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RESUMO

A ricota ¢ um queijo suave, ndo maturado, elaborado de soro ou de
mistura de soro e leite bovino pasteurizado integral ou desnatado. E considerado
um dos produtos que apresenta as melhores condigdes para o desenvolvimento
de microrganismos, que se deve as suas caracteristicas intrinsecas, como alta
atividade de 4gua e disponibilidade de nutrientes. Além disso, por ser muito
manipulado, durante a fabricacdo, estd propenso a inumeras fontes de
contaminag@o, caso praticas higiénico-sanitarias adequadas ndo sejam adotadas.
Este estudo foi conduzido em duas partes. A primeira delas objetivou avaliar a
qualidade microbiolédgica de ricotas comercializadas em Lavras, Minas Gerais,
Brasil. Ja a segunda consistiu em pesquisar o efeito antibacteriano de Origanum
vulgare ¢ Salvia officinalis no controle de Staphylococcus aureus e produgio de
enterotoxina A em ricota cremosa e aceitacdo sensorial das ricotas eclaboradas
com diferentes concentracdes de especiarias. Das 28 amostras analisadas, na
primeira etapa deste estudo, 67,85 % apresentaram contagens acima dos padrdes
da RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria para coliformes termotolerantes e 42,85% apresentara-se acima dos
padrdes para estafilococos coagulase positiva. Todas as amostras apresentaram
auséncia de Salmonella sp. e Listeria monocytogenes. Com base nestes
resultados, conclui-se que a qualidade microbiologica das ricotas disponiveis &,
em sua maioria, impropria, o que requer, além de adog@o de boas praticas de
fabricacdo, o desenvolvimento de alternativas de controle bacteriano.Para o
estudo da atividade antibacteriana de O. vulgare e S. officinalis em ricota o
microrganismos alvo foi S. aureus, sendo utilizado Delineamento Composto
Central Rotacional com trés variaveis. Foram selecionados cinco niveis de
temperatura (7,3 — 20,7 °C), concentragdo de O. vulgare (0 - 3,4% m/m) e
concentracdo de S. officinalis (0 - 3,4% m/m). S. aureus, inoculado previamente
nas amostras, foi quantificado apos 12, 24, 120 e 240 horas e os resultados
avaliados pela metodologia de superficie de resposta (MSR). Enterotoxina A foi
analisada apds 24, 120 e 240 horas. Por ultimo, ricotas contendo diferentes
concentragdes de especiarias foram elaboradas e avaliadas sensorialmente por
teste de aceitacdo. Pela MSR observou-se que as especiarias inibiram o
crescimento de S. aureus em ricota, com diferentes padroes dependendo da
concentragdo e temperatura. Em algumas amostras a enterotoxina A ndo foi
detectada. Quanto aos aspectos sensoriais, houve maior preferéncia pelas ricotas
com baixas concentragdes de especiarias. Esta parte do estudo comprova que as
especiarias sdo potenciais antibacterianos naturais no controle de S. aureus em
ricota.

Palavras-chave: Ricota. Microbiologia. Qualidade. Staphylococcus aureus.
Enterotoxina A. Origanum vulgare. Salvia officinalis.



ABSTRACT

Ricotta is a soft non-matured cheese, elaborated from whey or from a
whey and pasteurized whole or skimmed bovine milk mixture. It is considered
one of the products that presents the best conditions for microorganism
development, which is due its intrinsic characteristics, such as high water
activity and nutrient availability. Furthermore, for being highly manipulated
during production, it is prone to countless sources of contamination when
appropriate hygienic-sanitary practices are not adopted. This study was
conducted in two parts. The first aimed to evaluate the microbiological quality
of ricottas marketed in Lavras, Minas Gerais, Brazil. The second consisted of
researching the antibacterial effect of Origanum vulgare and Salvia officinalis
on the control of Staphylococcus aureus and enterotoxin A production in creamy
ricotta and the sensorial acceptance of the ricottas elaborated with different
concentrations of spices. Of the 28 samples analyzed in the first stage of this
study, 67.85% presented counts above the RDC No. 12 norms, of January 2,
2001, of the National Agency of Sanitary Surveillance for thermotolerant
coliforms and 42.85% were above the standard for coagulase-positive
staphylococci. All of the samples presented an absence of Salmonella sp. and
Listeria monocytogenes. Based on these results, we concluded that the
microbiological quality of the available ricottas is, in the majority, inappropriate,
which requires, besides the adoption of good production practices, the
development of alternative bacterial controls. For the study of the antibacterial
activity of O. vulgare and S. officinalis in ricotta the target microorganism was
S. aureus, using a Central Composite Rotational Design with three variables.
Five temperature levels were selected (7.3-20.7 °C), concentration of O. vulgare
(0 — 3.4% m/m) and concentration of S. officinalis (0 — 3.4% m/m). S. aureus,
previously inoculated in the samples was quantified after 12, 24, 120 and 240
hours and the results appraised by the response surface methodology (RSM).
Enterotoxin A was analyzed after 24, 120 and 240 hours. Finally, ricottas
containing different concentrations of spices were elaborated and appraised
sensory by the acceptance test. By the RSM it was observed that the spices
inhibited S. aureus growth in ricotta, with different standards depending on the
concentration and temperature. In some samples the enterotoxin A was not
detected. As for the sensorial aspects, there was higher preference for the ricottas
with low spice concentrations. This aspect of the study proves that the spices are
potential natural antibacterials in the control of S. aureus in ricotta.

Keywords: Ricotta. Microbiology. Food safety. Staphylococcus aureus.
Enterotoxin A. Origanum vulgare. Salvia officinalis.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A ricota ¢ um queijo suave, ndo maturado, que foi tradicionalmente
produzido na Italia considerando o leite de ovelha. Na atualidade, atingiu maior
popularidade, sendo elaborado de soro ou de mistura de soro e leite bovino
pasteurizado integral ou desnatado (FARKYE, 2004). E considerado um dos
produtos que apresenta as melhores condicdes para o desenvolvimento e
crescimento de microrganismos, como Salmonella sp., Staphylococcus aureus,
coliformes totais e termotolerantes. Isso se deve, principalmente, a
disponibilidade de nutrientes, como sais minerais e lactose, entre outros, o que
compromete a qualidade do produto em sua vida de prateleira (MAIA,;
FERREIRA; ABREU, 2004).

Surtos e casos esporadicos de toxinose por S. aureus, atribuidos ao
consumo de produtos lacteos, contendo enterotoxinas pré-formadas,
principalmente queijos, tém sido relatados em varios paises (CARMO et al.,
2002; OSTYN et al., 2010). As enterotoxinas A ¢ D (SEA e SED) sdo as que se
destacam em surtos de toxinfecgdes alimentares, podendo ser encontradas um
unico tipo de enterotoxina ou combinagdes (TRANTER, 1990). Alguns autores
mencionam que a enterotoxina A ¢ a mais comumente encontrada em surtos
relacionados a alimentos (CHA et al., 2006; KEROUANTON et al., 2007).
Segundo Tirado e Schimdt (2001), em se tratando do cenario epidemioldgico
mundial, S. aureus é considerado a terceira causa mais relevante de doencas
transmitidas por alimentos (DTAs). Dados da European Food Safety Authority -
EFSA (2010) relatam que em 2008 ele foi considerado a quarta maior causa de

toxinfec¢des alimentares na Unido Europeia.
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Como forma de garantir a seguranga microbiologica dos alimentos,
muitas vezes, as inddstrias se deparam com a necessidade da utilizacdo de
aditivos quimicos para o controle do crescimento microbiano. No entanto, um
dos grandes problemas dos aditivos quimicos, como conservantes, antioxidantes
e corantes, sdo as consequéncias que estes podem trazer ao corpo humano. Os
danos provocados, ainda, sdo objeto de pesquisas, porém, verifica-se que
existem casos de reagdes alérgicas, desenvolvimento de cancer e problemas no
sistema digestivo, além de outros, decorrentes da ingestdo desses compostos.
Considerando o aspecto cumulativo dessas substincias, ¢ impossivel prever a
sua toxicidade a longo prazo (DUTRA et al., 2007). Assim, diante dos possiveis
riscos, os consumidores tém procurado por alimentos livres de conservantes
quimicos, optando pelas substancias naturais.

Neste contexto, o interesse na descoberta de novos compostos
antimicrobianos naturais tem aumentado (SAGDIC et al., 2003), e especiarias
com propriedades antimicrobianas, t€ém sido, notavelmente, estudadas como
possivel aplicagdo na producdo de alimentos, buscando prevenir o crescimento
bacteriano e fungico (LANCIOTTI et al., 2004). Dentre as muitas especiarias
utilizadas primariamente para conferir flavor aos alimentos e que, ao mesmo
tempo, t€m reconhecido potencial como antimicrobianos, incluem-se Origanum
vulgare L. (orégano) e Salvia officinalis L. (salvia) (SAGDIC et al., 2002;
SAGDIC, 2003; VELLUTI et al., 2003).

Desta forma, verifica-se que o estudo da atividade antimicrobiana de
especiarias em produtos lacteos ¢ alternativa promissora, o que ¢ assegurado
pelo elevado consumo destes alimentos e pelos frequentes casos de toxinfecgdes
de origem alimentar relacionados a estes.

Diante do exposto, o presente trabalho foi realizado com os objetivos de
(i) avaliar a qualidade microbiolégica das ricotas com certificacdo do Instituto

Mineiro Agropecuario (IMA) ou Servigo de Inspecdo Federal (SIF)
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comercializadas em Lavras (Minas Gerais, Brasil) e regido, quanto a presenga de
coliformes totais e termotolerantes, estafilococos coagulase positiva, Salmonella
sp. e Listeria monocytogenes e comparar os resultados obtidos com os padrdes
da RDC n° 12 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria; (ii) estudar o efeito
de O. vulgare e S. officinalis no crescimento e produgio de enterotoxina A por S.
aureus ATCC 13565 em ricota armazenada em diferentes temperaturas ao longo
de 240 horas de armazenamento; e (iii) verificar por teste sensorial a aceitacdo

das ricotas adicionadas de O. vulgare e S. officinalis.



13

2 REFERENCIAL TEORICO

O nome ricota ¢ derivado da palavra latina “recocta”, que significa re-
cozido, ou cozido duas vezes (KOSIKOWSKI; MISTRY, 1999). A ricota ¢ um
queijo suave, ndo maturado, que foi, tradicionalmente, produzido na Italia a
partir do leite de ovelha. Na atualidade, atingiu maior popularidade, sendo
elaborado de soro ou de mistura de soro e leite bovino pasteurizado integral ou
desnatado. O principio de fabricacdo da ricota é baseado na precipitacdo das
proteinas do soro (albumina e lactoglobulina) por meio de calor associado a

acidificagao (FARKYE, 2004).

2.1 Ricota

A ricota pode ser comercializada fresca, condimentada ou até mesmo
defumada. Produto de alto valor proteico, apresenta textura delicada, sabor
tipico (suave, levemente acido e adocicado) e elevada porcentagem de lactose
em comparagdo a outros tipos de queijos (FOX et al., 2000; WHITNEY, 1988).
A ricota apresenta cerca de 73,6% de umidade, 12,6% de proteina, 8,1% de
lipidios, 3,8% de carboidratos e 1,9% de cinzas (UNIVERSIDADE
ESTADUAL DE CAMPINAS — UNICAMP, 2006).

Em funcdo de suas caracteristicas intrinsecas, a ricota fresca ¢
considerada um dos produtos que apresentam melhores condi¢cdes para o
desenvolvimento e crescimento de microrganismos tanto deterioradores quanto
patogénicos, o que compromete a qualidade do produto em sua vida de prateleira
(MAIA; FERREIRA; ABREU, 2004).

Verifica-se, portanto, a necessidade da garantia da qualidade e seguranca
para este tipo de produto (ESPER; BONETS; KUAYE, 2007). Entretanto, no

Brasil, ndo existe Regulamento Técnico de Padrdo de Identidade e Qualidade
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para a ricota (TEIXEIRA, 2005). A tnica legislagdo existente ¢ o Regulamento
de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA),
onde no artigo 610 ricota ¢ definida como o produto obtido da albumina de soro
de queijos, adicionada de leite at¢ 20% do seu volume, tratado
convenientemente e tendo o maximo de trés dias de fabricacdo. Também
estabelece que este queijo deva apresentar formato cilindrico, peso de 300 g a 1
kg, crosta rugosa, ndo-formada ou pouco nitida, consisténcia mole, ndo-pastosa e
friavel, textura fechada ou com alguns buracos mecénicos, cor branca ou branco-
creme, odor e sabor proprios (BRASIL, 1952).

