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RESUMO

O queijo de coalho € um queijo semiduro tipicamente produzido na regido Nordeste do Brasil,
obtido a partir de agentes enzimaticos coagulantes e/ou pelo uso de bactérias acido laticas.
Algumas caracteristicas fisico-quimicas deste produto, como baixa acidez, alta umidade e pH,
podem favorecer a sobrevivéncia e/ou crescimento de bactérias patogénicas associados a surtos
alimentares. Crescentes preocupacfes sobre a conservacdo de queijos, tém direcionado o
desenvolvimento de técnicas de conservacao a partir da utilizacdo de ingredientes de origem
natural, como Gleos essenciais (OEs) para garantir a qualidade microbiologica deste produto.
OE de Origanum vulgare L. (orégano - OEQV), possui efeito inibitdrio reconhecido contra
diversas bactérias patogénicas associadas a queijos, no entanto, ndo existem informacdes sobre
o seu efeito frente as bactérias &cido laticas utilizadas como fermentos no processamento desse
produto. Considerando estes aspectos, com o presente estudo objetivou-se avaliar os efeitos do
OEOV sobre a viabilidade celular de cepas de Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes, bem como de cepas de Lactococcus spp. utilizadas no processamento de queijo
de coalho. Estes efeitos foram medidos pela determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima
(CIM) do OEOV em microdiluicdo em caldo, avaliacdo da viabilidade das cepas patogénicas e
bactérias acido laticas em caldo base queijo contendo OEOV (0,60 pL.mL™, 1,25 uL.mL?, 2,5
puL.mLte 5 uL.mL™) a 37 °C por 24 h e em queijo de coalho semissélido (0,60 pL.g?, 1,25
uL.gt e 2,5 uL.g?) a 10 °C ao longo de 72 h. Os constituintes majoritarios do OEQV
identificados por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG-MS), foram
carvacrol (69,0%) e timol (14,12%). A CIM do OEQV foi de 2,5 uL.mL frente S. aureus e L.
monocytogenes e de 0,6 pL.mL* frente Lactococcus lactis subsp. lactis e subsp. cremoris em
co-cultura. Nos ensaios em caldo base queijo contendo OEOV a 0,60 pL.mL™, ndo ocorreu
reducdo na contagem de células viadveis das bactérias patogénicas. Enquanto que observou-se
uma diminuic&o de 1,0 log UFC.mL, nas contagens de células vidveis da co-cultura latica em
comparagao ao indculo inicial, apos 24 h de exposi¢do. O OEOV a 1,25 uL.mLte 2,5 uL.mL"
! causou reducdo de até 2,0 log UFC.mL? e 25 log UFC.mL? para S. aureus e L.
monocytogenes, respectivamente. Nas mesmas concentragfes, apds um curto periodo de
exposic¢do o OEOV causou reducdo brusca na contagem de células vidveis da co-cultura latica.
Elevadas concentracfes do OEOV foram requeridas para a reducdo na contagem de células
viaveis de todas as bactérias no queijo de coalho semissélido comparado com o caldo base
queijo. Ao longo dos tempos avaliados, as contagens de células viaveis de Lactococcus spp. no
queijo de coalho contendo OEQOV foram menores que as contagens de células viaveis de S.
aureus e L. monocytogenes. Os resultados sugerem que concentracbes de OEOV usado para
controlar bactérias patogénicas em queijo de coalho, devem ser cuidadosamente avaliadas,
devido aos seus possiveis efeitos inibitdrios sobre o crescimento e sobrevivéncia das bactérias
acido laticas utilizadas no processamento deste produto.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana, Origanum vulgare L., bactérias patogénicas,
bactérias acido laticas, queijo de coalho.



ABSTRACT

Coalho cheese is a semi-hard cheese typically produced in the Northeast region of Brazil using
an enzymatic coagulating agent and mesophilic lactic acid starter cultures. Some
physicochemical characteristics of this product, such as low acidity, high moisture and pH, may
favor the survival and growth de pathogenic bacteria frequently associated to food outbreaks.
Increasing concerns about the safety of cheeses, have led to the development of alternative
preservation techniques using naturally derived ingredients as essential oils (EOs) to ensure the
microbiological quality of these products. EO from Origanum vulgare L. (oregano — OVEOQ)
has recognized inhibitory effects against pathogenic bacteria associated to cheeses, however,
there is a lack of information regarding the effects of OVEOQ toward lactic acid bacteria used as
starter cultures in processing of these products. Considering these aspects, with the present
study aimed to evaluate the effects of OVEO on the cell viabilities of strains Staphylococcus
aureus and Listeria monocytogenes, well as of strains Lactococcus spp. used in the processing
of coalho cheese. These effects were measured by determination of minimum inhibitory
concentration (MIC) of OVEO in microdilution in broth and assessing the viability of
pathogenic and starter strains in cheese based broth containing OVEO (0.60 puL.mL™?, 1.25
puL.mL?, 25 uL.mLt e 5 pL.mL?) at 37 °C, 24 h and in semi-solid coalho cheese (0.60 pL.g"
11.25uL.gt e 2.5 uL.g?) at 10 °C during 72 h. The major constituents of OVEQ, identified
by gas chromatography coupled to mass spectrometry GC-MS were carvacrol (69,0%) and
thymol (14.12%). MIC of OVEO was 2.5 pL.mL™ against both S. aureus and L. monocytogenes
and 0.6 pL.mL* against the tested starter co-culture. Assays in cheese-based broth containing
OVEO at 0.6 pL.mL™ revealed no decrease in viable cell counts of both pathogenic bacteria,
while the starter co-culture decreased 1.0 CFU.mL™ after 24 h of exposure compared with the
initial viable counts. OVEO at 1.25 uL.mL? and 2.5 pL.mL™ caused reductions of up to 2.0
log CFU.mLand 2.5 log CFU.mL? in S. aureus and L. monocytogenes, respectively. At these
same concentrations, OVEOQO severely affected the cell viability of the starter co-culture
following a short period of exposure. Higher concentrations of OVEO were required to decrease
the viable cell counts of all target bacteria in the semi-solid coalho cheese model compared to
cheese-based broth. Over the assessed time points, viable cell counts of Lactococcus spp. in
coalho cheese containing OVEO were lower than those of S. aureus and L. monocytogenes.
These results suggest that the concentrations of OVEO used to control pathogenic bacteria in
semi-hard cheese could be carefully evaluated because of their possible inhibitory effects on
the growth and survival of starter lactic acid culture used during the production of this product.

Keywords: Antimicrobial activity, Origanum vulgare L., food pathogens, lactic yeast, coalho
cheese.
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1 INTRODUCAO

O queijo de coalho é um alimento tipico do Nordeste brasileiro, que apresenta ampla
aceitacdo e consumo em todas as classes sociais, 0 que 0 torna um produto de importancia
social, econémica e cultural (SILVA et al., 2010; QUEIROGA et al., 2013). De acordo com a
Legislagdo Brasileira “o queijo de coalho € um produto obtido a partir do processo de
coagulacdo do leite, por meio da utilizagdo do coalho ou outras enzimas coagulantes
apropriadas, complementado ou ndo por bactérias laticas selecionadas, podendo apresentar
massa semi-cozida ou cozida com médio a alto teor de umidade, textura compacta ou macia,
devendo ser comercializado em até 10 dias de fabricagdao” (BRASIL, 1997).

Na elaboracédo de queijo de coalho a coagulagéo do leite pode ser realizada a partir de
enzimas, fermentos ou culturas de bactérias laticas, que se trata de um preparo microbiano
contendo nimeros elevados de células de um ou mais géneros e espécies de bactérias acido
laticas (BAL) (BERESFORD; WILLIAMS, 2004). As espécies de BAL mais utilizadas na
fabricacdo de queijos pertencem aos géneros Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc e
Lactococcus. Entretanto, na fabricacdo de queijo de coalho a espécie Lactococcus lactis subsp.
lactis e subsp. cremoris € a mais utilizada. Algumas caracteristicas fisico-quimicas do queijo
de coalho, como baixa acidez, elevado teor de pH e umidade podem favorecer o
desenvolvimento de bactérias patogénicas frequentemente associadas a surtos alimentares
(TURCHlI et al., 2013).

Dentre as bactérias patogénicas isoladas com frequéncia a partir de queijo de coalho
destaca-se, S. aureus, uma bactéria Gram-positiva, reconhecida como agente etiologico de
surtos alimentares em todo o mundo devido a ingestdo de alimentos contaminados com suas
enterotoxinas (BORGES et al., 2008; LV et al., 2014). Outra importante bactéria patogénica
relacionada ao queijo de coalho ¢ Listeria monocytogenes. Causadora da listeriose uma doenca
conhecida pela elevada morbidade e comprometimento neuroldogico do paciente, L.
monocytogenes possui a capacidade de sobreviver e se multiplicar sob refrigeragdo, uma
condigdo comum do armazenamento de queijo de coalho (SWAMINATHAN; GERNER-
SMIDT, 2007; GILLISS et al., 2013).

Para controle do crescimento microbiano em queijo de coalho aditivos quimicos podem
ser adicionados ao produto, garantindo sua inocuidade. Entretanto, a crescente demanda dos
consumidores por alimentos frescos, livres ou com baixos teores de aditivos quimicos, com
ampla vida Gtil e seguros ao consumidor tem direcionado a industria de alimentos na busca de

alternativas para garantir a qualidade microbiol6gica dos alimentos (SOUZA et al., 2007;
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GARCIA et al., 2010). Oleos essenciais de plantas tém sido sugeridos como candidatos para
uso em alimentos, devido a atividade antimicrobiana que apresentam contra bactérias
patogénicas de origem alimentar. Diversos estudos relatam a eficacia destes compostos, e
particularmente o 6leo essencial de Origanum vulgare L. (orégano - OEOV) no controle do
crescimento de bactérias patogénicas e/ou deteriorantes quando ensaiados em caldos
laboratoriais e base-alimento (BARROS et al., 2009; AZEREDO et al., 2012; SOUZA, et al.,
2013; LUZ et al., 2014; MAZZARRIN et al., 2015). Sua atividade antimicrobiana geralmente
é relacionada a seu constituinte majoritario, o carvacrol (HOLLEY; PATEL, 2005; MIGUEL,
2010).

