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RESUMO

O queijo de coalho é obtido por coagulacdo enzimatica através da acdo da renina ou enzimas
especificas, assim como pelo uso de culturas de bactérias acido-lacticas (BAL) iniciadoras,
que contribuem positivamente para os aspectos organolépticos deste produto. Algumas
caracteristicas fisico-quimicas desse tipo de queijo, como elevada umidade e pH, favorecem o
crescimento de bactérias patogénicas, frequentemente associadas a surtos alimentares, como
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes. O desenvolvimento destes patdgenos no
queijo coalho pode ser evitado pela adicdo de antimicrobianos sintéticos; entretanto, o
crescente interesse dos consumidores por alimentos mais naturais, livres ou com baixos niveis
de aditivos quimicos, tem direcionado as pesquisas sobre compostos naturais com
propriedades antimicrobianas que possam ser usados na industria de alimentos. O Oleo
essencial de Thymus vulgaris L. (OETV), popularmente conhecido como tomilho, tem
atividade antimicrobiana reconhecida contra bactérias patogénicas, porém ndo existem
informacdes sobre seu efeito sobre bactérias de interesse tecnoldgico, como culturas lacticas
iniciadoras, utilizadas no processamento de queijos. Considerando tais aspectos, 0 presente
estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o efeito inibitério do OETV sobre cepas de
Lactococcus frequentemente utilizadas no processamento de queijo de coalho, bem como
sobre cepas das bactérias patogénicas S. aureus e L. monocytogenes. Para isso, foram
determinados os valores da concentracao inibitéria minima (CIM) do OETV, e os efeitos do
OETYV sobre a viabilidade das células bacterianas foram determinados em caldo base-queijo e
em amostras de queijo de coalho. Os principais constituintes do OETV, identificados por CG-
MS, foram timol (43,19%) e p-cimeno (28,55%). O valor da CIM de OETYV foi de 2,5 pL/mL
frente a S. aureus e L. monocytogenes, e de 1,25 puL/mL contra a L. lactis subsp. lactis e L.
lactis subsp. cremoris em co-cultura. Nos ensaios em caldo base-queijo contendo OETV na
concentracdo de 1,25 pL/mL, apds 24 h, foi observada uma queda de aproximadamente 1 log
UFC/mL nas contagens de células viaveis de L. monocytogenes e de Lactococcus spp. Na
mesma concentracdo, o0 OETV ndo apresentou efeito inibitdrio sobre o crescimento de S.
aureus. Somente nos ensaios com 0 OETV a 5 uL/mL, a contagem de células viaveis de S.
aureus e L. monocytogenes apresentou um decréscimo acentuado ao longo do tempo, com as
curvas de tempo de morte semelhante aquela obtida para a co-cultura lactea quando exposta
ao OETV a 2,5 uL/mL. O OETV a 5 pL/mL provocou uma forte diminuicdo no numero de
celulas vidveis da co-cultura lactica, com contagens de 2 log UFC/mL apds 12 h de exposicao.
Nos ensaios com o queijo de coalho adicionado de OETV a 1,25 uL/g ndo houve reducéo na
contagem de células viaveis da co-cultura lactica ou das bactérias patogénicas ensaiadas.
Porém, a concentragdo 2,5 pL/g, o OETV provocou uma reducdo na contagem de células
viaveis de todas as bactérias ensaiadas ao longo de 72h de exposic¢do, que variou de 0,3-1,0
log UFC/g. Os resultados sugerem que as concentracdes de OETV necessarias para controlar
bactérias patogénicas em queijo de coalho devem ser cuidadosamente consideradas, pois
podem apresentar efeitos negativos sobre o crescimento e sobrevivéncia das bactérias que
compdem o fermento lactico.

Palavras-chave: tomilho, atividade antimicrobiana, fermento lactico, patdégenos alimentares,
queijo de coalho.
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ABSTRACT

Coalho cheese is obtained by enzymatic coagulation by the action of renin or specific
enzymes, as well as using starter lactic acid bacteria (LAB) cultures that positively contribute
to organoleptic aspects of the product. Some physicochemical characteristics of this cheese, as
high moisture and pH, favor the growth of pathogenic bacteria frequently associated to
outbreaks, such as Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes. The development of
these pathogens in coalho cheese could be avoided by the adding of synthetic additives,
however the growing interest of consumers for natural foods, free or containing low levels of
chemical additives, have led the research of natural compounds with antimicrobial properties
that can be used in food industry. The essential oil from Thymus vulgaris L. (TVEO),
popularly known as thyme, possesses recognized antimicrobial activity against pathogenic
bacteria, however there is no information about its effect on bacteria of technological interest,
such as starter lactic acid cultures, used cheese manufacture. Considering these aspects, this
study was performed to evaluate the inhibitory effect of TVEO on Lactococcus strains
commonly used in coalho cheese processing as well as on pathogenic strains S. aureus and L.
monocytogenes. For this, the values of minimum inhibitory concentration (MIC) of TVEO
were determined against the test strains and the effects of TVEO on bacterial cell viability
were assessed in cheese-based broth and in cheese samples. The main constituents of TVEO
identified by CG-MS, were thymol (43.19%) and p-cymene (28.55%). The MIC value MIC of
TVEO was 2.5 pL/mL against S. aureus and L. monocytogenes, and 1.25 puL/mL against L.
lactis subsp. lactis and L. lactis subsp. cremoris in co-culture. In the assays in cheese-based
broth containing TVEO at 1.25 uL/mL after 24 h, a decrease of approximately 1 log CFU/mL
in the viable cell counts of L. monocytogenes and Lactococcus spp. was observed. At the
same concentration, the TVEO presented no inhibitory effects on the growth of S. aureus.
Only when TVEO was incorporated in growth media at 5 pL/mL viable cell counts of S.
aureus and L. monocytogenes presented a sharp decrease over time, showing kill-time curves
shape similar to that obtained when starter co-culture was exposed to TVEO at 2.5 pL/mL.
TVEO at 5 pL/mL decrease 2 log CFU/mL the viable cell counts of the starter co-culture after
12 h of exposure. In the assays with coalho cheese added of TVEO at 1.25 pL/g no reduction
in viable cells counts of co-culture or pathogenic bacteria was observed. However, OETV at
2.5 pL/g caused a decrease in viable cell counts of all tested bacteria tested after 72 h of
exposure, varying from 0.3 to 1.0 log CFU/g. The results suggest that TVEO concentrations
required to control pathogenic bacteria in coalho cheese should be carefully considered, since
they can have negative effects on the growth and survival of lactic bacteria of the lactic
fermentum.

Keywords: thyme, antimicrobial activity, lactic ferment, food pathogens, coalho cheese.
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1 INTRODUCAO

O queijo de coalho é um alimento tipicamente brasileiro e amplamente difundido na
regido nordeste do Brasil (QUEIROGA et al., 2013). Segundo a legislacdo vigente, entende-se
por queijo de coalho, “o queijo que se obtém por coagulagdo do leite por meio do coalho ou
outras enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou ndo pela acao de bactérias laticas
selecionadas, sendo comercializado normalmente com até 10 (dez) dias de fabricagio”. E
classificado como um queijo de média a alta umidade, de massa semicozida ou cozida,
apresentando um teor de gordura no extrato seco entre 35% e 60% (BRASIL, 1997).

Na elaboracdo de queijos a coagulacdo do leite pode ser realizada pelo uso de
fermentos ou culturas de bactérias laticas, definidas como uma preparacdo microbiana
contendo nimeros elevados de células de um ou mais géneros e espécies de bactérias acido
laticas (BAL). Essas BAL sdo responsaveis pela producdo de acido lactico por meio da
fermentacdo da lactose, provocando o abaixamento do pH do leite de 6,6 para
aproximadametne 4,6, 0 que, em consequéncia, causa a coagulacdo do leite. Esta acidificagdo
alcancada também contribui no desenvolvimento das propriedades sensoriais dos produtos
obtidos, bem como tem sido relacionada a maior estabilidade microbioldgica ao longo do
armazenamento em decorréncia da producdo de compostos capazes de inibir micro-
organismos deteriorantes e/ou patogénicos nestes substratos (BERESFORD; WILLIAMS,
2004). Espécies do género Lactococcus constituem as principais bactérias responsaveis pela
acidificacdo do leite, de modo que das cinco espécies conhecidas, a Unica que contribui
significativamente na producdo de queijos é Lactococcus lactis, sendo as subespécies mais
importantes L. lactis subsp. lactis e L. lactis subsp. cremoris (SMIT; SMIIT; ENGELS, 2005;
TURCHI et al., 2013).

Além de ser fonte de BAL, 0 queijo é considerado um veiculo frequente de patégenos
de origem alimentar, em especial, 0s queijos frescos artesanais por serem, na maioria das
vezes, elaborados a partir de leite cru, associados, frequentemente, a praticas improprias de
manipulacdo (LEITE, 2012). Entretanto, a contaminacdo com bactérias patogénicas pode
ocorrer também em queijos produzidos com leite pasteurizado, devido em sua maioria a
contaminacdo pds-pasteurizacdo. A contamina¢do microbiana desses produtos assume
relevancia para a industria pelas perdas econémicas, e para a saude publica em decorréncia do
risco de veicularem bactérias patogénicas, que podem estar envolvidas em surtos alimentares
(GANDHI; CHIKINDAS, 2007).
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Dentre 0os micro-organismos patogénicos frequentemente encotrados em queijos de
coalho, destaca-se Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus. A bactéria L.
monocytogenes é amplamente distribuida no ambiente e tem sido frequentemente encontrada
em unidades de processamento de alimentos (MELO; ANDREW; FALEIRO, 2015). As
principais fontes de infec¢do causada por L. monocytogenes séo 0s queijos, produtos de aves,
produtos de carne bovina, legumes, frutos do mar e saladas (MARTIN et al., 2014). De
acordo com a European Food Safety Authority (EFSA), infec¢bes causadas por L.
monocytogenes estdo associadas a uma taxa de letalidade de aproximadamente 12%, que é
considerada uma das maiores taxas entre as doencas de origem alimentar (GILLISS et al.,
2013). Considerando a incidéncia de L. monocytogenes em produtos lacteos, a legislacao
brasileira (ANVISA, 2001) estabelece auséncia deste patdgeno em 25 g de amostra. Branco et
al. (2003), avaliando amostras de queijo de coalho industrial armazenados sob refrigeracdo
observaram a presenca desta bactéria em 19% das amosntras analisadas. Por sua vez, Sousa et
al. (2000) detectaram a presenca de L. monocytogenes em 20% das amostras de queijo de
coalho artesanal comercializadas em Jodo Pessoa-PB.

A contaminacdo por S. aureus ocorre, muitas vezes, devido a utilizacao de leite cru e
condicGes higiénico-sanitéarias inadequadas durante e ap6s pasteurizacdo (MIRANDA et al.,
2009). S. aureus € uma bactéria reconhecia como agente patogénico envolvido em um grande
namero de surtos de intoxicacdo alimentar em todo o mundo (LV et al., 2014). Dados da
EFSA revelam que os queijos se destacam dentre os alimentos envolvidos em surtos de
intoxicacdo alimentar causadas em decorréncia da ingestdo de toxinas estafilococicas
(KADIROGLU; KOREL; CEYLAN, 2014; ZELENY, et al., 2015). Elevadas contagens de
Staphylococcus coagulase positiva e S. aureus tém sido detectadas em diversos estudos com
queijos de coalho produzidos no Nordeste brasileiro (BORGES et al., 2003; FEITOSA et al.,
2003; BRUNO et al., 2005). Na maioria destes estudos, os queijos foram classificados como
improprios para o consumo humano, dada a constatacéo de niveis de contaminagdo superiores
aos permitidos pela legislagdo vigente - 10° UFC/g (ANVISA, 2001).

