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RESUMO

Bactérias &cido laticas (BAL) sdo amplamente utilizadas como culturas starter na elaboracdo
de queijos frescos. Estes produtos tém sido descritos como boas matrizes para incorporacdo
de bactérias probiéticas, pois possuem pH proximo da neutralidade e elevado teor de
umidade. Entretanto, estas caracteristicas podem favorecer a contaminacao de queijos frescos
por patdgenos capazes de sobreviver sob refrigeracdo, como Escherichia coli O157:H7. O
o0leo essencial (OE) de Origanum vulgare L. (orégano - OEQV) e de Rosmarinus officinalis
L. (alecrim - OERQO) podem atuar em sinergismo contra bactérias de origem alimentar, no
entanto, sdo escassas as informacdes sobre seus efeitos frente culturas starter e probidticas, ou
frente patdgenos ao longo do armazenamento. O presente estudo avaliou os efeitos dos OEOV
e OERO em combinacdo nas contagens de células viaveis do patégeno Escherichia coli
0157:H7, da cepa probidtica Lactobacillus acidophilus LA-5 e de Lactococcus spp., € em
queijo fresco ao longo de 21 dias de armazenamento refrigerado (7 = 0,5 °C). Os terpenos
prevalentes do OEOV e OERO, e o0s aspectos fisico-quimicos e sensoriais que caracterizaram
0 queijo incorporado destes OEs em concentracdes sinérgicas também foram determinados
durante o armazenamento. A incorporagdo de OEOV (0,03 ou 0,07 uL/g) e OERO (1,32 ou
2,65 ulL/g) em combinacgdo nos queijos (produzidos com a cultura starter ou probidtica) ndo
reduziu as contagens de Lactococcus spp. ou L. acidophilus LA-5, enquanto causou reducao
de aproximadamente 3,0 log UFC/g nas contagens de E. coli O157:H7 durante os primeiros
15 dias armazenamento. Apds esse tempo de armazenamento, apenas um efeito
bacteriostatico foi observado frente o patdégeno nos queijos. A incorporacdo do OEQV e do
OERO em combinacdo retardou o aumento das contagens da cultura probidtica e de
Lactococcus spp. nos queijos durante os 15 dias iniciais do armazenamento, porém néo afetou
a capacidade da cepa probiotica de sobreviver em condi¢Bes gastrointestinais simuladas ao
longo do armazenamento. Um total de 15 terpenos distintos do OEOV e/ou OERO foram
detectados nos queijos imediatamente apds a producdo, ou apds 24 h de armazenamento e a
quantidade de todos os terpenos detectados diminuiu durante os 21 dias de armazenamento.
Eucaliptol, canfora e a-pineno foram os terpenos detectados em maior quantidade nos queijos
durante todo o tempo de armazenamento estudado. A incorporacdo de OEOV e OERO em
concentragOes sinérgicas nos queijos ndo afetou o rendimento, ou as caracteristicas fisico-
quimicas do produto. O queijo incorporado de OEOV e OERO em combinacdo produzido
com a co-cultura Lactococcus lactis subsp. lactis e L. lactis subsp. cremoris foi caracterizado
pelo sabor de canfora e menta e maior maciez. Os escores sensoriais atribuidos ao aroma,
sabor, impressdo global e a intencdo de compra do queijo probidtico (produzido com L.
acidophilus LA-5) com OEOV e OERO aumentaram ao longo do armazenamento. Os
resultados mostram que a incorporacdo do OEOV e OERO em concentragdes sinérgicas nao
compromete a viabilidade da cultura starter ou probidtica, porém é eficaz no controle de E.
coli O157:H7 em queijo durante o armazenamento refrigerado.

Palavras-chave: Cultura starter, cultura probidtica, E. coli O157:H7, 6leos essenciais,

produtos lacteos, sinergismo.



ABSTRACT

Lactic acid bacteria (LAB) are widely used as starter cultures in the preparation of fresh
cheeses. These products have been described as good matrices for incorporation of
probiotic bacteria, because they have pH close to neutral and high moisture content. These
same characteristics can favor the contamination of fresh cheeses by pathogens able to
survive under refrigeration, such as Escherichia coli O157:H7. The essential oil (EO) from
Origanum vulgare L. (Oregano - OVEO) and Rosmarinus officinalis L. (rosemary -
ROEO) may act in synergism against food related bacteria, however, information on its
effects on starter cultures and probiotics, or against pathogens during the storage are
scarce. The present study evaluated the effects of OVEO and ROEO in synergistic
combination on the viable cell counts of the pathogen Escherichia coli O157:H7, the
probiotic strain Lactobacillus acidophilus LA-5 and Lactococcus spp., and in fresh cheese
over 21 days refrigerated storage (7 = 0.5 °C). The prevalent OVEO and ROEO terpenes
and the physicochemical and sensory aspects that characterize the cheese incorporated of
these EOs in synergistic concentrations were also determined during storage. The
incorporation of OVEO (0.03 or 0.07 uL/g) and ROEO (1.32 or 2.65 uL/g) in combination
in cheeses (produced with the starter or probiotic culture) did not reduce the counts of
Lactococcus spp. or L. acidophilus LA-5, while caused a reduction of approximately 3.0
log CFU/g in E. coli O157:H7 counts during the earlier 15 days storage. After this storage
time, only a bacteriostatic effect was observed against the pathogen in the cheese. The
incorporation of OVEO and ROEO in synergistic combination delayed the increase in
counts of both starter and probiotic cultures in cheeses during storage but did not affect the
ability of the probiotic strain to survive under simulated gastrointestinal conditions
throughout the storage time. A total of 15 OVEO and/or ROEO terpenes were detected in
cheeses immediately after production or after 24 h of storage and the amount of all
terpenes detected decreased over the 21 days of storage. Eucalyptol, camphor and a-pinene
were the terpenes detected in highest amounts in cheeses during the storage time studied.
The incorporation of OVEO and ROEOQ in synergistic concentrations in the cheeses did not
affect the yield, or the physical-chemical characteristics of the product. The cheese
incorporated of OVEO and ROEO in combination produced with the starter culture was
characterized by camphor and mint flavor and greater softness. The sensory scores
attributed to aroma, taste, overall impression and purchase intention of probiotic cheese
(produced with L. acidophilus LA-5) with OVEO and ROEO increased over the storage.
The results show that the incorporation of OVEO and ROEO in synergistic concentrations
does not compromise the viability of starter or probiotic culture but is effective to control
of E. coli O157:H7 in cheese during refrigerated storage.

Key-words: Dairy products, E. coli O157:H7, essential oils, probiotic culture, starter culture,

synergism.
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1 INTRODUCAO

O queijo é definido como um produto obtido a partir da coagulacao do leite submetido
a maturacdo em temperatura adequada na presenca de microbiota especifica (ASENSIO;
GROSSO; JULIANI, 2015). Queijos frescos podem ser produzidos com ou sem a adi¢do de
culturas iniciadoras e sdo obtidos por coagulacdo enzimética ou acida do leite cru ou
pasteurizado, sendo, geralmente, mantidos sob refrigeracdo (HASSANIEN et al, 2014). Estes
queijos apresentam textura macia, sabor ligeiramente acido, baixo teor de sal e elevado teor
de umidade (COELHO et al; 2014). Dentre os queijos classificados como frescos, pode-se
citar os queijos cottage, hispanico fresco, grego macio e Minas frescal, sendo este ultimo de
amplo consumo no Brasil (BURITI; ROCHA; SAAD, 2005; ROGGA et al, 2015; COELHO
et al, 2014; ASENSIO; GROSSO; JULIANI, 2015).

Bactérias acido laticas (BAL), particularmente co-culturas de Lactococcus lactis, sdo
empregadas como ferramentas importantes para a producdo de derivados lacteos. As culturas
mesofilas Lactococcus lactis subsp. lactis e L. lactis subsp. cremoris compdem uma das co-
culturas tecnoldgicas mais importantes para producdo de produtos lacteos (SMIT; SMIIT;
ENGELS, 2005; TURCHI et al., 2013). Em derivados lacteos, a co-cultura de BAL ¢
responsavel pela producédo de acido lacteos por meio da fermentagdo da lactose, provocando a
reducdo do pH do leite de 6,6 para aproximadamente 4,6, 0 que resulta na coagulacao do leite
(MADERA et al., 2003; BERESFORD; WILLIAMS, 2004). A acidificacdo do leite é
essencial para a formacdo de caracteristicas proprias do queijo por meio da producdo de
compostos decorrentes de seu metabolismo (PISANO et al., 2015).

Derivados lacteos, incluindo o queijo, tem sido as principais matrizes de incorporacao
de probidticos para a elaboracdo de alimentos funcionais (MOUSAVI et al., 2019).
Probioticos sdo micro-organismos vivos que conferem beneficios a salde do hospedeiro
guando consumidos em quantidades adequadas (FAO/WHO, 2001; HILL et al., 2014). No
intestino, esses micro-organismos auxiliam na manutencdo da homeostase da mucosa, além de
protegé-la contra adesdo de micro-organismos patogénicos e exercem uma série de outros
beneficios por meio da producdo de metabolitos (KRISHNA RAO; SAMAK, 2013).
Espécies do género Lactobacillus sdo os probidticos mais estudados para a incorporacdo em
alimentos e tém sido amplamente utilizados como ingredientes ativos em produtos lacteos
funcionais (MEIRA et al., 2015; AMIRI et al., 2019).

Queijos frescos sdo considerados matrizes adequadas para sobrevivéncia de

probidticos. Entretanto, as caracteristicas de pH e atividade de dgua relativamente elevados de
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queijos frescos favorecem o crescimento de micro-organismos patogénicos durante o
armazenamento, mesmo em temperaturas de refrigeragdo (CASTRO et al., 2012). Estas
caracteristicas tornam queijos frescos suceptiveis a sobrevivéncia de patdgenos, como
Escherichia coli O157:H7 (E. coli O157:H7), durante o armazenamento. A deteccdo deste
patdégeno em diferentes variedades de queijos produzidos a partir de leite cru ou pasteurizado
tem sido documentada (GOVARIS et al., 2011; CHOI et al., 2016; KHORSHIDIAN et al.,
2018; IOANNA et al., 2018; MEHDIZADEH et al., 2018). Particularmente, queijos frescos
estdo entre os produtos mais envolvidos em surtos causados por E. coli O157:H7 (CDC,
2016).

A crescente preocupagdo dos consumidores com 0 excesso de agentes conservantes
sintéticos em alimentos tem direcionado a busca por novos antimicrobianos de origem natural
gue possam ser utilizados em alimentos, como extratos e 6leos essenciais (OEs) de plantas.
OEs sdo substancias naturalmente sintetizadas por plantas como metabdlitos secundarios, 0s
quais geralmente possuem amplo espectro de atividade antimicrobiana, e atividade
antioxidante (PESAVENTO et al.,, 2015; ASBAHANI et al.,, 2015). Dentre os OEs
Geralmente Reconhecidos como Seguros (GRAS) pela Food and Drug Administration (FDA,
2002) nas quantidades utilizadas em alimentos e bebidas, destacam-se aqueles obtidos das
espécies Origanum vulgare L. (orégano - OEOV) e Rosmarinus officinalis L. (alecrim -
OERO) devido a atividade antimicrobiana frente bactérias patogénicas e deteriorantes de
alimentos (BARBOSA et al., 2016). A aplicacdo destes OEs tem sido avaliada em diferentes
matrizes, tais como sucos (ESPINA et al., 2013), carnes (PESAVENTO et al., 2015) e
produtos lacteos (HASSANIEN; MAHGOUB; EL-ZAHAR, 2014; ASENSIO; GROSSO;
JULIANI, 2015; CARVALHO et al., 2015).

A atividade antibacteriana do OEOV e do OERO frente bactérias tecnoldgicas e
patogénicas associadas a queijos tem sido avaliada em ensaios utilizando meios laboratoriais,
ou que simulam a composicio de alimentos (CARVALHO et al., 2015; HONORIO et al.,
2015; SOUZA et al., 2016). Porém, pouco se sabe sobre os efeitos decorrentes da adigcdo de
OEOQV e OERO no queijo sobre a viabilidade de culturas tecnolédgicas ou probidticas durante
0 armazenamento do produto. Tendo em vista que estas bactérias sdo responsaveis por
caracteristicas sensoriais e funcionais particulares de diversos tipos de queijos, a inibicdo
destes micro-organismos pode repercutir negativamente sobre as caracteristicas particulares
do produto e sobre o beneficio a saude do consumidor. Portanto, é de suma importancia o
preenchimento desta lacuna do conhecimento para avaliar o real potencial da aplicacdo

sinérgica de OEs na preservacao de queijos frescos.
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Além disso, o principal fator limitante do uso do OEQV e do OERO em alimentos é o
impacto que estas substancias tém nos aspectos sensoriais dos produtos devido ao forte sabor
e odor caracteristico destas substancias, uma vez que as quantidades desses OEs necessarias
para estabelecer a eficacia antimicrobiana geralmente excedem o limiar sensorial para os
consumidores (PEDROSA et al.,, 2019). O uso combinado de OEOV e OERO em
concentragfes sinérgicas tem sido proposto como uma estratégia para a reducdo das
quantidades empregadas de cada OE em alimentos, como antimicrobianos com acéo
potencializada e com menor interferéncia nas caracteristicas sensoriais do produto.

Considerando estes aspectos, o presente estudo foi desenvolvido para i) avaliar 0s
efeitos da incorporacdo de OEOV e OERO em combinagdo sinérgica nas contagens de
Lactococcus spp., da probidtica Lactobacillus acidophilus LA-5, bem como do patdgeno E.
coli O157:H7 em queijo fresco durante o armazenamento refrigerado; ii) determinar os
terpenos prevalentes do OEOV e OERO empregados, no queijo ao longo do armazenamento e
sua correlagdo com as contagens do patdgeno teste, iii) avaliar os efeitos da incorporacéo do
OEOQV e OERO nos aspectos fisico-quimicos e sensoriais que caracterizam o queijo fresco

elaborado, bem como na aceitacdo do produto durante o armazenamento.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CULTURAS TECNOLOGICAS APLICADAS EM PRODUTOS LACTEOS

Bactérias &cido laticas (BAL) constituem um grupo de micro-organismos com
caracteristicas metabolicas, fisiologicas e morfoldgicas comuns. Amplamente distribuidas na
natureza, podem ser encontradas na agua, solo, esgoto, esterco e silagem. Ainda, podem ser
isolados do trato digestorio, cavidade oral, onde exercem influéncia benéfica nos ecossistemas
microbianos de seres humanos e animais (HOLZAPFEL; GEISEN; SCHILLINGER, 1995).
Sdo predominantes na microbiota de alimentos ricos em proteinas, carboidratos e vitaminas,
particularmente, leite, queijo, carne e vegetais (LOPEZ-DIAZ, 2000).

BAL compdem a microbiota natural do leite cru, ou na forma industrializada, quando
sdo adicionadas intencionalmente para a elaboracdo de produtos lacteos. BAL sdo definidas
como bactérias Gram-positivas, bastonetes ou cocos ndo esporulados, anaerdbias facultativos,
catalase negativas, desprovidas de citocromos, aerotolerantes, fastidiosas, acido tolerantes,
com metabolismo estritamente fermentativo, sendo o &cido latico o principal produto da
fermentacdo de carboidratos (PFEILER; KLAENHAMMER, 2007; TODOROV; FRANCO,
2010). Os principais géneros de BAL incluem Lactococcus, Lactobacillus, Enterococcus,
Streptococcus, Leuconoctoc, Oenococcus, Carnobacterium, Desemzia, Pediococcus,
Tetragenococcus, Trichococcus, Isobacillum, Weissella e Paralactobacillus (MOHANIA et
al., 2008).

Devido a producdo de compostos aromaticos como produtos do seu metabolismo,
BAL sdo frequentemente aplicadas como culturas iniciadoras (starters) para elaboracdo de
bebidas alcdolicas e produtos fermentados a base de carne, vegetais e leite, conferindo a esses
produtos caracteristicas sensoriais unicas (SMIT; SMIIT; ENGELS, 2005). Entende-se por
culturas tecnoldgicas de BAL, preparacdes bacterianas compostas por um elevado nimero de
células de um ou mais géneros e espécies do grupo. Sua principal funcdo tecnoldgica é
promover acidificacdo rapida durante o processo fermentativo, garantindo a seguranga do
alimento. Os alimentos fermentados séo considerados como parte da dieta basica, e de modo
que os principais substratos utilizados na elaboracdo de produtos fermentados séo leite, carne,
pepino e repolho. Destes, sdo produzidas mais de 400 variedades de queijo, de 20 tipos
distintos, e uma extensa gama de iogurte e bebidas lacteas fermentadas, salsichas fermentadas
e salames, picles e chucrute (CAPLICE; FITZGERALD, 1999).
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BAL desempenham papel importante no processamento do queijo, pois ao promover
a acidificagdo répida, facilitam a retirada do soro, além de contribuir significativamente para o
desenvolvimento de propriedades sensoriais caracteristicas do produto (MADERA et al.,
2003; BURITI et al., 2007). Lactococcus lactis € uma cepa de BAL que desempenha um
importante papel nos processos de fermentagdo na industria de laticinios. Entre as cinco
espécies de Lactococcus conhecidas, a espécie que contribui significativamente na producgéo
de queijos é L. lactis, sendo as subespécies mais importantes L. lactis subsp. lactis e L. lactis
subsp. cremoris (SMIT; SMIIT; ENGELS, 2005; TURCHI et al., 2013). Estas bacteérias sdo as
mais importantes no uso tecnoldgico e sua presenga em queijos tem sido associado com o
aumento da estabilidade microbiana dos produtos durante o armazenamento, a producdo de
substancias (por exemplo, acidos organicos, bacteriocinas, gorduras e aminoacidos), e
inibicdo de micro-organismos deteriorantes e patogénicos (COELHO et al., 2014; PISANO et
al., 2015; CARVALHO et al, 2015).

A microbiota dos queijos pode ser dividida em dois grupos: bactérias laticas
iniciadoras (BLI) e micro-organismos secundarios. O grupo de micro-organismos secundarios
¢ composto por bactérias laticas ndo iniciadoras (BLNI), que se multiplicam no interior da
maioria das variedades de queijos, e outras bactérias, leveduras e/ou fungos filamentosos que
crescem, tanto no interior, quanto na parte externa dos queijos. Entre estes micro-organismos,
estdo os proteoliticos, lipoliticos e os produtores de gas (BERESFORD; WILLIAMS, 2004).
BAL sdo responsaveis pela transformacéo de lactose em &cido latico durante a preparacdo do
gueijo. Suas enzimas também contribuem na maturacéo, estando envolvidas na protedlise e na
conversdo de aminoacidos em substancias volateis responsaveis por propriedades sensoriais
caracteristicas do produto (BERESFORD; WILLIAMS, 2004).

A adicdo de substancias antimicrobianas em produtos lacteos pode resultar na inibicdo
do crescimento de BAL ao ponto de interferir na atividade metabdlica destas bactérias, e
assim, repercutir negativamente sobre as caracteristicas sensoriais destes produtos. Tendo em
vista a importante fungdo das culturas de BAL iniciadoras sobre os atributos sensoriais
caracteristicos de produtos lacteos, é fundamental que quaisquer substancias utilizadas como
conservantes nestes produtos sejam avaliadas quanto aos efeitos sobre a viabilidade das

culturas tecnoldgicas empregadas.
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2.2 CULTURAS PROBIOTICAS APLICADAS EM PRODUTOS LACTEOS

O interesse dos consumidores nos beneficios relacionados ao consumo de alimentos
saudaveis tem aumentado a demanda por alimentos funcionais, particularmente aqueles
contendo probioéticos (MOUSAVI et al., 2019). Probioticos sdo micro-organismos vivos que
quando administrados em quantidades adequadas conferem beneficios a satde do hospedeiro
(FAO/WHO, 2001). Probioticos também podem oferecer potenciais beneficios terapéuticos na
prevencdo e/ou tratamento de doencas gastrointestinais (KRISHNA RAO; SAMAK,
2013;ETIENNE-MESMIN et al., 2019).

Dentre os efeitos benéficos a salde do hospedeiro, probidticos podem melhorar a
funcionalidade da permeabilidade da barreira intestinal e promover homeostase da microbiota
intestinal, modulacdo da resposta imunologica através do estimulo na producdo de
imunoglobulinas, anticarcinogénese, efeito hipocolesterolémico (VILLARREAL et al., 2013).
Ainda, probiodticos podem atuar no tratamento de distdrbios gastrointestinais, como a
sindrome do intestino irritdvel, doenca inflamatéria intestinal e reducdo do risco de diarreia
causada por bactérias e virus através de exclusdo competitiva, efeito protetor de barreira no
limen intestinal, e producgdo de antimicrobianos, além de alivio da mé absor¢do de lactose e
alergias alimentares. Estes e outros efeitos benéficos a salde do hospedeiro tornam os
probiodticos importantes ferramentas para producdo de alimentos funcionais (SELLE;
KLAENHAMMER; RUSSELL, 2014; AMIRI et al., 2019).

As espécies pertencentes aos géneros Bifidobacterium (B. adolescentis, B. animalis, B.
bifidum, B. breve e B. longum) e Lactobacillus (L. acidophilus, L. casei, L. fermentum, L.
gasseri, L. johnsonii, L. paracasei, L. plantarum, L. rhamnosus e L. salivarius) sdo micro-
organismos que apresentam um volume consideravel de estudos para atestar alegacdes de
beneficios a salde, além de ndo-restricdo para aplicacdo em produtos lacteos (HILL et al.,
2014; AMIRI et al., 2019). Em relacdo a espécie L. acidophilus, sabe-se que algumas cepas
que auxiliam na manutencdo do equilibrio da microbiota intestinal (LUCIANO et al., 2018).
Ainda, as cepas de L. acidophilus sdo capazes de produzir uma variedade de compostos
antimicrobianos, incluindo acido latico (> 85 %), perdxido de hidrogénio e numerosa gama de
bacteriocinas peptidicas (por exemplo, lactacin B e acidophilucin A) (ONG; HENRIKSSON;
SHAH, 2007). A produgdo das bacteriocinas é considerada uma vantagem evolutiva e é
comprovada pelos provaveis papéis competitivos destas substancias sobre bactérias

enddgenas do trato gastrintestinal (TGI). As bacteriocinas sintetizadas por BAL sdo
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heterogéneas, uma vez que variam nas propriedades estruturais e nos mecanismos de inibicao,
bem como na gama de alvos (SELLE; KLAENHAMMER; RUSSELL, 2014).

Para fornecer efeitos benéficos a salude do hospedeiro, os probioticos devem
sobreviver as condi¢bes do TGI, tolerando pH acido, enzimas gastricas e bile, para alcancar o
intestino em contagens viaveis para aderir e colonizar o epitélio intestinal. FormulacGes de
alimentos com um pH proximo a neutralidade (> 5) e capacidade de tamponamento
aumentam o pH gastrico e, consequentemente, podem aumentar a estabilidade dos probioticos
durante a digestdo (OLIVEIRA et al., 2014).

Um requisito importante para que uma cepa microbiana cumpra o papel de probiotico
é que permaneca viavel, e em numeros suficientemente alto, desde a inoculagdo, durante o
processamento e armazenamento e transito pelo trato gastrointestinal do hospedeiro. Entdo, se
uma cepa microbiana incluida na formulacdo de um alimento ndo € ingerida em populacéo
suficiente para sobreviver a digestdo, ela serd incapaz de atingir o intestino de forma viavel e
terd sua funcionalidade comprometida (MADUREIRA et al., 2011). Para alegacGes de
funcionalidade rara, 0 nUmero minimo de células viaveis pode variar com a cepa empregada
(HILL et al., 2014), porém para alegacdes funcionais gerais, como aquelas comuns a todos
isolados de uma mesma espécie, estima-se contagem minima de probi6ticos em produtos
alimenticios no momento do consumo de 10°-10® UFC/g ou mL (MEDICI; VINDEROLA;
PERDIGON, 2004; MOUSAVI et al., 2018).

As matrizes lacteas sdo tradicionalmente usadas como veiculos para a administracdo
de probidticos. Dentre elas, os queijos apresentam uma série de vantagens sobre produtos
fermentados frescos, pois geralmente possuem pH préximo da neutralidade e capacidade de
tamponamento, matrizes sélidas e consistentes, e de apresentarem disponibilidade de
nutrientes e menores niveis de oxigénio. Em conjunto, estas condi¢bes podem conferir
protecdo aos micro-organismos durante 0 armazenamento e exposicdo as condi¢bes adversas
encontradas no TGl (ONG; HENRIKSSON; SHAH, 2006; VILLARREAL et al., 2013;
CUFFIA etal., 2017).