Embora OEQOV apresente atividade antimicrobiana contra micro-organismos
patogénicos e/ou deteriorantes, para que possa ser utilizado em sistemas de conservacgdo de
alimentos, deve também ser considerada a possibilidade de seus efeitos sobre os micro-
organismos de interesse tecnoldgico, a exemplo de BAL em queijos, uma vez que estas
bactérias estdo relacionadas a aspectos sensoriais que caracterizam o produto.

Considerando estes aspectos, o presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de
avaliar os efeitos do OEQV sobre a viabilidade celular das cepas de bactérias acido laticas L.
lactis subsp. lactis e subsp. cremoris utilizadas no processamento de queijo de coalho e das

cepas de bactérias patogénicas S. aureus e L. monocytogenes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do OEQV sobre a viabilidade celular das cepas de bactérias &cido
laticas L. lactis subsp. lactis e subsp. cremoris e das cepas de bactérias patogénicas S. aureus e

L. monocytogenes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar a composi¢do quimica do OEQV;

» Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do OEOQOV frente as bactérias
patogénicas S. aureus e L. monocytogenes, e as bactérias tecnoldgicas L. lactis subsp. lactis e
subsp. cremoris;

» Estudar os efeitos de diferentes concentragdes de OEOV no crescimento e sobrevivéncia
das bactérias patogénicas S. aureus e L. monocytogenes, e das bactérias tecnoldgicas L. lactis
subsp. lactis e subsp. cremoris em caldo base queijo;

» Verificar os efeitos de diferentes concentragbes de OEOV no crescimento e
sobrevivéncia das bactérias patogénicas S. aureus e L. monocytogenes, e das bactérias

tecnoldgicas L. lactis subsp. lactis e subsp. cremoris, no queijo de coalho refrigerado.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 QUEIJO

A producdo de queijos tem sido um dos principais fatores que influenciam
mundialmente a industria de laticinios (USDA, 2012). A producdo brasileira de queijos, em
laticinios sob o Servigo de Inspecdo Federal (SIF), foi em torno de 745 mil toneladas em 2010
(SOARES, 2013). De acordo com os dados publicados pela Associacdo Brasileira das
Industrias de Queijos (ABIQ, 2011), o consumo de queijos no Brasil passou de 2,6 Kg por
habitantes/ano para 4 Kg e, entre os anos de 2000 a 2008, ocorreu um aumento de 30,8 % no
consumo per capita do produto.

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o
queijo é “o produto fresco ou maturado que se obtém por separacéo parcial do soro do leite ou
leite reconstituido (integral, parcial ou totalmente desnatado) ou de soros lacteos, coagulados
pela acdo fisica do coalho, enzimas de bactérias especificas, de &cidos organicos, isolados ou
combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou sem agregacao de substancias
alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos, aditivos especificamente indicados, substancias
aromatizantes e matérias corantes” (BRASIL, 1996).

Os queijos sdo classificados em trés categorias, baseadas no contetido de matéria gorda
e no extrato seco. Com relacdo ao teor de gordura, 0s queijos sdo subdivididos em extragordo
ou duplo creme (minimo de 60%), gordo (45% a 59,9%), semigordo (25% a 44,9%), magro
(10% a 24,9%) e desnatado (menos de 10%). De acordo com o conteudo de umidade, em
percentagem, os queijos séo classificados em: queijo de baixa umidade (queijo de massa dura),
com umidade de até 35,9%, queijos de média umidade (queijo de massa semidura), com
umidade entre 36-45,9%, queijos de alta umidade (queijo de massa branda ou “macios”), cuja
umidade pode variar entre 46,0-54,9% e queijos de muita umidade (queijo de massa branda ou
“mole”), cuja umidade ndo seja inferior a 55,0% (BRASIL, 1996). Embora o processamento
basico de fabricacdo seja comum a todos os tipos de queijo, etapas especificas definem cada
tipo, particularidades que dependem da origem e tipo de leite utilizado, tipo de coagulacéo,
técnicas de processamento, teor de gordura, consisténcia da coalhada e tempo de maturacéo
(CHALITA et al., 2009).

No Brasil, os queijos de maior producéo e consumo sdo o queijo mussarela, parmeséo,
requeijdo, prato, minas frescal, minas padrdo e queijo de coalho, este ultimo produzido e
consumido em larga escala na regido Nordeste. De acordo com a Food Agriculture and

Organization (FAO, 1990) o queijo de coalho é um queijo semiduro, produzido no Nordeste
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brasileiro, principalmente nos estados do Cear, Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do Norte.
Entretanto, destaca-se entre 0s queijos artesanais brasileiros comprovadamente incorporados a
cultura regional, e vem ampliando o mercado de consumo nas outras regides do pais.

Segundo a Legislacdo Brasileira vigente (BRASIL, 1997), entende-se por queijo de
coalho, “o queijo que se obtém por coagulacdo do leite por meio do coalho ou outras enzimas
coagulantes apropriadas, complementada ou néo pela acdo de bactérias laticas selecionadas e
comercializado normalmente com até 10 (dez) dias de fabricagao”. Constitui-se em um queijo
de média a alta umidade, de massa semi-cozida ou cozida, apresentando um teor de gordura nos
solidos totais variavel entre 35,0% e 60,0%. Ainda, a Secretaria de Defesa Agropecuaria (SDA)
do Ministério da Agricultura, através do Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de
Queijo de Coalho, Instrucdo Normativa n® 30 de 26/06/2001, define este produto como um
gueijo de textura compacta e macia, consisténcia semidura e elastica, podendo apresentar
olhaduras. Apresenta elevado valor nutritivo devido as elevadas concentragdes de vitaminas,
proteinas, sais minerais, calcio e fosforo, sabor brando, ligeiramente &cido, cor branco
amarelado uniforme, com aroma, forma retangular ou cilindrica, com peso entre 0,5 a 1,5 Kg,
podendo ser consumido curado ou fresco (BASTOS et al., 2001).

Embora a coagulacdo enzimatica possa ser empregada na elaboracdo do queijo de
coalho, geralmente o produto é elaborado utilizando fermento latico, que compreende uma
mistura de um ou mais géneros e espécies de bactérias laticas (BERESFORD; WILLIAMS,
2004). As BAL desempenham papel importante no processamento do queijo, pois promovem
a acidificacdo rapida, 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).

3.2 BACTERIAS LATICAS

As bacterias acido laticas (BAL) formam um grupo de micro-organismos com
caracteristicas metabdlicas, fisiologicas e morfolégicas comuns. A definicdo comumente
encontrada para BAL descreve este grupo como bactérias Gram-positivas, bastonetes ou cocos
ndo esporulados, anaerdbias facultativos, catalase negativas, desprovidas de citocromos,
aerotolerantes, fastidiosas, &cido tolerantes, com metabolismo estritamente fermentativo, sendo
0 acido latico o principal produto da fermentagdo de carboidratos (PFEILER;
KLAENHAMMER, 2007; TODOROV; FRANCO, 2010).

As BAL sdo amplamente distribuidas na natureza, podem ser encontradas na agua, solo,

esgoto, esterco e silagem. Ainda, podem ser isolados do trato digestdrio, cavidade oral e vagina
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de mamiferos, onde exercem influéncia benéfica nos ecossistemas microbianos de seres
humanos e animais (HOLZAPFEL et al., 2001). Predominam na microbiota de alimentos ricos
em proteinas, carboidratos e vitaminas, particularmente, leite, queijo, carne e vegetais (LOPEZ-
DIAZ, 2000). BAL sdo encontradas de forma natural, como no leite cru, ou de forma
industrializada, quando sdo adicionadas intencionalmente aos produtos laticos. 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).

A classificacdo em diferentes géneros é baseada na morfologia, acido latico produzido,
multiplicacdo em diferentes temperaturas, capacidade de multiplicagdo em altas concentragcfes
salinas, modo de fermentacdo da glicose e tolerdncia a condi¢Ges acidas e basicas
(HOLZAPFEL et al., 2001; AXELSSON, 2004). De acordo com os produtos resultantes da
fermentacdo, as bactérias laticas podem ser classificadas como homofermentativas que
produzem apenas acido latico e as heterofermentativas que além de acido latico, produzem
também, etanol, &cido acético, didxido de carbono, entre outros (CARR et al., 2002). Assim,
BAL heterofermentativas, sao responsaveis pelo desenvolvimento de compostos especificos de
sabor e aroma na matriz alimentar, além de contribuir com o desenvolvimento da acidez do
produto (HASSAN; FRANK, 2001; PARADA et al., 2007).

Devido a sua capacidade de produzir compostos aromaticos, as bactérias laticas sao
bastante utilizadas, na forma de fermento latico ou 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 (ROUSE et al., 2007;
SCHROETER; KLAENHAMMER, 2009). Culturas iniciadoras de BAL, ou fermento latico
trata-se de uma preparacao bacteriana composta por um elevado nimero de células de um ou
mais géneros e espécies de BAL. Sua principal funcao tecnoldgica é promover uma acidificacéo
rapida durante o processo fermentativo garantindo a seguranca do alimento. Ainda, contribuem
para o desenvolvimento das caracteristicas sensoriais do produto e podem oferecer beneficios
a saude do consumidor enquanto probioticos. Os fermentos laticos reproduzem a microbiota
latica de queijos e sdo formados por BAL iniciadoras e micro-organismos secundarios. As BAL
iniciadoras sdo responsaveis pela producdo de &cido durante o processamento do queijo e
contribuem no processo de cura. Os micro-organismos secundarios geralmente s&o
responsaveis pela definicdo das caracteristicas sensoriais do queijo (BERESFORD;
WILLIAMS, 2004).
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Os géneros de BAL mais utilizados na fabricacdo de queijos séo Streptococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc e Lactococcus. Entretanto, na fabricagdo de queijo de coalho a
espeécie Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris é a mais utilizada
(FOX et al., 2000). Esta espécie se destaca devido a sua capacidade de converter rapidamente
a lactose em acido latico, além de formar o diacetil, didxido de carbono e outros compostos de
aroma que s&o caracteristicos do produto (TEUBER, 1995; LOPEZ-DIAZ et al., 2000).