Tendo conhecimento da potencial ocorréncia de L. monocytogenes e S. aureus em
amostras de queijo de coalho, bem como considerando o possivel impacto desses patdgenos
sobre a satde e bem estar dos consumidores, torna-se de interesse a busca por procedimentos
que controlem o crescimento destes agentes neste substrato em particular. Considerando a
crescente busca dos consumidores por alimentos cada vez mais naturais, livres ou com baixos

niveis de aditivos quimicos, o uso de conservantes derivados do chamado “metabolismo
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secundario” vegetal tém atraido pesquisadores de diversas areas (BARROS et al., 2009).
Dentre estes produtos, os Oleos essenciais (OES) de plantas e seus constituintes tém sido
amplamente avaliados como possiveis candidatos para uso como antimicrobianos em sistemas
de conservacao de alimentos.

Produzidos por mais de 17.000 espécies de plantas aromaticas, geralmente
pertencentes a familias Lamiaceae, Rutaceae, Myrtaceae, Zingiberaceae e Asteraceae
(REGNAULT-ROGER; VINCENT; ARNASON, 2012), os OEs representam uma mistura
complexa de varios componentes como terpenos, terpendides, fenilpropenos e fendlicos
(VOON; BHAT; RUSUL, 2012). Em especial, o 6leo essencial obtido da espécie vegetal
Thymus vulgaris L., popularmente conhecido como tomilho, tem revelado destacével
propriedade antimicrobiana de amplo espectro, geralmente relacionada a seus principais
constituintes majoritarios mais frequentes, os quais sdo timol, p-cimeno e carvacrol
(KOHIYAMA et al., 2015; NEZHADALI et al., 2014; RAMOS et al., 2012).

Embora a capacidade de um composto ou componente em inibir o crescimento de
micro-organismos patogénicos e/ou deteriorantes seja de grande importancia no
desenvolvimento de sistemas de conservacdo de alimentos, também se deve atentar para 0s
seus possiveis efeitos sobre os micro-organismos de interesse tecnoldgico, utilizados no
processamento de produtos fermentados, a exemplo de queijos. Tal preocupacédo se baseia no
fato de que uma elevada inibicdo de bactérias tecnoldgicas por parte do composto ou
componente antimicrobiano testado pode possivelmente repercutir em problemas ao longo do
processamento e armazenamento ou mesmo perdas das caracteristicas particulares do produto
obtido. Considerando tais aspectos, o presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de
avaliar o efeito do 6leo essencial de Thymus vulgaris L. sobre a viabilidade celular de cepas
das bactérias tecnoldgicas L. lactis subsp. lactis e L. lactis subsp. cremoris em co-cultura
aplicada no processamento de queijo de coalho, bem como de cepas das bactérias patogénicas

L. monocytogenes e S. aureus.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 QUEIJO DE COALHO

O queijo é um concentrado lacteo constituido de proteinas, lipidios, carboidratos, sais
minerais, célcio, fosforo e vitaminas A e B. E um dos alimentos mais nutritivos que se
conhece, dado que um queijo com 48% de gordura contém aproximadamente 25% de
proteina, significando que, em termos de valor proteico, 210 g desse produto equivalem a 300
g de carne (OLIVEIRA, 2012).

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), queijo € “o
produto fresco ou maturado que se obtém por separacdo 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 agregacdo de
substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos, aditivos especificamente
indicados, substancias aromatizantes e matérias corantes”. A legislacdo complementa essa
definicdo, reservando o nome queijo exclusivamente para produtos cuja base lactea néo
contenha gordura e/ou proteinas de outra origem (BRASIL, 1996).

Dentre as variedades de queijos, o queijo de coalho é um dos mais tradicionais queijos
produzidos e consumidos no Nordeste brasileiro, principalmente nos Estados do Ceara,
Pernambuco, Rio Grande do Norte e Paraiba. Suas caracteristicas organolépticas peculiares
sdo responsaveis pela expansdo comercial do produto, sendo encontrado praticamente em
todos os Estados da Federacdo. Segundo a legislacéo 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 ndo pela a¢do de bactérias lacteas
selecionadas ¢ comercializado normalmente com até 10 (dez) dias de fabricagdo”.

A origem do nome queijo de coalho deve-se ao fato de ter sido tradicionalmente
elaborado com leite coagulado pela acdo de coalho animal, o qual caracteriza-se por pedacos
do estdmago de pequenos animais, que quando devidamente preparados sdo conhecidos como
coagulador ou abomaso (AQUINO, 1983). A Secretaria de Defesa Agropecuaria (SDA) do
Ministério da Agricultura, através do Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de
Queijo de Coalho, Instrugdo Normativa n® 30 de 26/06/2001, define este produto como um
gueijo de consisténcia semidura e elastica, com textura compacta e macia, podendo apresentar
algumas olhaduras. Apresenta cor branca amarelada uniforme, sabor brando, ligeiramente

acido, podendo ser salgado, com aroma, também ligeiramente acido, que lembra massa de
18



queijo coagulada. O queijo de coalho possui forma cilindrica ou retangular, com peso entre
0,5 a 1,5 kg, sendo consumido fresco ou curado (BRASIL, 2001; SILVA et al., 2010).

A fabricacdo de queijos envolve procedimentos gerais e alguns especificos de acordo
com o tipo de produto. Entre as etapas, ou mesmo durante elas, pode haver variacdes relativas
no tempo de descanso da massa, tempo de mexeduras, diferencas de temperaturas, tempo de
dessoragem e, também, diferengas na condicdo de maturacdo. Esses fatores determinam a
textura, aroma e sabor de cada queijo, influenciando as suas diferencas e caracteristicas
particulares (CURI; BONASSI, 2007).

Segundo Laguna e Landim (2003), a fabricagéo de queijos compreende as seguintes
etapas bésicas: 1. Coagulacdo do leite: pode ser feita diretamente pela flora microbiana do
leite, ou pela adicdo de cultivo bacteriano apropriado (coalho ou fermento). Ap6s um periodo
de tempo, o leite fermentado transforma-se na coalhada; 2. Corte da coalhada, para liberacao
do lacto soro; 3. A massa obtida é colocada em formas e prensada, ou ndo, dependendo do
queijo; 4. O queijo é salgado e, em seguida, embalado.

O coalho, utilizado em todos os tipos de queijo, exceto nos frescos, tipo “cottage”, tem
como funcdo a coagulacdo da caseina presente no leite. A principal enzima responsavel por
essa acdo € a renina, uma fosfoproteina de acdo proteolitica presente no estbmago de
ruminantes jovens, a qual atua hidrolisando ligacdes peptidicas da caseina, transformando-a
em para-caseina que precipita em presencga de ions Ca®* formando, entfo, a coalhada. Este
processo € dependente da temperatura, do pH e do teor de calcio do leite. A temperatura 6tima
de acdo do coalho € em torno de 40 °C, mas costuma-se utilizar temperaturas ligeiramente
mais baixas (em torno de 35 °C) para evitar que a coalhada se torne muito rigida. Outro
método de coagulacdo da caseina consiste na adicdo de &acido ao leite em quantidade
suficiente para igualar o pH do meio ao ponto isoelétrico da proteina (pH 4,5). Neste pH, as
micelas de caseina agregam-se e precipitam, porém esse método fornece queijos de qualidade
inferior aos produzidos pelo método enzimético (OLIVEIRA, 2012; PEREDA et al., 2005;
PERRY, 2004).

Durante o processo de formacgdo da coalhada podem ser adicionados, conforme a
necessidade e o interesse do produtor, aditivos como cloreto de célcio (CaCly), nitratos,
corantes, etc. O CaCl, aumenta o teor de ions Ca®* no leite, acelerando a coagulagio da
caseina e auxiliando na formacéo do codgulo. O CacCl: ¢ utilizado, principalmente, quando o
teor de proteina no leite ndo é o ideal (OLIVEIRA, 2012; PEREDA et al., 2005).
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Para fabricagdo de produtos lacteos fermentados podem-se utilizar culturas definidas -
um numero conhecido de cepas conhecidas - ou culturas mistas nas quais se tem um numero
desconhecido de cepas. As culturas mesofilicas utilizadas, definidas ou mistas, sdo
constituidas, principalmente, de Lactococcus lactis subsp. cremoris e L. lactis subsp. lactis;
por sua vez, as culturas termofilicas mais comuns sdo compostas de Streptococcus
thermophilus e bacilos lacticos como Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii, L.
delbrueckii subsp. bulgaricus, L. delbrueckii subsp. lactis ou L. helveticus (PEREDA et al.,
2005; PERRY, 2004). Assim, sob a Otica bioquimica, a microbiota dos queijos pode ser
dividida em dois grupos: bactérias laticas iniciadoras (BLI) e micro-organismos secundarios.
As BLI séo responsaveis pela transformacédo de lactose em &cido lactico durante a preparacao
do queijo. Suas enzimas também contribuem na maturacao, estando envolvidas na proteolise e
na conversdao de aminoacidos em substancias volateis responsaveis pelas propriedades
organolépticas do produto (BERESFORD; WILLIAMS, 2004).

Os micro-organismos secundarios compreendem as bactérias laticas ndo iniciadoras
(BLNI), que se multiplicam no interior da maioria das variedades de queijos, e outras
bactérias, leveduras e/ou fungos que crescem, tanto no interior, quanto na parte externa dos
queijos. Entre estes micro-organismos estdo os proteoliticos, lipoliticos e os produtores de gas
(PERRY, 2004; BERESFORD; WILLIAMS, 2004).

2.2 MICRO-ORGANISMOS DE IMPORTANCIA EM QUEIJO DE COALHO

Na elaboracdo de queijos, a coagulacdo do leite pode ser realizada pelo uso de
fermentos ou culturas lacteas, definidas como uma preparacdo microbiana contendo nimeros
elevados de células de um ou mais géneros e espécies de bactérias &cido lacticas (BAL)
(BERESFORD; WILLIAMS, 2004). De acordo com Lopez-Diaz et al. (2000), Lactococcus
sdo as principais bactérias responsaveis pela acidificacdo do leite. Das cinco espécies
conhecidas, a Unica que contribui significativamente na producdo de queijos é o L. lactis,
sendo as subespécies mais importantes L. lactis subsp. lactis e L. lactis subsp. cremoris
(SMIT; SMIIT; ENGELS, 2005; TURCHI et al., 2013).

Além de ser fonte de BAL, o queijo é considerado um veiculo frequente de patdgenos
de origem alimentar, em especial, 0s queijos frescos artesanais por serem, na maioria das
vezes, elaborados a partir de leite cru. Porém, a presenca de patdgenos pode ocorrer também
em queijos produzidos com leite pasteurizado, devido a contaminagdo pos-pasteurizacdo. A

contaminagdo microbiana desses produtos assume destacada relevancia tanto para a industria,
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pelas perdas econémicas; como para a saude publica, pelo risco de veicularem micro-
organismos patogénicos, que podem estar envolvidos em surtos alimentares (GANDHI,;
CHIKINDAS, 2007). Dentre os patdgenos contaminantes de alimentos frequentemente
envolvidos em surtos decorrentes de alimentos contaminados, destacam-se Staphylococcus
aureus e Listeria monocytogenes, prevalentes dentre 0s micro-organismos patogénicos
isolados de queijo de coalho. Abaixo séo apresentadas algumas informacdes a respeitos das
principais bactérias inciadoras utilizadas na producdo de queijo de coalho, bem como das

bactérias patogénicas S. aureus e L. monocytogenes.