Diversos estudos envolvendo queijos probiodticos tém sido publicados, incluindo
queijos frescos (MEDICI; VINDEROLA; PERDIGON, 2004; BURNS et al., 2012; CUFFIA
et al., 2017), queijo cremoso (VILLARREAL et al., 2013), queijo Cheddar (ONG;
HENRIKSSON; SHAH, 2006; ONG; HENRIKSSON; SHAH, 2007) e queijos semi-duros
(OLIVEIRA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2014; LOVAYOVA et al., 2015; ROLIM et al.,
2015; BEZERRA et al., 2016).
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Embora estudos que envolvem a incorporacdo de probidticos em queijos tenham
reportado a viabilidade da cepa durante o armazenamento, pouco € sabido sobre os efeitos da
adicdo de substancias antimicrobianas sobre estas bactérias. Particularmente, sdo escassos 0s
estudos que avaliam os efeitos de antimicrobianos de origem natural, como extratos de plantas
e OEs propostos para aplicagdo em alimentos lacteos, na viabilidade de probioticos durante o
armazenamento (MEHDIZADEH et al., 2018).

2.3 Escherichia coli SOROTIPO 0157:H7 EM QUEIJO

A contamina¢do microbiana de queijos de baixa maturacéo é relevante para a industria
devido aos prejuizos econdmicos e para a saude publica devido ao risco de transmissdo de
micro-organismos potencialmente patogénicos para os consumidores (CARVALHO et al,
2015). Queijos sdo considerados veiculos de agentes patogénicos de origem alimentar, em
particular, os queijos frescos ou de baixa maturagdo produzidos a partir de leite cru ou
pasteurizado (BROOKS et al, 2012; QUERO et al, 2014).

Dentre os diversos micro-organismos que tem sido comumente isolados a partir de
queijo, destacam-se as bactérias patogénicas produtoras de shiga-toxina como E. coli sorotipo
0157:H7 (KHORSHIDIAN et al., 2018), relatadas mundialmente como causadoras de surtos
alimentares. E. coli tém a capacidade de sobreviver e crescer por até 16 dias no leite cru e
pasteurizado, pode crescer em temperaturas variando de 7 °C a 50 °C, com uma temperatura
ideal a 37 °C, em alimentos acidos com pH de 4,4 e com atividade de agua (Aa) minima de
0,95 (HASSANIEN; MAHGOUB; EL-ZAHAR; IOANNA et al., 2018). Estas bactérias
podem se reproduzir em temperaturas de refrigeragdo, que sdo tradicionalmente aplicadas
para o armazenamento de queijo frescos e de baixa maturacdo (CHOI et al, 2016).

E. coli pertence a familia Enterobacteriaceae, e devido a sua importancia para a satde
publica e seu frequente envolvimento em doencas entéricas € uma espécie amplamente
estudada. E uma bactéria Gram-negativa, presente no TGl de animais de sangue quente,
exercendo papel de comensal (DRUMOND et al., 2018). Trés sindromes clinicas gerais
podem resultar da infeccdo pela E. coli patogénica: doenca entérica/diarreica, infecgdes do
trato urinario (ITUs) e sepse/meningite (KARPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

As cepas de E. coli que apresentam patogenicidade intestinal sdo classificadas em
grupos especificos com base em seus genes de viruléncia e caracteristicas da doenga que
causam. Séo identificadas através dos antigenos expressos na superficie celular: antigenos O -

polissacarideos, antigenos H - flagelares e antigenos K - capsulares. As linhagens de E. coli
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diarreiogénica incluem E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.
coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli produtora de toxina
Shiga (STEC), E. coli difusamente aderente (DEAC) e E. coli invasiva aderente (AIEC) que
tém sido associadas a doenca de Crohn. Existem também grupos hibridos, incluindo E. coli
enteroagregativa hemorragica (EAHEC), que carregam genes de viruléncia associados a
STEC e EAEC (KARPER; NATARO; MOBLEY, 2004; FRATAMICO et al., 2016).

Dentre os grupos de E. coli, a enterohemorragica (EHEC) produtora de shigatoxina do
sorotipo O157:H7 é um dos mais importantes patogenos de origem alimentar e a causa
predominante de doenca EHEC-associada no mundo (OTERO et al., 2014; TAYEL et al.,
2015; STRATAKOS; GRANT, 2018). Nos seres humanos, um baixo numero de células (10 e
100) do sorotipo O157:H7 podem causar diarreia e colite hemorragica, que pode progredir
para sindrome hemolitica urémica (SHU), especialmente em criancas e idosos (OTERO et al.,
2014). SHU ¢ definida como insuficiéncia renal aguda, trombocitopenia e anemia hemolitica
microangiopatica, é considerada a causa mais comum de insuficiéncia renal aguda em
criancas e uma importante causa de morbidade e mortalidade em idosos (IOANNA et al.,
2018). A SHU associada a infec¢do causada por EHEC, também referida como SHU
"classica” ou D + (associada a diarreia), é a forma mais comum de SHU (KARMALI,
GANNON; SARGEANT, 2010). A incidéncia de SHU em surtos de infec¢do causada pelo
sorotipo O157:H7 tem sido tipicamente de 7 a 10%, também pode ocorrer como uma
complicacdo da infec¢do do trato urindrio associada ao EHEC (TARR et al., 2005). A
gravidade da SHU varia de uma condicdo incompleta e/ou clinicamente leve a uma doenca
grave e fulminante com multiplos érgdos comprometidos, incluindo o trato gastrointestinal,
coracdo, pulmdes, pancreas e sistema nervoso central (KARMALI; GANNON; SARGEANT,
2010).

Além de carne bovina malpassada, a agua, frutas e vegetais, leite cru e queijos
elaborados a partir de leite cru tém sido implicados em infec¢bes causadas por E. coli
0157:H7 (OTERO et al., 2014). Os principais surtos alimentares envolvendo E. coli O157:H7
foram associados ao consumo de produtos lacteos, incluindo queijos de baixa maturacédo
(CDC, 2016).

O leite pode ser contaminado por meio do contetdo fecal de animais ruminantes que
abrigam o patdgeno no seu TGI. Surtos de doencgas transmitidas por alimentos relacionados a
queijos de leite cru tém sido atribuidos a cepas STEC (HONISH et al., 2005; YOON et al.,
2016). O consumo de leite ndo-pasteurizado e produtos derivados tem sido associado a

transmissdo de E. coli O157:H7, porém a contaminagdo cruzada em queijos preparados a
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partir de leite parteurizado é também relevante. Em 1999, mais de 11 % de um numero total
de casos relatados de infec¢do causadas por E. coli O157:H7 na Inglaterra e Pais de Gales
foram transmitidas pelo consumo de produtos lacteos contaminados (MAHER et al., 2001).

Em 2003, E. coli O157:H7 foi vinculada a um surto relacionado com queijo Gouda
produzido a partir de leite ndo pasteurizado envolvendo 13 casos no Canada. Esse surto
resultou em dois casos de SHU letal (HONISH et al., 2005). Em 2010, houve um surto multi-
estados de infecgbes por E. coli O157:H7 associadas a ingestdo de queijo Gouda nos Estados
Unidos, que afetou 38 pessoas em cinco estados (Arizona, Califérnia, Novo México e
Nevada) com 15 hospitalizacOes relatadas e uma ocorréncia SHU (CDC, 2010). No Canada,
um surto de colite hemorrégica causado por E. coli O157:H7 no final de 2002 foi atribuido ao
consumo de queijo Gouda, produzido a com leite cru (HONISH et al., 2005).

O controle de patdégenos em queijos é geralmente alcancado por meio do uso de
temperaturas de refrigeracdo durante 0 armazenamento e uso de conservantes sintéticos (por
exemplo, sorbato de potéssio e sédio) (ANAND; SATI, 2013). Entretanto, existe uma
crescente preocupacdo por parte dos consumidores em relacdo ao uso de agentes
antimicrobianos sintéticos para a conservacdo de alimentos. O uso de éleos esséncias (OES)
tem sido proposto como uma tecnologia emergente de conservacdo devido a atividade destas
substancias frente bactérias patogénicas de origem alimentar (KHORSHIDIAN et al., 2018).

2.4 OLEOS ESSENCIAIS COMO CONSERVANTES EM ALIMENTOS

Oleos essenciais (OEs) sdo compostos volateis extraidos de plantas, liquidos,
caracterizados por forte odor, raramente coloridos, sollveis em solventes organicos,
lipossoluveis e com densidades geralmente menores que a da agua. Podem ser extraidos de
diversas regides da planta, e sdo armazenados em cavidades ou células epidérmicas e
secretoras. OEs sdo produzidos por mais de 17.000 espécies de plantas aromaticas comumente
pertencentes as familias Lamiaceae, Rutaceae, Myrtaceae, Asteraceae e Zingiberaceae
(BAJPAI; BAEK; KANG, 2012; REGNAULT-ROGER; VINCENT; ARNASON, 2012;
PRAKASH et al, 2015).

Constituidos por metabolitos secundarios de plantas aromaticas, os OEs possuem forte
atividade antioxidante e atividade antimicrobiana. Sua composic¢do inclui, principalmente
aldeidos, alcoois, cetonas, ésteres, monoterpenos e fenilpropanoides, que, em sua maioria, sdo
volateis (Figura 1). De acordo com a sua estrutura quimica esses compostos podem ser

divididos em quatro grupos, terpenos, terpenoides, fenilpropenos e outros. Terpenos sao
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hidrocarbonetos constituidos por varias unidades de isopreno (CsHs), enquanto os terpenoides
sdo modificacBes bioquimicas de terpenos, que através de enzimas recebem moléculas de
oxigénio e ou recebem ou perdem grupos metil. Terpenoides, em geral, possuem maior
potencial antimicrobiano do que os terpenos (BURT, 2004; AIT-OUAZZOU et al., 2011;
HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012; PRAKASH et al, 2015). Fenilpropenos séo
sintetizados nas plantas a partir do aminoacido precursor fenilalanina, constituindo uma
subfamilia entre os varios grupos de compostos organicos denominados fenilpropanoides.
Outros compostos fazem parte de uma série de diferentes produtos de degradacéo originarios
de &cidos graxos insaturados, lactonas, terpenos, glicosilados e compostos contendo enxofre e
nitrogénio (HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012; CHOUHAN; SHARMA; GULERIA,
2017).

Os constituintes presentes em maior concentracdo na composi¢cdo de um OE séo
comumente citados como os principais responsaveis pelas propriedades antibacterianas.
Entretanto, ha algumas evidéncias de que o0s constituintes menores tém participacdo
importante na atividade antibacteriana, possivelmente através do estabelecimento de um efeito
sinérgico entre estes componentes. Ainda, a composicdo de um OE de uma determinada
espécie pode diferir entre as estacOes de colheita da planta, entre as diferentes localidades
geogréficas, ou a partir de diferentes partes da mesma planta (BURT, 2004).

A inibicdo do crescimento dos micro-organismos deve-se, em parte, a hidrofobicidade
dos OEs, fato que permite sua passagem pela parede celular e membrana plasmatica,
danificando a estrutura de polissacarideos, lipidios e fosfolipidios e provocando dano a
membrana. Ainda, algumas moléculas lipofilicas podem se acumular na bicamada lipidica e
perturbar a interacéo lipidio-proteina (BURT, 2004; CALO et al, 2015).

Assim, a acdo dos OEs pode provocar varios eventos celulares, destacando-se a
sensibilizacdo da dupla camada fosfolipidica, com perturbacdo na funcdo e composi¢cdo da
membrana plasmatica, inativacdo de vias enzimaticas, inibicdo do transporte de elétrons para
producdo de energia, sintese de componentes celulares, bem como o extravasamento de
material citoplasmatico, lise e eventual morte celular (BURT, 2004; CALO et al, 2015).

Devido as suas propriedades antimicrobianas ja comprovadas, OEs tém sido citados
como candidatos promissores para uso na conservagdo de alimentos (BURT, 2004,
BOUHDID et al., 2010). OEs e seus constituintes tém sido avaliados na conservagdo de sucos
de fruta (FRIEDMAN et al, 2004; LU; JOERGER; WU, 2014), frutas e vegetais
minimamente processados (SOUSA et al., 2015; BARBOSA et al, 2016), carnes
(PESAVENTO et al.,, 2015; GOVARIS et al.,, 2010) e queijos (GOVARIS et al, 2011;
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OLMEDO; NEPOTE; GROSSO, 2013; OTERO et al, 2014; MAKHAL; KANAWIIA; GIRI,
2014; ASENSIO; GROSSO; JULIANI, 2015).
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Figura 1. Estruturas quimicas dos constituintes de 0leos essenciais.
Fonte: Adaptado de Hyldgaard, Mygind e Meyer (2012).

Os fatores intrinsecos e extrinsecos das matrizes alimentares como gordura, proteinas,

atividade da agua, pH e enzimas podem afetar a eficacia de OES contra micro-organismos.
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Em condi¢des acidas, por exemplo, a solubilidade e estabilidade do OE pode aumentar, e,
consequentemente, sua efetividade antimicrobiana. (BURT, 2004; CALO et al, 2015).

Embora escasso, o conhecimento sobre a eficacia da atividade antibacteriana dos OEs
em alimentos e 0s seus mecanismos de interacdo com componentes alimentares, estudos
prévios mostraram que, em alimentos, maiores concentra¢des sdo necessarias que em meios
experimentais, devido & interacdo de alguns compostos da matriz (HSIEH, MAU; HUANG,
2001). Carvalho e colaboradores (2015) encontraram efeitos inibitérios do 6leo essencial de
Tymus vulgaris contra bactérias patogénicas e culturas iniciadoras maiores em caldo a base de
queijo do que em queijo semi-sdlido. De forma similar, Souza et al. (2016) relataram maior
eficacia do OEOV na inibigdo de patdgenos em caldo queijo comparada aquela observada em
modelo-base queijo. Entretanto, o odor forte limita a utilizacdo de OE para aumentar a vida de
prateleira e a seguranca dos produtos alimentares. Como resultado disso, uma dose inibitéria
(concentracdo minima a qual ndo seré observado crescimento bacteriano) em vez de uma dose
bactericida é geralmente aplicada (BURT, 2004).

ConcentragOes elevadas de OEs podem ultrapassar o limite de aceitacdo sensorial nos
alimentos. No entanto, concentracdes mais baixas de OEs distintos podem ser usadas em
combinacdo com o objetivo de inibir a multiplicacdo de patdgenos e microbiota deteriorante
em alimentos pereciveis sem comprometer a aceitacdo sensorial (HONORIO et al., 2015).
Além disso, em alimentos em geral, as concentraces de patdgenos sdo muito mais baixas do
gue em meios experimentais, estabelecida muitas vezes com valores maiores que 10°> UFC/g:
em alimentos, S. aureus e L. monocytogenes raramente excedem 10* UFC/g e 10? UFCIg,
respectivamente. Consequentemente, concentracbes muito baixas de OEs podem ter efeitos
potencialmente bactericidas ou bacteriostaticas nos alimentos (PESAVENTO et al, 2015).

Os OEs classificados como GRAS pela FDA incluem, entre outros, aqueles extraidos
do alecrim, cravo, orégano, tomilho, noz-moscada, manjericdo, mostarda e canela
(HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012). Dentre os diversos OEs que apresentam
potencialidade antimicrobiana, destacam-se aqueles obtidos das espécies vegetais Origanum
vulgare L. (OEOV) e Rosmarinus officinalis L. (OERO), conhecidos como fontes de
compostos antimicrobianos com potencial uso na conservacdo de alimentos (CHUN et al.,
2005; SOUZA et al., 2007).

2.4.1 Oleo essencial de Origanum vulgare L.
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Pertencente a familia Lamiaceae, 0 género Origanum ¢é composto por
aproximadamente 38 espécies, as quais s&o comumente encontradas em areas montanhosas do
Mediterraneo, podendo crescer em abundancia nas pedras, encostas e regidées montanhosas em
ampla faixa de altitude (0 - 4000m) (Figura 2). As diferentes espécies pertencentes ao género
Origanum apresentam grande variabilidade quimica e aroma caracteristico, sendo
amplamente empregadas na industria farmacéutica, cosmética ¢ na culinaria (SAHIN et al.,
2004).

Uma espécie amplamente estudada do género Origanum é vulgare (Figura 2). As
propriedades bioativas do OEOV tém sido intensamente estudadas, principalmente sua
atividade antimicrobiana (OLMEDO; NEPOTE; GROSSO et al., 2013). O OEQOV é uma
mistura de monoterpenoide lipofilicos, onde os isémeros carvacrol e timol sdo geralmente
constituintes majoritarios e sdo 0s principais compostos responsaveis pelo efeito
antimicrobiano (PESAVENTO et al., 2015). Outros constituintes frequentemente encontrados
no OEOV sio linalol, espatulenol, a-pineno, B-pineno, terpineol, cariofileno, p-cimeno, o-
pineno, mirceno, canfeno, limoneno, trans-cariofileno, borneol, diidrocarveol e cineol
(PESAVENTO et al., 2015). O timol (ou 2-isopropil-5-metilfenol), um derivado natural de
monoterpenoide fenol do cimeno, € isdmero do carvacrol, estando presente no OEOV e varias
outras plantas, com o grupo hidroxila em uma posicdo diferente no anel fendlico
(HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012; CHOUHAN; SHARMA; GULERIA, 2017).

Figura 2. Planta Origanum vulgare L.

Fonte: https://tamarorganics.co.uk/product/oregano-p

A acdo do OEOV sobre micro-organismos ocorre principalmente pela sensibilizacéo
da dupla camada fosfolipidica, com perturbacdo na funcdo e na composicdo da membrana
plasmatica. Além disso, pode causar inativacdo do mecanismo enzimatico e inibicdo do


https://tamarorganics.co.uk/product/oregano-p

30

transporte de elétrons para producdo de energia e da sintese de componentes celulares,
resultando no extravasamento de material citoplasmatico, lise e eventual morte celular
(BURT, 2004).

A presenca do grupo hidroxila (OH) nos compostos fenodlicos desempenha um papel
importante na atividade antimicrobiana do carvacrol e timol (Figura 3). Grupo ativo como 0
OH promove a deslocalizacdo de elétrons que, em seguida, atuam na troca de prétons e
reduzem o gradiente atraves da membrana citoplasmatica de células bacterianas. Isso causa o
colapso da forca motora de protons e o esgotamento do pool de ATP e, em ultima instancia, a
morte celular. Também foi demonstrado que esses grupos OH podem facilmente estabelecer
ligacdo com o sitio ativo de enzimas, alterando o metabolismo celular de micro-organismos.
Esta acdo demonstra a importancia dos grupos OH na atividade antimicrobiana de
constituintes como carvacrol e timol (GYAWALI; IBRAHIM, 2014).

Figura 3. Molécula de carvacrol (a) e timol (b).
Fonte: Burt (2004).

Os isdmeros carvacrol e timol possuem estrutura semelhante, no entanto, apresentam
eficacia diferente antimicrobiana quando testados contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas em meio 4gar (DORMAN; DEANS, 2000). A diferenca na eficécia foi atribuida ao
grupo OH localizado na posicdo meta no timol em comparagdo com a posicdo orto em
carvacrol (BURT, 2004).

Entretanto, além do grupo OH, o carvacrol possui um sistema de elétrons
deslocalizados envolvido na desestabilizacdo da membrana citoplasmatica que atuam como
trocadores de protons, reduzindo assim o gradiente de pH através da membrana citoplasmatica
e levando a morte celular. Embora, compostos como o eugenol, tenham um grupo OH, ndo
apresentam alta atividade antimicrobiana devido a auséncia de um sistema de ligac6es duplas
que dificulta a liberacio do proton H" (GYAWALI; IBRAHIM, 2014).
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Acredita-se que os constituintes de OEs s&o geralmente mais eficazes contra bactérias
Gram-positivas devido a interacdo direta da membrana celular com 0s componentes
hidrofobicos dos OEs (CALO et al., 2015). Entretanto, o carvacrol e o timol séo capazes de
causar desintegracdo da membrana externa das bactérias Gram-negativas, liberando
lipopolissacarideos (LPS) e aumentando a permeabilidade da membrana citoplasmética ao
ATP (BURT, 2004).

A exposicao de cepas de S. aureus, isoladas a partir de alimentos, ao OEOV resultou
na perda da tolerancia ao sal e a reducéo da capacidade de formacéo de colénias (BARROS et
al.,, 2009). Souza et al. (2010) relataram que este OE pode ser aplicado em produtos
alimentares, tanto para inibir o crescimento de S. aureus quanto para suprimir a sintese de
enterotoxinas estafilocdcicas. Govaris e colaboradores (2010) estudaram a acdo combinada de
OEOQV com 0,6% de nisina a 500 ou 1000 Ul/g de carne ovina picada, e obtiveram efeito um
antimicrobiano aditivo contra Salmonella Enteritidis durante o armazenamento a 4 °C ou
10 °C. Em outro estudo, Govaris e colaboradores (2011) relataram a atividade antibacteriana
de OEQV contra E. coli O157:H7 e L. monocytogenes em queijo artificialmente

contaminado.

2.4.2 Oleo essencial de Rosmarinus officinalis L.

A espécie Rosmarinus officinalis L. pertencente a familia Lamiaceae, a espécie
Rosmarinus officinalis L., vulgarmente conhecida como alecrim, possui porte subarbustivo
lenhoso, ereto e muito ramificado de até 1,5 m de altura. As folhas sdo sésseis, finas, opostas
e lanceoladas; as flores sdo azuis ou brancas e tem sabor picante (Figura 4) (LORENZI,
MATQOS, 2006). A planta exala aroma forte e agradavel, sendo uma erva muito usada para
fins culinarios, medicinais e aromaticos, sendo o OE aplicado em cosméticos e perfumaria
(LORENZI; MATOS, 2006). E nativa do Mediterraneo, cultivada também na Asia Central,
india, Sudeste Asiatico, Africa do Sul, Australia e Estados Unidos. No Brasil, sua producéo se
localiza, principalmente, na regido sul do pais (CARVALHO JUNIOR, 2004). Diversos
estudos tém relatado propriedades antimicrobianas do alecrim, e particularmente do seu OE
(SOUSA et al., 2012; GOMES NETO et al., 2012).
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Figura 4. Planta Rosmarinus officinalis L.

Fonte: https://wsimag.com/pt/bem-estar/26679-alecrim

OERO apresenta acdo inibitoria do crescimento e sobrevivéncia de diferentes micro-
organismos patogénicos e deteriorantes de interesse em alimentos, embora os resultados
tenham variado de acordo com o0s micro-organismos ensaiados, origem do OE e método
utilizado para determinar efeito antimicrobiano (DIMITRIJEVIC et al., 2007; MARINO;
BERSANI; COMI, 2001; JIANG et al. 2011). Sua atividade antimicrobiana tem sido
relacionada a mecanismos comuns aos demais OEs, que tem inicio com a perturbacdo da
membrana, podendo ser seguida de interferéncia em eventos celulares fundamentais para a
viabilidade da célula microbiana (AZEREDO et al., 2011). O OERO pode ser classificado em
trés quimiotipos: cineoliferum (alto conteddo em 1,8-cineol ou eucaliptol); canforiferum
(canfora > 20%); e verbenoniferum (verbenona > 15%) (NAPOLI; CURCURUTO;
RUBERTO, 2010). Esta variabilidade quimica pode ser encontrada entre plantas pertencentes
a uma mesma populagio (JORDAN et al., 2011). Essa variabilidade pode ser considerada
como uma vantagem evolutiva, permitindo correlacionar a composi¢cdo quimica e as
atividades bioldgicas descritas para plantas individuais (JORDAN et al., 2013).

Dentre os constituintes do OERO descritos pela literatura, sdo citados canfora, a-
pineno, borneol, verbenona, mirceno, entre outros, porém o constituinte mais comumente
relatado como majoritario é 1,8-cienol (eucaliptol), que pode representar até 47% do OERO
(SANTOYO et al., 2005). A atividade antibacteriana do 6éleo essencial de alecrim contra
bactérias Gram-negativas pode ser atribuida & combinacdo de varios constituintes menores
presentes no Oleo, que atuam sinergicamente com outros compostos volateis presentes em
menor quantidade (NIKKAH et al., 2017).

Embora o OERO seja constituido por uma variedade de compostos individuais, suas
propriedades antimicrobianas, geralmente, sdo atribuidas ao seu composto majoritario 1,8-

cineol. Devido a suas propriedades hidrofobicas, o 1,8-cienol (eucaliptol) é capaz de penetrar
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na célula microbiana, onde interfere em mecanismos essenciais para o metabolismo
microbiano (CELIKTAS et al., 2005). Em contraste ao conhecimento ja estabelecido acerca
do mecanismo de acdo do carvacrol, que € 0 composto majoritario comumente relatado do
OEQV, OE oriundo de espécie pertencente a mesma familia que o OERO, o mecanismo de
acdo do 1,8-cienol (eucaliptol) ainda ndo é totalmente conhecido (PESAVENTO et al., 2015).
Entretanto, assim como observado para o carvacrol e o OEQV, ensaios com 0 OERO e 0 1,8-
cienol (eucaliptol) conduzidos paralelamente tem demonstrado resultados semelhantes
(GOMES NETO et al., 2012), embora as proporcdes de 1,8-cienol (eucaliptol) no OERO
sejam menores quando comparadas aquelas geralmente encontradas de carvacrol no OEOV.
Entretanto, hd uma caréncia de informagdes sobre os efeitos do OEOV e OERO na
sobrevivéncia e o crescimento de destas bactérias patogénicas quando aplicados em queijo
durante o armazenamento. E ainda sdo escassos relatos cientificos, até o presente momento,
sobre a influéncia do OEOV na sobrevivéncia de BAL utilizadas como ferramentas

tecnoldgicas na producdo de queijo.