3.3 Staphylococcus aureus E Listeria monocytogenes EM QUEIJO DE COALHO

A Legislacdo Brasileira vigente (BRASIL, 1996) preconiza que o leite utilizado na
producdo de queijo de coalho deve ser submetido & pasteurizagdo ou tratamento térmico
equivalente, pois leite cru pode ser fonte de micro-organismos deteriorantes e patogénicos.
Entretanto, a contaminacédo po6s-pasteurizacdo e ambiental também deve ser considerada, pois
¢ favorecida pela elevada disponibilidade de nutrientes do leite, bem como pela umidade
elevada em ambientes de processamento (PERRY, 2004).

O queijo de coalho pode ser considerado um alimento susceptivel a contaminacdo de
micro-organismos deteriorantes e patogénicos, pois seu processamento geralmente é realizado
de forma artesanal e envolve manipulacédo constante (NERO et al., 2007). A possibilidade de
contaminacdo é favorecida pelo uso de temperaturas ligeiramente elevadas e as caracteristicas
fisico-quimicas do produto, tais como, baixa acidez, médio a alto teor de umidade e elevado
valor de pH (FREITAS et al., 2009; EL-BAKRY; SHEEHAN, 2014).

Dentre os diversos micro-organismos ja isolados a partir de queijo de coalho, tais como
Salmonella spp., Bacillus spp., Escherichia coli, Pseudomonas spp., bolores e leveduras,
destacam-se as bactérias patogénicas Staphylococcus sp. e Listeria sp., (GUEDES NETO et al.,
2005) relatadas mundialmente como causadoras de surtos alimentares. Estas bactérias tém sido,
mencionadas como prevalentes em ambientes de queijarias e recebem especial atencdo por
serem capazes de se reproduzir em temperaturas de refrigeracdo, que sdo tradicionalmente
aplicadas para o armazenamento de queijo de coalho (ALVES, 2010).

Devido a ameaca potencial a saude publica representada por L. monocytogenes, a Food
Safety and Inspection Service (FSIS) e a Food and Drug Administration (FDA) estabeleceram
politicas de "tolerancia zero" para esta bactéria em alimentos prontos para consumo (SHEEN,;
HWANG; JUNEJA, 2011). De acordo com a Legislacdo Brasileira vigente (BRASIL, 2001),
L. monocytogenes deve estar ausente em queijo de coalho e S. aureus tem limite de 103 UFC.g"

!, Entretanto diversos estudos relatam o isolamento de L. monocytogenes e de S. aureus em
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limites acima dos estabelecidos em queijo de coalho artesanal e industrializado (BRUNO, 2005;
FREITAS et al., 2009).

S. aureus caracteriza-se como uma bactéria Gram-positiva, ndo-esporulada, aerobia ou
anaerdbia facultativa, imovel e catalase-positiva. Na coloracdo de Gram esta bactéria é
visualizada agrupada em “cachos de uva” (SANTOS et al., 2007). Amplamente disseminada
no meio ambiente, S. aureus pode ser encontrado no ar, solo, agua, fezes, esgotos e,
principalmente, na mucosa nasal e trato gastrointestinal do homem e de animais, o que favorece
sua transmissdo aos alimentos por meio dos manipuladores ou gado leiteiro com mastite
(STAMFORD et al., 2006).

A temperatura 6tima de crescimento de S. aureus, varia entre 35-41 °C, sendo
classificado assim como um micro-organismo mesofilo, porém, podem crescer em uma faixa
ampla, que varia de 6,0-48,5 °C. Devido a capacidade de se manter viavel em baixa atividade
de agua (Aw - 0,83 a 0,86), em uma faixa de pH de 4,0-10, com étimo crescimento entre 6-7 e,
elevadas concentracdes de cloreto de sddio (até 20%), S. aureus é capaz de se desenvolver em
uma ampla variedade de alimentos (RODRIGUEZ-CATURLA et al., 2012).

S. aureus € produtor de enterotoxinas principalmente entre 40-45 °C, mas pode crescer
entre 10-46 °C (SOUZA et al., 2010). A intoxicacdo estafilocdcica ocorre ap6s a ingestdo de
alimentos contendo uma ou mais enterotoxinas estafilocdcicas (SEs) pré-formadas, que podem
provocar vomitos e diarreia em aproximadamente quatro horas (ARGUDIN et al., 2012). A
duracdo do quadro clinico é geralmente curta, terminando entre 24 a 48 horas ap0s o inicio dos
sintomas e a completa recuperacgédo ocorre entre um a trés dias. A quantidade necessaria de SEs
para causar intoxicacdao é cerca de 100-200 ng (WALLIN-CARLQUIST et al., 2010). Esta
bactéria € mundialmente considerada como uma das mais importantes causas de surtos
alimentares (PULIDO, 2012). Os alimentos frequentemente envolvidos em intoxicagdo
alimentar estafilocécica incluem produtos carneos, aves, ovos, leite e produtos laticos
(HAMADI et al., 2014), surtos de intoxicac¢do alimentar atribuidos ao consumo de produtos
laticos, principalmente queijos, sdo anualmente relatados em varios paises
(INPPAZ/OPS/OMS, 2006).

No Brasil, segundo dados do Ministério da Saide (BRASIL, 2013), no periodo de 2000
a 2013 foram registrados 763 casos de intoxicacdo alimentar por S. aureus, dentre estes, 337
casos foram provenientes do consumo de produtos laticos. Varios estudos tém relatado a
ocorréncia de altos niveis de S. aureus e Staphylococcus coagulase positiva, em queijo de
coalho (FEITOSA et al., 2003; BORGES et al., 2008). Na maioria desses estudos, 0s queijos
foram classificados como improprio para consumo. Borges et al. (2008), analisaram 43
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amostras de queijo de coalho e verificaram que 91% das amostras apresentaram contagens de
células de S. aureus em niveis superiores ao permitido pela legislacdo 10° UFC.g* (BRASIL,
2001). Resultado semelhante foi encontrado por Bruno (2005), onde 50% do total de amostras
avaliadas de queijos de coalho artesanais e industriais apresentaram contaminacdo por este
patégeno.

L. monocytogenes € a espécie do género Listeria de maior importancia em alimentos.
Difundida em diversos ambientes, L. monocytogenes pode ser encontrada na agua, solo,
vegetacdo e fezes de animais, além de ja ter sido isolada de equipamentos industriais de
refrigeragéo e congelamento. E uma bactéria Gram-positiva, anaerobia facultativa, movel, ndo
esporulada, catalase positiva, oxidase negativa de forma bacilar, (bacilos curtos de 0,5 x 1-2
um) que ocorrem isoladamente ou em cadeias (BARANCELLI et al., 2014; DALMASSO;
JORDAN, 2014).

O crescimento 6timo de L. monocytogenes ocorre a 37 °C, porém pode se desenvolver
em temperaturas na faixa de 0 a 45 °C. Existem relatos sobre o crescimento desta bactéria a 0
°C e sobrevivéncia mesmo ap06s congelamento e descongelamento, secagem e em elevadas
concentracdes de sal. A atividade de dgua 6tima para o crescimento de L. monocytogenes é
proxima a 0,97, porém pode se multiplicar em torno de 0,92 e o pH 6timo esté entre 6 e 8, mas
pode multiplicar-se entre 4 a 9,5 (FRANCO; LANDGRAF, 2008; CARPENTIER; CERF,
2011; LINOU; KOUTSOUMANIS, 2013). Devido a elevada resisténcia fisioldgica, é dificil
prevenir ou controlar a contaminacdo com L. monocytogenes em alimentos, principalmente
naqueles que ndo sofrem tratamento térmico durante o processamento, como o queijo de coalho
(RORVIK et al., 2003).

A ingestdo de alimentos contaminados com L. monocytogenes causa a listeriose, seu
periodo de incubacdo é de 1 a 7 dias, o que dificulta a identificacdo do alimento contaminado.
Os principais sintomas sdo semelhantes aos da gripe, podendo ocorrer diarreias e dores
abdominais, entretanto a taxa de letalidade de pessoas que desenvolvem a doenca € muito alta
cerca de 20-30% (WARRINER; NAMVAR, 2009; NEWELL et al.,, 2010; TODD;
NOTERMANS, 2011). A dose infectante para o estabelecimento da doenca depende da
viruléncia e patogenicidade da cepa de L. monocytogenes, bem como o estado de salde do
hospedeiro, sendo particularmente perigosa para gestantes, recém-nascidos, individuos com
cirrose carcinomas, sindrome de imunodeficiéncia adquirida e outras doencas que
comprometem o sistema imunoldgico (SWAMINATHAN; GERNER-SMIDT, 2007).

Dentre os alimentos relacionados a surtos de listeriose, tém-se carnes em geral, frutos

do mar, produtos vegetais, crus ou processados, leite cru e pasteurizado, queijos e refeicdes
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preparadas (NAKAMURA et al., 2012; WANG et al., 2013). Surtos de listeriose relacionados
ao consumo de queijo foram registrados nos Estados Unidos em 2000, 2003 e 2007 (CDCP,
2002; HC, 2002; FDA, 2003; ProMED, 2008), Japdo em 2001, Canada em 2002, 2007 e 2008
(HC, 2002; ProMED, 2007) na Suica em 2005 (ProMED, 2005), e em outros paises, ilustram a
incidéncia de produtos laticos em surtos de listeriose (WARRINER; NAMVAR, 2009).

Segundo Pintado et al. (2005), a principal causa de contaminacgdo de queijos com L.
monocytogenes é a utilizacdo do leite cru no processamento dos alimentos e/ou a contaminacéo
pos-processamento. No Brasil, entre o periodo de 2000 e 2009, foram analisadas 3428 amostras
de queijos quanto a presenca de L. monocytogenes, onde foi verificado que 111 (3,24%)
amostras foram positivas para este micro-organismo (SILVA et al., 2010).