Em geral, observa-se no mercado a oferta de ricota com diferentes
caracteristicas, fato este motivado pela producdo artesanal e, também, pela
auséncia de regulamento técnico mais definido (ESPER; BONETS; KUAYE,
2007; SILVA; FERREIRA, 2010). A inexisténcia de padroes legais pode ser
prejudicial ao proprio controle oficial de qualidade deste produto; por exemplo,
a falta de definicdo de parametro fisico-quimico, como o teor de umidade,
dificulta a interpretagdo dos resultados do controle microbiologico conforme
estabelecido na RDC n° 12 (BRASIL, 2001).

A elevagdo da temperatura do soro ou mistura favorece a obtencdo de
massa com baixa contagem microbiana. Contudo, apds sua obtenc¢ao, essa massa
fica exposta a inumeras fontes de contaminag@o, principalmente, por ser

excessivamente manipulada (RIBEIRO et al., 2005).

2.1.1 Qualidade microbiolégica

O conceito de alimento seguro ¢ dado a partir da defini¢do de risco
significativo. A maior parte dos pesquisadores concorda que risco igual a zero ¢é
impraticavel, por causa da quantidade de produtos alimenticios disponiveis, da

complexidade da cadeia de distribuicdo e da natureza humana. Os riscos de
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ocorréncia de doengas transmitidas por alimentos devem ser reduzidos ao
maximo, durante sua produ¢do, para se obter risco aceitavel e de acordo com os
padrdes exigidos pela legislagdo (RICHARDS, 2002).

A ricota, segundo os padrdes microbioldgicos e sanitarios para alimentos
regulamentados pela Resolugdo RDC n° 12 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), se enquadraria no grupo 8.b. (item f), correspondente aos
queijos de muita alta umidade (>55%), cujos limites maximos sdo: 5x10°
NMP.g" para coliformes a 45°C, 5x10° UFC.g" para estafilococos coagulase
positiva e auséncia de Salmonella sp. e L. monocytogenes (BRASIL, 2001).

No Brasil, ainda sfo poucos os trabalhos realizados em que se
verificaram a qualidade microbiologica de ricota, o que enfatiza a necessidade
de realizacdo de mais estudos sobre o assunto, a fim de verificar se os produtos
comercializados encontram-se dentro dos padrdes estabelecidos pela legislagdo
vigente, uma vez que produtos lacteos estdo, frequentemente, envolvidos em
surtos de toxinfec¢des alimentares. Segundo Costa, Lima e Rabelo (2002),
diversos surtos de doengas tém sido associados a ingestdo de produtos lacteos
em razdo, principalmente, da presenca de Staphylococcus aureus, Escherichia
coli e Bacillus cereus; também, ha relatos de surtos mais graves causados por L.
monocytogenes e Salmonella sp.

Raimundo (2004), analisando doze amostras de ricota de seis marcas
diferentes, comercializadas no municipio de Alfenas, Minas Gerais, encontrou
contagens de coliformes termotolerantes, variando de 7,1 x 10> a 2,8 x 10°
NMP.g", ¢ constatou que somente uma marca analisada estava dentro dos
padrdes da legislagdo vigente. No que diz respeito a contagem de estafilococcos
coagulase positiva e negativa, as contagens variam de 1,2 x 10° a 9,5 x 10°
UFC.g™".

Esper (2006), avaliando a qualidade microbiologica das diferentes

marcas de ricota comercializadas no municipio de Campinas, Sdo Paulo,
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constatou que 46,7% das amostras estavam em desacordo com o padrio
estabelecido pela RDC n° 12. O nimero de amostras, acima do permitido pela
legislagdo, foi de 46,7% para coliformes termotolerantes, 2,2% para
estafilococos coagulase positiva e 6,7% para L. monocytogenes. Embora nao
tenha sido detectada a presenca de toxinas estafilocdcicas nas ricotas, 23,64%
dos isolados de estafilococos eram produtores de toxinas. Destes, 69,23% eram
estafilococos coagulase negativa e 30,77% estafilococos coagulase positiva,
evidenciando a importancia dos estafilococos coagulase negativa.

Santos ¢ Hoffmann (2010), avaliando a evolugdo da microbiota
contaminante em linha de processamento de queijos Minas frescal e ricota, de
uma industria de laticinios localizada no municipio de Sdo José do Rio Preto,
Sdo Paulo, verificaram contagens maximas de 7,0 x 10° UFC.g' para
estafilococos coagulase positiva, 4,6 x 10> NMP.g"' para coliformes totais ¢ 9,3
x 10' NMP.g" para coliformes termotolerantes. Para E. coli, no quinto dia apos a
fabricacdo, 16,66% das amostras se encontravam contaminadas, ¢ ndo foi
verificada a presenca de L. monocytogenes e Salmonella spp.

Dentre os diversos tipos de microrganismos patogénicos que podem ser
encontrados em alimentos, pode-se destacar o S. aureus, cuja importancia
epidemioldgica nas doengas veiculadas por alimentos decorre em virtude de sua
alta prevaléncia e do risco de produgdo de toxinas pré-formadas (ZECCONI;
HANG, 2000), produzidas e liberadas pela bactéria, durante sua multiplicagdao
no alimento, representando risco para a satide publica (ALCARAS et al., 1997).
Surtos e casos esporadicos de toxinose por S. aureus, atribuidos ao consumo de
produtos lacteos, contendo enterotoxinas pré-formadas, principalmente queijos,
tém sido relatados em varios paises (CARMO et al., 2002; OSTYN et al., 2010).
Se tratando do cenario epidemiologico mundial, S. aureus ¢ considerado a

terceira causa mais relevante de doengas transmitidas por alimentos (DTAs)
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(TIRADO; SCHIMIDT, 2001). Em 2008 ele foi considerado a quarta maior

causa de toxinfec¢des alimentares na Unido Europeia (EFSA, 2010).

2.1.1.1 Staphylococcus aureus

As bactérias do género Staphylococcus pertencem a familia
Micrococcaceae e apresentam-se como cocos Gram-positivos, com didmetro
entre 0,5 a 1,5 um, imoveis, isoladas ou agrupadas em cachos. Sdo aerobias
facultativas (CHAPAVAL, 2003); capazes de se desenvolver em ampla faixa de
temperatura (7 a 48,5 °C), com temperatura 6tima entre 30 a 37 °C (SCHIMITT;
SCHULER-SCHMID; SCHMIDT-LORENZ, 1990); e pH de crescimento
variando entre 4,2 ¢ 9,3, com 6timo entre 7 a 7,5 (BERGDOLL, 1990).

Considerando a atividade de agua (a,), os estafilococos sdo unicos em
sua capacidade de multiplicar-se em valores inferiores aos normalmente
considerados minimos para as bactérias ndo-haldfilas. Sdo tolerantes a
concentragoes de 10% a 20% de cloreto de sodio, em que o valor minimo de a,
considerado é de 0,83 (FERREIRA, 2003; PORTOCARRERO; NEWMAN;
MIKEL, 2002).

A capacidade de crescer em diferentes condi¢cdes ambientais faz com
que o S. aureus se desenvolva com facilidade em varios alimentos (TRANTER,
1990). As peculiaridades do seu habitat tornam sua presenca largamente
distribuida na natureza, contaminando os alimentos pelos manipuladores, na
maioria, portadores assintomaticos, ¢ pelos animais, principalmente o gado
leiteiro com mastite (BALABAN; RASOOLY, 2000).

Atualmente, cerca de 33 espécies de estafilococos sdo reconhecidas e
divididas em duas categorias: coagulase positiva e coagulase negativa. Essa
divisdo ¢ baseada na capacidade de coagulagdo do plasma, que ¢ a propriedade

considerada importante como marcador de patogenicidade (BEHME et al.,
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1996). Os estafilococos coagulase-positiva t€m sido utilizados como
microrganismos indicadores, apesar da produgdo de enterotoxinas por algumas
espécies ndo produtoras de coagulase ser relatada (VERNOZY-ROSAND et al.,
1996). A coagulase ¢ uma enzima produzida por algumas espécies de
estafilococos, principalmente, o S. aureus, que exerce efeito clinico da
coagulacdo do plasma humano e de outros animais, por ativagcdo da protrombina,
resultando na conversdo do fibrinogénio em fibrina. Este teste tem sido
largamente utilizado para diferenciagdo de S. aureus e outras espécies
produtoras ou nao de coagulase (CHANG; HUANG, 1996; MADANI;
GREENLAND; RICHARD, 1998).

Staphylococcus aureus produz numerosos fatores de viruléncia,
incluindo toxinas citoliticas ou produtoras de lesdo da membrana (alfa, beta,
delta, gama e leucocidina), bem como uma toxina esfoliativa, a toxina-1 da
sindrome do choque téxico (TSST-1) e enterotoxinas (DINGES; ORWIN;
SCHLIEVERT, 2000).

As enterotoxinas sdo proteinas de baixo peso molecular, 22 a 30 KDa
(POLI; RIVERA; NEAL, 2002), produzidas por algumas espécies de
estafilococos, particularmente, por S. aureus. Sdo caracterizadas como sendo
proteinas simples, ricas em lisina, tirosina, acido aspartico e glutdmico,
constituidas por duas moléculas de cisteina formando uma ponte dissulfeto (SU;
WONG, 1995). Elas podem ser codificadas em profagos (BETLEY;
MEKALANOS, 1985), plasmideos (BAYLES; IANDOLO, 1989) ou em ilhas
de patogenicidade cromossémicas (YARWOOD et al., 2002).

Até o momento, o grupo de enterotoxinas (SEs) e de proteinas que se
assemelham a enterotoxinas (SEls) compreende 22 membros, excluindo os
variantes moleculares: (i) as classicas SEA, SEB, SEC ( com os variantes SEC,,
SEC, e SEC;, SEC ovino e SEC bovino), SED e SEE, os quais foram

descobertas em estudos de cepas de S. aureus envolvidas em surtos relacionados
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a alimentos, e classificadas em tipos sorologicos distintos (BERGDOLL;
SURGALLA; DACK, 1959; CASMAN, 1967); e (ii) os novos tipos de SEs
(SEG, SEH, SEI, SER, SES, SET) e SEls (SElJ, SEIK, SEIL, SEIM, SEIN,
SEIO, SEIP, SEIQ, SEIU, SEIU2 e SEIV) (JARRAUD et al., 2001; THOMAS et
al., 2006; ZHANG; IANDOLO; STEWART, 1998). TSST-1, inicialmente
designada como SEF ndo possui atividade emética (BERGDOLL et al., 1981;
REISER et al., 1983).

As enterotoxinas SEA e SED sao as que mais estdo envolvidas em surtos
de toxinfec¢do, podendo ser encontradas isoladas ou em combinagdo
(TRANTER, 1990). Alguns autores mencionam que a enterotoxina A € a mais
comumente encontrada em surtos relacionados a alimentos (CHA et al., 2006;
KEROUANTON et al., 2007).

A quantidade de enterotoxinas estafilococicas (SE), produzida em
alimentos ou culturas, difere em funcdo do tipo que € secretada. A sintese de
SEA, SED e SEE ocorre na fase logaritmica de crescimento, enquanto que SEB
e SECs sdo produzidas no final da fase estacionaria (MICUSAN; THIBODEAU,
1993).

Para a producdo de enterotoxina em determinado meio, algumas
condigdes devem ser adequadas, como atividade de agua (a,,), pH, auséncia de
substancias inibidoras e temperatura (LINDQVIST; SYLVEN; VAGSHOLM,
2002). Segundo Baird-Parker (1990), as enterotoxinas estafilococicas resistem a
temperaturas de 121 °C, por 3 a 8 minutos, ndo sendo inativadas pela
temperatura utilizada no processamento dos alimentos, embora o microrganismo
seja destruido.

