USO DO ACAFRAO (Curcumalonga L.) NA REDUCAO DA Escherichia coli
(ATCC 25922) E Enterobacter aerogenes (ATCC 13048) EM RICOTA!

The use of turmericin thereduction of Escherichia coli (ATCC 25922)
and Enterobacter aerogenes (ATCC 13048) in ricotta
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RESUMO

Considerando o envolvimento de queijos como veiculo de microrganismos patogénicos, foi avaliada a eficiénciado
extrato alcodlico de circuma adicionado a ricota, na reducdo de Escherichia coli e Enterobacter aerogenes. Foram fabricados
trés lotes de ricota cremosa e inoculados com 10 UFC/mL de Escherichia coli (ATCC 25922) e 10°UFC/mL de Entero-
bacter aerogenes (ATCC 13048). As ricotas, foram adicionados 0,4% de NaCl e extrato acoolico de Curcuma longa L., em
concentragdes que variaram de 0,0% a 2,0%. As ricotas foram avaliadas fisico-quimica e microbiologicamenteem 0, 1, 7, 14 e
21 dias de armazenamento refrigerado. O percentual de umidade das ricotas foi, em média, de 73%. O pH médio observado foi
de 5,4 e o percentual de gordura de 3%. Pelos resultados, evidenciou-se, apds 21 dias, uma redugéo do nimero de Escherichia
coli de aproximadamente dois ciclos logaritmicos nos tratamentos utilizados de 0,5%, 1,0%, 1,5% e 2,0% de circuma. Ja para
Enterobacter aerogenes, a reducéo foi menor, de aproximadamente um ciclo logaritmico, de 10° UFC/mL para 10* UFC/mL,
também nos tratamentos utilizados de 0,5%, 1,0%, 1,5% e 2,0% de cUrcuma. Apesar de os resultados evidenciarem uma redu-
¢30 do nimero de células viaveis dos microrganismos avaliados, a circuma ndo devera ser 0 Unico meio preservativo, conside-
rando uma contaminacgo inicia de 10* UFC/mL de Escherichia coli e 10° UFC/mL de Enterobacter aerogenes, pois no atende-
ria alegislagdo vigente quanto aos requisitos microbiol 6gicos para queijos.

Termos paraindexacdo: Curcuma longa, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, ricota.

ABSTRACT

Considering the cheese involvement as a vehicle of pathogenic microorganisms it was evaluated the eficciency of the
ethanolic turmeric extract added to ricotta, in the reduction of Escherichia coli and Enterobacter aerogenes. Three lots of
creamy ricotta were manufacturated and inoculated with 10* UFC/mL of Escherichia coli (ATCC 25922) and 10° UFC/mL of
Enterobacter aerogenes (ATCC 13048). It was added 0,4% of NaCl and ethanolic turmeric extract into concentrations that
varied from 0.0% to 2.0% into the ricotta. The ricottas were evaluated in 0, 1, 7, 14 and 21 days under refrigerated storage. The
ricotta moist percentage was of 73% in average. The average pH observed was of 5,4 and the fat percentage was of 3%.
Microbiological results have shown areduction in the number of Escherichia coli, after 21 days, about two logarithms cycles
in treatments which 0.5%, 1.0%, 1.5% and 2.0% of ethanolic turmeric extract was used. As to Enterobacter aerogenes there
was less reduction, at about one logarithm cycle, from 10° UFC/mL to 10* UFC/mL, also in treatments in which 0.5%, 1.0%,
1.5% and 2.0% of ethanolic turmeric extract was used. Although the results have shown a reduction in the number of the
viable cells of the microorganisms evaluated, the ethanolic turmeric extract cannot be the single preservative means,
considering a initial contamination of 10* UFC/mL of Escherichia coli and 10° UFC/mL of Enterobacter aerogenes for that
would not be according to the current legislation referring to the microbiologica cheese requirements.