3.4 OLEOS ESSENCIAIS E OLEO ESSENCIAL DE Origanum vulgare L. (OEOV)

Dentre as tecnologias emergentes de conservacdo de alimentos, 0 uso de compostos
antimicrobianos naturais, seja de forma isolada ou combinada com outros métodos de
preservacdo, esta se tornando uma medida de controle reconhecida mundialmente (SILVA-
ANGULO, 2014). A utilizacdo de conservantes naturais com o objetivo de prolongar a vida Util
dos alimentos é considerada uma alternativa promissora devido principalmente as propriedades
antimicrobianas e antioxidantes, que além de reduzir o surgimento de micro-organismos
resistentes, diminui os custos do processamento (SOUZA et al., 2007; GYAWALLI; IBRAHIM,
2012).

Os 6leos essenciais sdo compostos volateis extraidos de plantas, caracterizado por forte
odor, liquidos, raramente coloridos, soliveis em solventes organicos, lipossollveis e com
densidade geralmente menor que a da agua. E constituido por metabdlitos secundarios de
plantas aromaticas, podem ser sintetizados em diversas regides da planta, como por exemplo,
nos frutos, brotos, galhos, flores, folhas, cascas, madeiras e raizes, e sdo armazenados em
cavidades ou células epidérmicas e secretoras (BURT, 2004; BAKKALI et al., 2008; BAJPAI,
BAEK; KANG, 2012).

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais pode ser influenciada por varios fatores,
tais como, composicao, tipo, concentracao, processamento e estocagem (BERTINI et al., 2005),
sua composicao quimica pode variar conforme a espécie vegetal, origem, parte da planta, clima,
época de colheita, regido, estacdo do ano e condicdes climaticas (GALES et al., 2010;
BARANAUSKIENE et al., 2013). Constituidos de uma mistura complexa de compostos
organicos de baixo peso molecular com diferentes potenciais de atividade antimicrobiana (AIT-
OUAZZOU et al., 2011) os 0leos essenciais sdo compostos principalmente por, aldeidos,
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alcoois, cetonas, ésteres, monoterpenos, fenilpropandides, que em sua maioria, sdo volateis
(SIQUI et al., 2000). De acordo com a sua estrutura quimica esses compostos podem ser
divididos em quatro grupos, tais como, terpenos, terpenoides, fenilpropenos e outros
(HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012).

O potencial antimicrobiano dos 6leos essenciais tem sido atribuido aos componentes
presentes de maior quantidade, porém os integrantes em menor quantidade tém mostrado
exercer efeito sinérgico e/ou aditivo com os constituintes majoritarios (BAJPAI; BAEK;
KANG, 2012). Tendo em vista que essas substancias consistem em uma mistura de
componentes que irdo agir em diferentes regides da célula microbiana, a eficacia antimicrobiana
ndo pode ser relacionada em um mecanismo de acéo especifico (BURT, 2004).

Devido as suas propriedades antimicrobianas, 0s 6leos essenciais sdo promissores para
uso na conservacdo de alimentos (BURT, 2004; BOUHDID et al., 2010). Neste contexto,
diversos Oleos essenciais e seus componentes tém sido aprovados pela FDA para uso em
alimentos e bebidas (FDA, 2009). Dentre os diversos 0Oleos essenciais que apresentam
potencialidade antimicrobiana, destaca-se aquele obtido da espécie vegetal Origanum vulgare
L., conhecido como uma fonte de compostos antimicrobianos alternativos para serem aplicados
na conservacgdo de alimentos (CHUN et al., 2005; SOUZA et al., 2007). Este composto tem
mostrado destacaveis resultados na inibicdo de diferentes micro-organismos de interesse em
alimentos, embora os resultados tenham sido variados de acordo com 0S micro-organismos
ensaiados, origem do 6leo essencial e técnica utilizada (MARINO; BERSANI; COMI, 2001;
SOUZA etal., 2007; LUZ et al., 2012; GOMES-NETO et al., 2014).

O OEOV é uma mistura de monoterpenos lipofilicos, onde os isémeros carvacrol e o
timol sdo os principais compostos que desempenham maior efeito antimicrobiano (SAHIN et
al., 2004; HOLLEY; PATEL, 2005; SILVA et al., 2010). Alguns desses constituintes tém sido
considerados como ndo possuidores de qualquer risco (denominado como GRAS-Generally
Recognized as Safe ou aditivos alimentares aprovados) para a saude dos consumidores e seu
uso como aromas alimentares tem sido permitido nos Estados Unidos e em alguns paises
europeus (BURT, 2004). A acdo do OEOV ocorre principalmente pela sensibilizagdo da dupla
camada fosfolipidica, com perturbacéo na funcdo e na composicdo da membrana plasmatica, a
inativacdo do mecanismo enzimatico, a inibicdo do transporte de elétrons para producgéo de
energia e da sintese de componentes celulares, assim como o extravasamento de material
citoplasmatico, lise e eventual morte celular (BURT, 2004; DI PASQUA et al., 2010).
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Na ultima década, diversos estudos tém relatado inibicdo do crescimento e/ou
sobrevivéncia de micro-organismos de interesse em alimentos pela acdo do OEOQV,

particularmente S. aureus e L. monocytogenes, como apresentado no Quadro 1.

Quadro 1 - Estudos que relatam a eficacia antimicrobiana do 6leo essencial de Origanum
vulgare L. frente S. aureus e L. monocytogenes.

Micro-organismos teste Estudo/Referéncia

HAMMER; CARSON;
RILEY, 1999

OZCAN; ERKMEN, 2001

MARINO; BERSANI;
Staphylococcus aureus COMI, 2001

BAYDAR et al., 2004

BARROS et al., 2009

SOUZA, et al., 2010

BARROS et al., 2012

LUZ etal., 2013

DIMITRIJEVIC et al., 2009

AZEREDO et al., 2011

Listeria monocytogenes AZEREDO et al., 2012

LUZ etal., 2012

MAZZARRIN et al., 2015

Além da forte inibicdo do crescimento de S. aureus e L. monocytogenes, sabe-se que a
exposi¢do ao OEOV também é capaz de alterar o metabolismo (atividade enzimética e ou de
producdo de toxinas) de S. aureus (BARROS et al., 2009; SOUZA et. al., 2013) e causar a
morte celular de L. monocytogenes devido a liberacdo de material intracelular e deslocamento
da parece celular a partir da membrana plasmatica (AZEREDO et al., 2012). Entretanto, h4 uma
caréncia de informacdes sobre os efeitos do OEOV na sobrevivéncia e o crescimento de destas
bactérias patogénicas em meio base queijo, ou mesmo quando aplicado na matriz durante o
armazenamento. Ainda, ndo existem relatos cientificos, até o presente momento, sobre a
influéncia do OEOV na sobrevivéncia de BAL utilizadas como ferramentas tecnoldgicas na

producéo de queijo de coalho.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Oleo essencial de Origanum vulgare L. e queijo de coalho

O oleo essencial de Origanum vulgare L. (OEOV) foi obtido através da empresa
nacional fornecedora de Oleos essenciais, Laszlo Aromaterapia Inddstria e Comeércio Ltda
(Minas Gerais, Brasil). Os dados relacionados ao 6leo essencial, tais como nome comercial,
nomenclatura botanica, origem, lote, método de extracdo, método de cultivo, 6rgdo da planta
do qual foi extraido foram informados através de ficha técnica emitido pelo fornecedor
(ANEXO). As solugdes do OEOV foram preparadas em caldo infusdo de cérebro e coragdo
(CBHI, Himedia, india) ou em caldo base queijo, com concentragdes variando de 40 a 0,312
uL.mL?. Para a solubilizacdo do OEOV foi utilizado o Tween 80 (1% v/v, Sigma-Aldrich,
EUA) (MONTE et al., 2014).

As amostras de queijo de coalho foram adquiridas no comércio local de Jodo Pessoa
(Paraiba, Brasil). Utilizou-se quatro unidades de 500 g do mesmo lote, pasteurizado e produzido

por coagulacdo enzimatica - quimosina 0,9 mL/L sem adicdo de cultura acido latica.

4.1.2 Micro-organismos teste

As cepas Staphylococcus aureus ATTCC 6538 e Listeria monocytogenes ATTCC 7644
foram obtidas da Colecdo de Micro-organismos de Referéncia, Instituto Nacional de Controle
de Qualidade em Saude (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil). A cultura latica liofilizada
composta pelos micro-organismos Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp.
cremoris, (R-704, lote 3122631) foi obtida a partir de Christian Hansen Brazil® (Valinhos,
MG, Brasil). Culturas estoques de todas as bactérias ensaiadas foram mantidas em criotubos
contendo BHI e glicerol (20%) a -80 °C.

4.2 METODOS
4.2.1 Analise da composi¢do do OEOV

A analise da composi¢cdo do OEOV foi realizada no Laboratorio de Nucleo de
Caracterizacdo e Anélise (NUCAL/UFPB). A identificagdo dos compostos foi determinada em
Cromatdgrafo Gasoso acoplado a Espectrometro de Massas (CGMS-QP2010 Ultra Shimadzu).
Os compostos foram separados em uma coluna RTX capilar ®-5MS (30m x 0,25 mm x 0,25
um). O volume de injecéo foi de 1 mL de OEQV diluido em hexano (1:10). A programacao da
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temperatura do forno do cromatografo gasoso foi iniciada a 60 °C, com acréscimo de 3 °C por
minuto até atingir 240 °C, concluindo o tempo de corrida equivalente a 60 minutos. A
temperatura do injetor foi mantida a 250 °C e o gas hélio foi utilizado como gas de arraste a
uma vazdo constante de 0,99 mL/minuto. O espectrémetro de massa foi operado por impacto
de elétrons com uma temperatura da fonte de 200 °C, e com energia de ionizacdo de 70V,
variagdo de scan de m/z 40 a m/z 500.

Para a identificacdo dos compostos volateis, utilizou-se o0 banco de espectros da propria
biblioteca do CG/MS, NIST/EPA/NIH Mass Spectral Database (Version 1.7). A quantificacdo
dos voléteis foi obtida através da normalizagdo das areas dos volateis e expressos em percentual

de area (%).