Cinco condigdes sdo requeridas para provocar surtos de toxinose por
Staphylococcus aureus: (i) fonte contendo S. aureus produtor de enterotoxina:
alimentos crus, portadores assintomaticos ou sintomaticos; (ii) transferéncia do

S. aureus da fonte para o alimento: higienizacdo inadequada dos utensilios
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utilizados na preparagdo dos alimentos; (iii) composi¢do fisico-quimica do
alimento favoravel ao crescimento de S. aureus e produgdo de enterotoxina; (iv)
temperatura favoravel e tempo suficiente para o crescimento bacteriano e
producdo de enterotoxina; (v) ingestdo de alimentos com quantidade de
enterotoxina suficiente para provocar os sintomas (HENNEKINNE et al., 2010).

Os sintomas clinicos causados pela ingestdo do alimento, contendo a
toxina pré-formada, aparecem rapidamente e sdo caracterizados por vOmitos
severos, diarreias, dores abdominais, sudorese e caibras. Podem ocorrer,
também, dores de cabeca, calafrios, queda de pressdo arterial e, ainda, febre, de
acordo com a quantidade de toxina ingerida e a susceptibilidade do individuo
acometido. O periodo de incubagdo pode variar, podendo ocorrer entre 30
minutos a 8 horas, sendo a média de 2 a 4 horas apo6s a ingestdo do alimento
contaminado. E necessario menos de 1pg de toxina pura para desencadear os
sintomas caracteristicos de toxinose estafilococica e a populagdo de 10° UFC de
Staphylococcus/g ou mL de alimento ¢ necessaria para provocar um quadro de

toxinose (BERGDOLL, 1990).

2.1.2 Atividade antimicrobiana de especiarias e aplicacdo em alimentos

Atualmente ¢ cada vez maior o nimero de consumidores que exigem da
indastria de alimentos a diminuigdo do uso de aditivos quimicos, para obtengdo
dos seus objetivos voltados para seguranca alimentar, bem como seus objetivos
relacionados ao retardamento das acdes microbianas de carater deteriorante que
conduzem o alimento ao estado improprio para o consumo. Também, seguindo
esta tendéncia e tomando como base a toxicidade ou sua suspeita e o abuso de
utilizagcdo destes compostos, os aspectos legislativos da produ¢do de alimentos
tétm demandado reducdo dos indices de utilizacdo de aditivos quimicos na

indastria alimenticia (BRULL; COOTE, 1999). Os consumidores t€ém buscado
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mais alimentos naturais, caracterizados pela auséncia ou presenga de baixos
niveis de aditivos quimicos, bem como baixo impacto ambiental, retratando o
consumismo verde (BURT, 2004).

Nos ultimos anos, o interesse na descoberta de novos compostos
antimicrobianos naturais tem aumentado (SAGDIC et al., 2003), o que, também,
tem ocorrido na area de microbiologia de alimentos (LANCIOTTT et al., 2004).
Neste panorama, muitas pesquisas em todo o mundo vém sendo desenvolvidas
enfatizando a busca de compostos alternativos uteis e¢ viaveis para utilizagdo
racional como conservantes naturais na produgdo de alimentos (CHAO;
YOUNG; OBERG, 2000). Plantas com propriedades antimicrobianas tém sido
notavelmente enfatizadas como possivel aplicagdo na indulstria alimenticia,
objetivando prevenir o crescimento bacteriano e fungico (LANCIOTTI et al.,
2004).

As especiarias tém seu destaque na vida do homem desde a Grécia
antiga, como simbolos de crengas culturais ou para fins medicinais,
aromatizantes e conservantes e sdo constituidas de diferentes partes de vegetais
dessecados, grosseiramente subdivididos ou moidos (RIZZINI; MORS, 1995).
Segundo a Resolugdo RDC n° 276, especiarias podem ser definidas como
produtos constituidos de partes (raizes, rizomas, bulbos, cascas, folhas, flores,
frutos, sementes e talos) de uma ou mais espécies vegetais, tradicionalmente,
utilizadas para agregar sabor ou aroma aos alimentos e bebidas. Devem ser
designadas pelo nome comum da espécie vegetal utilizada ou expressoes
consagradas pelo uso, podendo ser seguida da forma de apresentacdo (BRASIL,
2005).

De acordo com Bedin, Gutkoski ¢ Wiest (1999) e Souza (2003), além da
propriedade aromatizante, as especiarias vegetais poderiam aumentar a vida util
dos alimentos em conseqiiéncia de sua atividade bacteriostatica e bactericida, de

acordo com a espécie e concentracdo utilizada, retardando o comego da
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deterioracdo e o crescimento de microrganismos indesejaveis, interferindo,
significativamente, na epidemiologia e profilaxia de surtos de toxinfecgdes
alimentares.

Entre as muitas especiarias utilizadas primariamente para conferir flavor
aos alimentos e que, ao mesmo tempo, t€m reconhecido potencial como
antimicrobianos incluem-se: alho, cebola, noz-moscada, curry, mostarda,
pimenta-preta, tomilho, orégano, salvia, alecrim, menta, pimenta jamaicana,
anis, manjericdo, paprica, acafrdo, aipo, endro, gengibre, coentro, manjerona,
cravo, canela e cominho (SAGDIC et al., 2002; SAGDIC, 2003; VELLUTI et
al., 2003).

Ceylan, Fung e Sabah (2004) verificaram a atividade antimicrobiana da
canela sobre Escherichia coli O157:H7 inoculada em suco de maca. Sallam,
Ishioroshi e Samejima (2004), avaliando o efeito antimicrobiano do alho fresco e
alho em po na lingliica de frango, constaram significativa redu¢do da contagem
de aer6bios mesoéfilos e aumento da vida util. Leuschner e Zamparini (2002)
estudaram o crescimento e a sobrevivéncia de Salmonella enterica serovar
Enteritidis em maionese na presenca alho fresco e observaram redugdo no
numero de células vidveis. Liu et al. (2009) avaliaram o efeito de diferentes
niveis de alecrim ou mogno chinés sobre a qualidade da lingiiica de frango
fresca durante o armazenamento refrigerado e constaram menor contagem de
aerdbios mesofilos para as lingiiigas adicionadas de alecrim ou mogno chinés,
quando comparadas com a amostra controle. Wahba, Ahmed e Ebraheim (2010)
observaram que pimenta, salsa e dill apresentaram atividade antibacteriana
contra a microbiota natural, coliformes, fungos filamentosos e leveduras ¢ S.
aureus em queijo Kareish, verificando, também, que a adicdo destas plantas foi
aceitavel para o consumidor, podendo contribuir para novas e seguras variedades

deste queijo.
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Gonzalez-Fandos et al. (1996) estudaram o efeito de orégano, trés
variedades de paprica (doce, semi-doce e pungente) e duas variedades de
pimenta (preta e branca) em salsichas fermentadas espanholas sobre S. aureus.
Apesar de ndo serem muito efetivos, no controle do crescimento microbiano, as
especiarias testadas afetaram a sintese de enterotoxinas SEA, SEC, SED e SEE.
Dependendo da espécie de planta e concentragcdo utilizada a produgdo de
enterotoxinas pdde ser inibida ou estimulada.

Como pdde ser observado, ja existem algumas pesquisas que relatam a
utilizagdo eficiente de especiarias como antimicrobianos naturais no controle de
microrganismos em alimentos. Entretanto, até o presente momento sdo escassos
estudos utilizando produtos lacteos. Desta forma, verifica-se que o estudo da
atividade antimicrobiana de especiarias em produtos lacteos ¢ alternativa
promissora, o que ¢ assegurado pelo elevado consumo destes alimentos e pelos
frequentes casos de toxinfec¢des de origem alimentar relacionados a estes.
Segundo Maia, Ferreira e Abreu (2004), o interesse por queijos com especiarias
tem crescido. A ricota com especiarias tem aparecido como op¢do de consumo,
por se tratar de um alimento de facil digestdo e uma das formas mais simples e
econdmicas de aproveitamento do soro proveniente de varios tipos de queijos,
obtendo-se produto de facil comercializagdo e baixo custo.

Contudo, o nivel de especiarias e seus 6leos essenciais necessarios para
inibir microrganismos em alimentos tem sido relatados como muito maior do
que aquele determinado in vitro, quando se utilizam meios de cultura em
laboratorios (GOULD, 1996; JUVEN et al., 1994). Um dos motivos seria que a
interagdo com os componentes dos alimentos pode reduzir a atividade
antimicrobiana e gorduras e/ou proteinas podem ser responsaveis pela reducéo
na atividade bactericida de especiarias em matriz alimentar (UHART;
FERREIRA; RAVISHANKAR, 2006). Diante desse fato, verifica-se que, muitas

vezes, no estudo de conservantes naturais em alimentos as concentragdes de
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especiarias, o0leos essenciais e extratos de plantas necessarias para controlar os
microrganismos sdo elevadas e podem ndo ser aceitas sensorialmente, o que
torna de fundamental importancia a avaliagdo sensorial dos alimentos
adicionados de especiarias a fim de atestar e assegurar o sucesso da utilizagao
dos mesmos.

A andlise sensorial ¢ uma ferramenta utilizada para medir, analisar e
interpretar o impacto que as caracteristicas dos alimentos, bebidas e materiais,
produzem nos orgdos dos sentidos humanos e, assim, determinar como os
produtos sdo percebidos. E um tipo de técnica importante para a avaliagio da
qualidade de produtos (JELLINEK, 1985). Isto torna a determinagdo da
aceitacdo pelo consumidor parte crucial no processo de desenvolvimento ou

melhoramento de produtos (CHAVES; SPROESSER, 1993).

2.1.2.1 Origanum vulgare L.

A espécie O. vulgare (orégano), pertencente a familia Lamiaceae, foi
transportada pelos romanos do Mediterraneo para a Europa e considerado por
eles como simbolo da paz. Esta aclimatada no Brasil, mas ndo ¢ cultivada em
larga escala. E uma planta perene, tem entre 25 a 40 cm de altura, com folhas
opostas, ovais, verde-escuras, pecioladas, inteiras ou serrilhadas, com pouco
mais de 35 mm e com as pontas (extremidades) levemente pontiagudas. Possui
cheiro e sabor caracteristico acentuado (ALZUGARAY; ALZUGARAY, 1984;
MARANCA, 1986), sendo uma das especiarias mais utilizadas na culinaria
brasileira no preparo de carnes, ovos, peixes, panificagdo, frutos do mar e pizzas
(KRUPPA; RUSSOMANNO, 2008).

Segundo Radusiené et al. (2005) e Radusiené et al. (2008), O. vulgare é
fonte de 6leo essencial e compostos fenolicos. De acordo com Peak et al. (1991)

e Cervato et al. (2000), as folhas secas e o 0leo essencial de O. vulgare tém sido
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usados, medicinalmente, por varios séculos em diferentes partes do mundo, seu
efeito positivo sobre a saide humana tem sido atribuido a presenca de
compostos antioxidantes na planta e, consequentemente, em seus produtos
derivados. Juglal, Govinden e Odhav (2002) e Daferera, Ziogas ¢ Polissiou
(2003) relatam que o O. vulgare, seja na forma in natura, de folhas secas ou de
produtos derivados, tem-se apresentado como interessante fonte de agentes

antimicrobianos.

Figura 1 Folhas frescas de O. vulgare L (A) e folhas desidratas na forma de
comercializacdo (B)
Fonte: Adaptado de Ribeiro e Diniz (2008)

Pereira et al. (2008), analisando a composi¢ao quimica do 6leo essencial
de O. vulgare, encontraram os seguintes constituintes: 26,3% de terpen-4-ol;
16,6% de B-cimeno; 16,0% de y-terpineno; 12,3% de linalol; 7,2% de carvacrol,
6,9% de a-terpineno; 4,6% de p-cimeno; 3,8% de a-terpineol; 2,7% de mirceno;
2,3% de B-felandreno; 1,8% de terpinoleno; 1,7% de acetato de linalila; 1,6% de
carvacrol metil éter; 1,3% de trans-cariofileno; 1,1% de a-felandreno; 0,8% de
timol metil éter e 0,7% de a-pineno. Ja& Milos, Mastelic e Jerkovic (2000),

pesquisando os constituintes do 6leo essencial de O. vulgare, identificaram 16
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compostos, dentre os quais encontram-se: 40,4% de timol; 24,8% de carvacrol;

16,8% de p-cimeno; 1,7% de y-terpineno; 2,1% de 1-octen-3-ol e 2,1% de
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Figura 2 Estrutura quimica dos principais constituintes de Origanum vulgare.
Timol (A), carvacrol (B), terpen-4-ol (C) e acido rosmarinico (D)

Radus$iené et al. (2008), analisando os compostos fendlicos do O.
vulgare, verificaram a presenca de: acido rosmarinico, acido clorogénico, acido
cafeico, hiperosideo, naringina + rutina, luteonina, astragalina, vitexina,
isovitexina, eriodictol, quercetina, narigenina. Acido rosmarinico foi o composto
dominante, apresentando-se nas folhas na quantidade de 1,11-7,42 mg.g”"' de

PESO s€cCo.
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2.1.2.2 Salvia officinalis L.