INDEX TERMS: Turmeric, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, ricotta.
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INTRODUCAO cor e 0 sabor, que com 0 processamento, podem

ser perdidas. Existem cerca de 70 condimentos

Os condimentos sdo utilizados com a fina- diferentes, cultivados e utilizados em todo o mun-
lidade de real¢ar ou repor caracteristicas, como a do.
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Vé&ios estudos conclusivos sobre os condimentos
tém demonstrado que eles apresentam propriedades an-
timicrobianas, antioxidantes e medicinais, e existem
evidéncias de que o aumento do consumo dos condi-
mentos pode levar a uma mudanga na microbiota intes-
tinal, reduzindo a incidéncia de cancer. Sabe-se do efei-
to inibidor de determinados condimentos no crescimen-
to de microrganismos deteriorantes e patogénicos
veiculados por aimentos.

O uso de condimentos como conservante de ali-
mentos é de grande interesse para 0s consumidores,
pois ndo apresentam risco asalde, mesmo quando em-
pregados em quantidades relativamente altas. Admite-
se a perspectiva do uso de substancias naturais presen-
tes nos condimentos em substituicdo aos aditivos sinté-
ticos utilizados no processamento dos alimentos com a
finalidade de conservacdo. Conforme apontam alguns
estudos, esses aditivos podem ser associados a doengas
nos seres humanos. Cresce também o interesse por co-
rantes naturais para a utilizagdo nainddstria de alimen-
tos em substituicdo aos artificiais, em razéo, principal-
mente, de estudos que apontam os efeitos tdxicos cau-
sados por corantes sintéticos (SAFFORD e GOODWIN,
1985).

Pela sua cor amarela, a circuma tem atraido a
atencdo ha muito tempo. O género Curcuma, per-
tencente a familia Zingiberaceae, é constituido por
cerca de 70 espécies rizomatosas de plantas herba-
ceas distribuidas por varios paises, inclusive, Amé-
rica do Sul (MATHAI, 1979). A espécie Curcuma
longa L. é a que possui maior importancia comercial
e utilizacdo em alimentos (GOVINDARAJAN,
1980).

A clrcuma, também conhecida por acafréo da
terra, de cultivo relativamente simples, vem desper-
tando um interesse cada vez maior, pela possibilida-
de de sua utilizagdo em substituicdo a corantes sin-
téticos, especificamente a tartrazina. Somado a isso,
a curcuma apresenta também atividade antimicrobi-
ana, fato de grande interesse na indistria de alimen-
tos, em substituicdo aos conservantes sintéticos.

Os rizomas maduros dessa planta contém amido,
0leo essencial e pigmentos corantes, entre esses, a cur-
cumina, de cor amarelo-alaranjada, empregada em ali-
mentos (PARRY, 1969).

Propriedades antioxidantes da curcuma foram
investigadas (SRINIVAS et al., 1992; OSAWA, 1995;
SEMWAL et a., 1997). O extrato acodlico de circuma
inibiu o crescimento da maioria dos organismos em co-
licigtites (LUTOMSKI et a., 1974). Os dleos essenciais

apresentaram atividades bactericida (LUTOMSKI et
a., 1974) e fungistatica (SAWADA, 1971). Segundo
Dhar (1968), 0 extrato alcodlico também exibiu ativi-
dade antiprotozoaria. Em outras publicagdes, a clrcu-
ma, em suas véarias apresentagdes, aparece associada a
atividade antiparasitica (ARAUJO, 1998, 1999), anti-
HIV (MAZUMBER, 1995) e antitumoral (HUANG,
1998).

A clrcuma em pd € um constituinte indispens&
vel do curry indiano, também utilizado em pasta de
mostarda e em condimentos. E também usada em com-
binacdo com a paprica em muitos queijos processados e
em produtos a base de gordura.

