
18 1B.146 cis-beta-Ocimens 0.02
19 1B.823 trans-beta-Ocimens 0.05
0 18.635 gamma-Terpinens 4.28
21 20.362 os-Sabinene hydrate 0.22
2 21.388 Terpinalene 0.13
.2_3 21.701 mgﬂmuﬂ: 0.03
24 22.408 Linalool 4.00
25 22.501 Hoirienol 0.01
26 24.030 cis-para-Menth-2-en-1-o 0.02
27 24162 alpha-Camphalenal 0.04
piii] 27.250 Bomeal 0.37
] 27.866 Tespinen-d4-ol 0.61
30 28.880 trans-beta-Ocimenal 0.03
31 20.084 alpha-Terpineal 0.08
32 31.842 Carvacrol methyl ether 0.10
3 32.647 Carvone 0.24
34 32.843 Li acetaie 0.12
35 34.017 Canenone 0.04
36 35.308 Thymaol 1.18
a7 36.428 Carvacral TE
3B 37.544 tert-Butyl-para-bercoguinone 0.03
8 dB8.674 Mery acetate 0.02
40 40.241 Carvacrod acetate 012
41 40.0687 a-Copaene 0.01
42 41.140 Gerany acelale 0.03
43 41.4B6 beta-Bourbonene 0.03
A4 42.538 Mathy| eugenol 0.03
45 43.765 beta-Caryophylans 1.11
A& 44 621 trans-alpha-Bermamatens 0.04
47 44.843 Aromadendrens 0.15
4B 45.0B6 alpha-Hurmulene 0.05
48 47.212 trans-Cadina-1 (6], 4 -diene 0.03
50 4B.218 Virdiflorens 0.08
51 408.265 beta-Bisabolene 1.53
52 48.552 gamma-Cadinene 0.0
53 408.871 dislta-Cadinene 0.07
54 50.1B8 beta-Sesquiphelandrens 0.03
55 51.180 trans-alpha-Bisabalene 0.03
56 53.323 Spathulenol 0.12
57 53.500 Caryophyllens ande 0.22
;] 54.227 Sakiat-d(14)-en-1-one 0.01
59 57.066 eperalpha-Cadinal 0.11
(i) 71.633 Oregano Sesquiepenoed 1 0.08
100.00

138



ANEXO 2 -

Customer
Lot Number
Date Filled

Column

Instrument

Carrier gas
Temperature ramp
Split ratio

Sample preparation

Comments:

PERFIL CROMATOGRAFICO DO OLEO ESSENCIAL DE

ALECRIM
: doTERRA Internacional
: 3230370
: 06/02/2023

: ZB5 (60 m length x 0.25 mm inner diameter x 0.25 pm film thickness)
: Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra

: Helium 80 psi

: 2 degrees celsius per minute up to 260-degrees celsius

301

: B%wiv solution with Dichloromethane.

A andlise deste lote de Alecrim ndo revelou contaminantes ou adulteragbes.
A amostra atende ao perfil guimico esperado para 6leos essenciais auténticos de Rosmarinus officinalis.

Analysied by : Ambika
Reviewed by poude! : Dr.

C Copynght 2023 Aromatic Piant Ressarch Coentor, All rights reserved. Any publishing, copying, usa, dissamination, or destribution. af this repost,
riciuding aaline, withtut the axpress writtan parmisaion of Aromati Plant Research Center s sticily probibitad.
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Customer : doTERRA Internacional
Lot Number : 3230370
Date Filled : 06/02/2023
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