A espécie S. officinalis (salvia) ¢ cultivada desde tempos remotos e seu
nome deriva do latim “salvere”, que significa saudavel (ALONSO, 2004). E
originaria do mediterraneo e aclimatada, principalmente, na regido Sul do Brasil.
E considerada uma planta aromitica e com propriedades medicinais
(BARICEVIC; BARTOL, 2000).

A S. officinalis ¢ um subarbusto perene, pertencente a familia
Lamiaceae. Caracteriza-se por apresentar altura entre 30 e 70 cm; raiz fusiforme
e fibrosa; talo ereto lenhoso e quadrangular na base com numerosas
ramifica¢des; folhas opostas, inteiras, glandulares ou rugosas, finamente
denteadas, as inferiores pecioladas e as superiores sésseis, embranquecidas na
parte de tras e verdes na frente, recobertas por penugem. As flores sdo azul-

violaceas, agrupadas em espigas terminais em numero de 7 a 10, com intenso

aroma e abundante néctar. As caracteristicas das flores variam conforme a

variedade da S. officinalis (ALONSO, 2004).

Figura 3 Folhas frescas de S. officinalis L (A) e folhas desidratadas na forma de
comercializagdo (B)
Fonte: Adaptado de Ribeiro e Diniz (2008)
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Possui diversas propriedades terapéuticas, como emenagoga, diaforética,
antimicrobiana, antiinflamatéria, antioxidante e adstringente (COSTA, 1994;
EVANS, 1991; HERTWIG, 1991). Além da sua utilizagdo na medicina
tradicional, possui grande importancia econdmica para a industria farmacéutica,
cosmética e alimenticia (CUVELIER; RICHARD; BERSE, 1996; MARTINS,
1998).

Como demonstrado em diversos estudos citados a seguir, as folhas de S.
officinalis, além de conter 6leos essenciais, apresentam compostos fendlicos,
ambos reconhecidos pelas suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas.
Delamare et al. (2007), avaliando a composi¢do quimica do 6leo essencial de S.
officinalis, encontraram os seguintes compostos majoritarios: 24,8% de a-tujona;
14,4% de 1,8-cineol; 11,1% de borneol; 10,9% de canfora e 9,87% de B-pineno.
Zheng ¢ Wang (2001) pesquisaram os compostos fendlicos de S. officinalis e
encontraram 4cido rosmarinico (117,8 mg.100g™" de peso fresco), luteonina (33,4
mg.100g™), hispidulina (16,3 mg.100g™), cirsimaritina (14,3 mg.100g™), acido
cafeico (7,42 mg.100g™) e acido vanilico (2,27 mg.100g™).
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Figura 4 Estrutura quimica dos principais constituintes de Salvia officinalis. a-
tujona (A), 1,8-cineol (B), canfora (C) e borneol (D)
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3 CONSIDERAGOES FINAIS

Quando produzidas sob condi¢des higiénico-sanitarias inadequadas, as
ricotas comercializadas podem representar risco a saide publica. Os trabalhos
disponiveis na literatura apontam ricotas com alta contagem de microrganismos,
como bactérias do género Staphylococcus e grupo dos coliformes. Assim, além
da adog@o de boas praticas de fabricagdo, o uso de especiarias, tais como O.
vulgare ¢ S. officinalis, pode tornar-se forma de garantir a qualidade e seguranca
microbioldgica deste alimento. No entanto, em razdo das possiveis alteragdes
organolépticas que porventura possam ocorrer, estudos que avaliem o efeito

antimicrobiano devem ser acompanhados de avaliagdo sensorial.
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The objective of this research was to evaluate the microbiological quality of the
ricottas marketed in the South of Minas Gerais, Brazil, as to the presence of
total and thermotolerant coliforms, Staphylococcus sp., coagulase-positive
staphylococci, Salmonella spp. and Listeria monocytogenes, comparing, when
pertinent, the results obtained with the standards of the current law. Of the 28
analyzed samples, 67.85% presented counts above the standard for
thermotolerant coliforms, 42.85% for coagulase-positive staphylococci and 75%
of the samples were out of standard for thermotolerant coliforms as well as
coagulase-positive staphylococci. All the samples presented an absence of

Salmonella spp. and L. monocytogenes.

Keywords Ricotta, Milk products, Microbiology, Foodborne pathogens, Food
safety.
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INTRODUCTION

Ricotta is a soft cheese, not matured, traditionally produced in Italy from sheep
milk. Currently it has acheived high popularity, being elaborated from whey or a
mixture of whey and pasteurized whole or skimmed bovine milk (Farkye 2004).

Due to its intrinsic characteristics, fresh ricotta is considered one of the
products that present better conditions for the development and growth of
spoilage as well as pathogenic microorganisms, which compromises the product
shelf life quality (Maia et al. 2004). In spite of the elevation of the whey or
mixture temperature during ricotta production to favor the obtaining of a mass
with a low microbial count, it is known that after its elaboration, that mass is
exposed to numerous points of contamination (Ribeiro et al. 2005) and factors
such as, high relative humidity in the production room, accentuated air
contamination and manipulation can favor the contamination. The slow cooling,
high moisture of the cheese and its pH favor the microbial growth (Kosikowski
and Mistry 1999).

According to Costa et al. (2002), several outbreaks of food poisoning
have been associated to the ingestion of dairy products. Among the
microorganisms that can contaminate ricotta during its production and
manipulation, contamination by total and thermotolerant coliforms, coagulase
positive and negative staphylococci, Salmonella sp. and Listeria monocytogenes,
represent a public health problem, being able to cause poisoning and/or food-
borne infections. In regard to the thermotolerant coliforms, one of the most
important microorganisms that belongs to that group is the Escherichia coli,
which when present indicates unsatisfactory hygienic-sanitary conditions (Calci
1998), and among the coagulase-positive species of staphylococci,
Staphylococcus aureus is the more frequently associated to cases and outbreaks
of food poisoning (Carmo 2002). De Buyser et al. (2001) report that E. coli, S.

aureus, Salmonella sp. and L. monocytogenes are the species of pathogenic
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bacteria that constitute great threat to the safety of cheeses. Timm et al. (2004)
mention that the presence of those microorganisms in food is related to the poor
quality of the raw material and adoption of inadequate hygienic techniques, that
compromise the safety of the final product.

Due to its nutritional and sensorial characteristics, the ricotta is
appreciated by a large variety of consumers. According to the Brazilian Cheese
Industry Association (ABIQ), in 2008 the ricotta production reached 10,500
tons. Its versatility also contributed to this fact, because it can be used for
countless purposes as an ingredient in the elaboration of different dishes, such as
sweet or salty pies. However, the use of ricottas in ready to eat dishes, that will
not undergo thermal treatment, such as natural snacks and patés, increases the
risk of passing food poisoning, in case the product is microbiologically
contaminated. This situation can be aggravated when the consumption is carried
out by immunocompromised individuals or those belonging to risk groups, such
as senior citizens, children and pregnant women. Therefore, it is emphasized that
the evaluation and monitoring of the microbiological quality of ricotta are of
extreme importance, in order to avoid foodborne diseases. Currently, studies
available in the literature that were developed with this intention are scarce.

Given the above, this work had as an objective, to evaluate the
microbiological quality of the ricottas with certification from the Brazilian
regulatory agencies marketed in the south of Minas Gerais, Brazil, as to the
presence of total and thermotolerant coliforms, Staphylococcus sp., coagulase-
positive staphylococci, Salmonella spp. and L. monocytogens, comparing, when

pertinent, the results obtained with the standards of the current law.
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MATERIALS AND METHODS

The ricotta samples with Federal Inspection (SIF) or State (IMA) stamp were
acquired from the commerce of Lavras, Minas Gerais, Brazil. Ten different
ricotta brands were analyzed, utilizing three samples per brand, except for one of
the brands, for which just one sample was collected, totaling 28 analyzed
samples. The collections were conducted from September, 2009 to February,
2010. All of the analyzed samples were within the expiration date established by
the manufacturer and came from different production lots. The samples were
conditioned in an isothermal box and immediately taken to the laboratory for the
conduction of the microbiological analyses. The microbiological analyses were
carried out at the Food Microbiology Laboratory of the Food Science

Department of the Federal University of Lavras (Lavras, Minas Gerais, Brazil).

Sample preparation

The packaging of the ricottas were carefully cleaned with alkaline detergent,
rinsed and sanitized with alcohol 70% (v/v). A sterile spatula was used to
remove the analytical unit.

For quantification of Staphylococcus sp., coagulase-positive
staphylococci, total and thermotolerant coliforms, analytical units of 25 g of the
samples were homogenized in 225 mL of sodium citrate 2% (p/v), with the aid
of a Stomacher sample homogenizer (490 strokes per minute, for 2 minutes),
after the homogenization serial dilutions were made in peptone water 0.1% (p/v)
(HIMEDIA®), and then the microbiological analyses were conducted (Silva et
al. 2007).

Staphylococcus sp. and coagulase-positive Staphylococcus
The methodology of the American Public Health Association (APHA) was used,
described by Lancette & Bennett (2001). The quantification of Staphylococcus
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sp. was conducted using the surface plating technique in Baird-Parker Base Agar
(Difco™), with incubation at 37 °C for 24-48 hours. For determination of
coagulase-positive staphylococci, the coagulase test was conducted with rabbit
plasma, with incubation at 35 °C in bain-marie for 6 hours. The colonies
submitted to the coagulase test were previously confirmed as Gram-positive

cocci and catalase-positive.

Total and thermotolerant coliforms

The methodology of APHA was used as described by Kornacki and Jonhson
(2001). The total and thermotolerant coliforms were quantified using the Most
Probable Number technique (MPN) with a series of three tubes. The
presumptive test was carried out in Lauryl Sulfate Broth (MICROMED) with
incubation at 35 °C for 24-48 hours. The quantification of total coliforms was
conducted in Brilliant Green Bile Broth 2% (HIMEDIA®), with incubation at 35
°C for 24-48 hours and the quantification of thermotolerant coliforms was
conducted using EC Broth (HIMEDIA®), with incubation at 44.5 °C for 24 hours

in bain-marie.

Listeria monocytogenes

The methodology of the US Food and Drug Administration was used (FDA)
described by Hitchins (2003). Initially, the enrichment stage was conducted, that
consisted of the homogenization of 25 g of the sample in a Stomacher sample
homogenizer (490 strokes/minute, for 2 minutes) with 225 mL of the University
of Vermont broth (UVM) (HIMEDIA®) and incubation at 30 °C for 24, 48 and
168 hours. After those periods, aliquots were streaked in Petri dishes containing
Listeria Identification Agar Base (Palcam) (HIMEDIA®) and Listeria Oxford
Medium Base (Oxford)(HIMEDIA®), which were incubated at 35 °C for 48

hours. Soon afterwards, typical colonies were transferred to tubes containing
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Brain Heart Infusion Broth (BHI) (HIMEDIA®™), with incubation at 37 °C for 24
hours. Later, grooves were accomplished in Palcam agar and Oxford agar to
obtain pure cultures. The characteristic colonies were transferred to tubes
containing BHI, with incubation at 37 °C for 24 hours. Later, the suspicious
strains were submitted to the following biochemical tests: mobility, catalase,
oxidase, urease and carbohydrate fermentation (Dextrose, Maltose, Esculin,

Manitol, Xylose and Rhamnose).

Salmonella sp.