2.1.3 Uso combinado de OEs

O uso de OEs como conservantes de alimentos é limitado, pois para alcancar o efeito
antimicrobiano desejado na matriz alimentar, em muitos casos as concentracdes requeridas
causam alteracbes sensoriais indesejaveis, particularmente, no sabor e odor do alimento
(OLMEO; NEPOTE; GROSSO, 2013). Esta aplicacdo de OEs em alimentos exige a avalia¢do
dos efeitos sobre as propriedades organolépticas do produto onde estes compostos serdo
aplicados com o objetivo de controlar o micro-organismo de risco na matriz alimentar
(GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2008). Uma alternativa é a aplicacdo combinada
de OEs ou seus constituintes em concentracdes sub-inibitorias, que permitam manter a
seguranca do produto, garantindo sua vida de prateleira, porém minimizando o sabor
indesejavel e ou alteracdes sensoriais associadas (AZEREDO et al., 2011; SOUSA et al.,
2012).

Estudos tém relatado que a combinacdo de alguns OEs e/ou seus constituintes pode
contribuir mais efetivamente que um OE/constituinte aplicado de maneira isolada. Os efeitos
benéficos dessa combinacdo podem ser aditivos ou sinergicos, sendo de grande interesse
industrial, uma vez que menores concentragfes seriam requeridas para atuar na preservagéao
de alimentos (SOLORZANO-SANTOS; MIRANDA-NOVALES, 2011).
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Azerédo e colaboradores (2011) relataram efeito sinérgico entre 0 OEOV e OERO frente
Listeria monocytogenes ATCC 7644, Yersinia enterocolitica ATCC 9610, Aeromonas
hydrophilla INCQS 7966 e Pseudomonas fluorescens ATCC 11253 em vegetais folhosos frescos.
Segundo os pesquisadores, os OEs combinados em concentrag¢6es subinibitdrias foram eficazes na
inibicdo do crescimento e sobrevivéncia dos micro-organismos testados. E quando avaliados os
atributos sensoriais, a aplicacdo combinada dos OEs para desinfeccdo dos vegetais folhosos
recebeu escores equivalentes a “gostei ligeiramente”, demonstrando que a combinagdo de OEs
pode ser uma alternativa para garantir a seguranga microbiana e aceitabilidade sensorial em
alimentos. Barbosa e colaboradores (2016) encontraram efeito redutor dos OEOV e OERO
combinados sobre as contagens de células viaveis de E. coli e S. enterica Sorovar Enteritidis em
legumes frescos infectados experimentalmente, além de diminuir as contagens da microbiota
autoctone (bactérias mesofilas, enterobactérias e fungos).

Uma possivel explicacdo para ocorréncia do sinergismo entre OES seria uma
potencializacdo decorrente de um facilitador inicial para o estabelecimento da atividade, como
por exemplo, uma perturbagdo inicial da membrana pela agdo dos constituintes mais
hidrofobicos presentes no 6leo, facilitando a entrada de outros constituintes na célula. No caso
do OEQV e do OERO, este sinergismo poderia ocorrer particularmente entre 0os compostos
majoritarios, onde pela acdo do eucaliptol, a entrada do carvacrol na célula é facilitada
(1AZEREDO et al., 2011). Hondrio e colaboradores (2016) investigaram a aplicacdo combinada
de OEOV e OERO e de carvacrol e eucaliptol em amostras de carne e queijo, e relataram redugao
da viabilidade celular e alteragdes ultra-estruturais na superficie das células de S. aureus.

Sousa e colaboradores (2012), investigaram os efeitos da exposicdo a concentracfes
sub-letais de carvacrol e eucaliptol isoladamente e em combinacdo sobre a morfologia, a
viabilidade celular e permeabilidade da membrana de P. fluorescens. As analises ultra-
estruturais revelaram que a exposi¢do aos compostos em combinacgdo provocou alteragdes na
membrana citoplasmatica, causando vazamento do material intracelular devido ao aumento da
permeabilidade da membrana. Nesse estudo, os pesquisadores relataram uma potencializacéo
da atividade dos compostos na aplicacdo combinada, que foi traduzida em maior queda da
contagem de células viaveis em comparacdo a aplicacdo isolada. Posteriormente, Oliveira et
al., (2015) relatou que quando aplicados em combinagdo frente bactérias associadas com
hortalicas minimamente processadas (Listeria monocytogenes, Aeromonas hydrophila e P.
fluorescens), em cultura mista, carvacrol e eucaliptol apresentaram interacdo sinérgica.

Similar ao reportado por Sousa et al. (2012), a aplicacdo combinada do carvacrol e do
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eucaliptol causou, além do aumento da permeabilidade da membrana, alteracbes ultra
estruturais na superficie das celulas.

Embora ja se tenha bem estabelecido o papel antimicrobiano dos OEs e seus
constituintes em estudos in vitro e em algumas matrizes alimentares, sdo ainda escassos 0s
dados acerca da acdo destes compostos aplicados sozinhos ou em combinacdo, durante o
armazenamento, bem como os efeitos sobre bactérias tecnolégicas. A adicdo de OEs em
produtos lacteos pode interferir também na sobrevivéncia de culturas probioticas, e assim,
repercutir negativamente nos aspectos funcionais dos produtos. Entretanto, pouco se sabe
sobre os efeitos que o uso de concentracOes efetivas destas substancias para a inativagéo de
patdégenos em produtos lacteos exerceria na sobrevivéncia de culturas starter ou probidticas,
ou ainda nos aspectos de qualidade do produto. Assim, o desenvolvimento de pesquisas com
este enfoque pode contribuir para a geracdo de informacdes relevantes tanto para a inddstria

de alimentos, como para a area académica.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 OLEOS ESSENCIAIS

O OEOV (lote 228, densidade a 20 °C: 0,93; indice de refragdo a 20 °C: 1,51) e 0
OERO (lote 165, densidade a 20 °C: 0,92; indice de refracdo a 20 °C: 1,46) foram adquiridos
através da empresa nacional fornecedora de éleos essenciais Ferquima Inddstria e Comércio
LTDA (Vargem Grande Paulista, Brasil), a qual obtém o produto através de processo de
arraste por vapor d’agua (hidrodestilagdo) em escala industrial. As emulsdes do OEOV e
OERO utilizadas em ensaios foram preparadas em caldo de Brian Heart Infusion esterilizado
(BHI, Himedia, india) em uma variedade de concentracdes usando Tween 80 (1%, V/v;
Sigma-Aldrich, EUA) como emulsionante (SOUZA et al., 2016). Na concentracdo mais
elevada (1%, v/v), o Tween 80 ndo apresentou efeito inibitorio contra as cepas bacterianas
testadas.

3.2 MICRO-ORGANISMOS E CONDICOES DE CRESCIMENTO

A co-cultura iniciadora composta por Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus
lactis subsp. cremoris (R-704, lote 3122631) e a cultura probidtica comercial de Lactobacillus
acidophilus (LA-5, lote 2914230) foram obtidas da Christian Hansen Brasil® (Valinhos,
Minas Gerais, Brasil). A cepa de Escherichia coli O157:H7 (E. coli O157:H7) isolada de
alimentos (SISGEN A1802CF) foi utilizada como patégeno de teste. As cepas estoque de
todas as bactérias ensaiadas foram mantidas em criotubos contendo caldo BHI e glicerol (8:2,
v/v) a-80 °C.

3.2.1 Preparo do inéculo

Para preparo do indculo, Lactococcus spp., L. acidophilus LA-5 ou E. coli O157:H7,
foram previamente cultivados overnight (18-20h) a 37 °C em caldo M17 (Himedia), caldo
Man, Rogosa, and Sharpe (MRS, Himedia) ou caldo BHI (Himedia), respectivamente. Em
seguida, a massa celular dos cultivos foi coletada por centrifugagdo (4500 x g por 15 min a
4 °C) foi lavada duas vezes e resuspendida em solucdo salina (NaCl 0,85 g/100 mL, p/v)
(SOUZA et al., 2016).
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Para a determinacdo do numero de unidades formadoras de colbnias (UFC), as
suspensdes microbianas foram submetidas a diluic&o seriada (10 a 10®) e cada diluicéo foi
inoculada pela técnica de microgota (HERIGSTAD et al., 2001) na superficie de placas de
Petri contendo o agar seletivo para a bactéria em cultivo (M17, MRS ou BHI &gar pata
Lactococcus spp., L. acidophilus LA-5 e E. coli O157:H7, respectivamente. Posteriormente,
as placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. As placas contendo o inéculo de L.
acidophilus LA-5 foram incubadas em condicdes anaerobicas (Anaerobic System Anaerogen,
Oxoid). Apos incubacdo, as placas contendo o crescimento bacteriano foram submetidas a
contagem do nimero de coldnias formadas. A leitura de Densidade Optica (OD) a 660 nm
(ODeggo) destas suspensoes foi de 0,1 e 0,09 o que proporcionou contagem de células viaveis

de, aproximadamente, 8 e 7 log UFC/mL para as BALSs e para o patdgeno, respectivamente.

3.3 IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES DO OLEO ESSENCIAL DE Origanum
vulgare L. E DE Rosmarinus officinalis L.

Os compostos volateis do OEOV e OERO foram identificados usando cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-SM, QP2010 Ultra, Shimadzu, Kyoto, Jap&o)
como descrito previamente por Carvalho et al. (2015). Foram aplicadas as seguintes
condigdes: coluna capilar RTX-5MS (30 m em 0,25 mm por 0,25 um), temperatura do
programa, 60 a 240 °C (3 °C/min); temperatura do injetor, 250 °C; temperatura do detector,
220 °C; géas transportador, hélio ajustado para 0,99 mL/min; energia ionizante, 70 eV; e
intervalo de massa, de 40 a 500 Da. O banco espectral de GC-MS, NIST/EPA/NIH Mass
Spectral Database versdo 1.7 (Instituto Nacional de Tecnologia de Padrdes, Norwalk, CT) foi
usado para identificar os constituintes individuais em OEOV e OERO, que foram expressos
como unidade de area (unidade de area, UA x 10°) (BEZERRA et al., 2017).

3.4 DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do OEOV e OERO frente Lactococcus spp.
e L. acidophilus LA-5 foi determinada através do método de microdiluicdo em caldo, de
acordo com a padronizagdo do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) com
modifica¢bes (CLSI, 2012). Inicialmente, um volume de 50 pL (~ 6 log UFC/mL) do indculo
da cepa teste foi adicionado a cada pogo da microplaca contendo 50 uL de caldo BHI ou MRS

adicionado de diferentes concentragdes dos OEs, variando de 40 a 0,312 pL/mL para OEOV e
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de 85 a 0,66 puL/mL para OERO. As microplacas foram parcialmente embaladas com filme
plastico para evitar a desidratacdo bacteriana e garantir que OEOV e OERO ndo se
volatilizassem. Cada placa incluia controles da cepa teste sem OEOV e OERO e o controle de
esterilidade do meio sem a cepa teste. A microplaca contendo L. acidophilus LA-5 foi
incubada sob anaerobiose. Apds o periodo de incubacdo por 24 h a 37 °C foram adicionados
30 uL da solugdo aquosa de resazurina (Inlab) (0,01%) em todos os pocos, seguido de
reincubacdo a 37 °C por 20 min, quando foi realizada a leitura visual. A permanéncia da cor
azul nos pocos foi interpretada como auséncia do crescimento bacteriano, enquanto o
desenvolvimento de cor rosa ou incolor foi interpretada como presenga de crescimento
bacteriano. A CIM foi definida como a menor concentragdo de OE capaz de inibir o
crescimento a cepa teste (CARVALHO et al., 2015).

3.5 DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA FRACIONAL (CIF)

O método de checkerboard usando macrodiluicdo em caldo foi realizado para obter o
indice de concentracdo inibitdria fracionada (ICIF) para a aplicacdo combinada de OEQV e
OERO frente Lactococcus spp. e L. acidophilus LA-5. As emulsdes dos OEs foram
preparadas em caldo BHI ou MRS adicionado de Tween 80 (1%, v/v; Sigma—Aldrich, USA)
como agente estabilizador da emulsdo e o indculo microbiano foi preparado como descrito no
item 3.2.1. Foram utilizadas concentracdes finais iguais a CIM, 1/2 CIM, 1/4 CIM, 1/8 CIM,
1/16 CIM, e 1/32 CIM para OEOV e OERO distribuidos em 49 tubos de 15 mL ordenados em
7 colunas de 7 tubos. Em cada tubo, foram adicionados 5 mL de cada emulsdo de OE e, em
seguida, 1 mL do indculo da cepa teste. Na horizontal (da direita para esquerda), o OEQV foi
adicionado a cada tubo com concentracdo decrescente (Figura 5). Na vertical (de cima para
baixo), o0 OERO foi adicionado com concentracdo decrescente (Figura 5). Apds a adicdo do
indculo da cepa teste, os tubos foram incubados a 37 °C por 24 h. Ap6s o periodo de
incubacdo (em anaerobiose para L. acidophilus LA-5), foram adicionados 3 mL da solucéo
aquosa de resazurina (Inlab) (0,01%) em todos 0s pocos, seguido de reincubacédo a 37 °C por
20 min, quando foi realizada a leitura visual. A CIF foi definida como a menor combinacgao
dos OEs capaz de inibir o crescimento a cepa teste (BARBOSA et al., 2016).

Para a avaliagéo da interagdo entre os diferentes tratamentos foi calculado o indice de
concentracdo inibitdria fracionada (ICIF) de acordo com a seguinte formula:

ICIF = CIF (OEQV) + CIF (OERO)
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ICIF = (CIM OEOV em combinacéo) + (CIM OERO em combinacéo)
(CIM do OEQV sozinho) (CIM do OERO sozinho)

Os resultados obtidos foram interpretados como sinergismo (FIC < 0.5), aditivo (0.5 <
FIC <1); indiferenca (1 < FIC < 4) ou antagonismo ( FIC >4) (ITEN et al., 2009).
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Figura 5. Representacdo grafica do método de checkerboard.

3.6 QUEIJO ADICIONADO DE OLEO ESSENCIAL DE Origanum vulgare L. E DE

Rosmarinus officinalis L.

3.6.1 Producao dos queijos

Todos os queijos foram elaborados no Laboratério de Leite e derivados da
Universidade Federal da Paraiba (Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil). O queijo foi produzido
seguindo o procedimento descrito por Sant'/Ana et al. (2013) com modificagOes (Figura 6).
Foram produzidos queijos com culturas de BALs distintas; um queijo com adi¢do de
Lactococcus spp. e um outro queijo com adicdo de cultura probiotica composta por L.
acidophilus LA-5. Para o queijo produzido com Lactococcus spp. foram adotadas as
concentragdes de 0,03 pulL/g e 1,32 ul./g de OEOV e OERO, respectivamente; e para 0 queijo
produzido com L. acidophilus LA-5 foram adotadas as concentracfes de 0,07 ulL/g e 2,65
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uL/g de OEOV e OERO, respectivamente. Estas concentragdes foram selecionadas porque
foram a menor concentracdo combinada que apresentou ICIF correspondente a sinergismo no
teste de checkerboard frente as culturas de BAL. A producdo do queijo sem OEOV e OERO

foi realizada de forma semelhante.

Leite de vaca (20 L)

l

Pasteurizacgéo (70 °C, 30 min)
v
[ Resfriamento até 37 °C ] Inoculagdo da BAL (contagem

final de 8 log UFC/g) Adigdo do

v ' coalho comercial (0,8 mL/L) e

Coagulagao proteica (40 min em cloreto de calcio (0,5 mL/L)
temperatura ambiente)
v
Corte da coalhada em cubos (2 mm) ]
l Incorporagéo de OVEO e ROEO em
concentracdes sinérgicas

com 10 cm diametro por Lhou 24 ha
7°C)

l

Embalagem a vacuo em sacos de
polietileno estéreis (21 dias de
armazenamentoa 7 + 0,5 °C)

{ Drenagem em recipientes perfurados

Figura 6. Fluxograma da producdo do queijo com ou sem Oleo essencial de Origanum
vulgare L. e de Rosmarinus officinalis L.

3.6.2 Amostragem do queijo produzido com Lactococcus spp.
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Um total de 40 unidades de queijo fresco (100 g) produzidos com Lactococcus spp.
foram elaboradas com OEs e 40 queijos sem OEs foram obtidos em triplicata. Oito unidades
de cada queijo (com ou sem OE) foram utilizadas para avaliar os efeitos dos OEs combinados
sobre as contagens de Lactococcus spp., bem como para quantificar os terpenos prevalentes
em zero, 3, 6, 9, 12, 15, 18 e 21 dias de armazenamento refrigerado. Em paralelo, em oito
unidades de cada queijo foi adicionado uma suspensdo de E. coli O157:H7 com uma
populacdo final de 5 log UFC/g, aproximadamente, homogeneizadas e embaladas
separadamente para analises realizadas em zero, 3, 6, 9, 12, 15, 18 e 21 dias de
armazenamento. Dezesseis unidades de cada lote foram utilizadas nas analises fisico-quimicas
(Aa, sinérese, umidade, gordura, proteinas, acidez titulavel, pH, cor, textura, determinacéo de
acidos organicos e acgucares), onde quatro unidades foram selecionadas aleatoriamente para
uso em analises realizadas em 1, 7, 14 e 21 dias de armazenamento. Finalmente, oito unidades
de cada queijo foram usadas para analises sensoriais (ADQ) e para analises microbiolégicas,
com o intuito de verificar a conformidade com o padrdo microbiolégico em 1, 7, 14 e 21 dias

de armazenamento refrigerado (7 £ 0,5 °C).

3.6.3 Amostragem do queijo produzido com L. acidophilus LA-5

Um total de 60 queijos (200 g) produzidos com L. acidophilus LA-5 foram elaborados com e
sem OVEO e ROEO em cada lote (trés lotes independentes foram preparados). Oito unidades
de cada queijo (com ou sem OEs) foram utilizadas para avaliar os efeitos dos OEs
combinados sobre as contagens de L. acidophilus LA-5 e quantificacdo de terpenos em zero,
3, 6,9, 12, 15, 18 e 21 dias de armazenamento refrigerado. Outras oito unidades de cada
queijo foram adicionadas de uma suspensdo de E. coli O157:H7 para analises em zero, 3, 6, 9,
12, 15, 18 e 21 dias de armazenamento. Quatro unidades de cada queijo foram produzidas
para enumeracdo de L. acidophilus LA-5 apds condigdes gastrointestinais simuladas e
analises fisico-quimicas (sinérese, umidade, gordura, proteinas, acidez, pH, determinacdo de
acidos orgéanicos e agucares) durante 0 armazenamento. Quarenta unidades de cada queijo
(com ou sem OEs) foram utilizadas na andlise sensorial (teste de aceitacdo e intencdo de
compra). Os queijos obtidos foram embalados a vacuo em sacos de polietileno esterilizados e

armazenados por 21 dias em armazenamento refrigerado (7 + 0,5 °C).
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3.7 DETERMINACAO DOS TERPENOS DO OLEO ESSENCIAL DE Origanum vulgare L.
E Rosmarinus officinalis L. EM QUEIJO DURANTE O ARMAZENAMENTO

Os terpenos identificados em quantidades mais elevadas no OEOV (ou seja, timol,
benzeno, carvacrol, p-cimeno, a-terpineno, linalol e y-terpineno) e OERO (ou seja, eucaliptol,
canfora, a-pineno, cariofileno e borneol) foram monitorados em amostras de queijo fresco
com e sem OEOV e OERO em combinacdo nos dias zero, 3, 6, 9, 15, 18 e 21 de

armazenamento refrigerado.

3.7.1 Queijo produzido com Lactococcus spp.

Os extratos foram obtidos seguindo procedimentos descritos por Jiang; Kempinski;
Chappell (2017) com modificacbes. Amostras de queijo (1g) foram homogeneizadas com 5
mL de hexano sob agitacdo usando agitador magnético durante 10 min a temperatura
ambiente. A mistura foi centrifugada (4000 g, 15 min, 4 °C) e o sobrenadante foi filtrado
através de uma membrana de 0,45 mm e analisado através de CG-MS seguindo 0s

procedimentos descritos na se¢éo 3.3.

3.7.2 Queijo produzido com L. acidophilus LA-5

Os extratos foram obtidos seguindo os procedimentos descritos por Abilleira et al.
(2010). A concentracdo inicial de cada terpeno monitorado no queijo foi definida como aquela
medida no queijo logo apds o tempo de 24 horas de dessoragem (dia zero de armazenamento),
tempo definido como dia "zero" de armazenamento.

A extracdo dos terpenos foi realizada utilizando a técnica de microextracdo em fase
solida (SPME) com dispositivo SPME (Supelco, Bellafonte, PA, USA) contendo uma fibra de
silica fundida revestida com camada de 50/30 pHm de
Polidimetilsiloxano/Carboxen/Divinilbenzeno (PDMS/CAR/DVB). Foram pesadas 2g de
gueijo em frasco de vidro &mbar de 20 mL hermeticamente fechados com tampas rosqueaveis,
contendo septo revestido de teflon. Apds o equilibrio a 40 °C por 10 min, a fibra foi exposta
ao headspace por 40 min. Apds a extracdo, o dispositivo SPME foi inserido diretamente na
porta de injecdo da GC-MS.

A separacdo dos compostos foi realizada em cromatografo a gas 7890B acoplado a um

espectrometro de massas da Agilent Technologies 5977B (Little Falls, DE, USA). A coluna
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utilizada foi a VF-5ms (30m x 0,25mm x 0,25 um). O forno foi inicialmente aquecido a 40 °C
por 10 min, com um aumento até 110 °C a uma taxa de 5 °C/min, seguido por outro aumento
até 240 °C a uma taxa de 10 °C/min, com totalizando 37 min de tempo de corrida. A linha de
transferéncia entre o cromatdgrafo e espectro de massa foi equilibrado a 230 °C. O sistema
operou no modo splitless. A valvula do split foi aberta 5 min apds a injecdo. A temperatura do
injetor foi mantida a 250 °C. O espectrometro de massa operou em uma faixa de massa de 35
a 350 m/z. A identificacdo foi realizada segundo descrito na se¢do 3.3. Os resultados foram

expressos como &rea unitaria (unidade de &rea, UA x 10°) (Bezerra et al., 2016).

3.8 EFEITO DO OLEO ESSENCIAL DE Origanum vulgare L. E DE Rosmarinus officinalis
L. COMBINADOS SOBRE CONTAGENS DE Lactococcus spp. E L. acidophilus LA-5
VIAVEIS EM QUEIJO

Os efeitos da adicdo do OEOV (0,03 ou 0,07 uL/g) e OERO (1,32 ou 2,65 uL/g)
em combinacdo sobre as contagens de Lactococcus spp. e L. acidophilus LA-5 em
amostras de queijo foram ensaiados nos dias zero, 3, 6, 9, 15, 18 e 21 de armazenamento
refrigerado. A cada tempo de armazenamento pré-estabelecido, as amostras de cada queijo
(25 g), com Lactococcus spp ou L. acidophilus LA-5, foram homogeneizadas em solugéo
salina esterilizada (1:10 p/v) seguido de diluicdo seriada em solucéo salina (10™ — 107).
Subsequentemente, aliquotas de 10 pL de cada diluicdo foram inoculadas por meio da
técnica de microgota (HERIGSTAD et al., 2001) em agar M17 (Himedia, India) para
enumeracao de Lactococcus spp. e em agar MRS Bile (MRSB) para enumareacao de L.
acidophilus LA-5 (GEBARA et al., 2015) . As placas foram incubadas a 37 °C por 24 - 48
h, sob anaerobiose para enumeracdo de L. acidophilus LA-5, e os resultados foram
expressos em log UFC/g o limite de deteccdo foi de 2 log UFC/g. A producdo do queijo
sem OEOV e OERO foi ensaiado similarmente ao queijo com OE.

3.9 DESAFIO EXPERIMENTAL EM QUENO INOCULADO COM E. coli O157:H7

Os efeitos da adicdo de OEOV (0,03 ou 0,07 uL/g) e OERO (1,32 ou 2,65 plL/g)
sobre as contagens de E. coli O157:H7 em amostras de queijo artificialmente contaminadas
foram monitorados nos dias zero, 3, 6, 9, 15, 18 e 21 de armazenamento refrigerado. Apds
a remocéo do soro na coalhada (como descrito na se¢do 3.6.1) as amostras de queijo (9 g)

foram inoculadas com a suspensdo de E. coli O157:H7 com populacdo final de
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aproximadamente 5 log UFC/g, homogeneizadas, embaladas a vacuo em sacos de
polietileno esterilizadas e armazenadas sob refrigeracdo. Em cada intervalo de tempo de
armazenamento pré-estabelecido, a amostra de queijo contaminado foi misturado a solugéo
salina (1:10 p/v) usando um agitador e diluido seriadamente (10 — 10”°) em solugéo salina
(COSTA et al.,, 2018). Posteriormente, aliquotas de 10 pL de cada diluicdo foram
distribuidas por meio da técnica de inocula¢do por microgota (HERIGSTAD et al., 2001)
em agar MacConkey Sorbitol (HiMedia, Mumbai) para contagem de células viaveis de E.
coli O157:H7. O queijo produzido sem OEQOV e OERO foi ensaiado similarmente ao
queijo com OE. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h, e os resultados foram
expressos em log UFC/g e o limite de detecgéo foi de 2 log UFC/g.