2.2.1 Lactococcus lactis subsp. lactis e L. lactis subsp. cremoris

O género Lactococcus foi criado com o objetivo de reclassificar espécies dos géneros
Streptococcus e Lactobacillus. Presentes em diversos ecossistemas, como plantas, pele de
animais e diferentes tipos de alimentos, 0os micro-organismos desse género apresentam-se em
forma de cocos Gram-positivo, microaerofilicos e homofermentativos, com producgéo
exclusiva de &cido latico L (+) (CASALTA; MONTEL, 2008).

Devido as suas propriedades tecnoldgicas, algumas espécies de Lactococcus sdo
amplamente utilizadas na industria de produtos lacteos, como queijos e coalhada, tendo como
funcdo principal o desenvolvimento de atividades acidificantes e proteoliticas, e,
consequentemente, de textura, sabor e aroma, de modo a contribuir positivamente para a
percepcédo sensorial do produto (SMIT; SMIIT; ENGELS, 2005). Cavalcante et al. (2004) ao
empregarem uma mistura de cepas de L. lactis subsp. lactis e L. lactis subsp. cremoris
isoladas de leite cru na elaboracdo de queijo de coalho a partir de leite pasteurizado,
obtiveram boa aceitacdo pelos consumidores, quando avaliados sensorialmente.

Espécies de Lactococcus podem atuar como bioconservadores, por meio da producéo
de compostos antimicrobianos, como os acidos organicos e bacteriocinas. Estudos descrevem
cepas bacteriocinogénicas de Lactococcus que apresentaram atividade antimicrobiana contra

diversos patdgenos contaminantes de alimentos (HELLAL et al., 2012).

2.2.2 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcae, juntamente com 0s géneros
Planococcus, Micrococcus e Stomatococcus. Ja foram caracterizadas mais de 50 espécies e
subespecies desse género (PODKOWIK; BYSTRON; BANIA, 2012). Apresenta formas

esféricas (cocos), Gram e catalase-positivas, medindo cerca de 0,5 a 1,5 pum de diametro, as
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quais podem apresentar-se isoladas, aos pares, em cadeias curtas, ou grupos em forma de
cachos irregulares. Os membros dessa espécie sdo imoveis, ndo esporulados, geralmente ndo-
encapsuladas, anaerobios facultativos, porém, desenvolvem-se melhor em atmosfera aerdbia,
e agem sobre carboidratos produzindo acidos por meio de metabolismo respiratorio e
fermentativos (SANTOS et al., 2007).

Em meio solido, as colbnias sdo circulares-convexas, com 2 a 3 mm de didmetro, de
coloracdo branca ao amarelo-dourado, com halo de hemdlise ao redor (QUINN et al., 2005).
Podem ser isoladas em meios seletivos como o agar Baird Parker, apresentando-se de
coloragdo negra, circundadas por um halo de precipitacdo (interno) e outro transparente
(externo) (FACCIOLLI, 2010).

A bactéria S. aureus, classificada como mesofila, apresenta crescimento 6timo em
temperaturas entre 35 e 41 °C, porém consegue crescer e se multiplicar entre 6 e 48,5 °C
(RODRIGUEZ-CATURLA et al., 2012). Para a producdo de enterotoxinas, esta bactéria
requer temperaturas entre 10 e 46 °C, com valores 6timos entre 40 e 45 °C (AYCICEK;
CAKIROGLU; STEVENSON, 2005).

S. aureus tem a capacidade de manter-se viavel em baixa atividade de agua (Aa — 0,83
a 0,86), elevadas concentragdes de cloreto de sédio (até 20%), e dentro de uma faixa de pH de
4 a 10, com um étimo entre 6 e 7, sendo, portanto, capaz de se desenvolver em uma ampla
variedade de alimentos (RODRIGUEZ-CATURLA et al., 2012). Seu habitat & amplo,
podendo ser encontrado no ar, em fezes, esgotos e, principalmente, na mucosa nasal do
homem e de animais, o que favorece sua transmissdo aos alimentos por manipuladores,
geralmente portadores assintomaticos, e por animais, principalmente o gado leiteiro com
mastite (STAMFORD et al., 2006).

Algumas cepas de S. aureus sdo capazes de produzir enterotoxinas dentro de matrizes
alimentares, causando intoxicacdo alimentar estafilococica (ARGUDIN et al., 2010), que
consiste em uma gastroenterite resultante da ingestdo de 100 a 200 ng de toxinas pré-
formadas em alimentos. Essa quantidade de toxina é alcancada quando a contagem de S.
aureus ultrapassa 10° e 10® UFC/g de alimento (BENNETT, 2005). As enterotoxinas de S.
aureus sdo divididas em 5 tipos sorologicos “classicos" (SEA, SEB, SEC, SED, and SEE). A
enterotoxina SEA ¢ considerada como a principal causa de surtos de intoxicagao alimentar
estafilococica nos Estados Unidos, Japdo, Franca e Reino Unido (CARFORA et al., 2015).

Os alimentos frequentemente envolvidos em intoxicagdo alimentar estafilococica

incluem produtos carneos, aves, ovos, leite e produtos lacteos (HAMADI et al., 2014), ou
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seja, alimentos com elevado teor protéico, que requerem manipulacdo durante o
processamento, muitas vezes associada ao aquecimento e/ou armazenamento inadequado
destes produtos (ALABOUDI et al.,, 2012; HUMMERJOHANN et al., 2014; WALLIN-
CARLQUIST etal., 2010).

Elevadas contages de Staphylococcus coagulase positiva e S. aureus ja foram relatados
em amostras de queijos de coalho produzidos no Nordeste brasileiro (BORGES et al., 2003;
FEITOSA et al., 2003; BRUNO et al., 2005). Na maioria deles, os queijos foram classificados
como impréprios para 0 consumo humano, dada a constatacdo de niveis de contaminacao

superiores aos permitidos pela legislagdo vigente, o qual é de 10° UFC/g (ANVISA, 2001).

2.2.3 Listeria monocytogenes

Listeria sdo bactérias Gram-positivas, anaerobias facultativas, ndo formadoras de
esporos, em forma de bastonetes que medem de 0,5 a 2,0 micrometros (um) de comprimento
por 0,5 um de diametro (LIU, 2006; JAY, 2005). Possuem a capacidade de se multiplicar em
uma vasta faixa de temperatura, que varia de 0 °C a 42 °C, e se movimentam com o auxilio de
flagelos (FORSYTHE, 2010).

Bactérias do género Listeria sdo classificadas em oito espécies (L. monocytogenes, L.
ivanovii, L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri, L. grayi, L. marthii e L. rocourtiae), sendo
que duas destas espécies sdo consideradas patogénicas: L. monocytogenes, patogénica para
humanos; e L. ivanovii, patogénica principalmente para animais, tais como ovinos e bovinos
(MONTVILLE; MATTHEWS, 2008).

L. monocytogenes € um micro-organismo que se multiplica em valores de pH baixos,
em torno de 4,4, podendo ser inibida por acidos organicos, como acido acético, citrico e
latico, na concentracdo de 0,1%. Seu crescimento é acentuado em valores de atividade de
agua (aw) maiores ou iguais a 0,97, podendo sobreviver em valores bem mais baixos, em
torno de 0,83. Possui capacidade de se desenvolver em temperaturas que variam de - 4° a 50
°C, apresentando crescimento 6timo entre 30 e 37 °C. Determinadas concentracdes de sal, em
torno de 6,5%, também permitem seu crescimento (OLIVEIRA, 2011). Devido a essa
habilidade de crescer e suportar condi¢Oes adversas de temperatura, pH, concentracdo de sal,
etc., este se torna um micro-organismo importante tratando-se das enfermidades causadas pela
ingestdo de produtos alimenticios contaminados (FORSYTHE, 2010), ja& que tais condigdes
sdo utilizadas pelas industrias alimenticias como barreiras para o crescimento de micro-
organismos patdgenos (GANDHI; CHIKINDAS, 2007). Além disso, L. monocytogenes
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possui facilidade de colonizagdo de superficies e formacao de biofilmes sobre equipamentos
da industria de alimentos e ali permanecer por longos periodos de tempo (SWAMINATHAN;
GERNER-SMIDT, 2007).

Diversos alimentos sdo suscetiveis a contaminacdo por L. monocytogenes, porém este
micro-organismo tem sido frequentemente encontrado em leite cru, queijos, carnes frescas,
frango, frutos do mar, frutas e produtos vegetais, tendo prevaléncia em leite e produtos lacteos
(NIGHTINGALE; WINDHAM; WIEDMANN, 2005). Si0 necessarios apenas 10> UFC
(Unidades Formadoras de Col6nia) por grama ou mililitro de alimento para causar a listeriose
(JEMMI; STEPHAN, 2006), sendo a dose infectante influenciada tanto pela susceptibilidade
do hospedeiro quanto pela linhagem envolvida (McLAUCHLIN et al., 2004).

2.3 CONSERVACAO DE ALIMENTOS

No sistema de producdo de alimentos, torna-se fundamental que medidas sejam
tomadas com o intuito de assegurar a inocuidade e estabilidade dos seus produtos finais,
buscando a obtencdo de um produto final com elevada qualidade nutricional, atrelada a uma
longa vida util. A qualidade dos alimentos pode ser afetada por alteracbes de ordem fisica,
qguimica ou microbiolégica (FORSYTHE, 2010). Porém, as alteraces microbioldgicas sdo as
mais importantes, devido a alta intensidade em que ocorrem, repercutindo em risco para o
consumidor ou alteracdes nas caracteristicas proprias do produto, tornando-o inaceitavel para
0 consumo. Assim, deve-se considerar a contamina¢do microbiana tanto sob os aspectos de
deterioracdo e consequentes perdas econdmicas, bem como sob os aspectos de seguranca aos
consumidores quando considerada a ocorréncia de doencas veinculadas por alimentos
(DVAS), as quais representam um problema de saude publica (HOLLEY; PATEL, 2005).

A conservagdo de alimentos tem progressivamente se tornado mais complexa devido
ao continuo surgimento de novos alimentos que requerem longa e estavel vida de prateleira e
um alto grau de protecdo contra micro-organismos patogénicos (SOUZA, 2005). Muitos dos
agentes quimicos atualmente utilizados como conservantes de alimentos, com objetivo de
evitar o desenvolvimento de micro-organismos, tém sido amplamente questionados quanto as
implicacdes na saude dos consumidores e ao favorecimento do desenvolvimento de tolerancia
por parte dos micro-organismos, principalmente quando considerado a utilizacdo de
quantidades n&o letais a espécies contaminantes (ALVAREZ-ORDONEZ et al., 2009).
Alguns estudos tém detectado aumento da resisténcia microbiana em cepas de bactérias

isoladas de alimentos, tais como S. aureus, Clostidium perfringens, Bacillus cereus e
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Salmonella frente a diferentes antibioticos de uso clinico, incluindo ampicilina, meticilina
bacitracina, cloranfenicol e cefalotina (BANERJEE; SAKKAR, 2004; CARFORA, et al.,
2015).

Neste contexto, tem ocorrido uma pressdo sobre a industria alimenticia para uma
progressiva diminuicdo do uso de agentes conservantes quimicos em seus produtos, o que
consequentemente tem demandado a adogédo de novas alternativas para uso na conservacao de
alimentos. Adicionalmente, os consumidores tém exigido alimentos mais naturais e/ou com
baixos niveis de aditivos quimicos, porem com alta qualidade organoléptica e longa vida de
prateleira (BARROS et al., 2009). Assim, opg¢des inovadoras e emergentes para o0 alcance da
seguranga microbioldgica dos alimentos, como 0 uso de bacteriocinas, culturas protetoras,
quitosana e compostos vegetais (extratos e Oleos essenciais) tém sido avaliadas (LI et al.,
2011; MALHEIROS et al., 2010; PUSHKALA; PARVATHY; SRIVIDYA, 2012).