The analyses were made using the ISO 6579 (2007) methodology. For the pre-
enrichment, a portion of 25 g of the sample was added in buffered peptone water
(HIMEDIA®™) and homogenized in a Stomacher (490 strokes/minute, for 2
minutes) and incubated at 35 °C for 18 hours. For the enrichment, Tetrathionate
Broth was used (TT) (HIMEDIA®), with incubation at 37 °C for 24 hours and
Rappaport Vassiliadis Broth (RR) (HIMEDIA®), with incubation at 41.5 °C for
24 hours. After the enrichment, aliquots of the TT and RR Broth were streaked
on Hecktoen Enteric Agar (HIMEDIA®) and Rambach® Agar (Merck®), and
incubated for 24 hours at 37 °C. Suspicious colonies of Salmonella sp. were
removed and transferred to tubes containing Triple Sugar Iron Agar (Merck®)
and Lysine Iron Agar (Merck®™). For confirmation of Salmonella sp. presence,
suspicious strains were submitted the Gram staining, the oxidase test and

biochemical tests using Bactray®™ I and II.

RESULTS AND DISCUSSION
The results varied from < 0.48 to 8.04 Log MPN/g for total coliforms and from
<0.48 to 7.66 Log MPN/g for thermotolerant coliforms (Table 1).
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Table 1 Result of total and thermotolerant coliforms counts from 28 samples

analyzed, expressed as Log MPN / g

Total coliforms Thermotolerant Coliforms
Sample Collect1 Collect2 Collect3 Collectl Collect2 Collect3
A 6.04 4.63 6.36 6.04 4.63 0.56
B 4.63 NC? NC* 4.63 NC? NC?
C 6.04 8.04 4.97 6.04 7.18 4.18
D 1.97 <0.48 4.66 1.97 <0.48 2.32
E 7.66 6.32 7.66 6.97 6.32 7.66
F 5.97 5.32 4.08 5.97 3.63 0.96
G 6.97 6.04 3.36 6.97 6.04 1.58
H 1.48 <0.48 0.56 1.48 <0.48 0.56
I 3.38 6.97 5.36 3.38 5.58 4.32
J 7.66 4.18 8.04 5.38 3.97 6.66

*Not conducted due to sample unavailability in commerce during the collection

period

Regarding the total coliforms count, although the current law does not
establish a maximum limit for this group of microorganisms, it was verified that
the results obtained in this work were superior to those found by Raimundo et al.
(2005), who evaluated the microbiological quality of twelve samples of ricottas
of six different brands marketed in the city of Alfenas, Minas Gerais, Brazil and
obtained counts between 2.95 and 5.88 Log MPN/g.

For thermotolerant coliforms, 19 (67.85%) of the 28 analyzed samples
presented counts above 2.7 Log MPN/g, the maximum value allowed by RDC
No. 12 (Brasil 2001), being inappropriate for human consumption. The obtained
results attest the unsatisfactory quality of the marketed ricottas, this fact also

previously evidenced by Raimundo et al. (2005), who detected 83.3% of the
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ricotta samples marketed in Alfenas, Minas Gerais, Brazil out of standard, and
Esper (2006), who found 46.7% of the samples collected in Campinas, S&o
Paulo, Brazil above the limit established by the legislation. However the quality
of the ricottas produced by a dairy product producer in the municipal district of
Sao José do Rio Preto was found within the current legislation. (Santos and
Hoffmann 2010).

According to Franco and Landgraf (2002), in processed foods the
occurrence high coliforms counts indicates inadequate processing and/or post-
processing recontamination, the most frequent causes being those coming from
the raw material, incorrectly sanitized equipment or manipulation without
hygienic care. Forsythe (2005) emphasizes that because the coliforms can be
destroyed by heat with a certain facility, their counts can be useful in post-
processing contamination tests.

The results obtained by Santos and Hoffmann (2010) demonstrate that it
is possible to obtain a product with satisfactory quality. Due to the fact that the
whey and the milk are heated to a temperature around 90-95°C and the coliforms
are easily destroyed by heat, a product with low counts or even coliform absence
was expected. Therefore, the high counts found can be a repercussion of the
inefficiency of the sanitation processes of the industry or flaws in the good
sanitation practices during the production and manipulation of the product.

For Staphylococcus sp. the counts varied from < 1.00 to 7.64 Log CFU/g
and for coagulase-positive staphylococci, the values varied from < 1.00 to 6.68
Log CFU/g (Table 2).

High counts of bacteria of the genus Staphylococcus can indicate flaws
in good manipulation practices, because food handlers can be asymptomatic
bearers of these microorganisms, besides deficiencies in equipment and utensil

sanitation used during production.
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The genus Staphylococcus includes more than 30 species of interest in
the food area (Forsythe 2005), being divided in two groups - negative and
positive - according to the response to the coagulase test, in other words, to the
ability that the group presents in coagulating the plasma. In spite of some
lineages of coagulase-negative Staphylococcus also being associated to diseases
of food origin, those more commonly involved in food poisoning are the
coagulase-positive, S. aureus being the main representative (Mattos 2005;
Carmo et al. 2002).

Table 2 Results of the Staphylococcus sp. and coagulase-positive staphylococci

counts from 28 samples analyzed, expressed as Log CFU/g

Coagulase-positive

Staphylococcus sp. Staphylococci

Sample Collect1 Collect2 Collect3 Collectl Collect2 Collect3

A 6.90 5.63 5.54 6.53 4.73 5.02
B 7.52 NC* NC* <1.00 NC* NC*
C 5.88 6.97 6.30 <1.00 6.27 5.32
D <1.00 <1.00 4.47 <1.00 <1.00 3.51
E 6.34 5.12 7.64 <1.00 <1.00 6.68
F 5.32 6.09 <1.00 4.16 4.94 <1.00
G 4.28 <1.00 <1.00 3.12 <1.00 <1.00
H <1.00 3.64 <1.00 <1.00 <1.00 <1.00
I <1.00 5.83 <1.00 <1.00 4.88 <1.00
J 5.59 5.20 6.23 4.89 4.00 5.73

*Not conducted due to sample unavailability in commerce during the collection

period
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The importance of pathogens such as Staphylococcus sp. in foods it is
linked to their enterotoxigenic strength with consequent gastrointestinal
disturbances when contaminated foods are ingested. It is noteworthy that the
microorganism is thermolabile, capable of being destroyed after the standardal
cooking process. However, the previously produced enterotoxin in the food is
heat resistant, and could ramain active for several days (Gomes and Furlanetto
1997).

The poisoning caused by foods containing S. aureus enterotoxins is one
of the most common types of food-borne diseases throughout the world
(Rodrigues et al. 2004). According to Atanassova et al. (2001), in many
countries S. aureus is considered the second most common pathogen causing
food poisoning.

Although the Brazilian legislation only establishes standards for
coagulase-positive staphylococci, high counts of Staphylococcus sp. are
worrying from a public health point of view, because the production of
enterotoxins by non-coagulase producing microorganisms of the genus
Staphylococcus, such as, S. epidermidis, S. xylosus, S. hominis, S. haemolyticus
and S. saprophyticus, has been related (Cunha et al. 2006). Thus, it is
emphasized that the current Brazilian legislation should be reviewed as to the
inclusion of limits for Staphylococcus sp., as well as for coagulase-negative
staphylococci.

According to Oliveira et al. (2002), samples that present up to 5 Log
CFU/g do not cause problems to the consumer. Mossel and Garcia (1975)
affirmed that the minimum production of staphylococcal enterotoxin in a food
occurs when there are favorable temperature and pH conditions for the
multiplication of the staphylococci upto counts of 5 Log CFU/g of food.

Of the 28 analyzed samples 12 (42.85%) presented counts above 5 Log

CFU/g, therefore the samples were potentially enterotoxin vehicles according to
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Oliveira et al. (2002), being able to cause poisoning. A higher result was found
by Raimundo et al. (2005), where the counts of Staphylococcus sp. varied from
5.11 to 6.02, therefore 100% of the samples were above 5 Log CFU/g.

In respect to the coagulase-positive staphylococci counts, the Brazilian
legislation (Brasil 2001) establishes a limit of 2.70 Log CFU/g. Of the 28
analyzed samples 14 (50%) were over the standards established by the
legislation. Therefore putting consumer health in risk, due to the risk of
enterotoxin production. Similar values were found by Souza and Hoffmann
(2010), who found concentrations varying from 2.84 to 4.43, and 41.66% of the
samples were above the standards of the legislation. However, Esper (2006),
evaluating the microbiological quality of the different ricotta brands marketed in
the municipal district of Campinas, SP, Brazil, found values that varied from < 1
to 3.67 Log CFU/g, verifying that only 2.2% of the samples were above the
standards for coagulase-positive staphylococci, a value that was well below thast
obtained in the present work.

One of the important sources of contamination by S. aureus in
manipulated foods are the handlers, besause they are bearers of that pathogen in
the air pathways and cutaneous infections. However, in spite of the various
pieces of research pointing to direct manipulator participation as sources of food
contamination, most of the registered outbreaks are directed to contamination by
S. aureus through surfaces and polluted utensils (Forsythe 2005). Therefore the
high Staphylococcus sp. and coagulase-positive staphylococei counts found in
this work are indicative of manipulator hygiene conditions, surfaces that enter in
contact with the product and utensils used during its production.

When comparing the results of the thermotolerant coliforms and
coagulase-positive staphylococci counts, only seven (25%) samples were within

the limits of the current law.
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Of the 28 analyzed samples, four (C, E, I and J) presented as out of
standard in the three collections for thermotolerant coliforms and another two
presented as out for coagulase-positive staphylococci (E and J) and the sample J
presented out of standard in the three collections conducted for thermotolerant
coliforms as well as coagulase-positive staphylococci.

The presences of L. monocytogenes and Salmonella sp. were not
detected in any of the 28 samples analyzed. The results indicate that the ricottas
were within the established limits of the Brazilian legislation for those
requirements (Brasil, 2001), in other words, absence in 25 g of the product, not
offering risks to consumer health as to the presence of these microorganisms.

Concerning the absence of L. monocytogenes and Salmonella sp. in
ricotta, similar results were found by Cosseddu et al. (1998), Paris et al. (2004),
Raimundo et al. (2005) and Santos et al. (2008). Although Esper (2006),
evaluating 45 samples of ricottas marketed in the city of Campinas, Sdo Paulo,
Brazil, found an absence of Salmonella sp. in all of the analyzed samples, L.
monocytogenes was detected in 6.7% of the samples. Zaffari et al. (2007)
isolated three strains of L. monocytogenes in ricotta type cheeses, sold along
highways of the north coast of Rio Grande do Sul.

According to Raimundo et al. (2005), the absence of Salmonella sp. and
L. monocytogenes, can be due to higher thermal sensitivity of these
microorganisms, since the ricottas are submitted at high temperatures (90-95°C)
during production, besides the fact of there not being reports in the literature of
the presence of these microorganisms in the normal microbiota of the human
body, therefore exempting the handlers as source of such microorganisms.

Listeria monocytogenes is one of the most severe pathogenic
microorganisms to human health. It has been associated to several outbreaks of
food origin, having the environment and foods (vegetables, meats, milk and

derivatives) as a vehicle, the cheeses standing out (Loncarevic et al. 1998).
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According to Branco et al. (2003), the average and high moisture cheeses are the
most studied regarding contamination by L. monocytogenes, having been
implicated in several cases of listeriosis.

Salmonellosis, usually, is caused by the consumption of foods of animal
origin contaminated by Salmonella sp., such as birds, eggs, meats, and milk and
its derivatives, although many other foods, including contaminated vegetables,
have been implicated in the transmission of the disease. This pathogen occurs
from the chain of primary food production to the domestic environments or food
service establishments and institutions. Salmonella Enteritidis and Salmonella
Typhimurium are the most important serotypes in the transmission of human
salmonellosis (D’Aoust et al. 2001).

Although the presence of Salmonella sp and L. monocytogenes was not
detected in the present work, these microorganisms deserve great attention due
to their high pathogenicity, therefore the ricottas should constantly be analyzed

as to presences of these microorganisms.