O interesse por queijos condimentados tem cres-
cido. A ricota condimentada tem aparecido como uma
boa opc¢éo de consumo, por se tratar de um alimento de
fécil digestdo e uma das formas mais simples e econd-
micas de aproveitamento do soro proveniente de Vérios
tipos de queijos, obtendo-se um produto de facil comer-
cializacdo e baixo custo.

A ricota fresca é considerada um dos produtos
gue apresentam melhores condi¢bes para 0 desenvol-
vimento e crescimento de microrganismos, como
Salmonella, Staphylococcus aureus, coliformes totais e
fecais. Isso se deve, principamente, a disponibilidade
de nutrientes, como sais minerais e lactose, entre ou-
tros, 0 que compromete a qualidade do produto em sua
vida de prateleira.

Em geral, a presenca de coliformes em ali-
mentos pode ser o indicio de contaminagédo fecal,
existindo, portanto, a possibilidade da presenca de
bactérias enteropatogénicas. Seu crescimento invia-
bilizaria 0o consumo desses alimentos (FRAZIER,
1967).

Nesse contexto, com este trabalho teve-se por
objetivo verificar a eficiéncia da circuma na reducdo
da populagdo de Escherichia coli e Enterobacter ae-
rogenes na ricota.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi redizado no Laboratério de Mi-
crobiologia da Usina Piloto de Laticinios da Escola Agro-
técnica Federal de Inconfidentes (EAFI), MG e no Labora-
torio de Léticinios do Departamento de Ciéncia dos Ali-
mentos da Universidade Federad de Lavras (UFLA), MG.

O p6 de clircuma, com teor de curcumina na or-
dem de 4,16%, foi doado pela Escola de Agrononomia
e Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de
Goiés. A determinacéo do teor de curcumina da clrcu-
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ma foi redlizada segundo método de ensaio da NBR
13624 da Associagdo Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT, 1996).

O solvente utilizado no preparo do extrato alcot-
lico foi o etanol, de uso comercial, a95,3° GL. O extra-
to dcodlico de clircumafoi preparado utilizando-se 100
g de p6 de clrcuma para 600 mL de etanol. O p6 foi
misturado ao etanol e deixado em repouso por 24 horas,
quando foi, entdo, filtrado em papel de filtro. O po foi
descartado e utilizou-se o filtrado. O extrato alcodlico
de circuma foi submetido a teste de esterilidade e de-
monstrou auséncia de microrganismos capazes de for-
mar coldnias em agar, durante 48 horas de incubagéo a
temperaturas de 37° a 50°C.

Os microrganismos usados para inoculagdo na
ricota, padréo ATCC, na forma reativada, foram adqui-
ridos na Fundagdo Tropical André Tozello, em Campi-
nas, S& Paulo. As linhagens adquiridas foram a
Escherichia coli (ATCC 25922) e Enterobacter ae-
rogenes (ATCC 13048).

Os meios de cultura utilizados foram o Chromocult
Coliform Agar e Caldo Nutritivo, marca MERCK.

O soro para fabricagéo da ricota foi proveniente
da fabricagdo de queijo-de-minas frescal, produzido na
usina piloto da EAFI, Inconfidentes, MG.

O soro fresco proveniente da fabricagdo de que-
jo-de-minas frescal foi quantificado e colocado em um
tanque, que permitia 0 aquecimento com vapor direto,
onde, entdo, foi reduzida a acidez original (situada em
torno de 14°D) para 8°D, utilizando-se NaOH.

O aquecimento com vapor direto foi feito até
atingir a temperatura de 92°C, sendo ai iniciada a adi-
dificagdo, utilizando-se uma solugdo contendo 100 mL
de &cido latico a 85% para cada 100 litros de soro, dilu-
f{do em volume de &gua 10 vezes superior.

O aquecimento foi interrompido préximo de
95°C, aguardando-se 0 tempo necessario até que a mas-
sa estivesse formada na superficie do soro, procedendo-
seaseguir a coleta com dessoradores.