Oleos essenciais extraidos de plantas sdo potencialmente ativos frente a muitos
patdgenos, pois sdo fontes de compostos antimicrobianos, sendo que muitos estudos tem
comprovado a sua atividade inibitoria frente a diferentes patdgenos de origem alimentar.
Diversos autores tém estudado a atividade antimicrobiana dos condimentos e/ou especiarias,
assim como de seus Oleos essenciais, que progressivamente tém sido adicionados aos

alimentos como aromatizantes (SOUZA et al., 2005).

2.4 POTENCIAL ANTIMICROBIANO DO OLEO ESSENCIAL DE Thymus vulgaris L.

Nas plantas, etapas do processo vital, como crescimento, reproducdo, envelhecimento
e defesas contra agentes causadores de doencas sdo asseguradas e controladas pelas
transformacdes quimicas realizadas pelo metabolismo primario e secundario (BRAZ FILHO,
2010; GOMES, 2014). Os compostos envolvidos no metabolismo primario das plantas séo
macromoléculas que possuem uma distribui¢do universal e tém fungdo fundamental para sua
sobrevivéncia, como por exemplo, celulose, lignina, proteinas, lipideos, agUcares, entre outras
substancias. J& os compostos envolvidos no metabolismo secundéario, sdo moléculas de baixo
peso molecular que ndo possuem uma distribuicdo universal nos vegetais, pois ndo séo
necessérias a todos eles (GOMES, 2014; SIMOES, 2007). Tais compostos desempenham
funcOes importantes (protecéo, atracdo de polinizadores, adaptagdes ao estresse ambiental ou
defesa quimica contra micro-organismos, insetos, herbivoros e outras plantas) desenvolvidas

ao longo do periodo evolutivo. Entre estes metabolitos secundarios, os principais grupos de
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compostos encontrados com atividade bioldgica sdo os alcaloides, flavonoides, cumarinas,
taninos, quinonas e 6leos essenciais (PEREIRA et al., 2008).

Oleos essenciais sd0 misturas complexas de vérios componentes quimicos bioativos
como terpenos, terpendides, fenilpropenos e fenodlicos. Estes componentes, que s&o
responsaveis pela fragrancia das plantas e por muitas de suas atividades biologicas, podem ser
sintetizados por todos os o¢rgdos da planta e sdo armazenados em células secretoras,
cavidades, canais, células epidérmicas ou glandulares. A designagdo de “o0leo” ¢ devida a
algumas caracteristicas fisico-quimicas como a de serem geralmente liquidos de aparéncia
oleosa a temperatura ambiente. Sua principal caracteristica é a volatilidade, diferenciando-0s
dos 6leos fixos, que sdo misturas de substancias lipidicas obtidas normalmente de sementes.
Sdo caracterizados por possuirem dois ou trés componentes majoritarios, com concentracao
bastante elevada, quando comparados com os demais compostos presentes somente em tracos
(PRAKASH et al., 2015; VOON; BHAT; RUSUL, 2012).

Os 6leos essenciais sdo extraidos de diversas plantas aromaticas que na maioria das
vezes sdo cultivadas em paises de clima temperado a quente. A producdo desses 6leos pode
ser influenciada por diversos fatores ambientais (indice pluviométrico, temperatura,
sazonalidade, tipo de solo, altitude e ciclo vegetativo da planta). Essa variagdo da producdo e
da composic¢do quimica dos 6leos essenciais também pode se modificar de acordo com alguns
procedimentos, como secagem, época de colheita, tipo de adubacdo, entre outros (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007).

Conhecidos pelas propriedades antissépticas, além da sua fragrancia, os o6leos
essenciais vém sendo usados na producdo de embalagens ativas, como analgésicos, sedativos,
anti-inflamatorios, anestésicos topicos e como antimicrobianos (BAKKALI et al., 2008).

O estudo da atividade in vitro de 6leos essenciais e seus constituintes sobre bactérias
deteriorantes e patogénicas tem sido realizado por diversos autores (OUSSALAH et al., 2007;
LIOLIOS et al., 2009; AZEREDO et al., 2012; SOUZA et al., 2013; LUZ et al., 2014;
ABDOLLAHZADEH, 2014). Embora escassos, estudos tém sido realizados em matrizes
alimentares, como salsichas (BUSATTA et al., 2008); alface e cenoura (SINGH et al., 2002);
peixes (ABDOLLAHZADEH, 2014); presunto (GILL et al., 2002); carne (SOLOMAKOS et
al., 2008); chocolates (KOTZEKIDOU et al., 2008); arroz (ULTEE et al., 2000) e frutas
(ROLLER; SEEDHAR, 2002).

Os mecanismos de acdo dos 6leos essenciais ndo sdo completamente compreendidos.

A inibicdo do crescimento ou sobrevivéncia dos micro-organismos podem, em parte, ser
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devido a sua hidrofobicidade, fato que permite sua passagem pela parede celular e membrana
citoplasmatica, destruindo a estrutura dos polissacarideos, lipidios e fosfolipidios, provocando
um dano a membrana, fator responsavel, em parte, pela citotoxicidade que apresentam na
célula alvo (BURT, 2004). Ainda, em decorréncia da acdo de Oleos essenciais algumas
moléculas lipofilicas podem se acumular na bicamada lipidica e distorcer a interagdo lipidio-
proteina (BAKKALI et al., 2008). As células também poderiam alterar a permeabilidade da
membrana, como um mecanismo de reacdo, para evitar a entrada de algumas moléculas. A
acao dos Oleos essenciais pode provocar varios eventos celulares destacando-se a
sensibilizacdo da dupla camada fosfolipidica, com perturbacdo na fungdo e na composicdo da
membrana plasmatica, a inativacdo do mecanismo enzimatico, a inibicdo do transporte de
elétrons para producdo de energia e da sintese de componentes celulares, assim como o
extravasamento de material citoplasmatico, lise e eventual morte celular (BURT, 2004).

Devido as suas propriedades antimicrobianas, os 6leos essenciais sdo promissores para
uso na conservacgao de alimentos (BOUHDID et al., 2010). Assim, diversos 6leos essenciais e
seus componentes tém sido aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) para uso
em alimentos e bebidas (FDA, 2009). Dentre eles, destacam-se aqueles obtido do género
Thymus L. (Labiatae), conhecidos popularmente como tomilho. Thymus L., que compreende
cerca de 350 espécies de plantas herbéaceas perenes e sub-arbustos, € predominantemente
encontrado na regido do Mediterrdneo, Asia, Sul da Europa e Norte de Africa
(MAKSIMOVIC et al., 2008).

Existem varios ecotipos de tomilho, que diferem nas suas caracteristicas morfoldgicas
e na composicdo do 6leo essencial, embora todos sejam caracterizados por um forte odor
penetrante e, por vezes, um sabor pronunciado balsdmico e picante (BALLESTER-COSTA et
al., 2013; RUIZ-NAVAJAS et al., 2012). As espécies desse género possuem propriedades
farmacoldgicas e aromaticas, sendo comumente utilizadas no setor de fitoterapia. Além disso,
é utilizado como condimentos em varios alimentos e é um dos géneros mais utilizados na
medicina popular, devido a sua acdo estimulante sobre todas as funcdes do organismo
(VIUDA-MARTOS et al., 2011). Dentre as espécies encontradas no género Thymus estdo T.
zygis, T. mastichina, T. capitatus, T. piperella, T. moroderi e T. vulgaris. Estas espécies de
tomilho sdo amplamente utilizadas na industria de alimentos, com sabor e aroma bastante
aceitos pelos consumidores (BALLESTER-COSTA et al.,, 2013; FORNARI et al., 2012;
RUIZ-NAVAJAS, et al., 2012).
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A procura do 6leo essencial de espécies de Thymus é crescente (HAZZIT et al., 2009),
estando entre os dez melhores do mundo, principalmente por também ser usado como
conservante para fins alimentares, devido ao seu potencial antimicrobiano (EHIVET et al.,
2011). Dentre eles, destaca-se aquele obtido da espécie Thymus vulgaris L., proveniente da
Europa e cultivada no sul e sudeste do Brasil. T. vulgaris é um subarbusto perene, ereto,
ramificado, aromético, de 20-30 cm de altura, com ramos levemente cobertos de pélos
brancos e de folhas simples, pequenas, de forma oval e de coloracdo verde escura (Figura 1)
(ROCHA, 2013).

Figura 1 — Espécie vegetal Thymus vulgaris L.

Fonte: ROCHA (2013)

O oleo essencial de Thymus vulgaris (OETV) possui forte atividade antibacteriana,
antifingica, antiviral, antiparasitario, espasmolitica e antioxidante decorrentes,
principalmente, da presenca dos isémeros timol e carvacrol (ROCHA, 2013;
BAGAMBOULA et al., 2004), principais constituintes do OETV. Eles representam 0s
monoterpenos com maior poténcia bactericida presente na composicdo de muitos Oleos
essenciais, devido a sua natureza fendlica (YANISHLIEVA; MARINOVA; POKORNY,
2006). Esses dois componentes podem causar varios danos a célula microbiana, incluindo

desintegracdo da membrana externa, alteracfes na permeabilidade da membrana celular,
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diminuicdo do contetdo de ATP intracelular, perda de variadas substancias, tais como ions,
acidos nucleicos e aminoacidos, e deplecdo de proteinas envolvidas na divisdo celular (DI
PASQUA et al., 2010).

Estudos vém demonstrando que o OETV é uma fonte de compostos antimicrobianos
alternativos na inibicdo de diferentes micro-organismos de interesse em alimentos, como

sumarizado no Quadro 1.

Quadro 1 — Estudos que demonstram o efeito inibitorio do 6leo essencial de T. vulgaris L.

frente a diferentes micro-organismos.

Micro-organismos alvo Estudo

Listeria monocytogenes; Escherichia coli. PROESTOS et al., 2005.
Pseudo_mo_nas agrug_lnosa, Staph_ylococcus aureus; BONZIN et al., 2006.
Escherichia coli; Shigella sonnei.

Salmonella enteritidis; Salmonella typhimurium;
Escherichia coli; Shigella sonnei; Listeria monocytogenes; | ROTA et al., 2008.
Staphylococcus aureus.

Aspergillus ochraceus; Penicillium expansum; Penicillium

NGUEFACK et al., 2009.

verrucosum.
Bacillus cereus; Staphylococcus aureus; Escherichia coli. | TOHIDPOUR et al., 2010.

. . _ AL.MAQTARI;
Ba_cnlus_sgl:)_tllls, Stqphylococ_:_cus aureus; Staphyloc_occus ALGHALIBI: ALHAMZY,
epidermidis; Escherichia coli; Pseudomonas aeruginosa. 2011
Pseudomonas aeruginosa; Salmonella enteritidis. MILLEZI et al., 2012.

Listeria innocua; Serratia marcescens; Pseudomonas fragi;
Pseudomonas fluorescens; Aeromonas hydrophila;
Shewanella putrefaciens; Achromobacter denitrificans;
Enterobacter amnigenus; Enterobacter gergoviae;
Alcaligenes faecalis.

Staphylococcus aureus; Listeria monocytogenes; NEZHADALI et al. 2014.
Pseudomonas aeruginosa.