CONCLUSION

Based on the results, it was concluded that most of the samples presented
unsatisfactory microbiological quality. Although some samples were within the
standards established by the current law, and all of the samples presented an
absence of L. monocytogens and Salmonella sp, the high number of out of
standard samples is worrying, because the out of standard samples can offer

consumer health risks, possibly causing an infection or poisoning of food origin.
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RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito antibacteriano de Origanum vulgare e Salvia
officinalis contra o crescimento e produgdo de enterotoxina A por
Staphylococcus aureus inoculado em ricota cremosa, bem como a aceitagdo
sensorial das ricotas adicionadas destas especiarias. Inicialmente, avaliou-se a
atividade inibitoria das especiarias in Vitro e, posteriormente, fez-se o estudo em
ricota cremosa, segundo um Delineamento Composto Central Rotacional. S.
aureus, inoculado previamente nas amostras, foi quantificado apds 12, 24, 120 e
240 horas de e os resultados avaliados pela metodologia de superficie de
resposta (MSR). SEA foi analisada apos 24, 120 e 240 horas. Por ultimo, ricotas
contendo diferentes concentragdes de O. vulgare e S. officinalis foram
submetidas a avaliagdo por meio de teste aceitagdo. Nas analises in vitro, ambas
as espécies demonstraram atividade antibacteriana, porém, houve maior
potencial de S. officinalis. Pela MSR observou-se que as especiarias foram
capazes de inibir o crescimento de S. aureus em ricota, com diferentes padrdes
dependendo da concentracdo e temperatura. Em algumas amostras ndo foi
detectada a presenga de SEA. Quanto aos aspectos sensoriais, houve maior
preferéncia pelas ricotas com baixas concentragdes de especiarias. Este estudo
comprovou que as especiarias sdo potenciais antibacterianos naturais no controle
de S. aureus em ricota, contudo, mais pesquisas devem ser realizadas
objetivando uma combina¢do satisfatoria entre aceitacdo sensorial e efeito

antimicrobiano.

Palavras-chave:
Antibacterianos naturais
Salvia officinalis
Origanum vulgare

Enterotoxina A
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ABSTRACT

The objective was to evaluate the antibacterial effect of Origanum vulgare and
Salvia officinalis against the growth and production of enterotoxin A by
Staphylococcus aureus inoculated in creamy ricotta, as well as the sensorial
acceptance of the ricottas with these spices added. Initially, the inhibitory
activity of the spices in vitro was evaluated and later the study in creamy ricotta
was conducted according to the Central Composite Rotational Design. S. aureus,
previously inoculated in the samples was quantified after 12, 24, 120 and 240
hours and the results appraised by the response surface methodology (RSM).
SEA was analyzed after 24, 120 and 240 hours. Finally, ricottas containing
different concentrations of O. vulgare and S. officinalis underwent evaluation
through the acceptance test. In the in vitro analyses, both species demonstrated
antibacterial activity, however there was a higher potential of S. officinalis. By
MSR it was observed that the spices were capable of inhibiting the growth of S.
aureus in ricotta, with different standards depending on the concentration and
temperature. In some samples the presence of SEA was not detected. As for the
sensorial aspects, there was a higher preference for the ricottas with low spice
concentrations. This study proved that the spices are potential natural
antibacterials in the control of S. aureus in ricotta, however, more research
should be conducted to identify a satisfactory combination between sensorial

acceptance and antimicrobial effect.

Keywords:

Natural antibacterial
Salvia officinalis
Origanum vulgare

Enterotoxin A
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1. Introducéo

A ricota ¢ um queijo suave, ndo maturado, tradicionalmente produzido
na Italia a partir do leite de ovelha. Na atualidade, atingiu maior popularidade,
sendo elaborada de soro ou de mistura de soro e leite bovino pasteurizado
integral ou desnatado (Farkye, 2004). Apesar da temperatura do soro ou da
mistura durante a fabricacdo da ricota atingir entre 80 e 92 °C, favorecendo a
obtencdo de massa com baixa contagem microbiana, verifica-se que, apds sua
obtengdo, essa massa fica exposta a inumeras fontes de contaminagdo (Reij &
Den Aantrekker, 2004; Ribeiro, Marques, Sodré, Abreu, & Picooli, 2005). O
resfriamento lento, alta umidade do queijo e seu pH favorecem o crescimento
microbiano (Kosikowski & Mistry, 1999) e, em razdo de suas caracteristicas
intrinsecas, a ricota fresca é considerada um dos produtos que apresentam
melhores condigdes para desenvolvimento e crescimento de microrganismos,
tanto deterioradores quanto patogénicos, o que compromete a qualidade do
produto em sua vida til (Maia, Ferreira, & Abreu, 2004).

De acordo com Scallan et al. (2011), estima-se que, a cada ano, nos
Estado Unidos, 31 patégenos causem 37,2 milhdes de doengas, das quais 36,4
milhdes sdo adquiridas domesticamente; e dessas, 9,4 milhdes sdo veiculadas
por alimentos, sendo 3,6 milhdes causadas por bactérias.

Dentre os microrganismos capazes de contaminar a ricota, durante sua
fabricacdo e que oferecem riscos a saude dos consumidores, Staphylococcus
aureus possui grande relevancia. S. aureus ¢ importante causador de
intoxicacdes veiculadas por alimentos em todo o mundo (Le Loir, Baron, &
Gautier, 2003), sendo, em 2008, considerada a quarta maior causa de
toxinfec¢des alimentares na Unido Europeia (EFSA, 2010).

As intoxicagdes estafilococicas sdo causadas pela ingestdo de uma ou

mais toxinas pré-formadas, produzidas por S. aureus durante sua multiplicagdo
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no alimento (Balaban & Rasooly, 2000; Le Loir, Baron, & Gautier, 2003). Os
sintomas surgem rapidamente e incluem nausea, vomito e diarreia (Jablonski &
Bohach, 2001). S. aureus estd associado a alimentos, geralmente ricos em
proteinas, que requerem extensiva manipulagdo, frequentemente, em
combinagdo com tratamento térmico inadequado e/ou temperatura de
armazenamento inapropriada (Le Loir, Baron, & Gautier, 2003). Atualmente, 22
enterotoxinas ou proteinas que se assemelham a estas foram identificadas
(Argudin, Mendonza & Rodicio, 2010), sendo a enterotoxina A a mais
comumente encontrada em surtos relacionados a alimentos (Cha et al., 2006;
Kérouanton et al., 2007; Wieneke, Roberts, & Gilbert, 1993).

Manter e melhorar a qualidade de queijos e produtos derivados ¢ busca
constante das industrias laticinistas e pesquisadores (Gunasekaran, 2008).
Atualmente, existe pressdo por parte dos consumidores pela produgdo de
alimentos livres de conservantes quimicos, sendo os conservantes naturais de
maior aceitacdo. Alguns trabalhos ja foram realizados a fim de avaliar a
eficiéncia da utilizagdo de o6leos esséncias e especiarias como antimicrobianos
naturais (Ceylan, Fung, & Sabah, 2004; Leuschner & Zamparini, 2002; Liu,
Tsau, Lin, Jan, & Tan, 2009; Uhart, Maks, & Ravishankar, 2006). Entretanto, a
aplicac@o destes em alimentos pode ocasionar certos inconvenientes, visto que
muitas vezes a concentracdo necessaria para o efeito antimicrobiano ¢ pouco
aceita sensorialmente, o que torna a avaliacdo sensorial de grande relevancia
para uma abordagem completa.

Objetivou-se avaliar o efeito antibacteriano de Origanum vulgare e
Salvia officinalis contra o crescimento e produgdo de enterotoxina A por
Staphylococcus aureus inoculado em ricota cremosa, bem como a aceitagdo

sensorial das ricotas adicionada destas especiarias.



67

2. Material e Métodos
2.1. Bactéria utilizada, padronizacdo do in6culo e estocagem

Foi utilizado S. aureus ATCC 13565 produtor de enterotoxina A, cedido
pelo Laboratorio de Materiais de Referéncia do Instituto Nacional de Controle
de Qualidade da Satde pertencente a Fundagdo Osvaldo Cruz (Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, Brasil).

A padronizacdo do indculo foi realizada com base na curva de
crescimento, utilizando-se a absorbancia de 0,684 a 620 nm . Durante a
realizagdo do experimento, a cepa foi mantida a -20 °C em meio de cultura
proprio para congelamento (por 100 mL de agua destilada: 15 mL de glicerol;
0,5 g de peptona bacterioldgica; 0,3 g de extrato de levedura; 0,5 g de NaCl; pH
7,2-7,4).

2.2. Obtencao, preparo e qualidade microbiol6gica das especiarias utilizadas

Origanun vulgare e S. officinalis (Santa Barbara”™, Franca, Sdo Paulo)
foram adquiridos no comércio da cidade de Lavras, Minas Gerais, Brasil, na
forma desidratada, embaladas e prontas para o consumo. As especiarias foram
moidas em moinho de faca, com peneira de 20 mesh, a fim de se obter uma
granulometria fina.

A qualidade microbioldgica das especiarias foi assegurada considerando
as andlises requeridas pela RDC n° 12 (Brasil, 2001), além de S. aureus, e

realizadas de acordo com Silva et al. (2007).

2.3. Atividade antibacteriana in vitro das especiarias

Foi utilizada metodologia proposta por Shelef, Naglik e Bogen (1980) ¢
Eruteya e Odunfa (2009), com adaptagdes. As especiarias moidas foram
adicionadas em diferentes concentragdes (0,03; 0,06; 0,12; 0,25; 0,50; 1,00; 2,00
e 3,00 % m/v) em TSA e autoclavadas a 121 °C / 15 min. Além destas, foi
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realizado o tratamento controle sem adi¢cdo de especiarias. O meio de cultura,
contendo ou ndo as especiarias, foi colocado em placas de Petri estéreis e, apds
solidifica¢do, inocularam-se aliquotas de 100 pL de cultura contendo 3 Log
UFC/mL de S. aureus. Foram feitas 5 repeti¢cdes. As placas foram incubadas a
37 °C / 24 horas e, apds esse periodo, as colonias foram quantificadas e o
resultado expresso em porcentagem de inibicdo em relagdo ao numero de

coldnias das placas controle (sem especiarias) utilizando a seguinte formula:

Porcentagem de inibigdo = 100 - [(n°® de coldnias x 100) / controle]

2.4. Atividade antimicrobiana das especiarias em ricota cremosa
2.4.1. Delineamento experimental e anélise estatistica

Foram selecionados cinco niveis de temperatura (7,3 — 20,7 °C),
concentragdo de O. vulgare (0 - 3,4% m/m) e concentracdo de S. officinalis (0 -
3,4% m/m), utilizando o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)
com trés variaveis (Rodrigues & lemma, 2005). Foram realizados 17 ensaios,
sendo 8 referentes ao planejamento fatorial completo 2" (n=3), 6 pontos axiais e
3 repetigdes do ponto central. A faixa de variagdo para as 3 variaveis
independentes sdo apresentados na Tabela 1. As variaveis respostas foram o Log
UFC/g de S. aureus apos 12, 24, 120 e 240 horas de armazenamento.

Os resultados das analises foram avaliados pela metodologia de
superficie de resposta (MSR) utilizando o software Statistica 6.0. Foram
ajustados os modelos de regressdao de segunda ordem, contendo termos lineares,
quadraticos e as interacdes bindrias das trés varidveis independentes (x1, x2 e
x3). Para testar a adequagdo dos modelos, realizou-se a analise de variancia,
onde se observou a significancia da regressdo pelo teste F e pelo coeficiente de

determinacao.
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Tabela 1

Varidveis e niveis do planejamento experimental.

Variaveis -1,68 -1 0 1 1,68

Temperatura (x1) 7,3°C 10°C 14 °C 18°C 20,7 °C
Concentracao de O.

0% 0,7 % 1,7 % 2,7% 34%
vulgare (m/m) (x2)
Concentracdo de S.

L 0% 0,7 % 1,7 % 2,7% 3,4%
officinalis (m/m) (x3)

2.4.2. Fabricagdo das ricotas e adi¢do das especiarias

O tipo de ricota utilizada neste trabalho foi a cremosa, que difere da
ricota tradicional pela adigdo de leite durante o processo de fabricag@o. A ricota
cremosa consistiu na adi¢do de 10% de leite em relagdo ao volume de soro.