4.2.2 Preparacéo do indculo

A padronizacdo do inoculo bacteriano foi realizada de acordo com os procedimentos
descritos por MacMahon et al. (2008) e Wiegand, Hilpert, Hancock (2008). As cepas
bacterianas foram cultivadas em placas de agar infuséo de cérebro e coracdo (ABHI, Himedia)
e incubadas a 37 °C, overnight (18-20h). Cada cepa foi previamente cultivada em 5 mL de caldo
infusdo de cérebro e coracdo (CBHI, Himedia) a 37 °C, overnight (18-20h). Em seguida, a
massa celular dos cultivos foi coletada por centrifugagéo (4500 g por 15 min a 4 °C), lavada
duas vezes utilizando CBHI e ressuspendida em 10 mL de CBHI. As suspensdes microbianas
foram submetidas a diluicdo seriada (10 a 10®) em CBHI. Cada diluico foi padronizada em
espectrofotémetro utilizando comprimento de onda de 660 nm mediante o valor de Densidade
Optica (DO).

Para a determinacdo do numero de unidades formadora de col6nias (UFC) de cada
diluicdo, foram semeados na superficie de placas de Petri contendo ABHI um volume de 0,1
mL de cada diluicdo da suspencdo de micro-organismos e, espalhados com auxilio de alca de
Drigalsky. Posteriormente, as placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Ap6s incubacéo, as
placas contendo o crescimento bacteriano foram submetidas a contagem do nimero de col6nias
formadas. Com o numero de colbnias obtido e corrigindo-se a respectiva dilui¢do, foi
determinado o numero de células contidas no tubo, para o comprimento de onda 660 nm, o
valor da DO foi de 0,1 para S. aureus e L. monocytogenes, e de 0,8 para L. lactis subsp. lactis

e subsp. cremoris, ambos correspondendo a, aproximadamente, 1 x 108 UFC.mL™,
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4.2.3 Determinacéo da Concentracéo Inibitoria Minima (CIM)

A Concentracgdo Inibitéria Minima (CIM) do OEOV foi determinada através do método
de microdiluicdo em caldo em microplaca de 96 pocos de acordo com a padronizagdo do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2006; WIEGAND; HILPERT;
HANCOCK, 2008).

Inicialmente, um volume de 50 pL do inéculo (10° UFC.mL™?) foi adicionado a cada
poco contendo 50 pL de CBHI adicionado de diferentes concentragcdes do OEOV, variando de
40 a 0,312 uL.mL. Simultaneamente, foi preparado o controle de crescimento (positivo) e de
esterilidade (negativo) (Figura 1). O sistema foi agitado suavemente por 30 segundos, apds a
agitacdo o sistema foi coberto com filme plastico para evitar a desidratagdo microbiana e
garantir que o0 OEOV ndo volatilizasse, em seguida, incubou a 37 °C por 24 horas. Ap6s 0
periodo de incubagdo, foram adicionados 30 pL de resazurina (Inlab), preparada em solugao
aquosa (0,01%), em todos 0s pogos e reincubadas a 37 °C por 20 minutos, quando entdo foi
realizada a leitura visual (MONTE et al., 2014). A resazurina € um corante (fenoxazin-3-ona)
indicador de oxido-reducdo, que tem sido utilizado para avaliar a viabilidade e contaminagéo
bacteriana e para testar a atividade antimicrobiana. A permanéncia da cor azul nos pocos foi
interpretada como auséncia do crescimento bacteriano, enquanto o desenvolvimento de cor rosa
ou incolor, presenca de crescimento bacteriano. A CIM foi definida como a menor concentracéo
de bleo essencial capaz de inibir o crescimento das cepas, ou seja, a menor concentracdo de
6leo essencial capaz de impedir a mudanca da cor azul para rosa. Os testes foram realizados em

triplicata.
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Figura 1 - Esquema da microdiluicdo seriada realizada em microplaca de 96 pocos para

determinacdo da Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) do dleo essencial de Origanum vulgare
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4.2.4 Avaliacéo da qualidade microbiologica do queijo de coalho

A qualidade microbioldgica do queijo de coalho utilizado no estudo foi avaliada

seguindo os padrfes sanitarios estabelecidos pela Resolucdo RDC n° 12 de 02/01/2001

(BRASIL, 2001), onde estabelece a pesquisa de Coliformes totais e termotolerantes (45 °C),

Staphylococcus coagulase positiva (S. aureus), Salmonella spp. e L. monocytogenes. As

analises microbioldgicas foram realizadas segundo metodologias descritas pela American
Public Health Association (APHA, 2001). Os dados obtidos (Tabela 1) revelaram uma

satisfatoria qualidade sanitaria do produto avaliado paralelo a ndo detec¢do das bactérias

patogénicas avaliadas (S. aureus e L. monocytogenes) no estudo.

Tabela 1 - Analises microbiol6gicas do queijo de coalho.

Coliformes Coliformesa 45  Salmonella S. coagulase- Monoc Lto enes/
totais (NMP/g) °C (NMP/qg) spp./25g positiva (UFC/g) 2ySgg
2.4 x 10? <3 Auséncia <1x 10! Auséncia
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4.2.5 Elaboragéo do caldo base queijo

O estudo do efeito do OEQV sobre a viabilidade bacteriana foi realizado em caldo base
queijo com o objetivo de simular as condi¢cdes ambientais que 0 micro-organismo encontra na
matriz alimentar. O caldo base queijo foi obtido a partir da utilizacdo de 160 g de queijo de
coalho, previamente macerado, e adicionado em 1000 mL de &gua destilada. Apos
homogeneizagdo manual por 5 minutos a mistura foi submetida ao banho-maria termostatizado
durante 50 minutos a 42 °C. Posteriormente, procedeu-se a filtracdo a vacuo e o filtrado obtido
(caldo base queijo) foi esterilizado em autoclave por 15 minutos a 121 °C e 1 atm. O caldo base
queijo foi armazenado a -20 °C em aliquotas de 50 mL e, quando necessario uma aliquota foi
descongelada sob refrigeracéo (7 £ 1 °C) e utilizada para os ensaios (NEVIANI et al., 2009). A
caracterizacdo fisico-quimica do caldo base queijo e queijo de coalho, foi realizada conforme
0s métodos padrdo AOAC (2012). Os valores dos parametros avaliados estdo apresentados na
Tabela 2.

Tabela 2 - Caracterizacdo do caldo base gqueijo e do queijo de coalho.

Umidade Minerais Proteinas Lipidios Carboidratos

(9/1009) (9/1009) (9/1009) (9/1009) (9/1009)
Caldo base queijo 98,36+£0,09 0,37+0,00 0,64+0,03 0,39+0,01 0,23+0,07

Amostras

Queijo de coalho  46,52+0,16 4,57+0,11 22,17+0,02 6,35+0,10 20,40+0,21

4.2.6 Efeitos do OEOQV sobre a viabilidade bacteriana em caldo base queijo

Um total de 150 pL da suspens&o bacteriana (102 UFC.mL™) de cada cepa foi inoculado
em 2850 pL do caldo base queijo estéril contendo quantidades apropriadas para a obten¢do da
concentracdo final desejada de (0,6 pL.mL™?, 1,25 uL.mL?, 2,5 uL.mLte 5 uL.mL™?) do OEOV
e de modo que a concentraco final do indculo foi de 108 UFC.mL™. Os sistemas foram agitados
suavemente por 30 segundos e incubados a 37 °C por 24 horas. Nos intervalos de 0, 1, 2, 4, 8,
12 e 24 horas pés-incubacdo, uma aliquota de 100 L de cada sistema foi submetida a dilui¢do
seriada em solucdo salina estéril (NaCl 0,85% p/v) e, em seguida 20 pL de cada dilui¢do foram
inoculados pelo uso da técnica da micro-gota, em placas com agar seletivo (M17 Agar -
Himedia, india; Baird Parker Agar suplementado com 50 mL/L de emulsio de gema de ovo
com telurito de potassio, Himedia, india; Listeria Agar suplementado - Listeria Il Himedia,
India) a 37 °C por 24 horas. Apds o periodo de incubag&o, realizou-se a contagem do ndimero

de células viaveis, a qual foi expressa em log de UFC.mL™, pela técnica da micro-gota
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(HERIGSTAD; HAMILTON; HEERSINK, 2001). Sistemas controle, sem a adi¢cdo do OEQV,

foram ensaiados similarmente.

4.2.7 Efeitos do OEOV sobre a viabilidade bacteriana em queijo de coalho

A viabilidade das cepas teste artificialmente inoculadas em queijo de coalho frente a
diferentes concentragdes (0,6 pL.g?, 1,25 uL.g 2,5 uL.g') de OEQV ao longo de 72 horas de
armazenamento em temperatura de refrigeracdo, foram avaliados através da contagem de
células viaveis (log UFC.g™Y). Para isto, 20 g de queijo de coalho (previamente macerado), 10
mL de soluc&o salina (NaCl 0,85% p/v), 1 mL de suspenséo bacteriana (108 UFC.g!) e OEOV
nas concentracdes finais desejadas foram preparados, homogeneizados manualmente por 1
minutos de modo que a concentracéo final do inéculo foi de 10 UFC.g™t. Apds homogeneizagio
os sistemas foram incubados a 10 °C (temperatura de armazenamento do queijo de coalho). Um
total de quatro sistemas foram conduzidos, os quais foram analisados nos tempos 0, 24, 48 e 72
horas. Sistemas controle sem adigdo do OEOV foram conduzidos nas mesmas condic¢des. No
tempo inicial (imediatamente apds a inoculacdo) 70 mL de solucdo salina estéril foram
misturados ao sistema, em seguida, apds suave homogeneizacdo por 30 segundos, uma aliquota
de 100 pL foi retirada e diluida seriadamente (107-10°) em solugdo salina estéril.
Posteriormente, 20 pL de cada dilui¢do foi inoculada em placas de Petri estéreis contendo meio
seletivo estéril (M17 Agar - Himedia, india; Baird Parker Agar suplementado com 50 mL/L de
emulsdo de gema de ovo e telurito de potéssio, Himedia, india; Listeria Agar suplementado -
Listeria Il Himedia, india) para, L. lactis subsp. lactis e L. lactis subsp. cremoris, S. aureus e L.
monocytogenes, respectivamente, sendo entdo incubadas a 37 °C por 24 horas. Em cada tempo,
este procedimento foi repetido para os outros sistemas. Nos sistemas controle, a solucdo do 6leo
essencial OV foi substituida por solucéo salina estéril. Ap6s o periodo de incubacéo, realizou-
se a contagem do niimero de células viaveis, expressa como log UFC.g, por meio da técnica
de micro-gota (HERIGSTAD; HAMILTON; HEERSINK et al., 2001).