3.10 ENUMERACAO DE L. acidophilus LA-5 EM QUEIJO APOS SIMULACAO DAS
CONDICOES GASTRINTESTINAIS DURANTE O ARMAZENAMENTO

Células viaveis de L. acidophilus LA-5 foram enumeradas no queijo fresco com e sem
OEs durante a exposicao a condicdes gastrointestinais simuladas em zero, 7, 14 e 21 dias de
armazenamento refrigerado. Amostras de queijo foram submetidos ao processo de simulagéo
da digestdo em mdaltiplos passos como apresentado na Tabela 1, a simulacéo foi realizada em
incubadora a 37 °C e agitacdo mecanica (Thoth 6420) foi utilizada para simular os
movimentos peristalticos, com ajuste de rotacdo em cada etapa (es6fago-estbmago, duodeno e
ileo) (LUCIANO et al., 2018). a simulagdo foi continua com aumento do volume total em
cada etapa, assim como ocorre na digestdo real.

A etapa do es6fago-estdbmago foi simulada usando 25 mg de pepsina diluida em 1 mL
de HCI 0,1 M, adicionado a uma taxa de 0,05 mL/mL, com reducdo gradual do pH usando
HCI 1 M (pH 5,5/10 min; pH 4,6/10 min, pH 3,8/10 min, pH 2,8/20 min, pH 2,3/20 min e pH
2,0/20 min) sob agitacdo (130 rpm) a 37 °C.

A etapa do duodeno foram simuladas com adicdo de solucdo intestinal contendo
pancreatina (2 g/L de NaHCO3 0,1 M) e sais biliares bovinos (12 g/L de NaHCO3 0,1 M), pH
ajustado para 5,0 com NaHCO3 0,1 M e tempo de exposi¢cdo de 30 min sob agitacdo (45
rpm); e etapa do ileo com pH ajustado para 6,5 utilizando NaHCO3 0,1 M, com tempo de
exposicdo de 60 min sob agitacdo (45 rpm). Apés cada etapa digestiva, aliquotas da amostra
(100 pl) foram diluidas em seriadamente (10 — 10™°), e distribuidas em MRSB como descrito
na secdo 3.8, e incubadas por 24 a 48 h a 37 °C sob condicGes de anaerobiose. Todas as

enzimas e sais biliares bovinos foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, EUA).
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Tabela 1. Etapas da simulacdo das condi¢des gastrintestinais.

Tempo

Compartimento Agitacéo de

Etapas simulado Condicoes PH (rpm)  exposicao
(min)
1.25 mL de solugéo de
1 pepsina+0.4mLdelmM 55 10
HCI
D eemo-tomeo DOTLEITMNG 48 U
4 1 mL de 1 mM HCI 2,8 20
5 0.8 mL de 1 mM HCI 2,3 20
6 0.8 mL de 1 mM HCI 2,0 20
6.0 mL de solucgéo intestinal +
! Duodeno 11 mLde01mMNaHco; >0 30
8 ileo 29 mL de 0,1 mM NaHCO; 6,5 45 60

Fonte: Adaptado de Luciano et al. (2018).

3.11 DETERMINAGAO DE PARAMETROS FISICO-QUIMICOS

O nivel de sinérese (gramas de soro por quilograma de queijo) e o rendimento (gramas
de queijo por litro de leite) foram avaliados como descrito por Meira e col. (2015). Nos dias 1
ou zero, 7, 14 e 21 de armazenamento refrigerado (7 + 0,5 °C), as amostras de queijo (com ou
sem OEOV e OERO em combinagdo) foram avaliadas para determinar a composicao
centesimal, Aa, pH, cor, textura instrumental, aclcares e conteido de &cidos organicos.

O teor de umidade (925.09), gordura (2000.18), proteina (939.02), cinzas (930.30),
acidez (g/100 g de acido latico) (920.124) e Aa (978.18) foram determinados de acordo com
AOAC (2016). Os valores de pH foram mensurados usando um pHmetro digital.

Os acidos orgéanicos (acidos acético, formico e latico) e agucares (glicose, galactose e
lactose) foram determinados nas amostras de queijo fresco. Uma aliquota de queijo (2 g) foi
homogeneizada em 10 mL de agua ultrapura durante 10 min usando um aparelho mini-
Turrax. A mistura foi centrifugada (4000 rpm, 15 min, 4 °C) e o sobrenadante foi recolhido e

filtrado através de uma membrana de 0,45 mm.
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O extrato obtido foi submetido a andlise de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) para determinar os acidos orgénicos e os conteudos de agucares usando um Varian
Waters 2690 (California, EUA) equipado com um sistema de solvente binario "valvula
Rheodyne" com um loop de 20 pL, a uma temperatura de 65 °C, juntamente com um detector
de matriz de diodos (Varian 330) em comprimentos de onda de 220 a 275 nm, um sistema de
bombeamento com ajuste de gradiente de alta presséo (VARIAN 230) e software de
processamento GALAXIE Chromatography Data System. As outras condi¢cdes analiticas
foram as seguintes: uma coluna Agilent Hi-Plex H (7,7 x 300 mm, 8 p); fase mével 0,009 N
H.SOy; e taxa de fluxo, 0,7 mL/min. Os tempos de retencdo dos picos correspondentes a cada
amostra foram identificados em comparagédo aqueles dos padrdes (Sigma Aldrich®) (ZEPPA
etal., 2001).

A cor instrumental foi mensurada usando um colorimetro Konica Minolta (Modelo
CR-400, Osaka, Japdo). Para ler os parametros L* (luminosidade), a* (intensidade de
vermelho/verde) e b* (intensidade de amarelo/azul), as seguintes condi¢fes foram fixadas:
iluminante C, angulo de visdo 8°, angulo de observacdo padrdo 10°, especular incluido, de
acordo com as especificacbes da Comissao Internationale de L'éclairage (CIE, 1996). Antes
de executar as leituras, o instrumento foi calibrado colocando a cabeca do medidor
verticalmente sobre o centro da placa de calibracdo branca (lluminante C: Y = 92,84 X =
0,3136, y = 0,3201).

Os parametros de textura instrumental (dureza, elasticidade, adesividade, coesdo,
mastigabilidade e gomosidade) foram medidos usando um Texturémetro TA XT Plus
(Extralab, Brasil). Uma compressdo de duas mordidas de amostras cilindricas (sonda
cilindrica acrilica de 25 mm de didmetro (P25), taxa de deformacdo programada para uma
velocidade de 1 mm/s e profundidade méxima de penetracdo de 10 mm) foi utilizada para

medir parametros de textura instrumental (MEIRA et al., 2015).

3.12 CARACTERIZAGCAO SENSORIAL DE QUEIJO FRESCO COM OEOV E OERO
DURANTE O ARMAZENAMENTO

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da
Saude/UFPB sob o namero e protocolo 2.237.293/2017, segundo os critérios estabelecidos
pela Norma Operacional n°® 001/2013 — Diretrizes Regulamentadoras da Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos e Resolugio 466/12 — A Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP

do Conselho Nacional de Sadude do Ministério da Saude.
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Antes de avaliar as caracteristicas sensoriais, todas as amostras de queijo foram
avaliadas para condigdes higiénico-sanitarias seguindo os padrbes sanitarios vigentes
estabelecidos pela legislacdo brasileira (BRASIL, 2001), que estabelece os limites de
coliformes a 45 °C (5x10° UFC/g) , Staphylococcus coagulase positiva (10° UFC/g),
Salmonella spp. (ausente em 25 g) e Listeria monocytogenes (ausente em 25 g). As anélises
microbioldgicas foram realizadas seguindo os métodos descritos pela American Public Health
Association (APHA, 2015) e os dados obtidos demonstraram a qualidade sanitaria satisfatoria

das amostras de queijos.

3.12.1 Analise descritiva quantitativa

As caracteristicas sensoriais do queijo produzido com Lactococcus spp. foram
estudadas utilizando andlise descritiva quantitativa (ADQ). As andlises foram realizadas nos
dias 1, 7, 14 e 21 de armazenamento refrigerado com 9 panelistas selecionados com base em
sua capacidade de distinguir as caracteristicas sensoriais do queijo. Os panelistas foram
treinados através de oito sessdes de treinamento (cada sessdo durando uma hora) para
desenvolver sua terminologia descritiva e se familiarizar com o0s materiais de referéncia
(Apéndices C e D). Esta etapa somente foi realizada ap6s explicagdo minuciosa do seu
desenvolvimento e mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (Apéndice E). Os atributos avaliados incluiram a aparéncia (esbranquicado e brilho),
aroma (queijo, horteld e canforoso), sabor (queijo, acido, salgado e horteld) e textura (macia e
homogénea). Uma escala ndo estruturada variando de O (fraco) a 9 (forte), que ancorou 0s
valores minimo e maximo (Apéndice F), foi utilizada para avaliar a intensidade de cada
atributo descrito (MEIRA et al., 2015). As amostras de queijo foram avaliadas em cabines
individuais com temperatura e iluminacdo controladas e as amostras foram servidas a
temperatura de refrigeracdo em pratos descartaveis codificados com trés digitos aleatérios e
acompanhados de 4gua mineral e bolacha de agua e sal.

3.12.2 Teste de aceitagéo e intencdo de compra

O teste de aceitacdo e intencdo de compra dos queijos com e sem OVEO e ROEO foi
executado nos dias zero, 7, 14 e 21 de armazenamento refrigerado (Apéndice G). Os ensaios
foram realizados utilizando 100 panelistas ndo treinados, dos sexos feminino e masculino,

com idades variando de 18 a 40 anos. A avaliacdo das amostras de queijo foi realizada em
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cabines individuais com temperatura e iluminacdo controladas (luz natural, led 5500 K). Para
0 teste de aceitacdo os consumidores avaliaram cor, aparéncia, aroma, sabor, textura e
impressao geral das amostras, utilizando uma escala hedonica de nove pontos (um “nao
gostou muito” para nove “gostou muito”’) (MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 2007). O teste
de intencdo de compra foi avaliado usando uma escala hedénica de cinco pontos (um

“certamente ndo compraria” a cinco “certamente compraria”).

3.13 ANALISES ESTATISTICAS

Todos os ensaios foram realizados em triplicata com trés experimentos independentes
e os resultados foram expressos como uma média dos ensaios. Os resultados de CIM e CFlI
foram expressos como valores modais pois os valores das repeticGes foram os mesmos. A
andlise estatistica foi realizada para determinar diferencas significativas (p < 0,05) usando
ANOVA seguido do pés-teste Tukey ou T-Student usando o software Sigma Stat 3.5 (Jandel
Scientific Software, San Jose, Califérnia). A Analise de Componentes Principais (PCA) foi
realizada para integrar dados significativos. Os dados fisico-quimicos e sensoriais que
diferiram entre amostras de queijos foram normalizados e submetidos a analise multivariada
de PCA. Os coeficientes de correlacdo linear de Pearson (r) entre as quantidades de terpenos e
contagens de E. coli O157: H7 foram calculados em correlagdes lineares bivariadas (p <0,01).
O software de computador Sigma Stat 3.5 (Jandel Scientific Software, San Jose, California)

foi utilizado para a analise estatistica dos dados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O artigo apresentado no apéndice A (“A synergistic mixture of Origanum vulgare L.
and Rosmarinus officinalis L. essential oils to preserve overall quality and control Escherichia
coli O157:H7 in fresh cheese during storage”) avaliou os efeitos de OEOV e OERO em
combinacdo nas contagens de Lactococcus spp. e E. coli O157:H7 em queijo durante 21 dias
de armazenamento refrigerado, bem como, os terpenos predominantes do OEOV e OERO no
queijo, os aspectos fisico-quimicos e sensoriais do queijo durante o armazenamento. A adi¢do
de OEQV (0,03 uL/g) e OERO (1,32 uL/g) ndo diminuiu as contagens de Lactococcus spp.
enquanto causou uma diminuicdo de aproximadamente 3,0 log CFU/g nas contagens de E.
coli O157:H7 nos primeiros 12 dias de armazenamento; e o terpenos de OEOV e/ou OERO
apresentaram correlacdo com os decréscimos nas contagens de E. coli O157:H7. OEQV e
OERO ndo afetaram os parametros fisico-quimicos e caracterizaram o queijo pelo aroma
refrescante, sabor de “menta” e maciez.

O artigo apresentado no apéndice B (“Survival of Lactobacillus acidophilus LA-5 and
Escherichia coli O157:H7 in Minas frescal cheese made with oregano and rosemary essential
oils”) avaliou os efeitos da incorporacdo de OEOV (0,07 uL/g) ¢ OERO (2,65 ulL/g)
combinados em queijo Minas Frescal nas contagens do probiotico L. acidophilus LA-5 e E.
coli O157:H7 durante o armazenamento refrigerado. Os terpenos do OEOV e OERO e a
sobrevivéncia da cepa probidtica durante a digestdo in vitro ao longo do armazenamento, 0s
aspectos fisico-quimicos e sensoriais foram monitorados durante o armazenamento. Todos 0s
terpenos diminuiram no queijo quando o tempo de armazenamento aumentou. A incorporagao
dos OEs retardou o crescimento de L. acidophilus LA-5 em queijo, mas ndo afetou sua
capacidade de sobreviver no queijo sob condi¢Bes gastrointestinais simuladas ao longo do
tempo. As contagens de E. coli O157:H7 reduziram nos primeiros 15 dias de armazenamento
do queijo probidtico e foram fortemente correlacionadas (r > 0,82) com o0s terpenos
detectados ao longo do armazenamento. Os escores atribuidas ao aroma, sabor, impressao
geral e intencdo de compra do queijo com OEs aumentaram com 0 aumento do tempo de
armazenamento.

Esta tese também resultou na elaboracdo de uma patente de invencdo depositada no
Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI), com depdsito sob o nimero
BR102018075330-4 870180159621 (Anexo B).
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ARTICLE INFO ARBSTRACT

Fepwards: The effects of Origanues vulgaee L (OVEO) and Bomonnue officinedis L (ROEO) il il in combination on

Syrrpism the counts of o mesephilic starter co-cultare and Escheniohio coll D157:HT in cheese were determined during 21

Essernial uils days of refripersied sicrage, Prevalent OVED and ROED berpenes, as well as the physicodhemical and sensory

E ool DUSTHT aspects of cheese, were also detesmised, OVED {0003 jL/g) and ROED [1.32 pLAg) did ed decrensed the counts

II:TW::::“ of Lackececons spp. while caused a decrease of approvimasely 3.0 log CFUSE in counts of £ ool Q15717 in the

o earlier 12 days of stecage. Terpenss of OVED and fer ROED devreised during sterage in cheese and showed a

correlmtion with decreases in B cslt D157 HT counnts. Eucalypiol, camphar, a-pinene and camphene were de
bectesd dintil 18 dayvs of Slockge, &l cnly eucalyplial, camphor and a-panene were Selecal witil 21 Says af
smorage. OVEOD and ROED did mor affect the physicochemical parameters and dharncierized the dheese by the
mefresiing aroma, meint-fike favor and softmess, These results show the prevalent verpenes of OYED and ROEO in
fresh cherese during refrigenated storape and suggest their incorporation during masadeciure as o sracegy o
preserve thes product. with particular effects on the marvival of B coll 0157 1T

1. Intraduction Some characteristics of fresh cheeses, sich &5 soft texrure, low salt

Fresh cheeses ane abtained from the enzymatic coagualation of milk
with remmet and/or other coagulating eneymes, which can be com-
plemented with specific actic bacterin (Asensio, Grosse, B Juliand,
ZO1E). Lectocorcus species are the major lactic acid bacteria responsible
far the acidification of milk during cheese production. The presence of
Lachcadcud pp. in cheesis je also associaled with increasad micrabdal
stability during storage due to the production of antimicrobial sub-
SLances (.., organic acids and Becteriocing) (Souza ef al, 2016), The
eo-culture composed of L. lactis subsp. leactis and L. dactis subsp. cremans
I largely used 1o improve the sensory propertbes (Le,, taste, Aavor and
bexture] of fresh cheeses {Allam, Darwish, Ayad, Shokery, & Darwish,
2171

content, high acidity and modsture, favor the growth of spoilage mi-
croorganisms in these produces, which may case consumer rejection
ared eoomomic losses for manafacturers (Carvalbio et al. 2015L Ad-
ditienally, fresh cheeses are considered potendial vehicles for Exchor
fchio eoli D1ST-HT (C0C, 2016, a pathagen able o survive aml grow at
refrigerate temperature (loanna et al, 2008; Khorshidian, Yousefi,
Ehlanniri, & Momazavian, J018),

In addition to refrigeration stomage temperatures, the use of syn-
thetic preservatives, (eg., potassivm and sodium sorbate) ensure the
safety af fresh cheeses (Anand & Sard, 2012). Concerns about the taxic
affects of synthetie food preservatives and the inoressing reslstanoe of
microarganisms bo these compounds have increased the interest in the
wse of essential oiks (EOs) oo preserve cheeses (Rbarshidian o al, 2018),
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7. Dxoiz-Silra, f al

Bl from Griganem valpere L (oregane — OVED) and Hosmarinus offi-
cinalii Lo (rosemary - ROEC) are effective in inhibiting a range of
cheese-related bacteria in in wiro systems (Asensio et al, 20150

Generally, the required amounts of OVED and ROED 1w achieve the
dessired antimicrobdal effects exceed the sensory threshold due to the
errong taste and ador of these substances, Cne aptian to reduce the
sermory mmpacts of OWED amd ROED in food matrices without com-
promize thedr antimicrobial efficacy (s the combined use af these sub-
stances at synergistic doses (Barbosa ef al, 20160 A previous study
exploiting the synerglsm of OVED and ROED reported thedr efficacy o
inhibit Stophylococmes oureus in @ cheese: model during 72h of re-
frigerated storage (Hondra e al, 2005k Another study reparted that
OVED alose & effective to conral pathogenic bacleria in semi-hard
cheeses but may have inhibitory effects on the Loctocosous starter co-
culltare (Saven o al, 2016), Despite the claims for OYED and ROED as
preservatives in cheese, the physicochemical and sensory aspescts that
charseterize fresh cheeses made with these EDs remain unknown. In
addition, no previous studies have explored the antimicrobial effects of
OVED and ROBD o their prevalent terpenes during starage in cheese,

This study assessed the physicochemical and sensory aspects that
characterized a fresh cheese made with the Incorporation of & sy-
mergistic mixture of OVED and ROED and the prevalemt terpenes of
these EDs In the cheese during refrigerted storage. The effects of the
OVED amd ROED in combination on the viable counts (counts) of
Lococarcus spp. and E ool GU5THT in fresh cheese during starnge
were aleo dssedged.

2, Materials and methods
21, Eiw

OVED (hatch 228; density 093 refrscive index 1,51) and ROED
(batch 165; density 0.92; refractive index 1.46) extracted through
stenm distillation were purchased from Ferquima (5% Paubs, Brazil),
OVED and ROEDQ emulsions were prepared in sterilized Brain Heart
Infusion (BHI) hroth (Himedin, India) at o range of concentrations
(0L3N 240 plrmL) using Tween BO (1%, v/v; Sigma-Aldrich, USA) as an
emiubsifier.

2.2 Microorganisms and growth conditions

The commeercial freeze.dried starter co-culture composed of L fochs
subsp, feeris and Lo fecnz subsp, cremoris (R-704, barch 31226310 was
phtzined from Christian Hansen (Valinhos, Minas Gernis, Brazill &
srraln of Escherichda coli D157/HT (E. colf O157:HT] isolated fram fieod
(Labomtory of Quantitative Food Microbiology Collection, State
University of Campinaz, Brazil} was nsed as the test pathogen. Stock
cultures were maintained in cryovials at —80°C. Each inomalum was
obiained by preparing saspensions in sterile saline sodution (MaCl
D.B5%, wisvol) From ewernight cultures grown in BHI broth at 37 °C for
18 h. Cells were harvested by centrifugation (4,500 = g, 10min, 4°C),
washed twice with aterile saline (MaCl, 0.85%) and re-suspended in
sterile saline to obtain standard cell suspensions correspanding to 7 kog
CFU/ml {5ouea et al, 2016),

2.3, Chemical composition of OVED and ROFD

Tredividual constituents in OVED and ROED were kdentified using a
gas chromatograph coupled with a mass spectrometer (GC-MS; QP2010
Ulera, Shimade, Kyoto, fapan) as previeasly described (Carvalha eral,,
2015). The amalytical conditions were: RTX-5M5 capillary oolumm
(30 m by 0,25 mm by 0,25 pm), program temperature, 0-240°C (3°C/
min); injector temperature, E50°C; detector temperature, 220°C; car-
rier gas, heliom adjusted to 00899 mlyming ionidng energy, TeY; and
mads range, 40-500 Da. The speciral bank of GC-MS, MIST/EPA/NIH
Mass Spectral Database version 1.7 (National Institate of Smndards

LWT - Fasd Saesce and Tecknalagy 112 (20090 107781

Technalogy, Morwalk, 1) was uwsed o ddentify the individual con-
sitents in OVED ard ROEC. The resulis were expressed as unil area
{area units, AU » 10%) (Bazerra &t al, 2007

Z4. Derermination of minimum mehibitery concenrmbon (MIC) and
fraceional infebitory concemtration index (FTCH

The MIC of OVED and ROED against the starter co-culiure was
determined wsing a broth microdilution best ax described by Clinical and
Laboratery Standard Instimte (CL51], with mines medifications relabed
to the cultivation media and incoalum size (CLSE 2002). Ninety-six-
well plates were prepaned by dispensing 50 pl. of the emulsion of each
OVED (40-0.312pul/ml) amd ROED alane (85066 ulaml). Mext,
Sl of the sarter co-cultune suspenston (final counts of approximately
B g CFULAmLY wias added 1o each well. The microplates were wrapped
lonsaly with plastic film and incubated far 24 hat 37°C. Each plate
inclsded controls withouwt OVED and ROED. MIC was conlirmed as the
loweest concentration capable of inhibiting the visual growth of the
testbed starter co-cultune (Carvallo e al., 2005),

The checkerboard method using macrodilution in broth was per.
formed e determine the fractional inhibitory concentration indes
(FICI) for the combined application of OVED and ROED against the
starter co-culiure, Four millilisers of double strengeh BHI broth was
imoculated with 1 mL of the bacterial inooulum {final counts of ap-
praximarely 6 bog CFUmL), mived with 5ml of the OVED and ROED
ermulsions n different combinations and vigorowsly mived for 30 & asing
a wortear. OWEC and ROEQ were assayed ar MIC, 1,2 MIC, 154 MIC, 158
MIC, 1716 MIC and 1/32 MIC (Barbosa e al, 2006% The systems were
statically incubated for 24 b at 37 °C. The FICT was caboalated using the
folbowing formula:

MIC of OVEL in combination N MIC of BOED in comebinadion
M of compound OVED alone — MIC of eomposnd BOEC alnie

Synerglstle interaction was defined as FIC1 = 005 ne internction was
diefined as FICI = 0U5 to 4; and antagonistic interactions were defined as
FICT = & (lien, Saller, Abel, & Relchling, 20087,

2.5, Sampling and manugachure of fresh cheese

25.1. Sampling

A wodal of 40 fresh cheeses units af 100 g were elaborated with OFs
and &0 chiesses without EOs were obtained in batch (three independent
experiments were performed), All cheeses were elaborated in the
Experimental Laboratary of Dairy Froducts (pilot scake) of the Federal
University of Paraiba [Joho Pesson, Paralha, Brazil), Eight units of each
cheese (with or without EQs) were used to evaluate the effects of the
combined EOs on the connts of the starter co-enliure, & well as to
guuantify the prevabent wolatibes at the zero, 3, 6, 9 12, 15, 18, 21 days
of refrigernted storage (one cheese undt was randomly sedected for the
aralyses performed in esch assesed time point). In parallel, eight units
of each cheese were added of an E ool ©157:H? suspensian o provide
a final papulation of approximately 5 bog CFU/ g, homogenized using a
Stomacher and packaged separately for use in analysis performed at
gern, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 days of storage, These clwese samphes were
referred 2= haomogenized fresh cheese. Sixteen units of exch batch were
used in phiysicochemical analysis (a,: syneresis, moistare, far, proteins,
acidity, pH, color, texture, determination of acids and sugars) {four
units was randomily selected for use in analyses performed in each as-
sexmed] time point). Finally, eight units of each cheess were used for
sensory analyses (and for micreblological analyses ta check the com-
pliance to microbiclgical standard] at 1, 7, 14 and 21 days.