Apo6s acondicionamento do soro em tanque com aquecimento indireto,
procedeu-se a reducdo da acidez original (11 e 14 g de acido latico / 100g) para
8 g de acido latico / 100g, utilizando-se Hidroxido de Sodio (NaOH). Apos a
neutralizagdo, o soro foi aquecido até 70 °C e o leite integral padronizado em 3
% de gordura foi adicionado. A acidez do leite foi previamente corrigida para 8
g de acido latico / 100g. A temperatura foi ajustada para 80°C sendo, em
seguida, adicionados 80 mL de acido latico (85%) para cada 100 litros de soro.
O aquecimento foi interrompido a 82 °C e a massa foi coletada.

A massa resultante foi acondicionada em recipiente estéril e, apds o
resfriamento, inoculou-se S. aureus (5 Log UFC/g). Posteriormente, a massa foi
dividida em 22 porgdes iguais, 17 referentes aos ensaios do DCCR e cinco
referentes a avaliacdo do crescimento de S. aureus em cada temperatura (7,3; 10;
14; 18 e 20,7 °C), que ndo receberam especiarias. As especiarias foram
adicionadas, quando pertinente. As ricotas foram moldadas em formato

cilindrico e acondicionadas, individualmente, em embalagens de polietileno
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tereftalato (PET) com as seguintes caracteristicas: dimensdes internas de 85 x
43mm, capacidade de 170 mL, transparente. Posteriormente foram armazenadas
em diferentes temperaturas de acordo com o planejamento experimental durante

12, 24,120 e 240 horas.

2.4.3. Andlise microbioldgica das ricotas

As amostras foram analisadas apds 12, 24, 120 e 240 horas de
armazenamento. Amostras de 10 g foram adicionadas em 90 mL de citrato de
sodio 2% (m/v) e homogeneizadas em Stomacher (490 golpes por minuto,
durante 2 minutos). A diluigdo foi feita em agua peptonada 0,1% (p/v), seguida
do plaqueamento em superficie em agar Baird-Parker (BP) com incubagdo a 37

°C /24-48 horas. A contagem de S. aureus foi expressa em Log UFC/g.

2.4.4. Anélise de enterotoxina A

Com o objetivo de avaliar a capacidade de O. vulgare e S. officinalis
inibirem a produg@o de enteroxina em ricota cremosa, as amostras referentes aos
ensaios do DCCR foram analisadas quanto a presenca de enterotoxina apos 24,
120 e 240 horas de armazenamento, utilizando-se o kit RIDASCREEN® SET A,
B, C, D, E (R-Biopharm, Germany), de acordo com os procedimentos descritos
pelo fabricante, com limite de detecgao de 0,2-0,7 pug/kg. As absorbancias foram
lidas em leitor de microplacas Anthos® 2010. Neste método, os valores de
absorbancia sdo correlacionados, positivamente, com a concentracdo de
enterotoxina, quanto maior o valor da absorbancia lida maior a concentragdo de

enterotoxina na amostra analisada.

2.5. Analises da composicao fisico-quimica
A massa de ricota cremosa sem adigdo de O. vulgare e S. officinalis foi

analisada quanto ao teor de umidade (AOAC, 2005); atividade de agua (Aqualab
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Decagon modelo 3 TE); gordura (AOAC, 2005); acidez titulavel (AOAC, 2005);
pH (Instituto Adolfo Lutz, 1985); e cinzas (AOAC, 2005). O teor de nitrogénio
total foi determinado pelo método micro Kjeldahl e o contetido de nitrogénio
nao proteico pelo método micro Kjeldahl. O nitrogénio proteico foi calculado a
partir da diferenca entre os percentuais de nitrogénio total e nitrogénio nao
proteico (AOAC, 2005) e o teor de proteina total foi obtido multiplicando-se o

percentual de nitrogénio total pelo fator de conversdo 6,38.

2.6. Avaliacao Sensorial das ricotas com diferentes concentragfes de
especiarias

Para avaliacdo sensorial foi utilizado um delincamento inteiramente
casualizado (DIC), onde o fator analisado foi o efeito das diferentes propor¢des
de O. vulgare ¢ S. officinalis adicionados em ricotas cremosas. Para analise
estatistica foi utilizado o programa SISVAR versao 5.3 (Ferreira, 2008), os
dados foram submetidos & andlise de variancia, e as médias comparadas pelo
teste de Scott-Knott ao indice de 95% de confianga.

A massa de ricota cremosa foi preparada conforme descrito no item
2.4.2 e, posteriormente, adicionadas de diferentes concentragdes de especiarias
conforme Tabela 2. A avaliacdo sensorial foi realizada em cabines individuais
com provadores ndo treinados, sendo alunos, professores e funcionarios da
UFLA, com faixa etaria entre 18 e 45 anos, num total de 50 provadores.

As amostras foram apresentadas com 1,5 cm de arestas, a temperatura
ambiente (25 °C), em copos plasticos descartaveis codificados com numeros de
trés digitos de forma balanceada (Wakeling & MacFie, 1995), em duas sessoes.
Na primeira sessdo, apresentaram-se cinco amostras e, na segunda, as outras
quatro. O teste foi realizado no periodo da manha e tarde. Para limpeza do palato
foi fornecido agua.

As amostras foram avaliadas quanto a aceitagdo em relagdo aos atributos
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aparéncia, cor, aroma, sabor, impressdo global, utilizando a escala heddnica
estruturada de nove pontos, variando entre os termos heddnicos ‘“desgostei
extremamente (escore 1)’e “gostei extremamente (escore 9)” (Stone & Sidel,
1993).

Apo6s a avaliagdo das amostras, cada provador respondeu um
questionario visando coletar informagdes a respeito do consumo e forma de
consumo de ricota, bem como da opinido sobre a incorporacdo de especiarias

nesse alimento.

Tabela 2
Tratamentos utilizados na avaliagdo sensorial das ricotas com diferentes

concentragdes de O. vulgare e S. officinalis.

Concentracao de especiarias (g/100g)

Tratamentos
O. vulgare S. officinalis

1 0,7 0,0
2 1,7 0,0
3 3,4 0,0
4 0,0 0,7
5 0,0 1,7
6 0,0 3.4
7 0,7 0,7
8 1,7 1,7
9 0,0 0,0
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3. Resultados e Discussao
3.1. Atividade antimicrobiana in vitro das especiarias

Todas as concentragdes de S. officinalis inibiram completamente o
crescimento de S. aureus. No que diz respeito a O. vulgare, a inibigdo foi
crescente, de acordo com o aumento da concentragdo, e a partir de 2% (m/v)

houve inibicdo completa da bactéria (Tabela 3).

Tabela 3
Atividade antimicrobiana de O. vulgare e S. officinalis no controle do
crescimento de S. aureus expressa em porcentagem de inibi¢do em relagdo ao

tratamento controle.

Concentracdo de especiaria Porcentagem de Inibig¢ao (%)

(% m/v) O. vulgare S. officinalis
0,03 13,79 100,00
0,06 19,21 100,00
0,12 23,94 100,00
0,25 26,49 100,00
0,50 45,55 100,00
1,00 92,17 100,00
2,00 100,00 100,00
3,00 100,00 100,00

Poucos sdo os estudos que avaliaram a atividade antimicrobiana in vitro
de especiarias moidas adicionadas aos meios de cultura. Eruteya e Odunfa
(2009) verificaram que cravo, alho e pimenta preta, adicionados em agar
nutriente, foram efetivos na inibi¢do de bactérias dos géneros Bacillus e
Enterobacter. Ja Pandit e Shelef (1994) comprovaram a atividade antilisterial de

alecrim e cravo em Brain Heart Infusion Agar.
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Maior atividade antibacteriana ¢ observada quando a bactéria ¢
adicionada em especiarias ou em meios de cultura, do que em alimentos (Uhart,
Maks, & Ravishankar, 2006). O nivel de especiarias e seus Oleos essenciais
necessario para inibir microrganismos em alimentos tém sido relatados como
muito maior do que aquele determinado in vitro, quando se utilizam meios de
cultura em laboratérios (Gould, 1996; Juven, Kanner, Schved, & Weisslowicz,
1994). Um dos motivos pode ser a interacdo com os componentes dos alimentos
que reduz a atividade antimicrobiana, onde gorduras e/ou proteinas podem ser
responsaveis pela redugcdo na atividade bactericida de especiarias em matriz
alimentar (Uhart, Maks, & Ravishankar, 2006). Portanto, afirmar que
determinada especiaria possui atividade antimicrobiana apenas com testes in
vitro, sem o estudo em matriz alimentar, pode ocasionar falsa afirmagdo. Desta
forma, a avalia¢do in vitro dever ser utilizada como um teste rapido a fim de
verificar se a especiaria tem potencial antimicrobiano e que, possivelmente,
desempenhe tal comportamento em matriz alimentar.

A atividade antimicrobiana das especiarias esta relacionada a sua
composi¢do quimica. Segundo Andersen e Markham (2006) e Triantaphyllou,
Blekas, e Boskou (2001), compostos fendlicos, como flavondides e acidos
fenolcarbonicos constituem um dos mais importantes grupos de substancias
farmacologicamente ativos, com propriedades antioxidantes, antimicrobianas e
antiinflamatorias. Uhart, Maks, e Ravishankar (2006) citam que compostos
fenolicos, polifendis e flavonoides sdo importantes substancias antibacterianas
de plantas que possuem multiplos modos de acdo. Ayala-Zavala, Ayala-Zavala,
Gonzalez-Aguilar, e Del-Toro-Sanchez (2009) relatam que o mecanismo de agao
de um dado constituinte pode diferir quando comparado ao de outros, sendo
relatados varios alvos na célula microbiana: destruigdo da parede celular e
membrana citoplasmatica, danificacdo de proteinas de membrana, liberagdo de

conteudo celular, coagulacdo do citoplasma, deplegdo da forga proton motiva,
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inativacdo de enzimas essenciais e perturbacdo da funcionalidade do material
genético.

A composi¢do quimica de O. vulgare e S. officinalis ja foi descrita na
literatura e compostos com atividade antimicrobiana foram encontrados. Juglal,
Govinden e Odhav (2002) e Daferera, Ziogas e Polissiou (2003) relatam que o
O. vulgare, seja na forma in natura, de folhas secas ou de produtos derivados,
tem se apresentado como interessante fonte de agentes antimicrobianos. Milos,
Mastelic, e Jerkovic (2000) encontraram no Oleo essencial de O. vulgare
predomindncia de timol, carvacrol, p-cimeno, y-terpineno, l-octen-3-ol e
borneol. Radusiené, Ivanauskas, Janulis, e Jakstas (2008) citam como compostos
fendlicos de O. vulgare o acido rosmarinico, acido clorogénico, acido cafeico,
dentre outros. As folhas de S. officinalis, por sua vez, além de conter 6leos
essenciais, apresentam compostos fenolicos, ambos reconhecidos pelas suas
propriedades antioxidantes e antimicrobianas. Delamare, Moschen-Pistorello,
Artico, Atti-Serafini, e Echeverrigaray, (2007) encontraram no 6leo essencial de
S. officinalis especialmente a-tujona, 1,8-cineol, borneol, canfora e B-pineno.
Zheng ¢ Wang (2001), pesquisando seus compostos fenolicos, encontraram
acido rosmarinico, luteonina, hispidulina, cirsimaritina, acido cafeico e acido

vanilico.

3.2. Composicao fisico-quimica da ricota cremosa

A ricota cremosa sem adi¢do apresentou: 76,38 % de umidade, 0,99 de
atividade de agua, 23,62 % de extrato seco, 10,1 % de gordura, 0,27 de acidez
(g/100g de acido latico), 13,36 % de proteina total, 7,27 % de proteina soluvel,
0,97 % de nitrogénio nao proteico, 0,89 % de cinzas ¢ pH 6,54.
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3.3. Atividade antibacteriana das especiarias em ricota cremosa

Na Fig. 1, observa-se o crescimento de S. aureus em ricota cremosa, sem
adicdo de especiarias, armazenada em diferentes temperaturas.

Microrganismos do género Staphylococcus sdo capazes de se
desenvolver em ampla faixa de temperatura (7 a 48,5 °C), com 6timo entre 30 e

37 °C (Schimitt, Schuler-Schmid, & Schmidt-Lorenz, 1990).
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Fig. 1 Cinética de crescimento de S. aureus em ricota cremosa armazenada em

diferentes temperaturas.