Aspergillus flavus KOHIYAMA et al., 2015

BALLESTER-COSTA etal.,
2013

Tendo o conhecimento da eficacia antimicrobiana do OETV sobre o
crescimento/desenvolvimento de micro-organismo patogénicos e deteriorantes, é possivel
prever sua eficacia como conservantes de alimentos. Porém, deve-se considerar 0s possiveis
efeitos sobre micro-organismos benéficos, aqueles de interesse tecnologico, utilizados no
processamento de produtos lacteos fermentados, a exemplo dos queijos. Tal preocupacao se
baseia no fato de que o OETV pode inibir esses micro-organismos benéficos, afetando a

qualidade dos produtos.
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3 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Microbiologia de Alimentos do
Departamento de Nutricdo do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da
Paraiba; Laboratério de Processos Microbianos em Alimentos do Departamento de
Engenharia de Alimentos do Centro de Tecnologia da Universidade Federal da Paraiba;

Nucleo de Caracterizacdo e Analise (NUCAL) da Universidade Federal da Paraiba.

3.1 MATERIAIS
3.1.1 Oleo essencial de Thymus vulgaris L.

O oleo essencial de Thymus vulgaris L. (OETV) foi obtido da empresa nacional
Ferquima Industria e Comercio Ltda (Vagem Grande Paulista, Sdo Paulo, Brasil). Os dados
relacionados ao 6leo essencial, tais como nome, aparéncia, cor, odor, impurezas, densidade e
indice de refracdo foram informados através de laudo técnico emitido pelo fornecedor
(ANEXO A). As solucdes do OETV foram preparadas em caldo infusdo de cérebro e coracéo
(CBHI, Himedia, india) e em caldo base-queijo, com concentragdes variando de 40 a 0,312
pl/mL. Para a solubilizacdo do OETV foi utilizado o tween 80 (1% v/v, Sigma-Aldrich, EUA)
(MONTE et al., 2014).

3.1.2 Cepas bacterianas

A cultura lactea composta pelos micro-organismos Lactococcus lactis subsp. lactis e
Lactococcus lactis subsp. cremoris (R-704, lote 3122631) foi obtido da Christian Hansen
Brasil® (Valinhos, Minas Gerais, Brasil). As cepas de L. monocytogenes ATCC 7644 e S.
aureus ATCC 6538 foram obtidas da Colegcdo de Micro-organismos de Referéncia, Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil). As cepas

estoque de todas as bactérias ensaiadas foram mantidas em criotubos a -80 °C.

3.2 METODOS
3.2.1 Identificacdo dos constituintes do dleo essencial de Thymus vulgaris L.

A identificacdo dos consituintes do OETV foi realizada por meio da utilizacdo de
Cromatdgrafo Gasoso acoplado a Espectrometro de Massas (CGMS-QP2010 Ultra

Shimadzu). Os compostos foram separados em uma coluna RTX capilar ®-5MS (30 m x 0,25
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mm x 0,25 um), de modo que a programac&o da temperatura do forno do cromatografo gasoso
foi iniciada a 60 °C, seguida de uma rampa de 3 °C/minuto até atingir 240 °C, concluindo em
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
espectrometro de massa foi operado por impacto de elétrons com uma temperatura da fonte de
200 °C, e com energia de ionizacdo de 70V, variacdo de scan de m/z 40 a m/z 500.

Para a identificacdo dos compostos foi utilizado o banco de espectros da propria
biblioteca do GC/MS, NIST/EPA/NIH Mass Spectral Database (Versdo 1.7). A quantificacdo
dos volateis foi obtida através da normalizacdo das areas dos volateis e expressos em
percentual de area (%).

3.2.2 Preparo do inoculo

A padronizacao do inéculo bacteriano foi realizada de acordo com os procedimentos
descritos por Wiegand, Hilpert e Hancock (2008) e McMahon et al. (2008). Para tanto, as
cepas bacterianas foram inicialmente cultivadas em placas contendo &gar infusdo de cérebro e
coracdo (ABHI, Himedia, india) e incubadas overnight a 37 °C (18 — 24 h). Em seguida, uma
unica col6nia foi cultivada em 5 mL de CBHI e cultivadas overnight a 37 °C com agitacéao
(250 rpm). A massa celular obtida foi colhida por centrifugacdo (4500 g, 15 min, 4 ° C),
lavada duas vezes em solucdo salina (NaCl 0,85% p/v) estéril e re-suspensa em CBHI estéril.
As suspensdes bacterianas obtidas foram submetidas a diluicdes seriadas (10 a 108) em
CBHI. A densidade 6ptica a 600 nm (DO600) da cultura bacteriana de cada diluicdo foi
determinada em espectrofotdmetro.

Para a determinacdo do nimero de unidades formadoras de col6nias (UFC) de cada
diluicdo, um volume de 0,1 mL da suspensdo de micro-organismos foi inoculado na superficie
de placas de Petri contendo ABHI, e espalhado com auxilio de alca Drigalsky estéril.
Posteriormente, as placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas, e, em seguida, a contagem do
namero de células vidveis foi determinada e expressa em UFC/mL. Com o ndmero de
colbnias obtido, sendo corrigido pela respectiva diluicéo, foi determinado o numero de células
contidas no tubo onde foi encontrado valor de DO600 de 0,1 para S. aureus e L.
monocytogenes; e de 0,8 para Lactococcus lactis subsp. lactis e L. lactis subsp. cremoris,

ambos correspondendo a, aproximadamente, 8 log UFC/mL.
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3.2.3 Determinacéo da concentracdo inibitéria minima

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

Inicialmente, uma suspensdo de células da cepa bacteriana testada contendo,
aproximadamente, 8 log UFC/mL foi diluida (1:100) em solucéo salina (NaCl a 0,85% p/v)
estéril, resultando em um in6culo de, aproximadamente, 6 log UFC/mL. Um volume de 50 pL
do ino6culo obtido foi adicionado a cada po¢o contendo 50 puL de CBHI adicionado de
diferentes concentragfes do OETV, variando de 40 a 0,312 ul/mL. Simultaneamente, foi
preparado o controle de crescimento (positivo) e de esterilidade (negativo) (Figura 2). O
sistema foi agitado e incubado a 37 °C por 24 horas, envolto com filme plastico para evitar a
desidratacdo microbiana e garantir que ndo houvesse a volatilizacdo do OETV. Apds o
periodo de incubacdo, foram adicionados 30 uL de resazurina (0,01%) (Inlab, Brasil),
preparada em solucdo aquosa, em todos os pocos. A microplaca foi reincubada a 37 °C por 20
minutos, quando entdo foi realizada a leitura visual (MONTE et al., 2014). A manutencéo da
cor azul nos pocos foi interpretada como auséncia de crescimento bacteriano, enquanto o
desenvolvimento de cor rosa ou incolor foi interpretaa como presenca de crescimento
bacteriano. A CIM foi definida como a menor concentracéo de 6leo essencial capaz de inibir
0 crescimento das cepas, ou seja, a menor concentracdo do 6leo essencial capaz de impedir a

mudanca de cor de azul para rosa. Os testes foram realizados em triplicata.

32



Figura 2 - Esquema de organizacéo da microplaca utilizada na determinacao da Concentracéo
Inibitéria Minima do 0Oleo essencial de Thymus vulgaris L. frente a cepas de S. aureus, L.
monocytogenes, L. lactis subsp. lactis e L. lactis subsp. cremoris.
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A partir da determinacdo dos valores de CIM foram escolhidas as diferentes
concentracdes do OETV aplicadas nos ensaios de avaliacdo da viabilidade celular das cepas

teste, quando inoculadas em caldo base-queijo e em amostras de queijo de coalho.

3.2.4 Amostras de queijo de coalho e obtencédo do caldo base-queijo

O estudo do efeito do OETV sobre a viabilidade bacteriana foi realizado em caldo
base-queijo, com o objetivo de simular as condigdes ambientais que 0 micro-organismo
encontra na matriz alimentar, e em amostras de queijo de coalho. As amostras de queijo de
coalho (duas unidades de 500 g, do mesmo lote, dentro do prazo de validade para consumo,
produzidas por coagulacdo enzimatica) utilizadas para a elaboracdo do caldo base-queijo e
nos ensaios de viabilidade celular bacteriana foram adquiridos de um supermercado de varejo
local, em Jodo Pessoa (Brasil). A qualidade microbioldgica do queijo de coalho utilizado no
estudo foi avaliada seguindo os padrdes sanitarios estabelecidos pela Resolu¢do 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.
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monocytogenes. As analises microbioldgicas foram realizadas segundo metodologias descritas
pela American Public Health Association (APHA, 2001), sendo que os resultados obtidos séo
apresentados na Tabela 1. Os dados obtidos revelaram uma satisfatdria qualidade sanitaria do
produto avaliado paralelo a ndo deteccdo das bactérias patogénicas avaliadas (L.
monocytogenes e S. aureus) no estudo. Também foram realizadas contagens de Lactococcus
spp., utilizando meio seletivo &gar M17 (Himedia, India), obtendo contagens de,

aproximadamente, 3 log UFC/g de queijo.

Tabela 1 - Parametros microbiolégicos do queijo de coalho utilizado como substrato para o
crescimento das cepas teste.

Coliformes Coliformes a 45 Salmonella S. coagulase-positiva monoc IT[O enes/
totais (NMP/g)  °C (NMP/g) spp./25¢ (UFC/g) 23’599
2.4 x 10? <3 Auséncia <1x10! Auséncia

Para a obtencdo do caldo base-queijo, 160 g de queijo de coalho, previamente
macerado, foram adicionadas a 1000 mL de &gua destilada e homogeneizada com auxilio de
um bastao de vidro estéril durante 5 minutos. Em seguida, a mistura foi colocada em banho-
maria termostatizado a 42 °C durante 50 minutos. Na sequéncia, a mistura foi submetida a
filtracdo atraves da utilizacdo de bomba a vacuo. O filtrado obtido (caldo base-queijo) foi
esterilizado em autoclave (121 °C por 15 min a 121 Pa) e, por fim, armazenado em aliquotas
de 50 mL a -20 °C (NEVIANI et al., 2009). Quando necessario, uma aliquota foi
descongelada sob refrigeracdo (7 = 1 °C) e utilizada para os ensaios. A caracterizacdo fisico-
qguimica (umidade, carboidratos, proteinas, lipidios e conteudo mineral) do queijo de coalho
utilizado na obtencdo do caldo, assim como do caldo obtido foi realizada por meio da
utilizacdo de métodos padrdo (AOAC, 2012). Os valores dos pardmetros avaliados na
caracterizacdo do queijo e do caldo base-queijo utilizados como substratos para o crecimento

microbianos sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Parametros fisico-quimicos do queijo de coalho e do caldo base-queijo utilizado

como substrato para o crescimento bacteriano.