252 Chese monufoctses

T produce the fresh cheese, heat-treated (700, 30 ming cow milk
[0 L) maintained a1 37 °C was inocubaled with (he tesbed starer oo-
culture suspension (001 g/1; approximately ¥ log CFU/mL), followed
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by thee addition of calcium chbaride (0.5 ml/L) and commercial rennes
(0.8 mlsL; Ha-La”, Christian Harmsen). Cnee the curd was formed, it was
smoathly cut ke 1-2 cm cubes using a stainless steed curd cwdter (ALS]
304, slawly stirved with & sterile glass rod for 5 min and mixed with an
emulsion of OYED and ROED in combination that was prepared in
diralived ehesse whey, OVED and ROED concentratbons used 1o prepars
this emulsion corresponded to the lowest combined concentrations that
presemted FIC! eorresponding te synergism interaction, The amaunts of
OVED amd ROED incorporated in the curd were caleulated considering
the yiedd of the cheese barch desermined in preliminary assays. The
vhiline] curd was placed in perf i containers (10 cm i 1 fur
whey remaval for 1 hat 7°C (Kondrotiens et al, 2014), The cheese
vhilined was vacuum packaged in sterile polvethylene bags (0.12 mm
tick) {Evert-Arringada, Hemnindez-Herrero, Juan, Guamis, & Trujilla,
0120 and sored for 21 days a relrigerated storage (7 = L5°C), The
manufzcture of cheese without OVED and ROED was performeed simi.
larly.

26, Determiination of OVED and ROED terpenes (n cheese

Thie terpenes (dentified in the highest ameunts in each OWED (e,
thymal, earvacral, p-ocymene, a-terpinene, naloal and p-terpinene) amd
ROED (L., sucalyprol, camphor, a-pinene, caryephyllens and barmeal)
were monitored in fresh cheese each 3 days during 21 days of re-
frigerated stornge. The indtlal concentation of each monitored pre-
walent erpene in OVED or ROBED in cheese was defined as that nes-
sured in cheese samples collected on day zero. The extracts were
ohiaimed following procedures deseribed by Jiang. Kempinski, amd
Chappell (2016) with modifications. Chesse samples (1 g) were homo.
genized with Sml hexane by stirving with 8 magnetic stirver for
ldminat room temperature. The mixture was centrifuged (4000 =g
15 min, 4 C) ard the supernatant was collected and analyzed by GC-MS
using the same procedures described in sectiom 2.5,

27, Effects of OVED and ROFD on the counts of Lactococcus spp. and B
rall CH57HT

To nssess the effects of the OVED and ROED added in chesse on
Lactocareis apg, coumts at the same storage time points of the guanti-
fication of OVED and ROEC terpenes (e, zero, 3, 6, % 15, 18 and 21
das], cheese samphes (25 @) were mixed with serile saline solution
{1:10 w/w), homogenized using & stomacher and serially diluted
(107710771 in steribe saline, Subsequently, 10 pL aliguots of esch di-
lution were dispensed onto M17 agar (Himedia, India) for emumeration
of Lactocecsts spp, walng & microdrop technlque (Herlgstad, Hamilion,
B Heersnk, 2001). Cheeses manufactured withowt OVED amd ROED
woere similarly assayed. The plates wore incubated At 37 °C for 24 b,

T amess the effects of the OVED and ROEQ sdded in cheese on B
coli D157HT counts, on days mern, 3, &, 9, 15, 18 and 21 days of re-
frigerated storage, 9 g of the homuegenized fresh cheese (experimentally
comtaminated as described in section 2.5.1) were added of steribe saline
(1:10 wiev), The mixture was homogenized using a somacher and se-
rially dilubed (107 =10~ %) in the same dilwent (da Costa et al., 2018).
Subseguently, 10l aliquots of each dilmtion were dispensed eavo M17
agar base to count Loctococos spp. ar MacConkey Socbitol Agar to
count E goli O157:HT (Herigstad e al., 2000), Homogenized fresh
cheeses without OVED and ROED experimentally contaminabed with £
coll D157HT were similarly sssayed. The plates were incubared an 37 °C
for 24 h. The results are expressed as log CFU/g and the detection limit
was 2 log CRUSE,

28, Physicochemival porameters of cherse
The yield of each cheese batch was expressed as the fresh weight of

the cheese abtained from each liter of milk wed for production (g of
cheese/Loaf milky (Meira et al., 2015). The physicochemical parameters
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Table 1
Comstipwents identified by ©G-M35 in the essential odl from Criganum vigare Lo
OB aml Rivmosinus afficinals 1 (ROEO)R

L8 Constiwenis BT Area (AL 5 1650
ROED ONED

i a-thpime E™ 12

2 4 pinEne 601 an 58

k] Camghens hah 1501 &

4 Bpdnene: 714 12

5 Myroene T.AT BT 44

B Poeiido limomne 7.0 L

7 [-Phellandrens Bo3 7

B A Fanme B24 3

9 o ETpinEnsE BAZ an

1& e — B2 5 435

il Bacalypal ale BiE -

1z j-irpanene 10w 1w 242

1% eifl-Terpinea 155 1

14 Temirakens: 10,16 L]

15 Linalsl 1LE2 55 Lok

18 Campher 1357 G50

e Isabamul 14.21 2

12 Barmeal jRE-S a6 1

1% “Temquirem-4-od 1301 13

e a-erpingcd 1568 BE

21 -terpdnesl 1559 1=

X Yirbemone: 1854 2

] Thymol methsl eber 17,63 4

4 Imbomyd sostabe 15D a5

25 Careacrd ot el 255

2 “Theymnl . 74

Fil Phieniod 2.4 ang

- 1 Fupennl il L]

) A-Cipaine e 3

0 Carpophyllers: 5.0 174 2

al a-Hemdime o »

3z Waphihalers: .43 1

i y-Cadireme %54 1

k2 A-Cadirene T30 2

a Carpophyliens code s an

* Rerentbos he.
* Copstinsents identified in each essential oil are expressed as the AL, are
mies.

Table &
Fasults of the chickerbaind] ssay e combined comeemtrations of Ovigaase
vi{pare L. (OVED] and Rosmarins affidnalis L essential od (ROED).

OVEGROED CWED pyiml WOED pprml FICI Interactiom
“MIC ¥ 112 1

MK2 + M8 [k 1.3 [[E] Addithve
MIC/AE + MIES &5 1.22 .31 By Tesigism
MHLE 4+ MHELTS [ery I} na? Syrerpam
M6 + MG 16 hia 1.52 LA By
MG+ MICH i 8 LA Syrerpam
MKE & WICA i 5% B ] Sy rergEm
MG + MIC3 a3 LG nsa SRR
MK [ ] i -

* FICL Fractomal Inhikbétory Concentracion brdex.

of cheeses were evaluated on days 1, 7, 14 and 21 of refrigerated sto-
rage. These storage time paints 1 evaluate physleochemical paramesers
were defined considering the operability of the laboratorial analysis
amd because data of preliminary physicochemical analyses in shoner
storage lime points (less than 7 days) did pol show any significant
differences. The kevel of syneresis (grams of whey per kilogmm of
chiesr) wis caleolated & the weight of whey in grame redessed from
each kilogram aof cheese in the padoage after different storage time
perinds divided by the weight of the cheese in the same package in
grams amd multiplied by 100 (Meira et al. 2005).

Malsre (925.09), fat (ZO0018), protedin (939.02), and ash
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Takle 3
Terpenes of Origomm wgare Lo (003 plsg) and Rosmaries officiedis L
C1.32 plsy) datectsd in friesh chesse during refrigeeale sarge

Terpenes” Days of Samge [

L a L] a 1z 15 18 I

u-piseme 1260 a2 13 a2t Al Ad" e 1F noid
Camphen: a4t oast 2yt oa2st 25t 2 Mot oma
f-pnens s ot a0t 88Y ast a8t A 1P (oo
Eucarlypool 43 13 EF BY B¥ 40 3 IF 0L00S
Camphor 1w ot w1 nF oo
F-CnEDE 1 a5 14* 14* 13* MWD MDD MDD <0l
Borneal 1 se' a1t 2ot et MR WD ND 0me
Carpophyllens 25°  13*  44° 37" 26" MWD WD MDD 0083
Miyromme 17 47 17" NB O ND MR MDD =000l
Linaloal L L 23% M MIx Lkl L1k k] TR
Isabarmenl 21 24 WD NP WD M MDD MDDl
a-terpmenl @ nA° NI MR NI MDD NI MR 06
Thiyrenl 95 46" ND NI ND MR MDD MD e
phEpinens 589 NI KD MDD ND MR MD MDD NS°
Carviarsl 62 NI MDD ND HND MDD MDD MD NS

“ Terpenes |demtified in each essential oil are expresssd as the arsa units (AU =
10,

““profability by ANOVA of o difference among meass.

"1 ma significamt difference Between means (p = (05)

NI not depected.
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Fig. 1. Cell counts of Loctococcus spp. in fresh cheese stored 28 7 = 0,5 "Cas
hamctbom of OWEO-ROED combined: @) comtrol: O wl/g: (ME 003 pls
g+ L1312 plyg (OWED and ROEQ, respectively),

(9300300 conbenls in g/ 100 g, a8 well as acidity (g/100 g of lactic acid)
(9200124) and a,, (978.18) were determined according o ADAC
(201681, The pH values was measured using & digital potentiometer
(Quimis (21/15) ard codor parmmeters L*, a* and b* were measured
acoording the CIE Lab codour scale (L %, 8 * and b *) with & D65 illu-
minate (standard daylight) at a 10° angle (CIE, 1954). Parnmeters were
read using a Eonica Minolts colorimeter (Model CR-400], The appa-
ratus was calibrated using referenoe plates, in the reflectance mode, and
the specibar reflection was excluded, A 10-mim quarts covette wis wsed
for analysing the inner section of the cheeses immedistely after un-
packing.

Tor the instrumental texture profile analysis, st least 0.5 cm of the
rind was discarded, and the chesse samples were carefully collected
alang a line passing from the center o the exterior. Instrumental texture
parameters were measured using a TA-XT2 (Stable Micre Systems, LK)
Plim Testurometer, A wio-hite compression tesl was applied 1@ the
cheese mumples by a cylindrical acrylic probe with a 25-mm diameter
(P250 The comgpression ratic was programmed (08 speed of 1mm/ss
and maximum penetration depth of 10 mm. All the determinations were
repeated eight timss for each cheese [Meira e al, 20153,
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Fig. X Wiable cell counts of Lactororrus spp and E coll GLETHT in homo:
penived fresh cheese stored o 7 & 05°C @ function of OVEG-ROED com-
bined: Lamecoccus spp. (@0: 0 pilg (M 0003 plig + 1.32 plig (OVED and
ROED, respectively); £ coli G157HT (& 0 plig (W 005 plig + 152 ulig
[OYED sl ROED, respestively)l The error bars in the Mguses indieae e
standard deviationes of the means for data obeained from three independent
ERPRTITHA,

To determing the organie acids amd sugars contents, & Zg-aliques
was hamogenized in 10 mL of ultrapare water for 10 min using a mini-
Turras appararus. The mixture was centrifaged (4000 g 15 min, 4°C)
aml the collected supermatant was filtered through a 045-mm mem-
brame. The abtnined extract was subjected o High-Performance Liguid
Chramatagraphy (HPLC) analysis to determine orgamic acids and sugars
comtents using a Varian Waters 2690 (Califomia, USA) equipped with a
rimary solvent system “valve Rheodyne™ with a 20-pl loap, al a tem-
peeratare af 65 °C, coupled with a diode array detector (Varion 3300 at
wavelengths of 220-275nm, & pumping svstem with high pressure
gradient setting (VARLAMN 2300 and processing software GALAXIE
Chromatagraphy Data System, The other analytical condintions were #s
follows an Agilent Hi-Flex H column (7.7 = 300 mm. 8 p), maobile
phase 0,00% Ha50, and flow mee .7 mL/min, HPLEG sample peaks werne
identifisd by comparing their retemtion times with those of organic
aclds and sugars stamdards (Slgma Abdrich" [#eppa, Coternin B Gerbd,
2001).

2% Sensory chsrocferization during storage

The sensory characteristics of the cheeses with amd withoat OVED
ared ROEC, bt net inceulated with the test £ coll 0157 HT straln, were
stuclied wwing quantitstive descriptive analysis (QDA) after approval by
an Ethies Research Commities (profocal 2237, 2622007 Priar 1o as-
sessing the sensory characteristics, the cheese simples were evaluated
wsing methods deseribed elsewhers (APHA, 2001] for compliance oo
microbiclogical standards according te the Braedlisn Legislation
(Technical Regulation on the Microbiclogical Stndards for Pood,
20021, The analyses were performed an days 1, 7, 14 and 21 of re-
frigerated storage with mine panelists traimed through eight training
sessiord, The atrribures evaluated included the appearance (whitish amd
brighiness), aroma (cheese, mint-like and refreshing), flavor (cheese,
acid, salty and mint-like) and testure (soft and homegenoas), An un-
structured scale ranging from O (poo) to & (strong), which anchored
the minimal amd maximal valwes, was wsed 0 pssess the intensity of
each described attribute {Sant'Ana et al, 2015 Analyses were per-
formied in individunl booths with coniralbed temperamore and lighting.
Ench panellist was served of approximately 20 ¢ of each cheese ssmple
placed on small white plates coded with three-digic mndom numbers
served] immediately after being taken out of refrigerated storage. Pa-
neellists were asked to eat bow-salt crackers amd drink water oo chean
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Table 4

Physicochemscal parameters, =ugar and organic ackls (n:3, mean values =
sharand deviatiom ) ol fresh cheese with Organum wlgoee L (0B, 0,03 plsg)
and Resmarinw afficingis L. (ROED, 1.32 jl/y) danng refrigerat: sorage.

Parampies Lryn of Cheems
anagE
cre X
Vield (g 100g) 1 E36 ¢ = 0am* 5.0 [ & 020y
B 1 096 ¢ = noiy™ [ ECT N Ee g
¥ L9 ¢ = oo 050 | £ 0.0
14 088 = DT 058 [ = 0
H LELTER YL EUREY T i
symereshs (3Kl 1 Ben (= nenr™  IRARG = nsert
7 O3 £ 0P 31104 = Az
14 EIR TS i TTA T S P
n LI C+ LY 2058 = no0rt
*Moiathes (g 100 g 1 bt B0 = LEAT
[ & 0z
T 57,3 BEIT L = 14T
[+ D3qp=4
14 1500 BRI = 1 AR
[+ DEgp=
2l BLAOL [ 20090 G407 ¢ = 0ot
Ashe Cg1900 g1 1 ZHE = DT 233 [ =
¥ 293¢ = LT 240 [ = 086
14 ZPR{ = QO DT [ & 008
2 2RI = D40 2740 & 0
Total protem g7 1 I EITEY 1A z st
100 g
T 485 0T 0™ e z et
14 16,06 [ = G0EY LETEG = D10
zZl 1655 LOFE { = Dot
[ £ 0pap
Fart [ 1830 ) 1 1TEF [+ 04 LRAZS = @il
7 1876 (£ 003" 1BET = 0011
14 1915 [+ e 10y = oo
21 TRES [+ ®O4FY 3024 = 01T
“pH 1 650 = Qo1 608 [+ 00
T 5914 = pog™ 5510z 0part
14 4 = 0E™ 500 2 005"
Zl ROB = QO 5O2 [ 03
“Thirashle scldiny (27 1 027 ¢ = Dt 030 [ & 0.3
1011 gi
7 00 = ot 158 [+ 0020
14 1424 = DOz 137 |+ naas
11 137 § = Dozr= L3 [+ Qb1
Saggaers (/100 g)
Lisctess 1 2P0 = oot 2R [+ 008"
T LER{ = noz™ L& [ & namte
14 1.42¢ = Log™ 153 [ + gt
21 1.35¢ = D™ 156 [+ 002
Gakiciose 1 O = ™ W20 [+ 000"
T OFRG T OO 07| oot
14 005§ = ooz 076 [+ 0
zl 145 = 0T L3 nan
Huccae 1 O ¢ = nnr 008 [ £ 001
¥ fled = 0oX™ @il asipEt
14 0BG = DOZT 05 [ = 00t
i a5 ¢ = Lo 0| £ i R

Orgamic neids (/10053

Lotk 1 wis g = an (IR TNE L= Fad
7 15§ = Qo™ A2 [ = 0
14 UELTER T T PR By

LWT - Fasd Soiewer and Tecbnalagy 112 (200490 107781

Table 4 [connnued)

[T — Irps of Lheess
SHAEE
cT* e
1 LEO = Q18T L [ = near®
Fanmiz 1 DOE( = a0ir* 003 [ = 0™
T WO ¢ = o™ 00 | & 0E
14 WG = oni 000 [ 2 0
2 22 = M 009 et
Arvric 1 wis (= nnzrt o |+ 0o
7 W1EL = 002™ 05 (= ottt
14 NG =00 034 [ = neat
21 RS = L0z 3 [ = 02"

*CT: fresh cheese withows OVED and ROED combined.

“*C0; fresh chevse with GVEQ and ROED combened.

A - B different superscript capétal benters in the same row denate differemoss
Ip = 0453 between different treatments, obiained by t-student test,

i — e diffesent superscript lowescase lemers inothe same colussn denote dif-
ferences (p = CUES) in the =ame ireatment duning siorage, obtained by Tukey
8

their palates between the assessed samples.

2.1 Soaisrical ammlyss

Analyses were perfoemed in iriplicate in thees independent experi-
ments, MIC and FICI results are expressed as modal values because the
walues were the same in all repetiions. Statistical analysis was per-
formed B delerming significant differences {p = U5 using ANDVA
followed by the post-hoc Tukey test. Pearson's linear correlation coef.
liciens [r)] berwem the amaunts of terpsmes and counts of £ coli
O157:H? were calculated im bivariate linear correlations. Principal
Companivent Analysis [POA) was performed e integrate significant data
of the physicochemical and sensory parameters. Sigma Stat 3.5 (Jandel
Seientific Saftware, San Jose, California) was used for the statistical
amalyses.

3. Resulis and discussion
A1, Chemical composition, MAC amd FICT of OVED and BOED

M total of 17 and 36 constituents were identified in OVED and
ROED, respectively (Table 13, Thymol, p-eymens, carvacral and y-ter-
pinene werne the prevalent terpenes in OYED and sucalyptal, camphar,
a-pinens, caryophylkene and camphene were prevalent in ROEC, Si-
milar results wers reponted in previons studies (Barbosa et al., 2016;
Souza ef al., 20086),

The MIC of OVED and ROED against the stanter co-culture was 06
aned 1.2 pls/ml, respectively. The difference between the MIC values of
OVED and ROED has been commonly associabed with their prevalent
constituents. Thymal, the prevalent constituent in OVED, is a phenolic
terperdid with stromger antinicrobial activity tham the ether terpenoid
ewcalypiod, which is the prevalent constitoent in ROBQ (Barbosa et al.,
2016],

The results of the FIC] assays showed synergistic ineraction for all
combined coneentrations af ED and ROEC, with the exception of the
mixture contxining MIC/2 of OVED and MIC/16 of ROED, which
showed an additive interaction {Tahle 2L The abserved synergism be-
tween OWED amd ROED is probably the result of an indtial disturbance
in the hacterinl membrane strochares due o the high hedraphobdeine of
comslituents (e, eucalypiol, camphor and a-pinense) that helps others
constituents (e.g., thymal, p-cymene and carmerel) o oross the bae-
terial membrames ard acl directly into the cells, These effects may canis:
lass of ons and reduction of the membrane patential, loss of the proton
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Fig. 3. (A) Principal Component Analysis (PCA) graph of physicochemical and sensory aspects of fresh cheese withous and with OVEO and ROEO combined; (8)
distritwstion of fresh cheese samples according (o the PCA. CT: fresh chewse withaut OVEO and ROEO combened; CO: fresh choese with OVEO and ROEQ combimed,

pumps function and ATP depletion (DI Pasqun, Hosklos, Beus, &
Mauriello, 2006; Honéoo et al, 2015; Santiesteban-Lépez, Palow, &
Lopez-Mala, 2007), Then, lower amounts of each OVEO and ROEO
should be required to exert the same inhibitory effects of those exerted
by amounts equivalent to the MIC of each of these EOs acting alone,
Based on these results, the synergistic mixture of MIC/16 of OVEO
(003 pL/ml) and MIC/16 of ROEO (1.32pl/mL) were selected for
incorporation in fresh cheese.

3.2, Prevalent OVEO and ROEO terpenes and effects on the counes of
Lactococcus spp. and K. coli O157:H7

A total of 15 terpenes found in OVEQ and/or ROEO were detected in
cheese made with these EQs immediately after manufacture (day zero),
arxl none of these compounds were identified in cheese without EOs
(Table 3), The contents of all terpenes decreased during storage. Pre-
valent terpenes in cheese wnb OVEO and ROE during the 21 days of
refrigerated ge were l phor and a-pinene. Compared
o these terpenes, mpheneandp-pummpmnncbemwim
EOs in lower i over the HES
cymene, bormeol and caryophyllene were detected unul 12 days of
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storage, and myreene and linabasd were detected until & days of storage.
Esobarmeal, o-terpinesl amd thymol were detected only up to 3 days of
storage, and y-terpinens amd carvacrol were detected anly immediately
after manulacture {day zera) (Table 3% The noo-deection of y-terpi-
mene and carvacrol after 3 days of storage could be related to the spe.
cific chagseteriatios of volatiling and salubiliny of these tespenes, s well
as their ability to react with the distinot components (e.g., proteins and
fath present in the cheese marris, Furthermore, the packaging consdi-
ticns may have affected the volatiltation of terpenes because the in-
crease In the water cantent inside the package (resulting from the sy-
meresis, which was higher ap to 7 days of sorage in cheess: with EQs)
might affect the permeability of the package, increasing che loss of the
terperss by valatilization. Hedraphobic polymers (such a5, the paly-
ethylene marerial used to pack the cheeses used in this study) exhibit a
srong reduction of their barrier properties as a consequensce of the
accumulation of lguids in the package (Sirncus, 206020

I cheese without EOs, the initial coumts of Loctoces cas spp, ghowed
an increase (p o< L05) af 1.5 log OFU/g and 2 log CFU/g after 3 and &
davs of starage, respectively (Fig. 10, No changes were observed in
counts of Lochocorcus spp. in cheese without EQs in the further storage
time podnts assessed. In fresh cheese with OVED and ROEC, inital
coumnts af Loctoroeons spp. increased (po= 005D by 1.5 log OFU /g after
@ days of storage (Fig. 1), Only afeer 15 days of storage, counts of
Lactooogcus spp. increased (p = L0S5) by 2 log CFU/g in cheess with
OVED and ROED.