A massa foi depositada em um recipiente esteri-
lizado e levada para resfriar en cadmara de fluxo lami-
nar, sendo, em seguida, armazenada a 5°C para poste-
rior utilizag&o.

O experimento foi realizado em esgquema fatorial
5 x 5 x 3, sendo cinco concentracdes do extrato alcodli-
co de clircuma, incluindo o controle, cinco periodos de
estocagem e trés repeticBes. As embalagens das amos-
tras foram esterilizadas e, em cada uma, adicionaram-

se 25 g daricota resfriada a 5°C, 0,4% (0,1g) de NaCl
e 0 extrato acodlico de clrcuma, nas concentragdes de
0,0%, 0,5% (0,74 mL), 1,0% (1,47 mL), 1,5% (2,21
mL) e 2,0% (2,94 mL), procedendo-se a agitagdo para
gue 0s componentes se misturassem.

O extrato alcodlico de circuma foi preparado na
propor¢do de 1:6 (cdrcuma e @cool a 95,3°GL). Apos a
inoculagdo, os potes foram fechados e encaminhados a
cémara fria e mantidos a 5°C durante 21 dias.

Amostras foram coletadas para andlises nos dias
0,1,7, 14 e 21, conforme aFigura 1.

Para o preparo do indeulo, foi retirada do tubo sant
uma acada de cada cultura ativa de Enterobacter
aerogenes e Escherichia coli e colocada em um tubo de
ensao de 5 mL contendo caldo infusio de cérebro e coragdo.

As culturas foram incubadas e, a partir de 30
minutos até 2 horas, foi realizado o plagueamento em 4
diluicBes a cada intervalo de 30 minutos para determi-
nacéo da concentragdo das células. A determinacdo da
concentragdo das células de Enterobacter aerogenes e
Escherichia coli em BHI foi realizada de forma simul-
tanea por contagem em placas (pour—plate), utilizando-
se 0 meio de cultura Chromocult Coliform Agar
(Merck) com incubagdo a 37°C, por 24 horas.

A inoculagdo foi feita imediatamente apds a
mistura da ricota com o extrato acodlico de cdrcuma,
nas concentrages de 0,5%, 1,0%, 1,5% e 2,0%, sem-
pre com 0,4% de NaCl. Também foi inoculada uma das
amostras sem o extrato acodlico de clircuma, que foi
denominado controle. A inoculag&o de Escherichia coli
e Enterobacter aerogenes naricota foi na ordem de 10°
UFC/mL e 10° UFC/mL, respectivamente. Essa concen-
tracao foi obtida a partir da incubac&o das duas culturas
por 30 minutos a 37°C.

Foram realizadas andlises fisico-quimicas do so-
ro: pH, acidez titulavel e gordura, e da ricota: pH, teor
de umidade e gordura. A ricota foi analisada no dia da
fabricagdo, em todas as repeticoes.

Todas as andlises microbiol égicas foram rediza-
das em duplicatas. A contagem em placas (pour-plate),
com identificacdo simultanea de Enterobacter aerogenese
Escherichia coli, foram feitas utilizando-se 0 meio de cul-
tura Chromocult Coliform Agar com incubagio a 37°C,
por 24 horas (MERCK). Nesse método, as colbnias sdo di-
ferenciadas pela cor. Para Enterobacter aerogenes, a colo-
racéo observada € vermelho-salméo e para Escherichia
coli, coléniasazuis escuras ou violeta,
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Inoculagéo

Enterobacter
aerogenes
10°UFC/mL

Escherichia
coli
10*UFC/mL

Ricota

0,0 agafréo 0,5% agafréo

1,0% acafréo

1,5% agafréo 2,0% agafréo

Andlises
0,1,7, 14, 21 dias

FIGURA 1 — Tratamentos aplicados e analises realizadas.