4.2.8 Andlise estatistica

Os ensaios foram realizados em triplicata, em trés experimentos independentes
(repeticdes), os resultados foram expressos com os valores médios dos ensaios. Os resultados
da CIM foram expressos em valor modal, porque néo foi observada variacdo entre os resultados
replicados (McMAHON et al., 2008). Nos ensaios de viabilidade celular, a comparagéo entre

as médias e determinacdo das diferencas significativas (p < 0,05) foi realizada através da analise
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de variancia (ANOVA), seguida de teste de Tukey. As analises estatisticas foram realizadas
utilizado o software Sigma-Stat 3.5 (Jandel Scientific Software, San Jose, Califérnia).
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Abstract

This study assessed the inhibitory effects of the essential oil from Origanum vulgare L. (OVEO)
on Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes and a mesophilic starter culture composed
of lactic acid bacteria (L. lactis subsp. lactis and L. lactis subsp. cremoris) in semi-hard cheese
(coalho)-mimicking models. Minimum inhibitory concentration (MIC) of OVEO was 2.5
uL.mL* against both S. aureus and L. monocytogenes and 0.6 pL.mL* against the tested starter
co-culture. Assays in cheese-based broth containing OVEO at 0.6 uL.mL™ revealed no decrease
in viable cell counts of both pathogenic bacteria, while the starter co-culture decreased 1.0
CFU.mL™* after 24 h of exposure compared with the initial viable counts. OVEO at 1.25 and
2.5 pL.mL* caused reductions of up to 2.0 log CFU.mL™* and 2.5 log CFU.mL™ in S. aureus
and L. monocytogenes, respectively. At these same concentrations, OVEO severely affected the
cell viability of the starter co-culture following a short period of exposure. Higher
concentrations of OVEO were required to decrease the viable cell counts of all target bacteria
in the semi-solid coalho cheese model compared to cheese-based broth. Over the assessed time
points, viable cell counts of Lactococcus spp. in coalho cheese containing OVEO were lower
than those of S. aureus and L. monocytogenes. These results suggest that the concentrations of
OVEO used to control pathogenic bacteria in semi-hard cheese could be carefully evaluated
because of their possible inhibitory effects on the growth and survival of starter lactic acid

culture used during the production of this product.

Keywords: oregano; antimicrobial activity; coalho cheese; starter culture.
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1. Introduction

Coalho cheese is a semi-hard (mildly ripened) cheese that is typically produced in the
Northeast region of Brazil (Oliveira, Garcia, Queiroga & Souza, 2012) with medium to high
moisture, high yield and good acceptance among consumers (Silva, Ramos, Moreno & Moraes,
2010). This cheese is obtained by a simple manufacturing process using an enzymatic
coagulating agent and mesophilic lactic acid starter cultures (Machado et al., 2011; Queiroga et
al., 2013). Lactic acid starter cultures are typically used to improve sensory aspects, i.e., flavor,
taste and texture, during the ripening of this product (Oliveira, Garcia, Queiroga & Souza, 2012;
Queiroga et al., 2013). Other beneficial uses of lactic acid cultures in mildly ripened cheeses
include the production of chemical substances during fermentation, which have been associated
with higher microbial stability during storage (Coelho, Silva, Ribeiro, Dapkevicius & Rosa,

2014).

Unripened or mildly ripened cheeses, such as coalho cheese, are among the main foods
that have been reported to be involved in major outbreaks caused by Staphylococcus aureus
and L. monocytogenes worldwide (Coelho, Silva, Ribeiro, Dapkevicius, & Rosa, 2014; Zeleny
et al., 2015). Some physicochemical characteristics of mildly ripened cheeses, such as high
moisture, high pH and low acidity, may favor the survival and growth of these foodborne
pathogens (Gilliss et al., 2013; Pimentel-Filho et al., 2014). S. aureus is one of the most
common pathogenic bacteria related to cheese, causing a typical intoxication through the
ingestion of enterotoxins pre-formed in foods by enterotoxigenic strains (Wang et al., 2013; Le,
Bazger, Hill & Wilcock, 2014). L. monocytogenes is also frequently isolated from unripened
and mildly ripened cheeses. This bacterium causes listeriosis, a foodborne disease that is well
known worldwide because of its high morbidity and mortality (EFSA, 2013; Gilliss et al.,

2013). A common aspect related to these foodborne pathogens is the ability to grow under the
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refrigerated storage conditions that are used to preserve fresh and mildly ripened cheeses

(Franco, Hsu & Simonne, 2010; Burall, Laksanalamai & Datta, 2012).

Increasing concerns about the quality and safety of cheeses have led to the development
of improved methods to preserve these products. Alternative preservation techniques using
naturally derived ingredients, such as essential oils (EOs) are being investigated. EOs are
attracting interest as potential preserving agents in cheese because would satisfy the current
food manufacturers and consumers' demands for healthier foods (Asensio, Grosso & Juliani,
2015). Among the EO considered as generally recognized as safe (GRAS) and cited as
candidate to ensure the microbiological safety and stability of cheese, that from Origanum
vulgare L. is of interest (oregano — OVEO) (Olmedo, Nepote & Grosso, 2013; Asensio et al.,
2015). The inhibitory effects of OVEO against a wide range of foodborne pathogens,
particularly S. aureus and L. monocytogenes, have been reported in laboratory media and in
food-based broths (Azerédo et al., 2011; Luz, Gomes-Neto, Tavares, Magnani & Souza, 2012;
Luz et al., 2013). However, there is a lack of information regarding the effects of OVEO on the
lactic acid bacteria used as starter cultures in fermented dairy foods. These effects are of interest
because starter cultures can improve the sensory attributes of dairy products, particularly of
fresh or low-ripened cheeses — e.g. coalho cheese (Buriti, Rocha, & Saad, 2005; Coelho et al.,
2014). Some authors have stated that food matrix components can influence the activity of EOs
(Burt, 2004; Gutierrez, Barry-Ryan & Bourke, 2008, 2009), but little information is available
about the activity of OVEO against S. aureus and L. monocytogenes or starter bacteria in food

matrices.

Considering these aspects, the present study evaluated the effects of OVEO on the
growth of S. aureus, L. monocytogenes and a mesophilic starter co-culture composed of the
lactic acid bacteria Lactococcus lactis subsp. cremoris and Lactococcus lactis subsp. lactis in

different coalho cheese-mimicking models.
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2. Material and methods
2.1. Essential oil

OVEO was obtained by steam distillation, was purchased from Laszlo Ind. Com. Ltda.
(Minas Gerais, Brazil). Solutions of OVEO were prepared in BHI (Himedia, India) in a range
of concentrations (40-0.312 uL.mL™) using Tween 80 (1%, v/v; Sigma—Aldrich, USA) as an
emulsifier (Monte et al., 2014). Tween 80 at the higher assayed concentration (1%, v/v)

presented no inhibitory effects against the evaluated bacterial strains.

2.2 Test strains and growth conditions

The strains Staphylococcus aureus ATTCC 6538 and Listeria monocytogenes ATTCC 7644

were obtained from the Collection of Reference Microorganisms, National Institute of Quality

Control in Health (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil). A freeze-dried commercial starter co-culture

composed of Lactococcus lactis subsp. lactis and Lactococcus lactis subsp. cremoris (R-704, batch

3122631) was obtained from Cristian Hansen Brazil (Valinhos, Minas). During the study, the stock

cultures were maintained in cryovials at -80 °C.

Inocula of pathogenic bacterial strains and the starter co-culture used for antimicrobial
testing were obtained by preparing suspensions in BHI broth, from overnight cultures grown in
BHI agar at 37 °C. Each strain or the starter co-culture was grown in BHI broth at 37 °C for 18
- 20 h (late exponential growth phase), harvested by centrifugation (4500 g, 15 min, 4 °C),
washed twice in sterile BHI broth and re-suspended to obtain standard cell suspensions at
which the OD reading at 660 nm (ODseo) was 0.1 and 0.8 to provide viable cell counts of approx.
108 CFU.mL™ for pathogenic strains and starter co-culture, respectively (MacMahon et al.,

2008; Wiegand, Hilpert & Hancock, 2008).
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2.3 Chemical composition of OVEO

The chemical composition of OVEO was analyzed using a gas chromatography-mass
spectrometry GCMS-QP2010 Ultra Shimadzu with a capillary RTX-5MS column (30 m x 0.25
mm x 0.25 um). Helium (high purity) was used as a carrier gas at a flow rate of 0.99 mL/min.
The oven temperature was increased from 60°C to 240°C at a rate of 3°C/min. The injector and
detector temperatures were maintained at 250°C. The injection volume was 1 pL for OVEO
diluted with hexane (1:10). The mass spectrometer was operated in electron impact mode with
a source temperature of 200°C, an ionization energy of 70 V, and a scan variation of 40 m/z-
500 m/z scans at 3.33/s. ldentification of the individual components was based on a comparison
with the mass spectra of library of GC/MS, NIST/EPA/NIH Mass Spectral Database (Version
1.7). The quantities of the constituents were calculated as the mean values of three injections

and expressed as the area percentage (%).
2.4. Determination of the minimum inhibitory concentration (MIC)

MIC of OVEO against the co-culture of lactic acid starter bacteria and pathogenic
bacteria was determined by microdilution in broth according to procedures described by the
Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) with minor modifications (CLSI, 2006;
Wiegand, Hilpert & Hancock, 2008). Ninety-six-well plates were prepared by dispensing 50
uL each of OVEO solutions (40-0.312 uL.mL™). Then, 50 uL of bacterial suspension (6 log
CFU.mL™) were added to each well. The microplate was wrapped loosely with cling wrap to
prevent bacterial dehydration and ensure that the OVEO would not volatilize. Each plate
included controls without OVEO. The system was incubated at 37 °C for 24 h. After the
incubation period, a 30 pL aliquot of resazurin (0.01 g/100 L, w/v) (Inlab, Brazil) prepared in
aqueous solution was added to each well. Color changes were then assessed visually after 20

min of incubation at 37 °C. Bacterial growth was indicated by a color change in each well from
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purple to pink (or colorless). The MIC value was confirmed as the lowest concentration capable

of inhibiting the growth of the strains.