The defay of Lactecacous spp. growth in cheese with EOs was mainly
ohserved when most af the prevabent OVED and ROED terpenes were
detected in fresh cheese, Terpenaids, such s thymol, carvacral and
eucalypend, even at sub-inhibitory concentrations may affect the growth
rate in a variery of bacteria (Pei, Fhow, Ji B X, 20090, In additien,
SyNergism interaction is mot established only by the major constitoents
present (0 EOs tested In combination. Constitaents presemt in smaller
amuounts in these EQs may also play a critical role for achieving these
antimicrabdal effects, and, comsequently, contribute ta madualae the
amtimicrobial efficacy of the major constituents present in these sub-
stances (Hossaln en al,, 2006 Most Hkely, after % days of storage, the:
amuants of terpenes (e, eucalyvpiol, camphor amd o-pinene) in chees:
were not sufficient 1o cause growth inhibition of the Locmoacous spp.
popalation. Howewer, the application of B3 in cheess made with
Lactocoscus stanter cultures should be carefully idheres] the
gronyth delay of tese bacteria could negarively alfect the sensary and
textural characteristics of the final product (Fermdndes, Alegria,
Delgada, Martin, & Maye, 2001

In the homogenized fresh cheese without EQs, the initial counts of £
coll CISTHT dnereazsed approsimately 1.5 bag CFUSE after 6 days of
storage and an increase of approximately 2.8 log CFU/g was observed
after 21 days af storage. In hemegenized fresh cheese with DYEQ and
ROEQ, the coumts of £ cofi 0157:H7 decreased approximately 1.5 bog
CFL g after & days of starage, A decrease of 3 log CFU/g in eounis of B
ooli OUS7:HT was observed afler 15 days of storage amd no changes
were observed in the further stornge tme points evalaated {(Fig. 21
Comsidering that the combined OVED and ROED amounts incarporated
im fresh cheese were based on the data of FICI assays against the staner
co-culture and that after the drainage of the whey prabably the con-
centrations were even lower, these resulis are noteworthy because the
imlsitsition of pathogens overall requires concentrations higher than
those effective in inhibiting Lactecoccus starter cultures (Carvalho =t al.,
H5; Soxizs of al, 2016),

Apcording to the Pearson's commelation analysis, the amounts of a-
pinene (r = 0,78], [Fpinens (r = 0,75), eucalypral {r = .73} camphar
{r = 0.75) and camphene {r = LGED detected in cheese with ROED amd
COVED up i 15 days of storage, as well as the amounts of g-cymene
{r = 0.74), bornecd (r = 0.78) and caryophyllene [r = 0B3) debected
up e 12 days of storage presented a positive correlation with decreases
in counts of E. eolf 0157:H7, The amounts of myrcene (r = 0.64) and
linalood (r = 0.62) detected up to & days of storage also pr da
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pasitive datipn with the d in counts of E coli (F157:H7. In
addition, the ameunts of Bobarneal, a - terpineal and thymol (r = =1)
detected up to 2 days of storage presented a negative correlatian with
the counts of E coff GI5T:H7, The amounts of carvaral and p-erpinens
detected only after 24 h of manufacture presented no correlation with
the counts of E coli ©157: HT (Supplementary Table 1
Hevertheless, despite the correlation observed between counts of B
call D157HT and amoanis of g-pinene and f-pinene in chose, these
terperse hydrocarbons present weaker antimicrobdal activity comparsd
to phenolic cerpenes (e.g., thymal), which were detected only in the
beginning of the storage period (Hyldgaard, Mygimd, & Meyer, 2012),
However, the fact that some terpenes were not detected in chesese may
bz due to their interaction with cheess matrix components. Phenols,
alcohods, ketones amd ethers may interact through hydrogen banads with
tiydrasyl groups and receplar groups of proteins (eg., NH and CO0) in
cheese (Moro, Libréan, Berruga, Carmona, & Zalacain, 2008,
Curiously, counts of Lactoctecis 3pp, aver lime were approximarely
1 log CFU/g lower {p < OU0G) in homogenized fresh cheese cons
taminated with B cofi D157HT (Fig. 2) compared to thase foand in
fresh cheese (Fig. 1) regandless the addition of OVEQ and ROED. These
resales cauld be related to changes in the metabalism of Lacrcoccus spp,
b survive in the same epvironment with E coll O157:H7, such as the
activarion af specific mesabalke routes to produce substances thar exen
inhibdtory effects on this pathegen, Overall, antimicrobial substances
{e.g., misin and enterocing) produced by Lecococcus spp. could hiave
acted symergistically with terpenes, such as eucalyptol and camphor
(Gutierrez, Barry-Ryan, & Bourke, 2008; Rodriguez et al., 2005), par-
ticipating in the inhibition on E coli 0157:H7 observed in cheeses,

3.3, Physicochemical parameters and sersory chameterizaion of chese

Thie wiield of chese with and without OVED and ROED was arounsd
2%, The similar yield of cheese with and withowt OVED and ROECQ
could be explained by the fact that these Es were incorporated after
the curd formation, ie., when the coagulation of milk proteins hasd
already been reached (Santana e al, 20131, The a, values was also
stmilar for cheese with amd without ©VEQ and ROED during the storage
[ Table 43, No differences betwesn chesse with and withaut OWED and
ROED were abserved for protein comtent, pH. acidity or ash content
during storage [Uable 4). Syneresis and lipid content were higher in
[reshy clisise with EOs than in cheese without ECa at the beginning of
the storage, while moisture was higher in fresh cheese with Eds anly at
21 davs of storage [Table 4), During the storage of cheeses, a gradual
reduction in moisture conbent and pH and an inorease in total acidity is
typically abserved, This is explained by the curd shrinkage, & @ con-
sequence of the acid production by starter cultare, which helps to drain
the whey from the chesse mass (Hassanlen, Mahgoub, & El-Zahar,
Z014). The addition of the BOs in the card could probably interfers an
the physical organdzation of the cheese matrle, and, conssquently, on
the whey draining ancl related parameters,

After 14 days of storage contents of lactose were higher in cheese
with OVED and ROED, while contents of glocose and galaciose were
higher in cheese without OVED and ROED. This could be related to the
delay in prowth of the starer co-culture in cheese with OVED amd
ROED, reflecting a lower cleavage of lactose for further fermentation.
Curicusly, no differences were observed reganding the contents of or-
ganic acids (lactic, formic and acetic acid) detected in cheese with and
withoat OVED and ROED during the storage. Fumher investigation of
the effects of OVED and ROED toward the metabolism of Lactococous
spp. cold help o understand shese resulis sinee the argande ackls are
the main products generated from the lactose fermentation by starter
culimres (Ferndndes et al., 2011; Cavanagh, Fizgerald, & MoAulifie,
20135).

‘The instrumental textural profile characterized the fresh cheeses
with or withowt OVED and ROED as soft in texture, nom-elastic, easily

el ble, cobesive and having a Fragile struchure (Supplementary
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Table 21, Fresh chesese with OVED and ROED showed lower hardniess
than cheese without ECs an day 14 ol sorage (Supplementary Table 2],
despite their higher syneresis in the beginning of the storage. The ad.
dition af OEs in the curd eould have promoted changes in e interae-
ticn between the casein micelles and the capacity of water retention,
resulting in possible changes in the texmural properties of chevses. This
could alsa explain the greater softness amd chewiness observed in fresh
cheese with BEOs compared to cheese withowt EOs on day 7 of storage
[Supplementary Table 3). These characteristics could be related to a
greater emulsificatian of the curd pramated by incorporation of EOs in
these matrices because their small droplets can fill the spaces into the
pratein structure mare than milk far globules (Lobharo-Calleros e al.,
0T,

L* (brighiness) and b* {yellow color) values were similar for cheese
with or without OVED and ROEC during storage. Lower a* values
(green color) were observed in chesse with OVEQ and ROED up to 7
days of storage compared e cheese withowt EOs (Supplementary
Uable 2). In sensory characterization by ponelists, cheeses with and
withoat EOs were considered as having great brightness appearance;
however, cheese with EQs received the highest scores for brightness
appearanee ardd whitlsh color during the measured storage period. In-
terestingly, this difference was not detected in the instrumental values
of 17 b*. The: different results of sensory and instramental data may be
related 1o distinet aspedts, such as the use of the a numerical scale
created by the panelist far scoring anribute intensities, which is based
om e reference dandard used in training sedsions and defined a2 a
consensus (Martens, Hisvik, & Marens, 1994; Meulleneti & Carpenter,
1953),

Chesse with OVED ard ROEQ received the highest scares for mint-
like Aaver and refreshing aroma, while cheess withour BOg received the
highest scores for cheese aroma and flaver (Supplementary Table 30,
The flaver and aroma chareteristics were probably related o ROED
major constituents, which were also prevalent in cheese during storage.
Eucalyprol produces a changenble “distinctive but pleasant mint-like
flavor™ in focd matrices (Garbosa et al., 20016}, while camphor produces
a light “refreshing astringent faver®, Relnforcing these established
sersury charsdleristics, the soores for both “mint-like and refreshing
aroma”® and “mint-like Aaver® decreased over time, which ocoarred in
parallel 1o decréases m andoumls of terpenes in chesse,

PFCA analysis was used to assess the effects of the incosporation of
OVED and ROED in fresh cleese based on the principal components
that defined these products during the refrigerated storage. The para.
metera of ehoese that contributed maost o PC1 wene lactose content,
cohesiveness, homogenecus texture, lactic acid content, hardness, salty
flavir, scid faver and brightness appearance (Fig, 3-A), PC1, which
explained 43.21% of the varance among the smples, clearly separated
the artributes acidity, lactie acld content, homagensous texture and
salty from the Isciose comtent. Most of the variability related to the
characteristics of cheese without OVED and ROED coubd be explained
by these variables. PC2, which explained 37.51% of the varianoe among
the samples, was defined by the cheese flavar, cheese aroma, lamin.
caily, chewinesd, mint-like Maver, refreshing aroma and mint-like
aroma. “ariabilicy nat explained by PC1 was explained by these var.
ables, In the case of PCZ, the mint-like Navor, and refreshing aroma
together with a mimtlike aroma were found to be the most important
variabdis that separated the cheese with EOs from cheese withour
OVED and ROECs on days 1, 7, 14 and 21 of storage (Fig. 2-BL

4. Conclusion

The results of this study demonstrated that the incorporation of a
symergistic mixture of OVED and ROEQ in fresh cheese delays the
growth, buat did not compromise the survival of Lactocooous spp., while
decrenses the sarvival of E ooli 157:H7 in this product during re-
Frigerated storage. The synergistic amounts of OVED and ROED in-
corparated in fresh cheese attributed specific sensory characteristics to

AWT - Fasd Saewcr and Tecknalagy 112 (2009) 107782

this product and represents an inmovative strategy oo preserve overall
frealy chevse quality during refrigerated storage. However, the use of a
synergistic mizture of OVEQ and ROEQ in fresh chesse made with
Lactreaceus starter cultures should be carefully evaluated considering
the changes in arginal charmcteristics af this product te achieve the
degired antimicrobial effects toward E eoll O157:HT.
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Abstract

The effects of the incorporation of the essential oil from Origanum vulgare L. (OVEO; 0.07
ulL/g) and Rosmarinus officinalis L. (ROEO; 2.65 uL/g) in combination in Minas Frescal
cheese on the counts of the probiotic Lactobacillus acidophilus LA-5 and Escherichia coli
0157:H7 were evaluated during refrigerated storage (7 £ 0.5 °C). The terpenes of OVEO and
ROEO, survival of the probiotic strain during in vitro digestion, as well as the
physicochemical and sensory aspects were also monitored in Minas Frescal cheese. All
terpenes decreased in cheese when the storage time increased. The incorporation of OVEO
and ROEO delayed the increase in L. acidophilus LA-5 counts in cheese, but did not affect its
ability to survive in cheese under simulated gastrointestinal conditions. The decreases in
counts of E. coli O157:H7 observed in the first 15 days of refrigerated storage were strongly
correlated (r>0.82) with the terpenes detected in cheese. Scores attributed for aroma, flavor,
overall impression and purchase intention of cheese with OVEO and ROEO increased with
the increase of the storage time. The incorporation of OVEO and ROEO in combination could
be a strategy to control E. coli O157:H7 in probiotic Minas cheese during storage; however,
the amounts of these substances should be cautiously selected considering possible negative

sensory impacts in this product.

Keywords: E. coli O157:H7, Lactobacillus acidophilus, dairy products, phenolics.

1. Introduction

The awareness of consumers about the benefits related to healthy food consumption
has increased the demand for functional foods, particularly those containing probiotics
(Sarkar et al., 2016). Probiotics are microorganisms that confer health benefits to the host
when consumed in adequate amounts (FAO/WHO, 2001; Hill et al., 2014). In the gut,
probiotics can help the maintenance of the mucosal homeostasis and protect the mucosa from
injurious factors (Krishna Rao and Samak, 2013). Species belonging to the genus
Lactobacillus are the most studied probiotics for incorporation in foods and have been widely
used as active ingredients in functional dairy products (Meira et al., 2015, Amiri et al., 2019).

Fresh cheeses are considered one of the most suitable dairy matrices for survival of
probiotics (Madureira et al., 2011). The lower titratable acidity, good buffering ability, dense
texture and higher protein and fat contents allow the survival of probiotics during storage and

their efficient delivery through the gastrointestinal tract (Cruz et al., 2009; Karimi et al.,
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2011). Minas Frescal cheese is a typical Brazilian minimally ripened cheese made with the
starter mesophilic culture or by direct acidification with lactic acid (Sant’Ana et al., 2013). It
is a minimally ripened cheese stored under cold temperatures (7 = 2 °C) and characterized for
presenting high water activity, pH above 5 and low salt content (Campagnollo et al., 2018).

The physicochemical characteristics of fresh cheeses provide favorable conditions for
survival of foodborne pathogens, such as Escherichia coli O157:H7 (E. coli O157:H7), which
can grow at temperatures between 7 and 50 °C with an optimum growth temperature of 37 °C
(loanna et al., 2018). E. coli O157:H7 causes hemorrhagic colitis, hemolytic uremic syndrome
and thrombotic thrombocytopenic purpura in humans (Karmali et al., 2010). Some of the
major food outbreaks involving E. coli O157:H7 have been associated with the consumption
of dairy products, including minimally ripened cheeses (CDC, 2016).

Essential oils from Origanum vulgare L. (oregano; OVEO) and Rosmarinus officinalis
L. (rosemary; ROEQ) have been proposed as agents to preserve cheeses because of their
efficacy to inhibit spoilage and pathogenic bacteria typically associated with these products
(Olmedo, Nepote, and Grosso, 2013; Asensio et al., 2015; Souza et al., 2016). However, the
main limitation for the use of OVEO and ROEO in foods is the strong flavor of these terpene-
rich substances, since the amounts of these essential oils required to ensure their antimicrobial
efficacy commonly exceed the sensory threshold for consumers (Azeredo et al., 2011; Diniz-
Silva et al., 2019). Studies have demonstrated that OVEO and ROEO act in synergism against
a range of food-related bacteria (Hondrio et al., 2015, Barbosa et al., 2016). Consequently,
low doses of OVEO and ROEO could be an strategy to potentiate their antimicrobial effects
in foods without affecting the sensory acceptability by consumers (Azeredo et al., 2011).

A previous study reported that the incorporation of a synergistic mixture of OVEO and
ROEO in fresh cheese did not compromise the survival of a starter culture during refrigerated
storage, while decreased the survival of E. coli O157:H7 counts and these effects were
associated with the presence of terpenes in cheese during the measured storage period (Diniz-
Silva et al., 2019). However, the effects of the incorporation of OVEO and ROEO in
synergistic combination on the survival of probiotics in cheese during storage remains
unknown. Therefore, this study was performed to i) manufacture a Minas Frescal cheese
(Minas cheese) with the probiotic Lactobacillus acidophilus LA-5 (L. acidophilus LA-5) and
OVEO and ROEO combined in synergistic doses; ii) quantify the terpenes of OVEO and
ROEO in the manufactured cheese and their effects on the counts of the probiotic strain and
E. coli O157:H7 during refrigerate storage (7 + 0.5 °C); iii) assess the survival of the probiotic

strain in cheese with OVEO and ROEO under simulated gastrointestinal conditions in
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different refrigerated storage time intervals; and iv) determine the physicochemical and
sensory characteristics of the probiotic cheese with OVEO and ROEO during refrigerate
storage (7 £ 0.5 °C).

2. Materials and Methods
2.1 Essential oils, test strains and growth conditions

OVEO (batch 228) and ROEO (batch 165) extracted by steam distillation were
obtained from Ferquima Ind. Ltda. (Vargem Grande Paulista, Sdo Paulo, Brazil). The major
constituents in OVEO and ROEO, previously identified by GC-MS, were thymol (34.8%) and
eucalyptol (27.9%), respectively (Diniz-Silva et al., 2019). The commercial freeze-dried
probiotic culture of L. acidophilus LA-5 (batch 3196076) supplied by Christian Hansen
(Valinhos, Minas Gerais, Brazil) and an E. coli O157:H7 strain (SISGEN A1802CF) isolated
from foods involved in outbreak (LACEN, Curitiba, Parand State, Brazil) were used as
probiotic and pathogen test strain, respectively.

The inoculum of each strain was obtained after preparing suspensions in sterile saline
solution (NaCl 0.85 g/100 mL, w/v) from overnight culture grown for 18 - 20 h (late
exponential growth phase) in de Man, Rogosa and Sharpe broth (MRS, HiMedia, India) for L.
acidophilus LA-5 at 37 °C under anaerobic conditions (using the Anaerobic System
Anaerogen, Oxoid) and brain heart infusion (BHI) broth (HiMedia, India) at 37 °C for E. coli
0157:H7. Cells of the probiotic or pathogen strain were harvested through centrifugation
(4,500 x g, 15 min, 4 °C), washed and re-suspended in sterile saline solution to obtain
standard cell suspensions (Souza et al., 2016). Optical density (OD) readings at 660 nm
(ODggp) 0f 0.1 and 0.09 provided viable counts of approximately 8 and 7 log CFU/mL for the

probiotic and pathogen strain, respectively. Each strain was used as single inoculum.

2.2 Determination of the minimum inhibitory concentration (MIC) and fractional inhibitory
concentration Index (FICI)

The MIC of OVEO and ROEO against L. acidophilus LA-5 was determined using a
microdilution in broth method (CLSI, 2012), with minor adaptations. Stock emulsions of
OVEO (80 pL/mL) and ROEO (170 pL/mL) were prepared in MRS broth using Tween 80
(1%, v/v; Sigma—Aldrich, USA) as an emulsifier. Two-fold serial dilutions from the stock-
emulsions were added to the wells of a 96-well microtiter plate. Then, 50 pL of the
suspension of the L. acidophilus LA-5 prepared in MRS broth were dispensed to each well

(final counts of approximately 6 log CFU/mL). Each microplate included positive (MRS
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broth without OVEO or ROEO inoculated with the test strain) and negative (MRS broth not
inoculated with the test strain) controls. The systems were incubated anaerobically
(Anaerogen, Oxoid) at 37 °C for 24 h. Afterwards, a 30-pL aliquot of resazurin (0.01%, w/v)
(Inlab, Brazil) prepared in aqueous solution was added to each well. The color changes
promoted by resazurin were visually assessed after 20 min at 37 °C. Bacterial growth was
indicated by color changes from purple to pink (or colorless). The MIC of OVEO or ROEO
was defined as the lowest concentration capable of inhibiting bacterial growth (Carvalho et
al., 2015).

The fractional inhibitory concentration index (FICI) of OVEO and ROEO against L.
acidophilus LA-5 was determined using the checkerboard method (Zuo et al., 2018). For this,
1 mL of the bacterial inoculum was mixed with 10 mL of the emulsions of OVEO and ROEO
in combination in different concentrations (prepared in MRS broth as described above) to
provide final counts of approximately 6 log CFU/mL. The mixture was vigorously mixed for
30 s using a vortex. OVEO and ROEO were assayed at MIC, 1/2 MIC, 1/4 MIC, 1/8 MIC,
1/16 MIC and 1/32 MIC. The systems were statically incubated anaerobically (Anaerogen,
Oxoid) for 24 h at 37 °C. The FICI was calculated as follows: (MIC of OVEO in combination
with ROEO/MIC of OVEO alone) + (MIC of ROEO in combination with OVEO/MIC of
ROEOQ alone). Synergy was defined as FICI < 0.5; additive as 0.5 < FICI < 1; indifference (no
interaction) was defined as 1< FICI < 4; and antagonism was defined as FICI > 4 (Elion,

Singer and Hitchings, 1954).

2.3 Manufacture and sampling of Minas cheese

The Minas cheese was manufactured using heat-treated (70 °C, 30 min) cow milk and
the probiotic L. acidophilus LA-5 as a starter strain (Vinderola et al., 2000). The milk (20 L)
at 37 °C was inoculated with the probiotic/starter culture (final counts of approximately 8 log
CFU/mL) followed by the addition of calcium chloride (0.5 mL/L) and commercial rennet
(0.8 mL/L; Ha-La®, Christian Hansen). The formed soft curd was cut into 1-2 cm cubes using
a AISI 304 cutter, slowly stirred with a sterile glass (5 min) and homogenized with an
emulsion of OVEO and ROEO (prepared in drained cheese whey) in combined concentrations
that showed synergistic interactions against L. acidophilus LA-5. The amounts of OVEO and
ROEO incorporated in the curd were selected based on the yield of the cheese batch observed
in preliminary experiments. Afterwards, the curd was maintained in perforated containers (10

cm diameter) during 24 h at 7 £ 0.5 °C for whey removal. Cheeses were vacuum packaged in
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sterile polyethylene bags and stored for 21 days at refrigerate storage (7 £ 0.5 °C). The
manufacture of cheese without OVEO and ROEO was performed similarly.

A total of 60 units (200 g) of each cheese were manufactured with and without OVEO
and ROEO (three independent batches were prepared). Sixteen units of each cheese (with or
without OVEO and ROEO) were used for microbiological assays (enumeration of L.
acidophilus LA-5 and E. coli O157:H7) and quantification of terpenes. From this sixteen
units, eight cheese units (with or without OVEO and ROEQ) were inoculated with an E. coli
0157:H7 suspension (final counts of approximately 6 log CFU/g), homogenized using
stomacher, packaged in sterile polyethylene bags and stored for 21 days at refrigerate storage
(7 £ 0.5 °C). Four units of each cheese (with or without OVEO and ROEQ) were used for
enumeration of L. acidophilus LA-5 after simulated gastrointestinal conditions and
physicochemical analyses during storage. Forty units of each cheese (with or without OVEO
and ROEO) were used in sensory analyses with previous monitoring of their microbiological
quality (Figure 1).

2.4 Determination of terpenes in Minas cheese during storage

Terpenes previously described as prevalent in OVEO (i.e., thymol, carvacrol, p-
cymene, o-terpinene, linalool and y-terpinene) and ROEO (i.e., eucalyptol, camphor, a-
pinene, caryophyllene and borneol) were monitored in cheese (inoculated or not with E. coli
0157:H7 with or without EOs) every 3 days during 21 days of refrigerate storage (7 +
0.5 °C), following a previously described procedure (Abilleira et al., 2010).

The initial concentration of each monitored terpene in cheese was defined as that
measured in cheese just after the 24 h-draining time, defined as day zero of storage. For
determination of terpenes, 1 g-cheese sample was placed in a 20 mL amber vial sealed with
polytetrafluoroethylene/silicone septa. Terpenes were extracted with an SPME device
(Supelco) fiber containing 50/30 um Divinylbenzene/Carboxen/Polydimethylsiloxane. After
equilibration of temperature at 40 °C for 10 min, the fiber was exposed to the headspace for
30 min. The stainless steel needle housing the fiber penetrated the septum and after
equilibration at 45 °C for 20 min the fiber was exposed to the headspace above the cheese
sample for 40 min. After extraction, the SPME device was inserted directly into the injection
port of the GC-MS.

Separation of the compounds was performed on a 7890B gas chromatograph coupled
to a mass spectrometer (Agilent Technologies 5977B, Little Falls, DE, USA). The column
used was VF-5 ms (30 m x 0.25 mm x 0.25 um). The furnace was initially heated at 40 °C for
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10 min, increasing to 110 °C at a rate of 5 °C/min, followed by another increase of 10 °C/min,
totaling 37 min running up to 240 °C. The transfer line between the chromatograph and mass
spectrum was equilibrated at 230 °C. The mass spectrometer operated in a mass range of 35 to
350 m/z. Terpenes were identified by comparing their mass spectra with those of authentic
standards and the National Institute of Standards Technology, NIST/EPA/NIH, Mass Spectral
Database version 1.7. The results were expressed as unit area (area units, AU x 10°) (Bezerra
etal., 2016).

2.5 Enumeration of L. acidophilus LA-5 and E. coli O157:H7 in Minas cheese during storage

At the same time intervals of the terpene determination, samples of cheese
contaminated or not with E. coli O157:H7 were mixed with sterile saline solution (1:10 w/v),
homogenized using a stomacher and serially diluted (10%-10®) in the same diluent.
Subsequently, 10 pL- aliquots of each dilution were dispensed using a microdrop technique
(Herigstad et al., 2001) onto MRS Bile (MRSB) agar (Gebara et al., 2015) or Sorbitol
MacConkey agar (HiMedia, Mumbai) for enumeration of L. acidophilus LA-5 and E. coli
O157:H7, respectively, . The plates were incubated for 48 h at 37 °C under anaerobiosis
(Anaerogen, Oxoid) for counting L. acidophilus LA-5 or for 24 h at 37 °C for counting E. coli
0157:H7. Cheeses manufactured without OVEO and ROEO were similarly assayed. At the
end of the incubation period, the visible colonies were enumerated and the results were
expressed as log CFU/g. The detection limit of the test was 2 log CFU/g.

2.6 Enumeration of L. acidophilus LA-5 in Minas cheese under simulated gastrointestinal
conditions during storage

Viable cells of L. acidophilus LA-5 were enumerated in cheeses (not contaminated
with E. coli O157:H7) with and without OVEO and ROEO during exposure to simulated
gastrointestinal conditions on day zero and after 7, 14 and 21 days of storage at 7 £ 0.5 °C.
Cheese samples (25 g) were subjected to a multi-step simulation process performed at 37 °C
using an incubator with mechanical agitation (Thoth 6420) to simulate the peristaltic
movements with rotation speed adjusted to each phase (esophagus-stomach, duodenum and
ileum) (Luciano et al., 2018) (Supplementary Table 1) . The simulation was continuous with
increase of the total working volume at each stage (as occurs during real digestion). The
esophagus-stomach was simulated using 25 mg of pepsin diluted in 1 mL of 0.1 M HCI,
added at a rate of 0.05 mL/mL, pH with gradual decrease using 1 M HCI (pH 5.5/10 min; pH
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4.6/10 min; pH 3.8/10 min; pH 2.8/20 min; pH 2.3/20 min and pH 2.0/20 min) under stirring
(130 rpm). Duodenal conditions were simulated with 2 g pancreatin/L of 0.1 M NaHCOj3 and
12 g bovine bile salts/L of 0.1 M NaHCOg3, pH adjusted to 5.0 with 0.1 M NaHCO; and
exposure time of 30 min under stirring (45 rpm); and ileal conditions were simulated with pH
adjusted to 6.5 using 0.1 M NaHCOs3, exposure time of 60 min under stirring (45 rpm). At
each digestive step, 100 pL aliquots of the mixtures were serially diluted sterile saline
solution (1:10 v/v), plated onto MRSB agar using a microdrop technique (Herigstad et al.,
2001) and incubated for 48 h at 37 °C under anaerobiosis (Anaerogen, Oxoid). All the
enzymes and bovine bile salts were purchased from Sigma Aldrich (St. Louis, USA). At the
end of the incubation period, the visible colonies were enumerated and the results were

expressed as log CFU/g. The detection limit of the test was 2 log CFU/g.