Umidade Minerais Lipideos Proteina  Carboidratos

(9/1009) (9/100g) (9/1009) (9/100g) (9/1009)
Caldo base-queijo 98,36+0,09 0,37+0,00 0,39+0,01  0,64+0,03 0,23+0,07
Queijo de Coalho 46,52+0,16 4,57+0,11 6,35+0,10 22,17+0,02 20,40+0,21

Amostras
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3.2.5 Efeito do OETV sobre a viabilidade bacteriana em caldo base-queijo

O comportamento de cada cepa bacteriana foi observado em caldo base-queijo
adicionado de diferentes concentracfes (1,25 pL/mL, 2,5 pL/mL e 5 pL/mL) do OETV ao
longo de 24 horas de exposicdo. Inicialmente, 150 puL da suspensdo bacteriana (~8 log
UFC/mL) foram inoculados em 2850 pL do caldo base-queijo estéril contendo o OETV nas
concentrages finais desejadas. Os diferentes sistemas, com contagem final de células vidveis
de, aproximadamente, 6 log UFC/mL, foram agitados durante 30 segundos e submetidos a
incubacdo a 37 °C durante 24 h. Em intervalos de 0 (logo apds a homogeneizacao do sistema),
1,2,4,6,12 e 24 horas apos a incubacdo, uma aliquota de 100 uL de cada sistema foi diluida
seriadamente em solucdo salina estéril (NaCl 0,85% p/v), e, em seguida, 20 pL de cada
diluicdo foram inoculados, utilizando a técnica da microgota, em placas com éagar M17
(Himedia, india), para contagem de Lactococcus spp.; agar Baird Parker (Himedia, india)
suplementado com 50 mL/L de emulsdo de gema de ovo contendo telurito de potassio (3,5%)
(Himedia, india), para contagem de S. aureus; e &gar Listeria contendo suplemento seletivo
Listeria 11 (Himedia, india), para contagem de L. monocytogenes. As placas foram incubadas
a 37 °C por 24 - 48 horas. Apo6s o periodo de incubacdo, realizou-se a contagem do numero de
células viaveis, a qual foi expressa em log de UFC/mL (HERIGSTAD; HAMILTON;
HEERSINK, 2001). Sistemas controle, sem a adicdo do OETV, foram ensaiados

similarmente.

3.2.6 Efeito do OETV sobre a viabilidade bacteriana em queijo de coalho

O estudo do efeito do OETV sobre a viabilidade das bactérias teste quando inseridas
no queijo de coalho, foi realizado através do método de contagem de células viaveis ao longo
de 72 h de armazenamento (HERIGSTAD; HAMILTON; HEERSINK, 2001).

O comportamento das cepas microbianas quando inseridas no queijo de coalho frente a
diferentes concentragdes (1,25 puL/mL e 2,5 pL/mL) de OETV foi avaliado ao longo de 72
horas de armazenamento em temperatura de refrigeracdo. Quatro sistemas diferentes
(denominados de 0 h, 24 h, 48 h e 72 h de exposic¢do) contendo 20 g de queijo de coalho
macerado, 10 mL de solucéo salina (NaCl 0,85% p/v) estéril, 1 mL de suspensdo bacteriana
(~8 log UFC/mL) e OETV nas concentracbes finais desejadas foram preparados e
homogeneizados durante 30 segundos. Outros sistemas foram preparados sem adi¢cdo de

OETV (sistemas de controle). Os sistemas (com contagem final de células viaveis de,
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aproximadamente, 6 log UFC/mL) foram incubados a 10 °C (temperatura de armazenamento
do queijo de coalho). Em cada tempo de exposicao pré-estabelecido, 70 mL de solucdo salina
(NaCl 0,85% p/v) estéril foram adicionados aos sistemas e homogeneizados. Em seguida,
diluicbes em série (10 a 107°) foram realizadas em solugdo salina estéril, e 20 pL de cada
diluigdo foram dispensados em placas com com &gar M17 (Himedia, india), para contagem de
Lactococcus spp.; agar Baird Parker (Himedia, india) suplementado com 50 mL/L de emulsio
de gema de ovo contendo telurito de potéssio (3,5%) (Himedia, india), para contagem de S.
aureus; e agar Listeria contendo suplemento seletico Listeria Il (Himedia, india) para
contagem de L. monocytogenes, utilizando a técnica da microgota. Os sistemas controle, sem
a adicdo de OETV, foram ensaiados de forma semelhante. As placas foram incubadas a 37 °C

durante 24 - 48 h. Os resultados foram expressos como log UFC/g.

3.2.7 Anélise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicata, em trés experimentos independentes
(repeticdes), sendo os resultados expressos como médias dos ensaios. Para 0s ensaios de
determinacdo da CIM, os resultados foram expressos como valores modal, porque os valores
de CIM foram os mesmos em todas as repeticdes (McCMAHON et al., 2008). Nos ensaios de
viabilidade celular, a analise estatistica foi realizada para determinar as diferencas
significativas (p <0,05) utilizando ANOVA seguido pelo teste post hoc. de Tukey. O software
Sigma Stat 3.5 (Jandel Scientific Software, San Jose, California) foi utilizado para a execucao

da anélise estatistica dos dados.
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Abstract

In the present study, we assessed the effects of Thymus vulgaris L. essential oil (TVEO) on S.
aureus and L. monocytogenes, pathogenic bacteria frequently associated with fresh or low-
ripened cheeses (e.g., Brazilian coalho cheese), and on a starter co-culture comprising L.
lactis subsp. lactis and L. lactis subsp. cremoris, which are used for the production of coalho
cheese. To measure these effects, we determined the minimum inhibitory concentration (MIC)
and assessed bacterial cell viability in cheese-based broth (37 °C) and in a semi-solid cheese
model (10 °C). The MIC value for TVEO was 2.5 puL/mL against S. aureus and L.
monocytogenes, while the MIC was 1.25 pL/mL against the starter co-culture. The TVEO (5
and 2.5 pL/mL) sharply reduced the viable counts of all assayed bacteria in cheese broth over
24 h; although, at 5 pL/mL, TVEO more severely affected the viability of the starter co-
culture compared with pathogenic bacteria. The addition of 1.25 puL/g of TVEO in the semi-
solid cheese model did not reduce the viable counts of all assayed bacteria. At 2.5 uL/g,
TVEO slightly decreased the viable counts of S. aureus, L. monocytogenes and Lactococcus
spp. in the semi-solid cheese model over 72 h. The final counts of Lactococcus spp. in a semi-
solid cheese model containing 2.5 puL/mL TVEO were lower than those of pathogenic bacteria
under the same conditions. These results suggest that the doses of TVEO used to control
pathogenic bacteria in fermented dairy products should be cautiously considered for potential

negative effects on the growth and survival of starter cultures.

Keywords: Thymus, antimicrobial activity, pathogenic bacteria, technological culture, low-

ripened cheese.
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1. Introduction

Coalho is a semi-hard, medium- to high-moisture cheese of the northeast region of
Brazil (Queiroga et al., 2013) primarily produced from raw or pasteurized cow milk (Oliveira
et al. 2012). This cheese possesses high yield and good acceptance among consumers (Garcia
et al.,, 2012) and is produced through simple technology following milk coagulation using
rennet or proper coagulating enzymes, which are occasionally complemented with selected
lactic acid bacteria (starter culture) (Brasil, 1997).

Lactococcus species are the major lactic acid bacteria responsible for the acidification
of milk during the production of cheeses (Lopez-Diaz et al., 2000). Among the five known
Lactococcus species, the only bacteria that significantly contribute to the production of
cheeses is L. lactis (Teuber, 1995), and L. lactis subsp. lactis and L. lactis subsp. cremoris are
the most important bacteria for this technological use (Fox et al., 2000). Milk acidification
through Lactococcus also contributes to the development of improved sensory properties (i.e.,
taste, flavor and texture) in cheeses (Mills etal., 2010). Moreover, the presence of
Lactococcus in cheeses has been associated with the increased microbial stability of the
products during storage, producing substances (e.g., organic acids, bacteriocins, fat and
amino-acid metabolites) for the inhibition of spoilage and pathogenic microorganisms
(Coelho et al., 2014).

Cheese is considered a vehicle for foodborne pathogens, in particular, handmade fresh
cheeses primarily produced from raw milk. However, this contamination can also occur in
cheese produced with pasteurized milk, reflecting post-pasteurization contamination (Brooks
et al., 2012; Quero et al., 2014). The microbial contamination of this product is relevant for
industry due to economic losses and for public health due to the risk of transmitting
potentially pathogenic microorganisms to consumers (Gandhi and Chikindas, 2007). Listeria

monocytogenes and Staphylococcus aureus are involved in many foodborne outbreaks, and
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these bacteria are considered dangerous threats to the safety of fresh and low-ripened cheeses
(Pimentel-Filho et al., 2014). Unripened or low-ripened cheeses infected with L.
monocytogenes have been associated with major outbreaks of listeriosis worldwide (Coelho et
al., 2014). According to reports, 345 foodborne outbreaks in 2011 in Europe were caused by
staphylococcal enterotoxins, primarily involving the consumption of cheeses, eggs and mixed
foods (Zeleny et al., 2015).

Considering the potential of fresh or low-ripened cheeses to harbor pathogenic
bacteria, particularly L. monocytogenes and S. aureus, and the potential impact of these
bacteria on food safety, the development of new and effective compounds or procedures for
controlling pathogenic bacteria in these products has received much attention from research
and industry. The antimicrobial activity of essential oils (EOs) and compounds found therein
is promising for the use of these substances on food conservation systems (Bouhdid et al.,
2010), such as those used in dairy products (Asensio et al., 2015; Olmedo et al., 2013). Many
EOs and their individual constituents are considered Generally Recognized as Safe (GRAS) at
doses typically used in foods (Burt, 2004; Sousa et al., 2012) and have been approved by the
Food and Drug Administration (FDA) for use in foods and drinks (FDA, 2009). The essential
oil from Thymus vulgaris L. (TVEO) has been considered as candidate for use in foods. The
efficacy of TVEO in inhibiting a range of pathogenic and/or spoiling food-related bacteria in
in vitro systems has previously been reported (Ballester-Costa et al., 2013; Kohiyama et al.,
2015; Nezhadali et al., 2014). However, studies verifying the inhibitory effects of TVEO
against food-related bacteria in food-mimicking systems or even in food matrices are lacking.
Moreover, information concerning the effect of TVEO toward starter bacteria commonly used
in cheese production remains scarce or nonexistent.

Although the capability of this compound to inhibit the growth and survival of

pathogenic and/or spoiling microorganisms must be deeply considered to develop an
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innovative food conservation system, the potential inhibitory effects of this compound on
beneficial bacterial commonly applied or existing in foods, including those used for
technological purposes in fermented products (e.g., mesophilic starter lactic acid bacteria),
must also be reconciled. This consideration reflects the fact that the inhibition of
technologically beneficial bacteria in foods using an antimicrobial compound could result in
unsatisfactory processing or even changes in the desired characteristics of the obtained
products. There are only a few reports concerning the effects of spices and/or EOs on starter
cultures (e.g., lactic acid bacteria) (Janssen et al., 1987; Kivang et al., 1991; Shelef, 1983).
Thus, in the present study, we assessed the effects of TVEO toward the pathogenic
bacteria S. aureus and L. monocytogenes and a mesophilic starter co-culture comprising L.
lactis subsp. lactis and L. lactis subsp. cremoris, which are used in the production of coalho
cheese (Brasil, 1997). These effects were measured (and compared) through the determination
of the minimum inhibitory concentration and the assessment of the bacterial cell viability over

time in a cheese-based broth and a semi-solid cheese model.

2. Materials and methods
2.1. Essential oil

TVEO (batch 178; density at 20 °C, 0.918; refractive index at 20 °C, 1.501, extracted
through steam distillation) was purchased from Ferquima Ind. Com. Ltd. (S&o Paulo, Brazil).
The TVEO solutions were prepared in brain heart infusion broth — BHI (Himedia, India) at a
range of concentrations (80 — 0.312 puLL/mL) using Tween 80 (1%, v/v; Sigma—Aldrich, USA)
as an emulsifier (Monte et al., 2014). At the highest assayed concentration (1%, v/v), Tween

80 presented no inhibitory effect against the assayed bacterial strains.

2.2. Microorganisms and growth conditions
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The Listeria monocytogenes (ATCC 7644) and Staphylococcus aureus (ATCC 6538)
strains used in the present study were obtained from the Collection of Reference
Microorganisms at the National Institute of Quality Control in Health (FIOCRUZ, Rio de
Janeiro, Brazil). The freeze-dried commercial starter co-culture comprising Lactococcus latis
subsp. lactis and Lactococcus lactis subsp. cremoris (R-704, batch 3122631) was obtained
from Chr. Hansen Brazil® (Valinhos, Minas Gerais, Brazil). In the present study, the stock
cultures were maintained in cryovials at -80 °C.