RESULTADOSE DISCUSSAO

A determinacdo das populagdes apresentada nas
Tabelas 1 e 2 demonstra que foram inoculados, em mé-
dia, nostréslotes dericota, 8,2.10* UFC/mL deEs-
cherichia coli (ATCC 25922) e 9,6.10° UFC/mL de En-
terobacter aerogenes (ATCC 13048), respectivamente,
no dia da fabricagéo.

Apds 21 dias de tratamento, ocorreu uma re-
ducdo do numero de células de Enterobacter
aerogenes de um ciclo logaritmico, se comparado ao
controle do dia da fabricacdo, quando o nimero de
células vidveis era de aproximadamente 9,6.10°
U.F.C./mL. Nesse periodo, o nimero de células via-
veis foi reduzido a valores aproximados de 10, nos
tratamentos aplicados de 0,5%, 1,0%, 1,5%, e 2,0%
do extrato alcodlico de cdrcuma

Conforme resultados apresentados na Figura 2,
em nenhum dos dias avaliados o nimero Enterobacter
aerogenes ha ricota tratada com extrato acodlico de
cdrcuma, em nenhuma concentragdo, foi superior ao

controle do dia da fabricag&o ou ao controle de cada dia
avaliado.

Foram observadas reducdes nas contagens de
Enterobacter aerogenes com relagdo aos teores do
extrato alcodlico de circuma aplicados, mas os val o-
res de 1,0%, 1,5% e 2,0% apresentaram melhores
resultados durante os primeiros 14 dias de armaze-
namento. De acordo com Shelef (1983), as concen-
tragbes de condimento utilizadas com a finalidade
de inibir o crescimento bacteriano variam de 1,0% a
5,0%.

A reducdo brusca do nimero de células do con-
trole de 7 a 14 dias de armazenamento poderia ser atri-
buida a um decréscimo normal do nimero de células,
caracteristico de uma curva norma de crescimento bac-
teriano, quando os metabdlitos decorrentes do préprio
metabolismo dos coliformes concorreriam para essa re-
ducdo. Os coliformes fermentam a lactose com produ-
¢80 de &cidos.
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TABELA 1 — Contagem média de Escherichia coli na ricota tratada com extrato alcodlico de circuma nas concen-

tracOes de 0,0 a 2,0%.
Tratamento Armazenamento (dias)
(% Carcuma) 0 1 7 14 21
0,0% 8,2.10" 5,8.10° 1,4.10* 9,9.10° 2,4.10°
0,5% 8,2.10" 6,4.10 1,6.10° 3,6.10° 4,6.10°
1,0% 8,2.10" 3,8.10 1,6.10° 4,5.10° 8,8.10°
1,5% 8,2.10" 1,6.10* 3,8.10 2,0.10° 4.7.10°
2,0% 8,2.10" 1,1.10* 4.4.10° 6,3.10° 1,8.10°

U.F.C. — Contagem de unidades formador as de col6nias

TABELA 2 — Contagem média de Enterobacter aerogenes na ricota tratada com extrato alcodlico de cdrcuma nas

concentracgdes de 0,0 a 2,0%.
Tratamento Armazenamento (dias)
(% Carcuma) 0 1 7 14 21
0,0% 9,6.10° 1,2.10° 5,3.10° 1,2.10° 32.10°
0,5% 9,6.10° 6,0.10° 4,6.10° 8,2.10° 8,0.10¥
1,0% 9,6.10° 46.10° 1,0.10° 6,4.10° 2,5.10
1,5% 9,6.10° 5,4.10° 1,5.10° 7,2.10° 3,9.10
2,0% 9,6.10° 3,9.10° 6,3.10 5,0.10° 4,7.10°

U.F.C. — Contagem de unidades formador as de col6nias

*Populagdo estimada

Pelas andlises de Escherichia coli, demonstrou-
se que, apos 21 dias de tratamento, ocorreu uma redu-
¢do do nimero de Escherichia coli de aproximadamen-
te dois ciclos logaritmicos, se comparado ao controle do
dia da fabricacdo, quando o nimero de células viaveis
foi de, en média, 8,2.10* U.F.C./mL. Nesse periodo, 0
nimero de células vidveis foi reduzido a valores de 107,
nos tratamentos aplicados de 0,5%, 1,0%, 1,5%, e 2,0%
do extrato acodlico de clrcuma, e no controle, o de-
créscimo foi de um ciclo logaritmico.