2.7 Yield, physicochemical parameters, organic acid and sugar contents of Minas cheese

The yield of each cheese was expressed as the weight of the cheese obtained from
each liter of milk used for production (g cheese/L of milk). Syneresis, physicochemical
parameters (moisture, fat, protein, and ash content, titratable acidity (TA) and a,,) and organic
acids and sugars contents were evaluated on days zero, 7, 14 and 21 of storage at 7 + 0.5 °C.
These storage time intervals were selected because preliminary experiments in shorter storage
time points did not show any significant differences in measured physicochemical parameters
of manufactured cheeses. The syneresis was calculated as the weight of whey released from
each kg of cheese (g whey/kg cheese) in the package in each time evaluated (Meira et al.,
2015). Moisture (925.09), fat (2000.18), protein (939.02) and ash (930.30) contents (g/100 g),
as well as TA (g/100 g of lactic acid) (920.124), a,, (978.18) and pH values (measured using a
digital potentiometer) were determined following standard procedures (AOAC, 2016).

To determine the organic acids and sugars contents, a 2-g aliquot of manufactured
cheeses was homogenized in 10 mL of ultrapure water for 10 min using a mini-Turrax
apparatus. The mixture was centrifuged (4000 x g, 5 min, 4 °C) and the collected supernatant
was filtered through a 0.45-mm membrane. The extract was analyzed by high-performance
liquid chromatography (HPLC) analysis using a chromatograph (Varian Waters 2690,
California, USA) equipped with a binary solvent system valve Rheodyne (loop of 20 uL). The
analytical conditions for sugars detection were an Agilent Hi-Plex H column (7.7 x 300 mm,
8 um) at 85 °C, refractive index detector (RID) (Varian Prostar 356) and ultrapure water as
mobile phase. Organic acids were detected using the same column (Agilent Hi-Plex H
column; 7.7 x 300 mm, 8 um), a 200 nm UV (Varian Prostar 330) detector and 0.009 M
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H»SO,4 as mobile phase. The flow rate for both, sugars and organic acids was 0.7 mL/min for
a period of 30 min. HPLC sample peaks were identified by comparing their retention times
with those of organic acids and sugars standards (Sigma Aldrich®) (Zeppa et al., 2001). The
precision of the detection presented a coefficient of variation < 0.5 (R? 0.99). The detection
limit (LOD) and quantification limit (LOQ) sugars were 0.007 and 0.02 g/L, respectively. For
organic acids the LOD and LOQ were in a range of 0.001-0.04 and 0.003-0.13 ¢g/L,

respectively.

2.8 Sensory acceptance of Minas cheese during storage

The sensory characteristics of the cheeses with and without OVEO and ROEO were
evaluated on zero, 7, 14 and 21 days of storage at 7°C + 0.5 after approval by a Research
Ethics Committee — Human Subjects (protocol number 2.237.293/2017). Before the sensory
analyses, all cheese samples were assessed for ensuring their microbiological quality
following the Brazilian Legislation standards (Brazilian Legislation, Technical Regulation on
the Microbiological Standards for Food, 2002). The sensory tests were performed using 100
untrained panelists (men and women) with age ranging from 18-40 years. Evaluation of
cheese samples was performed in individual booths with controlled temperature and lighting
(natural daylight, led 5500 K). For the acceptance test, the consumers evaluated color,
appearance, aroma, flavor, texture and overall impression of the samples using a hedonic
scale of nine points (one “disliked it very much” to nine “liked it a lot”) (Meilgaard, Civille
and Carr 2007). Purchase intention was evaluated using a scale of five points (one “certainly

would not purchase” to five “certainly would purchase™).

2.9 Statistical analysis

All analyses were performed in triplicate in three independent experiments. MIC and
FICI results are expressed as modal values because the values were the same in all repetitions.
Statistical analyses of physicochemical and sensory parameters were performed using
Student's t-test to determine significant differences between the determined parameters for
experimental and the control sample during the measured storage time periods, considering p
< 0.05. Changes in these parameters over the storage in the same sample (experimental or
control) were evaluated using ANOVA followed by Tukey’s test, considering p < 0.05.
Pearson's linear correlation coefficients (r) between the amounts of terpenes and counts of E.

coli O157:H7 were calculated in bivariate linear correlations (p < 0.01). Sigma Stat 3.5
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(Jandel Scientific Software, San Jose, California) was used for performing the statistical

analyses.

3. Results and discussion
3.1 MIC and FICI of OVEO and ROEO

The MIC of OVEO and ROEO against L. acidophilus LA-5 was 0.6 and 10.6 pL/mL,
respectively. The different MIC values displayed by these OVEO and ROEO should be
mostly related to the activity of their major constituents. The phenolic terpenoid thymol,
major constituent in the assayed OVEOQO, possesses stronger antimicrobial activity than the
ether terpenoid eucalyptol, the major constituent in the assayed ROEO (Barbosa et al., 2016;
Diniz-Silva et al., 2019).

FICI assays of OVEO and ROEO against L. acidophilus LA-5 showed an additive
interaction for all combined concentrations, with the exception of the combination MIC/8 of
OVEO + MIC/4 of ROEO that displayed a synergistic interaction (Supplementary Table 2).
Based on these results, the synergistic combination of 0.07 pL/mL of OVEO + 2.65 pL/mL of
ROEO was selected for incorporation in Minas cheese, as described in the section 2.3. The
synergistic antibacterial effects of OVEO and ROEO has been described as a sequential
inhibition of common biochemical pathways and protective enzymes, as well as a result of the
combined action of OVEO and ROEO constituents able to cause damage to bacterial
membranes (Santiesteban-Ldopez et al., 2007). Overall, the additive interaction between
OVEO and ROEO may be also due to the action of constituents with similar targets in
bacterial cells (Souza, 2016).

3.2 Terpenes and counts of L. acidophilus LA-5 and E. coli O157:H7 in Minas cheese during
refrigerated storage

A total of 14 terpenes were detected in cheese manufactured with OVEO and ROEO
on day zero (Table 1). All terpenes decreased when the length of storage time increased.
Terpenes detected in the highest amounts in cheese with OVEO and ROEO over the measured
storage period were eucalyptol, camphor, a-pinene, 3-pinene, myrcene, p-cymene, a-ocimene,
isoborneol, a-terpinenol and caryophyllene. Camphene was detected up to 15 days of storage,
while thymol and cis-ocimene were detected only on day zero (Table 1). None of these
terpenes were detected in cheese without OVEO and ROEO. The reduction of terpenes in

cheese during the storage could be probably related to their volatility, solubility or ability to
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react with cheese components (e.g., proteins and fat) (Diniz-Silva et al., 2019). Meanwhile, it
Is important to consider that hydroxyl groups of phenolic terpenoids can join to protein groups
(e.g., NH and CO) trough hydrogen bonds (Moro et al., 2015) and, consequently, become not
detectable by HPLC analysis of cheese samples.

In cheese without OVEO and ROEOQO, the initial counts of L. acidophilus LA-5
increased (p < 0.05) 1.5 and 1.8 log CFU/g after 9 and 18 days of storage, respectively (Fig.
2A). No changes were observed in counts of L. acidophilus LA-5 in cheese without OVEO
and ROEO after 18 days of storage. In cheese with OVEO and ROEOQ, initial counts of L.
acidophilus LA-5 increased (p < 0.05) 1 and 1.8 log CFU/g after 12 and 21 days of storage,
respectively (Fig. 2A). The observed delay in growth of L. acidophilus LA-5 in cheese with
OVEO and ROEO at the beginning of the measured storage period could be probably caused
by the presence of higher amounts of EOs terpenes in cheese. Even at subinhibitory
concentrations, terpenoids that typically exert low antimicrobial activity when acting alone,
such as eucalyptol and camphor, can show enhanced antimicrobial activity when acting in
combination with other EOs constituents (Bassolé and Juliani, 2012, Pei et al., 2009). In our
previous study, the growth of Lactococcus ssp. in fresh cheese with OVEO and ROEO was
delayed during the earlier 9 days of refrigerated storage (Diniz-Silva et al., 2019).

In cheese without OVEO and ROEO and contaminated with E. coli O157:H7, the
initial counts of L. acidophilus LA-5 increased 0.8 log CFU/qg after 6 days of storage. Over the
measured storage period (21 days), an increase of 1.2 log CFU/g in initial counts of L.
acidophilus LA-5 was observed in cheese without OVEO and ROEO and contaminated with
E. coli O157:H7 (Fig. 2B). In cheese with OVEO and ROEO and contaminated with E. coli
0157:H7, L. acidophilus LA-5 counts increased 1 log CFU/g only after 18 days of storage
and no changes in counts were observed from this storage time onward (Fig. 2B).
Interestingly, regardless of the incorporation of OVEO and ROEO, the counts of L.
acidophilus LA-5 were approximately 1 log CFU/g lower (p < 0.05) in cheese contaminated
with E. coli O157:H7 (Fig. 2B) than in uncontaminated cheese (Fig. 2A) over the storage.
These results may be related to changes in the metabolism of L. acidophilus LA-5 as a
consequence of the competition with E. coli O157:H7 in the same substrate, which could
activate the production of substances with inhibitory effects on this pathogen, such as organic
acids, diacetyl, hydrogen peroxide and bacteriocins (loanna et al., 2018). These changes
would help to explain the inhibition of E. coli O157:H7 even when terpenes with strong
antimicrobial activities were not detected in cheese with OVEO and ROEQ. Further studies

focusing on the detection of end-products from L. acidophilus LA-5 metabolism in cheese
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contaminated with E. coli O157:H7 with and without EOs should help to clarify the
occurrence of possible synergism between terpenes and other antimicrobial substances
produced in these matrices. Overall, the counts of L. acidophilus LA-5 were higher or close to
8 log CFU/g in Minas cheese during the measured storage period regardless the addition of
OVEO and ROEO, which is considered an optimal count of viable probiotics in food during
the time of consumption (Mousavi et al., 2019).

The counts of E. coli 0157:H7 increased (p < 0.05) 1 and 1.8 log CFU/qg after 3 and 9
days of storage in cheese without OVEO and ROEO, respectively. No changes in the counts
of E. coli O157:H7 were observed after this storage time interval onward (Fig. 2B). Initial
counts of E. coli O157:H7 decreased (p < 0.05) 1.0 log CFU/g in cheese with OVEO and
ROEOQ after 3 days of storage and did not change up to 9 days of storage. After 15 and 21
days of storage, initial counts of E. coli O157:H7 decreased 2.3 and 2.9 log CFU/g in cheese
with OVEO and ROEO, respectively (Fig. 2B). Gram-negative bacteria are commonly
considered less susceptible to EOs than Gram-positive bacteria (Sakkas and Papadopoulou,
2017) because the complexity of their outer membrane, which provides an hydrophilic surface
able to act as a barrier to the partition of EOs constituents (Burt, 2004; Smith-Palmer, Stewart,
and Fyfe, 1998). In the present study the opposite was observed since E. coli O157:H7
displayed higher susceptibility to OVEO and ROEO compared to L. acidophilus LA-5.
However, the stronger inhibitory effects of OVEO and ROEO against E. coli O157:H7 when
compared to L. acidophilus LA-5 in cheese may be influenced by the intrinsic characteristics
of these bacteria. These results are interesting because demonstrate the potential use of OVEO
and ROEO in combination for inhibition of pathogens in the same food matrix where the
survival of probiotic lactic bacteria is desired.

According to the Pearson’s correlation analysis, the amounts of eucalyptol (r=0.90),
camphor (r=0.89), a-pinene (r=0.0.89), B-pinene (r=0.90), myrcene (r=0.95), p-cymene
(r=0.87), a-ocimene (r=0.82), isoborneol (r=0.86), a-terpinenol (r=0.82) and caryophyllene
(r=0.90) detected in cheese with ROEO and OVEO up to 21 days of storage, as well as the
amounts of camphene (r=0.95) detected up to 15 days of storage presented a strong positive
correlation with the decreases in counts of E. coli O157:H7 (Table 2).

Interestingly, camphene and myrcene, which are monoterpenes with weak
antimicrobial activities (Hyldgaard et al., 2012), showed the strongest correlation with the
counts of E. coli O157:H7. Otherwise, components well-known by their strong antimicrobial
activity (e.g., thymol) detected only at day zero of storage were not correlated with the counts
of this pathogen. These findings show that the antimicrobial activity of OVEO and ROEO
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against E. coli O157:H7 in cheese during storage was not achieved by the action of only the
major constituents present in these EOs.

3.3 Enumeration of L. acidophilus LA-5 in Minas cheese under simulated gastrointestinal
conditions during storage

Despite the variation on initial counts of L. acidophilus LA-5, related to increases or
decreases in cheese during storage, no changes in counts of L. acidophilus LA-5 were
observed up to exposure to the 3™ digestive step in cheese with or without OVEO and ROEO.
Otherwise, the exposure to the 4™ digestive step decreased (p < 0.05) the counts of L.
acidophilus LA-5 in approximately 1 log CFU/g in cheese with or without OVEO and ROEO
regardless the storage time (Fig 3A-D). No changes were observed in counts of L. acidophilus
LA-5 in cheese with or without OVEO and ROEO after this step (Fig 3A-D).

At day zero, L. acidophilus LA-5 counts in cheese with or without OVEO and ROEO
were similar up to the end of the in vitro digestion (Fig 3A). After 7 days of storage, the
counts of L. acidophilus LA-5 were 1.2 log CFU/g higher in cheese without EOs when
compared to cheese with EOs (Fig 3B). After 14 and 21 days of storage, the counts of L.
acidophilus LA-5 in cheeses with and without OVEO and ROEO were similar (Fig 3C-D).

At the end of the in vitro digestion (after the 8" digestive step; pH 6.5, 60 min),
counts of L. acidophilus LA-5 in cheese with OVEO and ROEO were 7.5 log CFU/g at day
zero, 6.8 log CFU/g after 7 days of storage, 8 log CFU/g after 14 days and 8.8 log CFU/qg after
21 days of storage (Fig 3A-D). In cheese without OVEO and ROEO, the counts of L.
acidophilus LA-5 were 7.4 log CFU/g at day zero, 8.3 log CFU/g after 7 days of storage, and
8.7 and 8.8 log CFU/qg after 14 and 21 days of storage, respectively (Fig 3A-D).

The similar behavior of L. acidophilus LA-5 in cheese with and without OVEO and
ROEO during exposure to simulated gastrointestinal conditions is an important finding. The
injuries caused by exposure to OVEO and/or ROEO terpenes in Minas cheese could have
decreased the tolerance of this probiotic strain to low pH or bile salts and compromised its
survival during the gastrointestinal digestion. Studies have reported that the exposure to
subinhibitory concentrations of OVEO and ROEO can increase the susceptibility of bacteria
to low pH (Luz et al., 2014; Melo et al., 2017). One of the most important characteristics for
probiotics when incorporated into foods is the maintenance of their capability of tolerating
digestive conditions and reaches the gut in counts enough to confer beneficial effects on the
host (Meira et al., 2015). Probably, the availability of nutrients and higher a,, in the Minas
cheese helped the probiotic cells to repair the damage caused by the gastrointestinal
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conditions (Souza et al., 2016). Overall, despite the delay caused in the growth of L.
acidophilus LA-5, the counts of this probiotic in cheese with OVEO and ROEO at the end of
the in vitro digestion are within the minimum count range (6 to 7 log CFU/g) accepted in

probiotic foods to provide therapeutic effect in the host (Madureira et al., 2011).

3.4 Physicochemical parameters, organic acid and sugar contents in Minas cheese

The yield (approximately 200g/L) and a,, values of the cheese with or without OVEO
and ROEO were similar. No differences in these parameters were expected because the same
procedures were used to obtain the curd. However, it is interesting to highlight these results
because the incorporation of OVEO and ROEO in the curd could have interfered in the matrix
by changing the structural organization and, consequently, the cheese yield. The syneresis
increased (p < 0.05) and pH and moisture decreased (p < 0.05) regardless the incorporation of
OVEO and ROEO.

No differences between cheese with and without OVEO and ROEO were observed for
protein and ash content during storage (Table 3). In all cheeses, the protein content increased
(p < 0.05) during storage probably because the release of the whey and concentration of
casein in the micelles aggregates (Hassanien, Mahgoub, and El-Zahar, 2014).

Lipid contents were slightly higher (p < 0.05) in cheese with OVEO and ROEO up to
7 days of storage. TA was higher (p < 0.05) in cheese without EOs than in cheese with EOs
up to 14 days of storage, while pH was slightly higher (p < 0.05) in cheese with EOs up to 14
days of storage (Table 3). The acidity could increase as a result of the gradual increase of the
degradation products in the resulting cheese (Hassanien et al., 2014), but most probably due to
the continuous degradation of sugars to organic acids by lactic acid bacteria (Buriti et al.,
2005). The effects of OVEO and ROEO on metabolism of L. acidophilus LA-5 may explain
the higher pH and lower TA in cheese with EOs than in cheese without EOs up to 14 days of
storage. In cheese with or without OVEO and ROEO, lactose and lactic acid was the sugar
and organic acid detected in the highest amounts during storage, respectively. Contents of
lactose were higher (p < 0.05) in cheese with EOs, while glucose and galactose contents were
significantly higher (p < 0.05) in cheese without EOs up to 14 days of storage (Table 3).
Lactic and acetic acid contents were higher (p < 0.05) in cheese without EOs up to 7 days of
storage (Table 3). The metabolic activity of L. acidophilus LA-5 in cheeses can be monitored
by estimating the amounts of end-products, including lactic and acetic acids (Ong,

Henriksson, and Shah, 2007). These results show that the subinhibitory concentrations of
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OVEO and ROEO incorporated in Minas cheese caused a delay on the fermentative
metabolism of L. acidophilus LA-5, resulting in a lower degradation of lactose and,
consequently, lower production of lactic and acetic acids in cheese at the beginning of the
storage.

Citric acid contents were higher (p < 0.05) in cheese without OVEO and ROEO on
day zero, while contents of succinic acid were higher (p < 0.05) in cheese with EOs up to 14
days of storage (Table 3). These organic acids can be metabolized by Lactobacillus species,
forming a variety of aromatic compounds (Cuffia et al., 2017). Probably, the distinct amounts
of these organic acids observed in Minas cheese with and without OVEO and ROEO are
related to the inhibitory effects of these substances on the metabolism of L. acidophilus LA-5.

3.5 Sensory aspects of Minas cheese during storage

Minas cheese with and without OVEO and ROEO received similar scores (p > 0.05)
for color, appearance and texture at the different measured storage time intervals
(Supplementary Table 3). For all attributes, the scores attributed to cheese without EOs were
between “liked very much” and “liked moderately” at days zero, 7, 14 and 21 of storage
(Supplementary Table 3). After 7 days of storage, the scores attributed for aroma, flavor and
overall impression of cheese with OVEO and ROEO (“liked it slightly”) increased (p < 0.05)
in comparison to day zero (“not liked/disliked or” and “disliked slightly”), reaching similar
values (“liked moderately”) to the cheese without EOs after 14 days of storage
(Supplementary Table 3). A previous study reported gradual increase of the scores attributed
for sensory characteristics of soft cheese with black cumin EO when the length of the storage
time increased (Hassanien et al., 2014) as well as for sensory characteristics of Iranian white-
brined cheese with Zataria multiflora EO, a thyme-like plant (Mehdizadeh et al., 2018).
Probably, these results are directly related to the gradual reduction of the OVEO and ROEO
terpenes in the cheese during storage.

Regarding the purchase intention, in all measured storage intervals, cheese without
OVEO and ROEO received scores corresponding to "probably purchase” and cheese with
OVEO and ROEO received scores corresponding to "maybe purchase, maybe not purchase"
on day zero, with increase after 14 days of storage corresponding to "probably purchase”
(Supplementary Table 3). Similarly to acceptance tests, it seems that the reduction of terpenes
in Minas cheese and, consequently, a softer flavor and aroma characteristic of OVEO and

ROEO during the storage rendered the cheese in a more attractive product.
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Conclusions

The incorporation of OVEO and ROEO in synergistic amounts in Minas cheese
caused a delay in the growth of L. acidophilus LA-5, but did not decrease the counts of this
probiotic during refrigerated storage or its ability to survive the gastrointestinal conditions in
the cheese matrix over time. In addition, at the tested concentrations, OVEO and ROEO did
not change appreciably the physicochemical characteristics of the cheese, with the exception
of a decrease in organic acids contents probably as a consequence of the delayed growth of L.
acidophilus LA-5. At the tested synergistic concentrations, OVEO and ROEO terpenes
incorporated in cheese decreased the counts of E. coli O157:H7 up to 21 days of refrigerated
storage and controlled the growth of this pathogen during 21 days of storage. The
incorporation of OVEO and ROEO at synergistic concentrations in Minas cheese should be a
promising strategy for its preservation; however, the amounts of these EOs should be
carefully selected considering their possible impacts on the acceptance and purchase intention
of this product.
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Table 1. Terpenes of Origanum vulgare L. (0.07 pL/mL) and Rosmarinus officinalis L. (2.65
puL/mL) detected in Minas cheese with L. acidophilus LA-5 during 21 days of refrigerated

storage.
A B Days of storage
Terpene IR 0 3 6 9 12 15 18 21
o-pinene 929 111° 364 355° 31.2° 226° 16.7° 135° 12.9°
-pinene 979 65.12  26.1° 24.9° 194 152° 129° 974“ 9.66™

B-p

myrcene 991 232 121°  12° 877 749" 626" 0.02° 0.01°
p-Cymene 1022 25.6° 245* 21.8° 171* 145" 143" 10° 8.3
Eucalyptol 1090 1032* 826°  538°  533°  494° 469"  421° 347"
Camphor 1147 329*  257°  187° 148" 146"  128°  125° 106
a-0cimene 1047 225%  21° 20° 11.9° 865" 7.94° 7.76° 517°
Isoborneol 1157 156 13.7® 878" 7.35° 649° 6.04° 539 4.67°
o-terpinenol 1189 18.5° 18.2° 154" 834° 829° 6.01° 576" 3.79°

Caryophyllene 1419 64.2° 56.8° 50.7° 37.7° 346° 154 83° 7.24°
Camphene 952 242° 105" 8.76™ 7.28° 6.34° 382 T T
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Thymol 1298 681 T T T n T T -
cis-ocimene 1038 8.94 T T T T T T T
Carvacrol 1301 T° Nd®  Nd Nd Nd Nd Nd Nd

ATerpenes identified in each essential oil are expressed as the area units (AU x 10°); BRetention index; 'probability by
ANOVA of a difference among means, based on Tukey test; PTraces; ENot detected.
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Table 2. Correlation matrix of terpenes detected in Minas cheese with Origanum vulgare L. and Rosmarinus officinalis L. essential oils over the

21 days of refrigerated storage with the counts of E. coli 0157:H7 in log scale.

Lo
Variables* cour?ts a-pinene B-pinene  myrcene  p-cymene Eucalyptol Camphor a-ocimene Isoborneol o-terpinenol Caryophyllene Camphene
Log counts 1
a-pinene 0.89* 1
B-pinene 0.90* 1* 1
myrcene 0.95* 0.92* 0.94* 1
p-Cymene 0.87* 0.75* 0.79* 0.92* 1
Eucalyptol 0.89* 0.90* 0.92* 0.92* 0.89* 1
Camphor 0.89* 0.91* 0.93* 0.93* 0.90* 0.99* 1
a-ocimene 0.82* 0.75* 0.79* 0.89* 0.97* 0.86* 0.91* 1
Isoborneol 0.86* 0.85* 0.88* 0.90* 0.92* 0.99* 0.99* 0.92* 1
a-terpinenol 0.82* 0.74* 0.79* 0.88* 0.97* 0.89* 0.93* 0.99* 0.94* 1
Caryophyllene 0.90* 0.76* 0.79* 0.92* 0.97* 0.86* 0.89* 0.95* 0.90* 0.95* 1
Camphene 0.95* 0.99* 1* 0.99* 0.79* 0.93* 0.94* 0.75* 0.88* 0.75* 0.80*

*Significant at p <0.01.
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Table 3. Values (n=3, mean values + standard deviation) of technological and physiochemical

parameters of Minas cheese with or without Origanum vulgare L. (OVEO; 0.07 uL/g) and

Rosmarinus officinalis L. (ROEQ; 2.65 uL/g) during 21 days of refrigerated storage.