Inocula of the pathogenic bacteria strains or the starter co-culture used in antimicrobial
testing were obtained after preparing suspensions in sterile saline solution (0.85% NaCl p/v),
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 through
centrifugation (4500 g, 15 min, 4 °C), washed twice in sterile saline solution and re-
suspended in BHI broth to obtain standard cell suspensions at which the OD reading at 660
nm (ODeso) Was 0.1 and 0.8 to provide viable cell counts of approximately 8 log CFU/mL for
pathogenic strains and starter co-cultures, respectively (McMahon et al., 2008; Wiegand et al.,

2008).

2.3. The identification of TVEO constituents

The constituents in TVEO were identified through gas chromatography coupled to
mass spectrometry — GC-MS (CGMS-QP2010 Ultra Shimadzu). Analysis through GC-MS
was performed under the following conditions: a RTX-5MS capillary column (30 m x 0.25
mm x 0.25 pum); program temperature: 60—240 °C (3 °C/min); injector temperature: 250 °C;
detector temperature: 220 °C; carrier gas: helium adjusted to 0.99 mL/min speed; ionizing
energy: 70 eV; and mass range (m/z): 40-500. The spectra bank of GC/MS, NIST/EPA/NIH

Mass Spectral Database (Version 1.7) was used to identify the individual essential oil
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constituents. The quantification of the constituents was obtained after normalizing the areas of

each detected constituent, expressed as a percentage area (%).

2.4. Cheese samples and preparation of cheese-based broth

The effects of TVEO on bacterial cell viability were examined using a coalho cheese-
based broth and a semi-solid coalho cheese model to simulate the environmental conditions of
the microorganisms in the studied food matrix. The coalho cheese samples (two units of 500 g
from the same batch, produced using only enzymatic coagulation with chymosin, without the
addition of mesophilic lactic acid culture) used to prepare the cheese-broth and assays using
the semi-solid cheese model were purchased from a local retail supermarket in Jodo Pessoa
(Brazil). The cheese samples were assessed for hygienic-sanitary conditions according to the
current sanitary standards of the Brazilian legislation (Brasil, 2001), which establishes the
limits of total and thermotolerant coliforms (45 °C), coagulase-positive Staphylococcus (S.
aureus), Salmonella spp. and L. monocytogenes. Moreover, the counts of Lactococcus spp. in
these cheese samples were monitored. The microbiological analyses were performed
according to the standard methods described elsewhere (APHA, 2001), and the obtained data
showed a satisfactory sanitary quality for the cheeses samples according to the established
criteria, highlighting the absence of L. monocytogenes and S. aureus. The viable Lactococcus
spp. counts in the cheese samples were consistently near 3 log CFU/mL.

To obtain the cheese-based broth, 160 g of coalho cheese (previously macerated) was
added to 1000 mL of sterile distilled water and hand-mixed using a sterile glass stem for 5
min to ensure even homogenization. Subsequently, the mixture was placed in a thermostatic
water bath (42 °C, 50 min) and vacuum-filtered using Whatman no. 1 filter paper. The

obtained filtrate was sterilized through autoclaving (121 °C, 1.1 atm, for 15 min) (Neviani et
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al., 2009). The filtered broth was stored in 50-mL aliquots at -20 °C, and when required, an
aliquot was thawed under refrigeration (7 = 1 °C) and used for subsequent assays.

The physico-chemical characterization (moisture, ashes, fats, proteins, and
carbohydrates) of the cheese-based broth and coalho cheese used as a substrate in
antimicrobial assays was performed according to standard procedures described elsewhere
(AOAC, 2012). The values of the assessed parameters were moisture 98.4 g/100 g; ashes 0.37
0/100 g; fats 0.39 g/100 g; proteins 0.7 g/100 g; and carbohydrates 0.23 g/100 g for cheese-
based broth; and moisture 46.5 g/100 g; ashes 4.57 g/100 g; fats 6.35 g/100 g; proteins 22.17

0/100 g; and carbohydrates 20.40 g/100 g for cheese.

2.5. Determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of TVEO

A microtiter plate assay was used to determine the MIC of TVEO according to the
standard method of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), with minor
modifications (CLSI, 2006; Wiegand et al., 2008). Approximately 50 uL. of TVEO solution
(40 — 0.312 puL/mL) was dispensed into each well of a 96-well microplate. Subsequently, 50
puL of bacterial suspension (6 log CFU/mL) were added to each well. The microplate was
loosely wrapped with cling wrap to prevent bacterial dehydration and TVEO volatilization.
Each plate included controls without TVEO. The system was incubated at 37 °C for 24 h,
Subsequently, a 30-uL aliquot of resazurin (0.01 g/100 L, w/v) (Inlab, Brazil), prepared in
aqueous solution, was added to each well. The color changes were visually assessed after 20
min at 37 °C. Bacterial growth was indicated as color changes from purple to pink (or
colorless). The MIC values were confirmed as the lowest concentrations capable of inhibiting

bacterial growth.

2.6. Effects of TVEO on bacterial cell viability in cheese-based broth
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The effects of different TVEO concentrations (1.25, 2.5 and 5 uL/mL) on the cell
viability of each tested bacterial suspension (each pathogenic bacterium or starter co-culture)
when inoculated in coalho cheese-broth were assessed over 24 h using the viable cell count
method. Initially, 150 pL of the tested bacterial suspension (approximately 8 log CFU/mL)
was inoculated into 2850 pL of separated cheese-broth samples containing TVEO at the
desired final concentrations. The different systems (final viable cell counts of approximately 6
log CFU/mL) were gently hand-shaken for 30 s, and subsequently incubated at 37 °C for 24 h.
At intervals of O (just after homogenization), 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 subsequently 20 puL of each dilution was added to M17 agar base (Himedia,
India) to count viable Lactococcus spp., Baird Parker agar (Himedia, India) supplemented
with 50 mL/L of egg yolk emulsion containing potassium tellurite (3.5%) (Himedia, India) to
count S. aureus and Listeria Agar Base containing selective supplement for Listeria Il
(Himedia, India) to count L. monocytogenes, using a microdrop inoculation technique
(Herigstad et al., 2001). Control systems without the addition of TVEO were similarly
assayed. The plates were incubated at 37 °C for 24 - 48 h. Plates inoculated with aliquots
collected from broth containing TVEO were incubated for an additional 24 h at an adequate
temperature compared with samples collected from control assays. The results are expressed

as log CFU/mL.

2.7. Effects of TVEO on bacterial cell viability in semi-solid cheese-model

The effects of different TVEO concentrations (2.5 and 5 pLL/mL) on the cell viability
of each tested bacterial suspension (each pathogenic bacterium or starter co-culture)
inoculated in coalho cheese samples were assessed over 72 h using the viable cell count

procedure. Four different systems (0, 24, 48 and 72 h of exposure) containing 20 g of
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macerated coalho cheese (taken from the same macerate cheese pool), 10 mL of sterile saline
solution, 1 mL of the tested bacterial suspension (approximately 8 log CFU/mL) and the
desired final concentration of TVOE were prepared and mixed using a sterile glass stem for 5
min to ensure even homogenization (final viable cell counts of approximately 6 log CFU/mL).
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 - just after homogenization of the system, 24, 48 or 72 h),
homogenized and serially diluted (101 — 10°) in sterile saline solution. Subsequently, 20-uL
aliquots of each dilution were dispensed onto M17 agar base (Himedia, India) to count viable
Lactococcus spp., Baird Parker agar (Himedia, India) supplemented with 50 mL/L of the egg
yolk emulsion containing potassium tellurite (3.5%) (Himedia, India) to count viable S.
aureus and Listeria Agar Base containing selective supplement for Listeria Il (Himedia,
India) to count viable L. monocytogenes, using the microdrop inoculation technique
(Herigstad et al., 2001). Control systems without the addition of TVEO were similarly
assayed. The plates were incubated at 37 °C for 24 - 48 h. Plates inoculated with aliquots
collected from cheese-models containing TVEO were incubated an additional 24 h longer at
adequate temperature compared with samples collected from control assays. The results are

expressed as log CFU/qg.

2.8. Statistical analysis

All assays were performed in three independent experiments in triplicate, and the
results are expressed as an average of the assays. For MIC determination assays, the results
are expressed as modal values because the MIC values were the same in all repetitions
(McMahon et al., 2008). For the viable cell counts assays, statistical analysis was performed

to determine significant differences (p < 0.05) using ANOVA, followed by post-hoc Tukey's
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test. Sigma Stat 3.5 computer software (Jandel Scientific Software, San Jose, California) was

used for the statistical analysis of the data.

3. Results and Discussion

The GC-MS analysis of TVEO identified 24 different constituents (Table 1). The
constituents detected at the highest amounts in TVEO were thymol (43.19%), p-cymene
(28.55%), y-terpinene (6.36%), linalool (5.57%) and carvacrol (3.14%). Other constituents,
such as o-pinene (2.60%), myrcene (1.4%), eucalyptol (1.29%), camphor (1.72%) and
caryophyllene oxide (1.43%), were detected in minor amounts. A variety of other constituents
were detected in amounts lower than 1%. These findings are similar to the results of
Al.Magtari et al. (2011), who examined the same essential oil. However, previous studies
have also demonstrated great variation in the amounts of compounds often detected as major
constituents in samples of TVEO, such as 17.4-71% thymol; 10-56% p-cymene, 2.6-85.5%
limonene and 12.1-24.5% carvacrol (Burt, 2004; Omidbeyqgi et al., 2007; Razzaghi-Abyaneh
et al., 2008; Sacchetti et al., 2005). The variability in composition among different EO
samples obtained from the same vegetal species might reflect differences in the raw materials
(dried or fresh) used for extraction, variable ecological and geographical conditions, the age
of the plant, harvesting time and methods used for extraction (Kohiyama et al., 2015). These
variations in the chemical profile of OEs might influence the antibacterial activity spectrum
and intensity (e.g., MIC values and decrease in bacterial cell population) of these substances.

The MIC value obtained for TVEO against both S. aureus and L. monocytogenes was
2.5 uL/mL, while the MIC against the mesophilic starter co-culture comprising L. lactis
subsp. lactis and L. lactis subsp. cremoris was 1.25 pL/mL. Regarding the observed MIC
values, the assayed mesophilic starter culture presented higher sensitivity to TVEO compared

with both L. monocytogenes and S. aureus. The MIC of TVEO toward the starter co-culture
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was one-fold lower than the MIC toward the assayed pathogenic bacteria. Initially, the higher
sensitivity of the bacteria comprising the tested starter co-culture was cautiously considered
because there is a well-accepted intrinsic two-fold variability in the results achieved for MIC
assays, determined through dilution in media (Smith et al., 2007). The MIC values of TVEO
against L. monocytogenes and S. aureus obtained in the present study were similar to the
findings of previous studies of the same essential oil and target bacteria (Al.Magqtari et al.,
2011; Nezhadali et al., 2014; Tohidpour et al., 2010); however, to the best of our knowledge,
there are no studies determining the MIC values of TVOE against lactic acid bacteria.