Conforme resultados apresentados na Figura 3,
um ligeiro incremento do nimero de céulas vidveis de
Escherichia coli, quando comparado ao controle, de 1
para 7 dias de armazenamento, principa mente conside-
rando os tratamentos mais altos (1,5% e 2,0% do extra-
to alcodlico de circuma), poderia ser atribuido a uma
maior disponibilidade de nutrientes no inicio do perio-

do de incubagdo. Isso porque a cdrcuma também con-
tém nutrientes que poderiam servir de substrato para a
bactéria. Com os tratamentos aplicados de 0,5% e 1,0%
de circuma de 1 para 7 dias de armazenamento, o con-
trole do nimero de Escherichia coli foi mantido, se-
guindo essa tendéncia de queda até 21 dias.

Visualmente, parece que as bactérias ainda ndo
estavam na fase exponencial de multiplicagdo quando
foram inoculadas, e sim na fase de adaptacdo. Nas
amostras tratadas, foram mais rapidamente inibidas,
guando comparadas ao controle.

Conforme ainda resultados apresentados na
Figura 3, & excegéo do dia 7, em nenhum outro dia
avaliado a contagem de Escherichia coli em ricota
tratada com extrato alcodlico de clrcuma superou o
controle do dia da fabricagdo ou ao controle de cada
diaavaliado.
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FIGURA 2 — Contagens médias (Log UFC/mL) de Enterobacter aerogenes em ricota tratada com extrato alcodli-
co de circuma nas concentragdes de 0,0% a 2,0%.
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FIGURA 3 — Contagens médias (Log UFC/mL) de Escherichia coli em ricota tratada com extrato alcodlico de
curcuma nas concentragdes de 0,0% a 2,0%.

Ciénc. agrotec., Lavras, v. 28, n. 2, p. 358-365, mar./abr., 2004



364

MAIA, S.R.; FERREIRA, A. C,; ABREU, L. R. de

Nenhuma das amostras de ricota, independente
do tipo de tratamento e dia de andlise, estavam dentro
dos padrdes preconizados pelo Ministério da Agricultu-
ra, para contagem de coliformes totais (Enterobacter
aerogenes) e para Escherichia coli.

De acordo com o regulamento, os critérios de
aceitacdo para coliformes totais s8o duas amostras com
valores entre 100 e 1000 coliformes/g e os valores mi-
nimos encontrados foram da ordem de 10°. Para
Escherichia coli, em duas amostras, os valores devem
estar entre 50 e 500 coliformes/g e os valores minimos
encontrados foram da ordem de 10

CONCLUSAO

O extrato acodlico de circuma nas concentra-
¢Oes de 0,5%, 1,0%, 1,5% e 2,0% possui a propriedade
de reduzir o nimero de Escherichia coli e Enterobacter
aerogenesinoculadas naricota.

Apesar de pelos resultados se evidenciar uma
reducéo do nimero de céulas vidveis dos microrganis-
mos avaliados, a clrcuma ndo deverd ser o Unico meio
preservativo, considerando uma contaminaggo inicial
de 10* UFC/mL de Escherichia coli e 10° UFC/mL de
Enterobacter aerogenes, pois ndo atenderia alegislacdo
vigente quanto aos requisitos microbioldgicos para
queijos.

A combinagdo do uso da circuma como aditivo
natural na reducéo de Escherichia coli e Enterobacter
aerogenes em ricota, associada a outras técnicas com a
finalidade de conservacdo de alimentos, € recomenda
da
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