2.5. Preparation of cheese-mimicking models

The effects of OVEO on bacterial cell viability were studied in a coalho cheese-based
broth and in a semi-solid coalho cheese model with the purpose of simulating the environmental
conditions found by microorganisms in the studied food matrix. The coalho cheese samples
(four 500 g units from the same batch produced only by enzymatic coagulation with 0.9 mL/L
chymosin without the addition of a mesophilic lactic acid culture) used for preparing the cheese
broth and for the evaluation of the survival of bacteria in a food micromodel were purchased
from a local retail supermarket in Jodo Pessoa (Brazil). Before the assays, the hygienic-sanitary
conditions of the cheese samples were assessed according to current sanitary standards
established by the Brazilian legislation (Brazil, 2001), which establishes the limits of total and
thermotolerant coliforms (45°C), coagulase-positive Staphylococcus (S. aureus), Salmonella
spp. and L. monocytogenes. Microbiological analyses were performed according to standard
methods described elsewhere (APHA, 2001), and the obtained data demonstrated the
satisfactory sanitary quality of the cheese samples according to the established criteria,

including the absence of S. aureus and L. monocytogenes.

To obtain a cheese-based broth, 160 g of the coalho cheese (previously macerated) were
added to 1000 mL of sterile distilled water and hand-mixed with a sterile glass stem for 5 min
to ensure even homogenization. Subsequently, the mixture was placed in a thermostatic water
bath (42°C, for 50 min) and vacuum-filtered using Whatman n° 1 filters. The filtrate was
sterilized in autoclave (121 °C, 1.1 atm, for 15 min) (Neviani, De Dea Lindner, Bernini & Gatti,
2009). The broth was stored at -20°C in aliquots of 50 mL, and when required, one aliquot was

thawed under refrigeration (7 £ 1°C) and used for the assays.
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The physico-chemical characterization (moisture, ash, fat, protein, and carbohydrate) of
the cheese-based broth and of the coalho cheese (semi-solid cheese model) used as substrate in
antimicrobial assays was performed according to standard procedures described elsewhere
(AOAC, 2012). The values of the assessed parameters were as follows: moisture, 98.4 g/100 g;
ash, 0.37 g/100 g; fat, 0.39 g/100 g; protein, 0.7 g/100 g and carbohydrates, 0.23 g/100 g for
the cheese-based broth; and moisture, 46.5 g/100 g; ash, 4.57 g/100 g; fat, 6.35 g/100 g; protein,

22.17 g/100 g; and carbohydrates, 20.40 g/100 g for the cheese.
2.6. Effects of OVEO on bacterial cell viability in cheese-based broth

The effects of different concentrations of OVEO (0.6, 1.25, 2.5 and 5 pL.mL™) on the
cell viability of each tested bacterial suspension (each pathogenic bacterium or starter co-
culture) in cheese based-broth were assessed over 24 h using the viable cell count procedure.
Initially, 150 pL of the tested bacterial suspension (approximately 8 log CFU.mL™?) were
inoculated in 2850 uL of individual cheese-broth samples containing OVEO at the desired final
concentration. The different systems (final viable cell counts of approximately 6 log CFU.mL"
1y were gently hand-shaken for 30 s and then incubated at 37 °C for 24 h. At intervals of 0
(immediately after the homogenization of the system), 1, 2, 4, 8, 12 and 24 h of post-incubation
(exposure time), an aliquot of 100 pL of each system was serially diluted in sterile saline
solution, and then 20 pL of each dilution were dispensed in M17 agar base (Himedia, India) for
counts of Lactococcus spp., in Baird-Parker agar + egg yolk solution and potassium tellurite
(Himedia, India) for counts of S. aureus and in Listeria Agar Base + a selective supplement for
Listeria Il (Himedia, India) for counts of L. monocytogenes, using the microdrop inoculation
technique (Herigstad, Hamilton & Heersink, 2001). Control systems without the addition of
OVEO were assayed similarly. The plates were incubated at 37°C for 24 h. Plates inoculated

with aliquots collected from the cheese broth containing OVEO were always incubated for 24
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h longer than those obtained from control assays at an adequate temperature. The results were

expressed as log CFU.mL™,
2.7. Effects of OVEO on bacterial cell viability in semi-soli cheese model

The effects of different concentrations of OVEO (0.6, 1.25 and 2.5 uL.g™) on the cell
viability of each tested bacterial suspension (each pathogenic bacterium or starter co-culture)
inoculated in the semi-solid cheese model were assessed over 72 h using the viable cell count
procedure. Four different systems (with 0 h, 24 h, 48 h and 72 h of exposure time) containing
20 g of macerated coalho cheese (taken from the same macerated cheese pool), 10 mL of sterile
saline solution, 1 mL of the tested bacterial suspension (approximately 8 log CFU.mL™) and
OVEDO at the desired final concentration were prepared and mixed with a sterile glass stem for
1 min to ensure even homogenization (final viable cell counts of approximately 6 log CFU.mL"
Y. The systems were incubated at 10°C (proper storage temperature of coalho cheese). At each
pre-established exposure time, 70 mL of sterile saline solution were added to the corresponding
system (0 h - immediately after the homogenization of the system, 24 h, 48 h or 72 h),
homogenized and serially diluted (102-10) in sterile saline solution. Subsequently, 20 pL
aliquots of each dilution were dispensed in M17 agar base (Himedia, India) for counts of
Lactococcus spp., in Baird-Parker agar + egg yolk solution and potassium tellurite (Himedia,
India) for counts of S. aureus and in Listeria Agar Base + selective supplement for Listeria Il
(Himedia, India) for counts of L. monocytogenes, using the microdrop inoculation technique
(Herigstad, Hamilton & Heersink, 2001). Control systems without the addition of OVEO were
assayed similarly. The plates were incubated at 37°C for 24 h. Plates inoculated with aliquots
collected from the semi-solid cheese model containing OVEO were always incubated for 24 h
longer than those obtained from the control assays at an adequate temperature. The results were

expressed as log CFU.mL™,
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2.8. Statistical analysis

Assays were performed in triplicate in three independent experiments, and the results
were expressed as an average of the assays. The MIC results were expressed as modal values
because no variation was observed between the replicated results (McMahon et al., 2008).
Statistical analysis was performed to determine significant differences (p<0.05) using ANOVA
followed by Tukey's test with Sigma Stat 3.5 software (Jandel Scientific Software, San Jose,

CA).
3. Results

Analysis of OVEO composition resulted in the identification of 19 compounds at
amounts of higher than 0.1% of the total mass. Carvacrol (69.0%) was the major compound in
OVEDQ, followed by thymol (14.12%), y-terpinene (3.71%) and p-cymene (3.67%) (Table 1).
Other compounds, such as linalool (2.73%), o-pinene (1.31%), mycerne (1.02%) and

caryophyllene (0.68%), were found in minor amounts.

The MIC value of OVEO against both S. aureus and L. monocytogenes was 2.5 pL.mL"
! while against the mesophilic starter co-culture was 0.6 puL.mL™. The survival curves for the
pathogenic and starter bacteria during cultivation in the presence of OVEO at 0.6, 1.25, 2.5 and
5 uL.mL in the cheese-based broth over a period of 24 h are shown in Figure 1A-C. The
systems containing OVEO always exhibited lower viable cell counts (p < 0.05) compared to

the control systems (without OVEO).

The effects of OVEO at 0.6 pL.mL™ on cell viability of S. aureus and L. monocytogenes
in cheese-based broth over 24 h of exposure were similar. OVEO at this concentration caused
no decrease in viable cell counts of either pathogenic bacteria during the assessed time interval.
However, the viable cell counts of the starter co-culture decreased approximately 1.0 log

CFU.mL* (p <0.05) compared with the initial population (time zero) at the end of the assessed
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time interval (Fig. 1A-C). The presence of OVEO at 1.25 pL.mL™ in the cheese-based broth
caused reductions in the initial counts (zero time) of nearly 1.8 log CFU.mL? in L.

monocytogenes and 1.5 log CFU.mLin S. aureus (p<0.05) after 24 h of exposure (Fig. 1A-C).

At this same concentration, OVEO caused a sharp decrease in the viable cell count of the starter
co-culture after 4 h of exposure, and counts close to 2 log CFU.mL* were observed after 24 h
of exposure (a reduction of approximately 4 log cycles of the initial count). Assays of the
cheese-based broth containing OVEO at 2.5 puL.mL™* revealed reductions of up to 2.0 log

CFU.mL? and 2.5 log CFU.mL? in the initial counts (p<0.05) for S. aureus and L.

monocytogenes, respectively, after 24 h of exposure. Decreases in cell viability of both
pathogenic strains tested occurred after as early as 2 h of exposure, and no recovery in the viable
counts was observed for the remainder of the exposure time. OVEO at 2.5 pL.mL™ caused a
reduction of approximately 4 log cycles in the initial counts of the starter co-culture after 1 h of

exposure in the cheese-based broth.

When OVEO was assayed at 5 uL..mL™, a decrease in the viable cells counts of 3.3 and
3.7 log CFU.mL was observed for S. aureus and L. monocytogenes, respectively, after 24 h of
exposure — with similarity to kill-time curve shapes obtained for the starter co-culture treated
with OVEO at 1.25 pL.mL™ (a reduction of higher than 3.0 log cycles of the initial population;

> 99.99%).