Days  of
Parameters storage CT* CO**
aw 0 0.99 0.99
Yield (g/L) 0 53.6 (+0.30)" 53.7 (0.20)"
Syneresis (g/Kg) 0 7.99 (+0.30) ¢ 8.10 (+0.90)™
7 15.42 (+0.17) "¢ 15.10 (+0.62)"°
14 23.91 (+0.78) " 24.11(+0.11)"°
21 26.02 (+0.90) " 25.93 (+0.41)"
Moisture (g/100g) 0 66.56 (+0.33) @ 66.69 (+0.92)"
7 65.05 (+0.48)"° 65.17 (x1.04)"*°
14 64.72 (+0.39)"" 64.99 (+0.46)""
21 62.04 (+0.09)" 62.36 (+0.23)"°
Ash (g/100 g) 0 2.47 (£0.39)"" 2.41 (0.21)"°
7 2.61 (+0.28)"° 2.65 (£0.19)""
14 2.69 (£0.05)"" 2.71 (+0.48)™"
21 2.79 (+0.80)™ 2.80 (£0.36)"
Total proteins 13.12 (x0.13)" 13.31 (x0.24)"
(9/100 g)
7 13.86 (£0.08)"° 13.65 (£0.11)"°
14 13.94 (+0.05)"" 13.85 (+0.13)""
21 14.05 (£0.02)" 14.31 (x0.14)"
Lipids (g/100 g) 0 19.44 (£0.44)"° 20.27 (+0.31)""
7 20.02 (+0.03)"° 20.86 (+0.02)"*
14 21.31 (+0.05)"? 20.94 (+0.03)"
21 21.02 (+0.02)" 20.98 (+0.03)"
pH 0 6.69 (+0.03) ®® 6.84 (+0.10)"
7 6.40 (+0.04)%° 6.76 (+0.05)"
14 6.16 (+0.02)"° 6.49 (+0.05)""
21 6.05 (+0.03)™ 6.05 (+ 0.06)"°
Titratable  acidity 0.44 (+0.02)"° 0.37 (+0.02)"°
(9/100 g)
7 0.49 (+0.02)*° 0.45 (+0.02)"°
14 0.57 (x0.01)™ 0.48 (£0.03)%°
21 0.65 (+0.01)" 0.63 (+0.01)"
Sugar (g/100 g)
Lactose 0 2.85 (+0.02)" 3.42 (+0.01)"
7 2.76 (£0.06)%° 2.89 (+0.01)™
14 2.68 (+0.07)"° 2.73 (+0.03)"°
21 2.37 (£0.14)™ 2.27 (0.28)™
Galactose 0 0.06 (+0.01)™ 0.01 (+0.01)"°
7 0.17 (£0.02)"° 0.02 (£0.01)"°
14 0.25 (+0.01)*° 0.18 (+0.01)"°
21 0.47 (x0.01)™ 0.43 (£0.02)™
Glucose 0 0.05 (0.01)™ 0.01 (£0.01)"°



7 0.82 (+0.08)" 0.03 (+0.01)"°
14 1.90 (+0.19)"" 0.18 (+0.02)"°
21 2.61 (+0.26)™ 2.52 (+0.25)"
Organic acids (g/100 g)
Latic acid 0 0.54 (+0.01)™ 0.51 (+0.01)"°
7 0.76 (+0.03)"° 0.58 (+0.08)"°
14 0.85 (+0.02)"° 0.78 (+0.02)""
21 0.94 (+0.04)™ 0.93 (+0.01)™
Acetic acid 0 0.11 (+0.03)"° 0.10 (+0.01)"
7 0.12 (+0.01)*° 0.10 (+0.01)"°
14 0.14 (+0.05)*° 0.13 (+0.03)*°
21 0.15 (+0.02)™ 0.15 (+0.02)™
Citric acid 0 0.19 (+0.02)" 0.11 (+0.01)"
7 0.05 (+0.01)*° 0.09 (+0.01)"
14 0.02 (+0.01)" 0.02 (+0.00)*°
21 0.01 (x0.00)™ 0.01 (£0.00)"°
Succinic acid 0 0.45 (+0.01)"° 0.49 (+0.01)™
7 0.52 (£0.01)%° 0.83 (£0.01)""
14 0.54 (+0.01)%° 0.93 (+0.01)"
21 0.61 (+0.00)™ 0.66 (£0.02)"°

98

*CT: fresh cheese without addition of OVEO and ROEQ; **CO: fresh cheese with combined addition of OVEO and ROEO
A — B: for each tested parameter, different superscript capital letters in the same row denote differences (p< 0.05) between

different treatments, based on Students’ t-test.

a — d: for each tested parameter, different superscript lowercase letters in the same column denote differences (p < 0.05)

within the

during

based on

test.
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[ Cow milk (20 L) ]—> Heat-treatment Inoculation of L. acidophilus LA-5 (final | ——»| oyt of curd into cubes (2
(70 °C, 30 min) counts 8 log CFU/mL), addition of mm) and whey drainage
and cool to 37 °C commercial rennet (0.8 mL/L) and calcium

chloride (0.5 mL/L), followed by
coagulation (40 min, room temperature)
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\ 4
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|
v v
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|
-Enumeration of E. - Enumeration of :
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L. acidophilus LA-5 acidophilus LA-5 during - Microbiological quality
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Quantification of terpenes -Physicochemical analyses
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Figure 1. Flowchart of the processes for the production of Minas cheese with or without Origanum vulgare L. (OVEO; 0.07 uL/g) and
Rosmarinus officinalis L. (ROEO; 2.65 uL/g).



100

Log CFU/g
wn
1
Log CFU/g

0 ) ) I ) I L) 1 (] L] 1 | L) L] | 1

0 3 6 9 12 15 18 21 0 3 6 9 12 15 18 21
Time (days) Time of storage (days)

Figure 2. (A) Viable counts of L. acidophilus L/ B n Minas cheese stored at 7 + 0.5 °C as function of OVEO and ROEO combined
concentrations: (e) control: 0 ul/g; (m): 0.07 uL/g + 2.65 ul/g (OVEO and ROEO, respectively). (B) Viable cell counts of L. acidophilus LA-
5 and E. coli O157:H7 in cheese stored at 7 £ 0.5 °C as function of OVEO-ROEO combined: L. acidophilus LA-5 (e): 0 uL/g; (m): 0.07 uL/g
+ 2.65 ul/g (OVEO and ROEO, respectively); E. coli O157:H7 (A): 0 uL/g; (¥): 0.07 uL/g + 2.65 uL/g (OVEO and ROEO, respectively).

The error bars in the figures indicate the standard deviations of the average of three independent experiments.
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Figure 3. Survival (log CFU/qg) of L. acidophilus LA-5 in Minas cheese with (A) or without OVEO (0.07 uL/g) and ROEO
(2.65 uL/g) (m) during exposure to simulated gastrointestinal conditions after day zero(A), 7 (B), 14 (C) and 21 (D) of

refrigerate storage. The error bars represent the standard derivations.
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Supplementary Table 1. The conditions used during each step of the simulated gastrointestinal.

- Stirring Time of
Steps Compartment Conditions pH* exposure
(rpm) (min)
Before exposure - - - - -
1 Pepsin 5.5 130 10
2 4.6 130 10
3 Esophagus - 3.8 130 10
4 Stomach 2.8 130 20
5 2.3 130 20
6 2.0 130 20
7 Duodenum Pancreatin/bovine bile salts 5.0 45 30
8 Ileum 6.5 45 60

*The pH of each step was adjusted to the target value using 1 M HCI solution (Step 1 to 6) 0.1 M NaHCO3 solution (Steps 7 and 8)
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Supplementary Table 2. Results of the checkerboard assay for combined concentration of
Origanun vulgare L. (OVEO) and Rosmarinus officinalis L. essential oil (ROEO) against L.
acidophilus LA-5.

OVEO/ROEO OVEO ROEO FICI* Interaction
ug/mL ug/mL

-IMIC 0 10.6 - -

MIC/2 + MIC/2 0.3 5.3 1 -

MIC/4 + MIC/2 0.15 5.3 0.8 Additive

MIC/8 + MIC/4 0.07 2.65 0.4 Synergism

MIC/- 0.6 0 - -

*FICI: Fractional Inhibitory Concentration Index;
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Supplementary Table 3. Parameters of sensory acceptability and purchase intention
(n:100, mean values, + standard deviation) of Minas cheese with or without OVEO (0.07
ulL/g) and ROEO (2.65 uL/g) on day zero, 7, 14 and 21 of refrigerated storage.

Attributes Days of Cheeses
storage CT* CO**
Color 1 8 (+0.18) 8 (+0.33)
7 8 (+0.15) 8 (+0.33)
14 8 (£0.12) 8 (+0.61)
21 8 (£0.04) 8 (+0.11)
Appearance 1 8 (+0.23)° 7 (£0.11)%
7 8 (+0.18) 7 (x0.04)
14 8 (+0.12)% 7 (0.22)
21 8 (£0.09) 8 (£0.76)°
Aroma 1 8 (+0.25)° 5 (+0.58)"
7 7 (x0.47)° 6.5 (+0.98)
14 7 (x0.41)° 7 (20.71)
21 7 (+0.23)° 7 (+0.66)°
Flavor 1 7 (+0.30)° 4 (£0.17)°
7 7 (+0.33)? 6 (+0.16)"
14 7 (£0.42) 7 (£0.19)?
21 7 (£0.19)% 7 (£0.60)°
Texture 1 8 (+0.58)° 7 (+0.46)°
7 7 (x0.52) 7 (x0.46)
14 7 (x0.61)° 7 (20.72)°
21 7.5 (£0.43) 7 (£0.22)
Overall impression 1 8 (+0.28) 5 (+0.46)"
7 8 (£0.20) 6.5 (+0.61)°
14 8 (+0.23)? 7 (+0.69)?
21 8 (+0.15)% 7 (0.63)?
Purchase intetion 1 4 (+0.80) 3 (+0.33)°
7 4 (+0.69) 3 (+0.28)°
14 4 (+0.65)° 4 (+0.39)
21 4 (+0.61)° 4 (+0.45)?

*CT: fresh cheese without OVEO and ROEO combined; **CO: fresh cheese with OVEO and ROEO combined
a — b: different superscript lowercase letters in the same column denote differences (p < 0.05) by Tukey test.
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APENDICE C - Questionario de recrutamento e selecio do painel treinado.

Prezado participante, convido vocé a responder este questionario cujo objetivo de sua aplicacdo é
recrutar pessoas que possua interesse e disponibilidade de tempo em participar de sensacdes de analise sensorial
de queijo adicionado de 6leo essencial.

Nome: Telefones:

E-mail:

Perguntas:

1. Faixa etéaria:
( )21-30 ( )31-40 ( )41-50 ( )51-60 ( )acimade®6l

2. Género:
() Feminino () Masculino

3. Grau de escolaridade:
() Ensino Fundamental () Ensino Médio

() Ensino Superior () Pds-Graduagao

4. Vocé é fumante?
( )Sim ( )Nao
5. Apresenta alguma alergia ou intolerncia relacionada a alimentos? Se sim, qual?
( )Nao ( )Sim.

6. Vocé consome queijo? Se sim, qual tipo de queijo?
( )N& () Sim. Tipo de queijo consumido:

7. Com que frequéncia vocé consome?
() todos os dias ( )2a3vezesporsemana ( )1vezporsemana ( )N&o consumo

() 1a2vezes por més ( ) menos de 1vez pormés ( )Ocasionalmente

8. De que forma vocé consome queijo?
(' ) Natural sem acompanhamento () Em conjunto com outros alimentos

() Adicionado em algumas preparagdes

9. Qual atributo vocé mais aprecia em queijo?
( )Sabor ( )Aroma ( )Textura ( ) Acidez

10. Voceé ja consumiu queijo fresco?
( )Sim ( )Né&o

11. Vocé toma alguma medicacdo que afete seus sentidos, especialmente o paladar e o olfato? Se
positivo, qual sentido?

12. Cite um alimento que vocé considera:
Acido

Pouco acido

Desde ja agradeco sua participacao!
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APENDICE D - Fichas de Teste Threshold de Reconhecimento.

RECONHECIMENTO DE AROMA
Nome: Data [/ [/

Os frascos cobertos contém substancias aromaticas. Aproxime o frasco de seu nariz tire a
tampa cheire 3 vezes brevemente e tente identificar o aroma. Se ndo Ihe vier a memoria o
nome exato da substancia tente descobrir alguma coisa com a qual vocé associe esse
aroma.

Cddigo Aroma de:

NI sicinl Lol XAl

FICHA DE RECONHECIMENTO DE SABORES BASICOS E INTENSIDADE

Nome: Data:
/ /

Vocé esta recebendo uma série de amostras apresentando 0s sabores bésicos: doce,
salgado, amargo, acido e umami. Prove cada solucdo na ordem em que estdo apresentadas.
Descreva o0 gosto percebido, registrando a intensidade do sabor no quadro abaixo. Enxague
a boca ap6s cada avaliacdo e aguarde alguns segundos para provar a proxima solucao.

Cadig Gost Frac Médi Fort
0 0 0 0 e

g Y PNIN-SUN DRGSR Ry ) R - |
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APENDICE E — Termos de consentimento livre e esclarecido.

Vocé estd sendo convidado(a) a participar, como voluntério(a), do estudo intitulado
EFEITOS DA ADICAO DO OLEO ESSENCIAL DE Origanum vulgare L. E DE
Rosmarinus officinalis L. SOBRE ASPECTOS DE QUALIDADE DE QUEIJO DE BAIXA
MATURACAO, conduzida por Helena Taina Diniz Silva. Este estudo tem por objetivo investigar
os efeitos da adicdo de Gleos essenciais de Origanum vulgare L. e Rosmarinus officinalis L.
sobre atributos sensoriais e outros aspectos de qualidade de queijo de baixa maturacao.

Vocé foi selecionado(a) por apresentar idade de consumo do produto foco desta pesquisa. Sua
participacdo ndo é obrigatoria. A qualquer momento, vocé poderd desistir de participar e retirar seu
consentimento. Sua recusa, desisténcia ou retirada de consentimento ndo acarretara prejuizo.

Esta pesquisa pode representar riscos aos portadores de intolerancia a lactose ou alergia a
proteina do leite. A participagdo nesta pesquisa ndo é remunerada nem implicard em gastos para 0s
participantes.

Sua participacdo nesta pesquisa consistira na composic¢do de um painel treinado para avaliagdo
dos atributos sensoriais de queijo de baixa maturacdo adicionado de 6leos essenciais, realizada no
Laboratorio de Bromatologia do Departamento de Nutrigdo, situado no Centro de Ciéncias da Saude
da Universidade Federal da Paraiba. Os dados obtidos por meio desta pesquisa serdo confidenciais e
ndo serdo divulgados em nivel individual, visando assegurar o sigilo de sua participacao.

O pesquisador responsavel se compromete a tornar publicos nos meios académicos e
cientificos os resultados obtidos de forma consolidada sem qualquer identificacdo de individuos
participantes.

Caso vocé concorde em participar desta pesquisa, assine ao final deste documento, que possui
duas vias, sendo uma delas sua, e a outra, do pesquisador responsavel/coordenador da pesquisa.
Seguem os telefones e o endereco institucional do pesquisador responsavel e do Comité de Etica em
Pesquisa — CEP, onde vocé podera tirar suas duvidas sobre o projeto e sua participacdo nele, agora ou
a qualquer momento.

Contatos do pesquisador responsavel: Helena Taina Diniz Silva, discente do Doutorado em
Ciéncias da Nutricio(PPGCN/UFPB), R. Tab. José Ramalho Leite, n° 1233, Cabo Branco,
helena_gba@hotmail.com, (83) 98818-5951.

Caso vocé tenha dificuldade em entrar em contato com o pesquisador responsavel, comunique
o fato & Comisséo de Etica em Pesquisa da UFPB: Centro de Ciéncias da Satde - 1° andar/ Campus |
/ Cidade Universitaria CEP: 58.051-900 - Jodo Pessoa-PB Tel. (83) 3216 7791 email:
eticaccsufpb@hotmail.com

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participacéo na pesquisa, e que
concordo em participar.

Jodo Pessoa, de de

Assinatura do(a) pesquisador(a):

Assinatura do(a) participante:

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador



APENDICE F - Ficha de Andlise Descritiva Quantitativa ndo estruturada
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Nome:

Er—

Cor branca
|

fraca

Aparéncia Umida
|

I
fraca

AROMA

Caracteristico de queijo
|

I
fraca

Gleo essencial
|

nenhum

Refrescante
|

nenhum

TEXTURA

Maciez
|

fraca

forte

Data: / /I

Instrugdes: Vocé esta recebendo uma amostra de queijo fresco bovino, marque nas escalas abaixo o que vocé achou da intensidade dos seguintes atributos:

Coesividade
| |
[ |
fraca forte
Mastigbilidade
| |
| 1
fraca forte
SABOR
Queijo fresco
| ]
| |
fraca forte
Acidez
| ]
| |
nenhum forte
Gosto salgado
|
| |
fraca forte
Oleo essencial
|
I |
nenhum forte

Obrigada pela sua participagdo!
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APENDICE G — Fichas de Teste Afetivo: Aceitagio e intencéo de compra.

TESTE DE ACEITABILIDADE E INTENCAO DE COMPRA

Nome: Data: /|

ACEITABILIDADE

Instrucdes: Vocé esta recebendo uma amostra de queijo probiotico com adigéo
de dleos essenciais de orégano e alecrim. Por favor, avalie a amostra utilizando a escala
abaixo para descrever o quanto vocé gostou ou desgostou de cada atributo do produto.
Anote o codigo da amostra e a pontuacio da escala que melhor reflita seu julgamento.

1- Desgostei muitissimo CODIGO
s R ATRIBUTO
2- Desgostel muito
3- Desgostei moderadamente Cor
4- Desgostei ligeiramente Aparencia
. Aroma
5- Indiferente
 liei Sabor
6- Gostef igeiramente Textura
7- Gostei moderadamente Impressio
8- Gostei muito Global

9- Gostei muitissimo

INTENCAO DE COMPRA|

Instrucdes: Apos ter avaliado o queijo probiotico com adicdo de oleos
essenciais de orégano e alecrim, indique na escala abaixo o grau de certeza no qual vocé
estaria disposto a comprar este produto, se o encontrasse a venda:

1- Certamente nao compraria
2- Provavelmente nao compraria ANOSTRAS
3- Talvez comprasse, talvez ndo comprasse
4- Provavelmente compraria

5- Certamente compraria

Justifique sua avaliacéo e intencdo de compra dizendo:

O que mais gostou no queijo probidtico com adi¢éo de dleos essenciais;

E o que menos gostou:
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ANEXO A - Parecer consubstanciado do Conselho de Etica em Pesquisa

UFPB - CENTRO DE CIENCIAS
DA SAUDE DA UNIVERSIDADE QW
FEDERAL DA PARAIBA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESGUISA

Titulo da Pesquisa: EFEITOS DA ADI(;;E.D DO OLEQ ESSENCIAL DE Ciriganum vulgare L. E DE
Rosmarinus officinalis L. SOBRE ASPECTOS DE QUALIDADE DE QUEIID DE BAIXA
MATURACAD

Pesquisador: HELEMA TAINA DIMIE SILVA

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 87370817.1.0000.51&8

Instituigio Proponente: Universidade Federal da Paraiba

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Mumero do Parecer: 2.237.937

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de um projete de pesquisa intitulado * EFEITOS DAADH;ELG DO OLEQ ESSENCIAL DE Origanum
vulgare L. E DE Rosmarinus officinalis L. S0BRE ASPECTOS DE QUALIDADE DE QUEIID DE BAlXA
MATUF!‘.AI;.E.D' da pesguisadora HELEMNA TAIMA DIMIE SILVA.

Objetive da Pesquisa:

Oibjetivo Principal:

Avaliar os efeitos da adigdo de oleos essenciais de Oriagnum vulagare L. e de Rosmarinus

officinalis L. isolados ou em combinagdo sobre aspectos de qualidade de qusijo de baixa maturagdo.
Objetivo Especifico:

Verificar a influéncia da aplicagio dos OEs, sobre aspectos de gualidade do gueijo ao longo do

armazenamemnto.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:
Riscos:

Endaregn:  UNIWERSITARID S5

Balmo: CASTELD BRANCD CEP. 53.051-500

UF: PB Municiplo:  JOAD PESZI0A

Telefong: (83 5216-7791 Fax: [33)3216-7791 E-mail: sticaccsuripbnoimall.com
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UFPB - CENTRO DE CIENCIAS

DA SAUDE DA UNIVERSIDADE W

FEDERAL DA PARAIBA

Contnuaco do Parecer 2,237 937

-Individuos que apresentem intolerdncia a lactose podem apresentar reagbes adversar apds consumo do
gueijo;

-Individuos gue apresentem alergia & proteina do leite podem apresentar reagiies adversas apds o consumo
do queijo.

Beneficios:

A insergie do OECW e OERD em matrizes alimentares de alto consumo, como queijos frescos, representa
alternativas para a inddstria de queijos destinados ao consumao interno elou externo, contribuinde no
increments do agronegocio na regido Mordeste, em consonancia ao atendimento das exigéncias dos
consumidores por alimentos seguros. porém nutritivos, contendo baixos niveis ou auséncia de conservantes
sintéticos e possuidores de longa vida de prateleira.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Projeto na area de microbiclogia dos alimentos, tendo em sua metodologia realizar analise

Sensorial emeclvendo seres humanos.

(25 provadores passardo por uma pré-selecdo e selegdo a partir de testes de avaliagéo (sabores basicos &
aroma) usando como critério de inclusdo acerto minimao de 80%. A selecio partira de 24 voluntarios, ao final
dos testes preliminares serio selecionados no minimo 14 painelistas que demonstrarem capacidade

depercepgio requerida. Seguido de treinamente como descrite por Ellendersen & Waosiacki (2010).

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Frojeto em tela se encontra de acordo com as normas da Resclucdo 46868/12 do Conselhe Macional de

Salde que rege as pesquisas envolvendo seres humanos.

Recomendagdes:
Recomenda-se manter a metodologia proposta.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

O projeto se enconira sem nenhuma pendéncia sendo entio aprovado.

Considerag®es Finais a critério do CEP:

Certifico que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Salide da Universidade Federal da
Faraiba — CEP/CCS aprovou a execugdo do referido projeto de pesquisa.

Clutrossim, informe gue a autorizagio para posterior publicagdo fica condicionada & submiss3o do

Enderego: UNNERSITARID SN

Balmma: CASTELD BRANCD CEP: 53.051-500

UF: PB Municiplo: JOAD PESSO8

Talefona. (B33215-7791 Fan: (3332167751 E-mall: sticaccsufpbhotmall.com
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UFPB - CENTRO DE CIENCIAS
DA SAUDE DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DA PARAIBA
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Grad

asil

Relataric Final na Plataforma Brasil, via Motificacdo, para fins de apreciagio e aprovacio por este egrégio

Comite.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Justificativa de
Ausencia

Tipo Documenio Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagoes Basicas | PE_INFORMACOES_BASICAS DO_P | 28072017 Acaito
do Projeto ROJETO S85873.pdf 11:22:43
Projeto Detalhado /| Projeto_Laticas. docx 2EMOTZ01T7 (HELEMA TAIMA Acaito
Brochura 1122117 |DINIZ SILVA
Investigador
Cutros Certidao. pdf 14072017 (HELEMA TAINA Aceito

10:08:18  |DINIZ SILVA
Declaracao de Declacao. pdf 1200772017 |HELEMA TAINA Acaito
Instituigio e 104318 |DINIZ SILVA
Infraestrutura
Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 13072017 |HELEMA TAIMA Aceito
10:28:24  |DINIZ SILVA
TCLE ! Termos de | TCLE.doc: 1110472017 (HELEMA TAIMA Aceito
Asseniimenta / 13:08:12  |DINIZ SILVA

Situagao do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagao da CONEP:

Mao

JOAD PESS0A, 24 de Agosio de 2017

Assinado por:

Eliane Marques Duarte de Sousa

Enderego: UNNERITARKD SN
Balma: CASTELD BRAMCD

UF: PB

Taletons: (833215-7791

Munizipio:

JOAD PESSOA
Fam:

(a3 3216771

(Coordenador)

CEP: 53.051-500

E-mall:

eticaccsufbEhotmall. com
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ANEXO B - Comprovante de depdsito de patente de inovagdo ao INOVA-UFPB/INPI

" IHEII'IUT-I'J ﬂﬁﬂl".‘?lﬂﬂ ETo180155621
Y g [Pt I
INDUSTRIAL

20409181812020205

Pedido nacional de Invengao, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adi¢do de Inven¢ao e entrada na fase nacional do PCT

Namero do Processo: BR 10 2018 075330 4

Dados do Depositante {71)

Depositante 1 de 1

MNome ou Razao Seeial: UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica
CPFICNPJ: 2400847700011
Macionalidade: Brasileira
Qualificagio Juridica: Instituizio de Ensino e Pesguisa
Enderego: Cidade Universitania
Cidade: Joao Pessoa
Estado: PB
CEP: 538058-800
Pais: Brasil
Telefone: (33) 32167558
Fam:

Email: incvaifreitora ufph. br

PETICIONAMENTO  Egta sodcitag3o fol enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em D6/1272018 as
ELETRONICO 17:32, Petigdo E70150159621