Some authors have associated the strong antimicrobial activity of TVEO (regarding
the low MIC values often detected) with the particular profile of major constituents in this
substance (Carovi¢-Stanko et al., 2010). The activity rank of the EOs individual constituents
possessing the highest antimicrobial properties is phenols > aldehydes > ketones > alcohols >
ethers > hydrocarbons (Ballester-Costa et al., 2013). This classification supports the low MIC
values, i.e., effective antibacterial activity (Van Vuuren, 2008), observed for the TVEO
examined in the present study because thymol (monoterpene possessing a phenolic ring) was
a major constituent. The primary site of the toxic action of EOs in bacterial cells is the
cytoplasmic membrane, and this action has been associated with the hydrophobicity of the
individual constituents of EOs, facilitating the partitioning of these constituents into the
bacterial lipid bilayer, thereby disturbing the bacterial structure and increasing permeability to
protons, ions and other cell constituents. Particularly, thymol (major constituent of TVEO)
damages the bacterial cytoplasmic membrane, resulting in the collapse of the proton motive
force, depletion of the ATP pool and eventual cell death (Ballester-Costa et al., 2013; Nowak
etal., 2012).

Considering that most of the available studies have considered the inhibitory effects of

EOs toward pathogenic microorganisms to determine potential doses to use as antimicrobials
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in foods, the MIC value of TVEO against the assayed pathogenic bacteria was selected as a
major parameter for the selection of the different TVEO concentrations used in assays of
bacterial survival (cell viability) in cheese-based broth over time (at 37 °C). Thus, the assays
to observe the effects of TVEO on bacterial cell viability were performed using cheese-based
broth containing 1.25 (1/2 x MIC), 2.5 (MIC) or 5 uL/mL (2 x MIC) TVOE (Fig. 1 A-C).
Observing the microbial behavior in food-based broth might be useful for studies on food
matrices because these liquid models might facilitate the optimization of the final application
of EOs and closely reflect the conditions in food products.

The effect of 1.25 uL/mL TVEO on the cell viability of L. monocytogenes and starter
co-culture in cheese-based broth was similar, with reductions of approximately 1 log CFU/mL
in initial counts (zero time) after 24 h of exposure (Fig. 1B and 1C). This TVEO
concentration showed no decrease in the viable cell counts of S. aureus in cheese-based broth
after 24 h of exposure, as the viable cell counts were similar (p > 0.05) over the assessed time
intervals (Fig. 1A). When TVEO was added to the cheese-based broth at 2.5 pL/mL, a
decrease in the viable cells counts of 0.9 log CFU/mL and 1.3 log CFU/mL for S. aureus and
L. monocytogenes, respectively, was observed after 24 h of exposure. However, at 2.5 pL/mL,
TVEO sharply decreased the viable cell counts of the assayed starter co-culture from 4 h of
exposure, and viable cell counts near 2 log CFU/mL were observed after 24 h of exposure (a
reduction of approximately 4 log cycles in the initial counts). When TVEO was added to the
growth medium at 5 pL/mL, the viable cell counts of S. aureus and L. monocytogenes
presented a sharp decrease over time, with kill-time curves similar to those obtained for the
mesophilic co-culture after exposure to TVEO at 2.5 pL/mL. At 5 pL/mL, TVEO decreased
the viable cell counts of the starter co-culture to 2 log CFU/mL after 12 h of exposure,
although a 3 log cycle reduction of the initial population (> 99.99%) was detected after 8 h of

exposure. Systems containing TVEO consistently presented lower viable cell counts (p <
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0.05) over time compared with control assays, except for the S. aureus counts in broth
containing TVEO at 1.25 puL/mL. Bacterial cells cultivated in control systems presented a
slight increase in the viable cell counts over the assessed time interval (0.3 — 0.7 log increase
after 24 h compared with initial counts — time zero). These results suggested that at 2.5
puL/mL, TVEO established a bactericidal effect [> 3 log CFU/mL reduction of initial count,
i.e., > 99.99 killed] (Laplante, 2007) against the starter co-culture after 24 h of exposure, and
this effect was only observed toward both S. aureus and L. monocytogenes when TVEO was
tested at 5 uL/mL (after 24 h). Moreover, at 5 pL/mL, TVEO showed a bactericidal effect
against the starter co-culture after 12 h of exposure. Overall, the assayed co-culture presented
greater sensitivity than S. aureus and L. monocytogenes when cultivated in cheese-based
broth.

Considering that the incorporation of TVEO at 5 pL/mL in the cheese-based broth
severely affected (> 99.99% of reduction of initial viable cell counts) the viability of the
bacteria comprising the tested mesophilic starter co-culture in a shorter exposure time
compared with S. aureus and L. monocytogenes, assays of bacterial survival in a semi-solid
coalho cheese model (at 10 °C) were performed over 72 h using TVEO at 1.25 and 2.5 pL/g
(Fig. 2 A-C). In contrast with the results of bacterial behavior observed in cheese-broth, the
addition of TVEO at 1.25 uL/g in the semi-solid cheese model did not reduce the viable cells
counts of L. monocytogenes; however, a slight increase in viable counts was observed from 24
h exposure onward (Fig. 2B). Similar results were obtained for S. aureus over time (Fig. 2A).
Under similar conditions, the viable cell counts of Lactococcus spp. were consistently close to
the initial bacterial population (approximately 6 log CFU/mL) added to the growth matrix
(Fig. 2C). The incorporation of TVEO at 2.5 pL/g in the cheese model decreased the viable
cell counts of S. aureus, L. monocytogenes and Lactococcus spp. after 72 h of exposure,

which varied from 0.3 to 1.0 log CFU/g with respect to the initial counts. The final viable cell
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counts for Lactococcus spp. in systems containing TVEO at 2.5 pL/mL were lower (p < 0.05)
than the counts observed for L. monocytogenes. The results of bacterial behavior in cheese-
broth and in the semi-solid cheese model are consistent with the results of the MIC
determination assays, suggesting that at lower concentrations, TVEO greater affect L. lactis
subsp. lactis and L. lactis subsp. cremoris compared with S. aureus and L. monocytogenes.
Consistent with results found in cheese-broth, bacteria strains cultivated in semi-solid cheese
control systems presented a linear and slight increase in the viable cell counts over the
assessed time period.

Overall, the inhibitory effects of TVEO against the tested target bacteria were higher
in cheese-based broth than in the semi-solid cheese model. This difference could be
associated with the characteristics of each experimental medium used in these assays, because
the composition of the food-mimicking system could impact the antimicrobial efficacy of
EOs. Systems containing higher amounts of protein and fat, such as the semi-solid cheese-
model, decrease the efficacy of EOs (Gutierrez et al., 2008). Proteins can form complexes
with phenolic constituents present in EOs, while fatty acids enclose the hydrophobic
individual constituents of EOs, making these components unavailable to attack target cells
(Burt, 2004). The physical structure of the semi-solid cheese model could also impair the even
dispersion of TVEO in the system, making it difficult to make contact with microbial cells in
some specific areas (Gutierrez et al., 2008; Gutierrez et al., 2009). Moreover, the higher
availability of nutrients in the semi-solid cheese model compared with cheese-based broth
might facilitate the rapid repair of damaged bacterial cells (Burt, 2004; Nazer et al., 2005).

Although researchers have suggested that as starter cultures, lactic acid bacteria are
relatively resistant to the toxic effects of spices or even some EOs (Kivang et al., 1991),
showing stimulatory effects on these organisms and enhanced acid production (Shelef et al.,

1980; Tiwari and Pandey, 1981). In the present study, TVEO decreased the viability of
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Lactococcus cells. However, the stimulatory effects of this substance on starter cultures have
been associated with natural spices rather than with their EOs, extracts or individual
constituents (Kivang et al., 1991). A previous study showed that the EOs from cumin (300
and 600 ppm) and oregano (150, 300 and 600 ppm) inhibited the growth of Lactobacillus
plantarum and Leuconostoc mesenteroides in synthetic medium for 5 days and inhibited acid
production by these bacteria (Kivang et al., 1991). Other studies assessing the effects of the
addition of the EOs from oregano or rosemary on the parameters associated with the
fermentation of fresh cheeses during storage have shown that cheeses containing EOs
presented higher pH values, lower production of organic acids and low amounts of indicators
of chemical oxidation compared with non-flavored cheeses (Asensio et al., 2015; Olmedo et
al., 2013) and low total mesophilic bacteria counts (Olmedo et al., 2013). The authors
proposed that the addition of the EOs to cheeses presents a protective effect against
deterioration during storage, although the potential effects on beneficial lactic acid bacteria
typically observed in the studied matrices have not been assessed. Overall, we should could
consider that the application of TVEO in fermented dairy products (such as, cheeses) in doses
enough to control pathogenic bacteria could negatively affect the growth and survival of
starter cultures comprising lactic acid bacteria and speculate a potential decrease in acid

production, affecting the proper sensory characteristics and safety of the products.

4. Conclusion

TVEO presented inhibitory activity against pathogenic bacteria S. aureus and L.
monocytogenes, which are often associated with coalho cheese, and a co-culture comprising
L. lactis subsp. lactis and L. lactis subsp. cremoris used in the manufacture of this product.
However, the growth of the starter co-culture was more severely affected by TVEO,

considering the MIC values and the behavior of test bacteria when challenged with this
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essential oil at different concentrations. Thus, the doses of TVEO proposed to control
pathogenic bacteria in fermented dairy products, particularly in cheeses, could be cautiously
established because of the potential negative effects on the growth and survival of beneficial

lactic acid starter cultures used in the production of these foods.
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Table 1

CG-MS analysis of the essential oil from Thymus vulgaris L.

Peaks Compound Area (%)
1 tricyclene 0.15
2 a-thujene 0.05
3 a-pinene 2.60
4 camphene 0.84
5 myrcene 1.40
6 pseudolimonene 0.06
7 a-terpinene 0.06
8 p-menth-1-ene 0.05
9 p-cymene 28.55
10 limonene 0.14
11 eucalyptol 1.29
12 linalol 5.57
13 cis-linalol oxide 0.17
14 trans-linalol oxide 0.20
15 y- terpinene 6.36
16 camphor 1.72
17 isoborneol 0.20
18 borneol 1.36
19 terpinene-4-ol 0.96
20 p-menthane-1,2,4-triol 0.15
21 thymol 43.19
22 carvacrol 3.14
23 caryophyllene 0.35
24 caryophyllene oxide 1.43
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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 Thymus vulgaris L.
essential oil concentration: (0): O uL/mL;(A): 1.25ul/mL; (o): 2.5ul/mL; (X):
5.0 uL/mL. Detection limit of the test: 2.0 log CFU/mL.
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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 Thymus vulgaris L. essential oil
concentration: (0): 0 uL/mL; (A): 1.25 uL/mL; (0): 2.5 uL/mL. Detection limit of the test:
2.0 log CFU/mL.
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ANEXO A

Relatdrio técnico do 6leo essencial de Thymus vulgaris L. (OETV)

ﬁ FERQUIMA

_ LAUDO TECNICO
leo Essencial de Tomilho Branco

{Thymues valgaris)

Lote: 178 CAS: 8007 -46-3
Fabricagdo: Julho/2013 Vabdade: Julho/2015

lens Controlados Besultados Especificacoes
Aparénciz Ligusdo Limpido Liguido Limpido
Car Amarelo Clany Incolor a Amarelo Claro
Impurez as lsento leenio
Oidor Caracteristico Caracteristico
Densidade [20°C) 0918 0,900 — 0,940
Indice de Refragéo [20°C) 1,501 1,480 — 1510
Rotagéo Ofica [3.00 ;-01a]
Daia da Andlise 0402013
Resultado Aprovado
Principal components Timal

Reromerdac oos Especlaly
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oiginal e vedadc. M0 reulkear & embalanem vasia
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Fiscocd. Gnns da Embalagars: 11

As mfocrmagdss conbodas nesia publicagio representsm o melhor de nosso conbaomesnic. Enfretanio,
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