Bacterial cells (from the pathogenic strains and starter co-culture) cultivated in cheese-
based broth without OVEO showed increases in the viable cell counts over the assessed time
interval (0.5-1.0 log cycles after 24 h compared with the initial counts). Regarding these results,
the OVEO at 1.25 pL.mL™ had bactericidal effects (> 3 log CFU.mL* reduction in the initial
count, i.e. > 99.99 killed) on the starter co-culture after 24 h of exposure, while this effect was
only found for both S. aureus and L. monocytogenes when OVEO was tested at 5 pL.mL*(after

24 h).
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The survival-curve shape of S. aureus, L. monocytogenes and starter co-culture in the
semi-solid cheese model over 72 h (at 10°C) were assessed following exposure to OVEO at 0.6,
1.25 and 2.5 pL.gt. Although, OVEO at 2.5 pL.mL™ caused a sharp decrease in the viable
counts of the starter co-culture after 1 h of exposure in the cheese-based broth (Fig. 2A-C), this
concentration was also evaluated in the semi-solid cheese model, considering the reported
influences of food matrix components (mainly proteins and fat, which cause decreases in
antimicrobial effects) on the antimicrobial efficacy of essential oils, as well as the difference of

responses previous found in mimicking models.

Similarly to observed in assays using the cheese-based broth, the semi-solid cheese
model systems containing OVEO consistently exhibited lower viable cell counts (p<0.05)

compared with control systems (without OVEO). The addition of OVEO at 0.6 pL.g™* to the
semi-solid cheese-model did not cause reductions in the viable cell counts of L. monocytogenes,
S. aureus and Lactococcus spp. over time; otherwise, slight increases in the viable counts were
noted over the assessed time (Fig. 2A-C). The addition of OVEO at 1.25 pL.g™* to the semi-soli
cheese model resulted in decreases in the viable cell counts of S. aureus and L. monocytogenes
of up to 1.5 CFU.g?* after 72 h of exposure. Under the same conditions, Lactococcus spp.
showed a decrease in the viable cell count of approximately 2.0 log CFU.gt. Over the assessed
time points, the viable cell counts of the Lactococcus spp. in the semi-solid cheese model

containing OVEO at 1.25 pL.g* were lower (p<0.05) than those determined for both assayed

pathogenic bacteria. Only the addition of OVEO at 2.5 pL.g* to the semi-solid cheese model
caused a sharp decrease in the viable cell count of Lactococcus spp. after 24 h of exposure. At
the same OVEO concentration, reductions of 2.5 and 2.8 log CFU.g* after 72 h of exposure
were observed for S. aureus and L. monocytogenes, respectively, compared with the initial

counts.
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4. Discussion

The composition profile of OVEO observed in the present study supports the findings
of previous studies that describe carvacrol (CAR) as the major constituent of this essential oil
(Azerédo et al., 2011; Luz, Gomes Neto, Magnani & Souza, 2014; Krishnan et al., 2014).
Although many individual components are present in OVEO, CAR has been related to its strong
antibacterial activity against a range of pathogenic microorganisms (Luz et al., 2012; Burt,
2004; Nostro, Cannatelli, Musolino, Procopio & Alonzo, 2002), including S. aureus and L.
monocytogenes. However, possible synergetic activity of CAR with minor individual
components is considered to improve the antimicrobial properties of OVEO (Bajpai, Baek, &

Kang, 2012).

With regard to the detected MIC values of OVEO, the mesophilic starter co-culture
showed higher susceptibility to OVEO (2-fold lower) compared to S. aureus and L.
monocytogenes. However, considering the well-accepted intrinsic two-fold variability in results
achieved for MIC assays determined by dilution in solid or liquid media (Smith, Williamson,
Wareham, Kaatz, & Gibbons, 2007), this higher sensitivity of the tested starter co-culture
should be carefully considered. The MIC value of OVEO against L. monocytogenes and S.
aureus determined in this study is similar to those reported in previous studies of the same
essential oil and target bacteria (Azerédo et al., 2011; Luz et al., 2013) however, there are no

reports of a MIC value of OVOE against Lactococcus spp. in the literature.

Assays of food-mimicking models with candidate antimicrobial compounds such as
OVEO may help to provide a more realistic picture of the efficacy of these compounds in food
matrices (Luz et al., 2012). The assayed concentrations of OVEO in the cheese-based broth
were based on values determined to be the minimum for inhibiting the growth of the pathogenic

bacteria tested (MIC - 2.5 uL.mL?) and its fractions (1/2 x MIC - 1.25 pL.mL*; and 1/4 x MIC
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- 0.6 pL.mL™) because the main focus of studies involving the incorporation of EOs into food
models has been the evaluation of antimicrobial activity against foodborne pathogens (Souza,
Stamford, Lima & Trajano, 2007; Souza, Barros, Concei¢cdo, Gomes Neto & Costa, 2009;

Oliveira, Stamford, Gomes Neto & Souza, 2010; Azéredo et al., 2011).

The inhibitory effects of OVEO on the survival of the tested pathogenic bacteria were
lower than those observed for the starter co-culture in both of the cheese-mimicking models
assayed (the cheese-based broth and semi-solid cheese model). Higher concentrations of OVEO
were required to result in decreases of the same number of log cycles for all tested bacteria in
the semi-solid coalho cheese model compared to cheese-based broth. This effect was more
pronounced for Lactococcus spp. It is likely that the abilities of these bacteria to survive under
environmental stress conditions imposed during the manufacturing and low-ripening of cheese
(as occurs in coalho cheese) could also be involved in their responses to OVEO in the semi-
solid coalho cheese model (Bourdichon et al., 2012; Cavanagh, Fitzgerald & McAuliffe, 2015).
According to Holley and Patel (2005), the necessary concentration of essential oils to achieve
an antimicrobial effect in food matrices is much higher than that under in vitro conditions. This
difference can be partially explained because the content of nutrients in the semi-solid cheese
model is higher compared to that in the cheese-based broth. It is known that high levels of fat
and/or protein in foodstuffs (as found in the semi-solid cheese model) can protect bacteria from
the action of EOs (Gutierrez, Barry-Ryan & Bourke, 2008). Proteins and fatty acids can react
and bind to individual constituents of EOs, becoming unavailable to act in target cells (Burt,
2004). This interaction is particularly important if the cellular target of the antimicrobial
compound is the cell membrane, as occurs with OVEO (Lambert, Skandamis, Coote & Nychas,
2001; Burt, 2004). Still, the physical structure of the cheese in the semi-solid model assayed
could have influenced the dispersion of OVEOQ in the system, limiting its contact with bacterial

cells and consequently, its antibacterial activity (Gutierrez et al., 2008; Gutierrez et al., 2009).
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Moreover, the greater availability of nutrients in semi-solid cheese models compared to cheese-
based broth may enable bacteria to repair damaged cells faster (Gill, Delaquis, Russo, & Holley,

2002; Burt, 2004).

Most studies reporting the antimicrobial activity of spices and EOs have involved
pathogenic or spoilage microorganisms, and few reports of starter cultures, such as lactic acid
bacteria, are available (Kivang, Akgul, & Dogén, 1991). Previous reports have suggested that
lactic acid bacteria are relatively resistant to the toxic effects of spices and EOs and that these
compounds actually have stimulatory effects on these organisms and enhance acid production
(Shelef, Naglik, & Bogen, 1980; Tiwari, & Pandey, 1981). In the present study, OVEO was
found to decrease the viability of Lactococcus cells. A previous study has reported that exposure
to oregano in synthetic media had no significant influence on the growth of Lactobacillus
plantarum or Leuconostoc mesenteroides, and after 2 days of fermentation, it has been
demonstrated to stimulate acid production by these starter culture. However, growth and acid
production are strongly inhibited by exposure to OVEO at 150, 300 and 600 ppm (Kivang,
Akgul, & Dogan, 1991). Probably, the stimulatory effects previously observed on starter

cultures were caused by natural spices rather than EOs, extracts or individual constituents.

5. Conclusions

OVEDO exhibited inhibitory effects on the growth of S. aureus and L. monocytogens, as
well as against a co-culture composed of L. lactis subsp. lactis and L. lactis subsp. cremoris,
which are used in the production of cheeses. The growth of the starter co-culture was more
strongly affected by the assayed concentrations of OVEO than S. aureus and L. monocytogens
in both the cheese-based broth and semi-solid cheese-based model. These results suggest that

OVEO could represent an alternative for controlling pathogenic bacteria in semi-hard cheeses;
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however, the concentrations used should be carefully evaluated because of its inhibitory effects
on the growth and survival of the starter lactic acid culture used in the manufacture of this
product and ultimately affect the development of desirable sensory properties during the low-

ripening period.
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Table

Table 1. Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC-MS) analysis of the essential

oil from Origanum vulgare L.

Figure Caption

Fig. 1. Viable cell counts of S. aureus (A), L. monocytogenes (B) and mesophilic starter co-
culture (C) in coalho cheese based-broth at 37 °C as a function of the Origanum vulgare L.
essential oil concentration: (e): 0 pL.mL?; (o) 0.6 pL.mL?; (A): 1.25 pL.mL?; (V):

2.5 uL.mL%; (#): 5.0 uL.mLL. Detection limit of the test: 2.0 log CFU.mL*

Fig. 2. Viable cell counts of S. aureus (A), L. monocytogenes (B) and Lactococcus spp. (C) in
semi-solid coalho cheese model at 10 °C as a function of the Origanum vulgare L. essential oil
concentration: (e): 0 uL.g%; (0): 0.6 uL.g%; (A): 1.25 uL.g?; (<7): 2.5 pL.g. Detection limit

of the test: 2.0 log CFU.g*



Peaks Compound Area (%)
1 carvacrol 69.0
2 thymol 14.12
3 y-terpinene 3.71
4 p-cymene 3.67
S5 linalool 2.73
6 a-pinene 1.31
7 a-thujene 0.27
8 camphene 0.31
9 mycerne 1.02
10 o-terpinene 0.51
11 limonene 0.07
12 eucalyptol 0.28
13 camphor 0.15
14 borneol 0.22
15 thymol methyl ether 0.18
16 anethole 0.6
17 caryophyllene 0.68
18 caryophyllene oxide 0.62
19 B-pinene 0.54
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ANEXO

Ficha técnica do 06leo essencial Origanum vulgare L.

Universidade Federal de Minas Gerais
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UG

Solicitante: LASZLO AROMATERAPIA LTDA. CNPJ: 07.997.093/0001-10

OLEO ESSENCIAL DE OREGANO
Nome ial: O o
Lote: szb1206

1 boténica: Origa: vulgare.

N

Extragao: Destilagdo por arraste a vapor.
Método de cultivo: organico certificado.
Parte da planta: folhas,

Origem: Hungria.
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