Observa-se que a 7,3 °C o nimero de microrganismos permaneceu
constante, ou seja, sem crescimento, ¢ as células se mantiveram viaveis. No
entanto, a medida que o valor se aproximou da temperatura Otima de
crescimento, a taxa de crescimento aumentou gradativamente (Fig. 1). O
comportamento observado em todas as temperaturas demonstra que caso haja
contaminag¢@o do alimento por S. aureus ¢ este for mantido acima da temperatura
de refrigeracdo (~5 °C) o microrganismo pode, rapidamente, atingir populacdes

elevadas, produzindo enterotoxinas e tornando o alimento potencial causador de
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toxinoses. Segundo Jablonski e Bohach (2001), para a formagdo de
enterotoxinas em quantidade suficiente para provocar intoxicagdo sdo
necessarias 10° a 10° UFC de S. aureus por grama de alimento. Portanto, é
desejavel que a populagio bacteriana fique abaixo de 10° UFC/g para evitar a
producdo de enterotoxina ou, entdo, que se utilizem compostos capazes de inibir
a produgdo de enterotoxina caso a populagio bacteriana ultrapasse 10° UFC/g.
Os resultados do DCCR para avaliagdo da atividade antimicrobiana de
O. vulgare e S. officinalis em ricota cremosa no controle de S. aureus

encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4
Matriz do DCCR com niveis reais e codificados das variaveis independentes ¢
respostas Log UFC/g de S. aureus apos 12 (Y1), 24 (Y2), 120 (Y3) e 240 (Y4)

horas de armazenamento.

x1 X2 x3
Ensaios  T® o° S¢ Y1 Y2 Y3 Y4
(°C) (% m/m) (% m/m)

1 -1 (10) -1(0,7) -1 (0,7) 5,57 5,76 631 641
2 -1 (10) -1(0,7) 1 (2,7) 538 5,00 4,53 448
3 -1 (10) 1(2,7) -1 (0,7) 534 503 436 3,88
4 -1 (10) 1(2,7) 1(2,7) 523 484 481 4,79
5 1(18) -1(0,7) -1 (0,7) 6,68 8,10 8,66 883
6 1(18) -1(0,7) 1(2,7) 538 5,78 749 745
7 1(18) 1(2,7) -1 (0,7) 540 5,76 6,78 6,60
8 1(18) 1(2,7) 1(2,7) 508 508 542 554
9 1,68 (7,3)  0(1,7) 0 (1,7) 512 5,02 5,03 4,30
10 1,68 (20,7) 0(1,7) 0(1,7) 6,55 7,63 7,93 724
11 0 (14) -1,68(0)  0(1,7) 547 579 831 8,58
12 0(14) 1,68 (3,4) 0(1,7) 505 514 4,16 7,03
13 0(14) 0(1,7) -1,68(0) 536 5,85 6,81 6,53
14 0 (14) 0(1,7) 1,68 (3,4) 5,06 4,72 430 7,48
15 0(14) 0(1,7) 0(1,7) 5,15 4,99 441 431
16 0(14) 0(1,7) 0(1,7) 476 4,89 457 431
17 0(14) 0(1,7) 0(1,7) 497 486 445 427

*Temperatura. "O. Vulgare. S. officinalis.
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Com base na analise de varidncia, verificou-se que todas as variaveis
estudadas (temperatura, concentracdo de O. vulgare e concentracdo de S.
officinalis) tiveram efeito significativo no Log de UFC/g de S. aureus em ricota
cremosa, para todos os tempos de armazenamento estudados (12 (Y1), 24 (Y2),
120 (Y3) e 240 (Y4) horas). A temperatura apresentou efeito positivo e a
concentragdo de O. vulgare e S. officinalis apresentaram efeitos negativos.

Por meio dos resultados obtidos, foi possivel determinar os coeficientes
de regressdo para as variaveis respostas Y1, Y2, Y3 e Y4, que estdo

apresentados na Tabela 5.

Tabela s

Coeficientes de regressao para as respostas Y1, Y2, Y3 e Y4.

Coeficientes Y1 Y2 Y3 Y4
Média 4,957 4918 4,486 4,365

x1 (L) 0,251% 0,621* 0,968* 1,011%
x1 (Q) 0,320* 0,484* 0,677* 0,294
x2 (L) -0,195% -0,368* -0,923* -0,657*
x2 (Q) 0,116 0,179 0,590* 1,015%
x3 (L) -0,178* -0,429% -0,592% -0,137™
x3 (Q) 0,098 N 0,116 0,349* 0,731*
x1 x2 0,150 -0,269* -0,285™8 -0,240™
x1 x3 0,165 -0,256* 0,150 0,178
x2 x3 0,133 0,276* 0,255 0,395
R2 85,37 % 94,74 % 94,74 % 85,00 %

*Significativo a 10%. ""Nio significativo.

A adequacdo dos modelos pode ser verificada pelos coeficientes de

determinagdo (Rz), que explicam entre 85% a 94,74% da varidncia total das
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respostas (Tabela 5) e pela analise de variancia (Tabela 6). Para todas as
respostas analisadas, o F tabelado foi menor que o F calculado, indicando que os
modelos ajustaram bem aos dados, permitindo que fossem geradas as superficies
de resposta e curvas de contorno.

As superficies de respostas e as curvas de contornos geradas a partir dos
modelos completos para as variaveis respostas Log UFC/g de S. aureus ap6s 12,
24, 120 e 240 horas de armazenamento, encontram-se nas Fig. 2, 3, 4 e 5,
respectivamente. As variaveis independentes que ndo aparecem nos graficos
foram fixadas em seus respectivos pontos centrais exceto para varidvel
temperatura a qual foi fixada no ponto -1,68 (7,3°C), em decorréncia do maior
interesse em se avaliar o efeito antimicrobiano do O. vulgare e S. officinalis em
temperatura proxima a temperatura de refrigeracao.

Baseando-se nas Fig. 2, 3, 4 e 5, observa-se que, para todos os tempos
de armazenamento estudados, o Log de UFC/g de S. aureus aumentou, de
acordo com o aumento da temperatura, no entanto, diminuiu com o aumento da
concentragdo de O. vulgare ou S. officinalis.

A partir das curvas de contorno, observa-se que, para 12 horas de
armazenamento, a maior atividade antimicrobiana foi a temperatura de 13,3 °C e
concentragdo de 1,9 % de O. vulgare e S. officinalis. Para 24 horas de
armazenamento, a maior atividade ocorreu a temperatura de 14,2 °C e
concentra¢do de O. vulgare e S. officinalis acima de 3,4 %. Houve interagdo
significativa entre as varidveis analisadas, no entanto para a interagdo entre
Concentragdo de O. vulgare x Concentragio de S. officinalis, o efeito foi menor
do que o efeito individual de cada variavel.Com 120 horas de armazenamento o
maior efeito antimicrobiano ocorreu na temperatura de 11,8 °C e concentragéo
de O. vulgare e S. officinalis de 2%. Apds 240 horas de armazenamento,
observou-se que a maior atividade foi a temperatura de 7,3 °C , concentragdo de

1,8 % e 1,6 % para de O. vulgare ¢ S. officinalis, respectivamente.
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Tabela 6
Analise de variadncia dos modelos de regressao.
Respostas FV? SQ° GL° QM®  Fcal® Ftab*

Regressao 3,50 9 0,39 4,54 3,68
Y1 Residuos 0,60 7 0,08

Total 4,10 16

Regressao 14,00 9 1,56 18,14 3,68
Y2 Residuos 0,78 7 0,08

Total 14,78 16

Regressao 37,63 9 4,18 48,77 3,68
Y3 Residuos 2,09 7 0,08

Total 39,72 16

Regressao 36,07 9 4,00 46,75 3,68
Y4 Residuos 6,37 7 0,08

Total 42,44 16

“Fontes de Variacdo. "Somas de quadrados. ‘Graus de liberdade. YQuadrados

médios. °F calculado. *Valores tabelados de F, 5%.

Com excecdo da resposta Y2, observa-se que, para as demais, o

coeficiente de regressdo para concentragdo de O. vulgare foi superior ao

coeficiente para concentragdo de S. officinalis, o que indica que a concentragdo

de O. vulgare exerceu maior efeito na variavel resposta do que a concentragido

de S. officinalis.

Embora com 120 horas de armazenamento, a concentragdo otima tanto

para O. vulgare quanto para S. officinalis foi de 2% (Fig. 4 F), observando-se a

superficie de resposta para as duas variaveis (Fig 4 E). Verifica-se que O.

vulgare teve maior capacidade em inibir o crescimento bacteriano do que S.
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officinalis, este maior efeito de O. vulgare, também, foi comprovado pelo maior
coeficiente de regressdo em relagdo a S. officinalis.

Com 240 horas de armazenamento (Fig. 5), a concentragdo 6tima de O.
vulgare (1,8 %) foi maior do que a de S. officinalis (1,6 %), no entanto, O.
vulgare apresentou capacidade antimicrobiana maior quando comparado a S.
officinalis, o que foi comprovado pelos coeficientes de regressio (Tabela 5).

O maior efeito antimicrobiano de O. vulgare em relagdo a S. offcinalis
pode ser explicado em virtude da maior propor¢do de compostos fendlicos
presentes em O. vulgare.

Observa-se que a temperatura Otima para a atividade do O. vulgare ¢ S.
officinalis esteve entre 7,3 e 14,2 °C. A recomendacdo dos fabricantes ¢ que
produtos como ricota devem ser armazenados a 5 °C, no entanto, observa-se que,
muitas vezes, essa temperatura ndo ¢ respeitada nos locais de comercializagdo e
nem mesmo nos refrigerados domésticos. Portanto, caso o produto esteja
contaminado com S. aureus a elevagdao da temperatura podera favorecer o
crescimento deste, podendo ocorrer a producdo de enterotoxinas, tornando o
alimento um potencial causador de toxinoses. No entanto, a presenga de
especiarias, como O. vulgare e S. officinalis, pode controlar o crescimento
bacteriano, impedindo que ocorra elevacdo da populagdo e a consequente
produgdo de enterotoxina, ou mesmo, que a populagdo esteja elevada a producao

de enterotoxina pode ser inibida.
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Fig. 2 Superficies de resposta (A, C e E) e curvas de contorno (B, D ¢ F) obtidas
em funcdo da contagem (Log UFC/g) de S. aureus em queijo ricota apds 12
horas de armazenamento. (A e B) O. vulgare versus temperatura. (C e D) S.

offcinallis versus tempertaura. (E e F) S. officinalis versus O. vulgare.
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Fig. 3 Superficies de resposta (A, C e E) e curvas de contorno (B, D e F) obtidas
em fun¢do da contagem (Log UFC/g) de S. aureus em queijo ricota apos 24
horas de armazenamento. (A e B) O. vulgare versus temperatura. (C e D) S.

offcinallis versus tempertaura. (E e F) S. officinalis versus O. vulgare.
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Verifica-se nas Fig. 2, 3, 4, ¢ 5 que o efeito antibacteriano foi
predominantemente bacteriostatico e ndo bactericida. O efeito bacteriostatico
das especiarias pode auxiliar a manutengcdo da qualidade microbioldgica do
produto, durante seu armazenamento, impedindo a multiplicagdo bacteriana e o
alcance de niveis capazes de produzir enterotoxinas. No entanto, para que a
qualidade microbiologica seja atingida e mantida é necessario, também, a
adocdo de praticas higiénicas adequadas durante a producdo do queijo ricota.

No que diz respeito a S. aureus, o controle da produgdo de enterotoxinas
¢ fundamental, visto que as toxinoses causadas S. aureus nao sdo decorrentes da
ingestdo de alimentos que contenham a bactéria, mas sim em decorréncia da
presenca de enterotoxinas que foram produzidas durante sua multiplicagdo no
alimento. Uma vez produzida, sua eliminagcdo ¢ dificil por causa de sua
caracteristica termorresistente, resistindo a tratamentos térmicos como a
pasteurizacdo e a ultrapasteurizagdo. No caso de queijos, que sdo alimentos
prontos para o consumo (read to eat foods, RTE), esta caracteristica se torna,
ainda, mais preocupante (Borges, Nassu, Pereira, Andrade, & Kuaye, 2008)

Os resultados da analise da produgdo de enterotoxina A foram
calculados por meio da subtragdo do valor de corte do valor da absorbancia lida
da amostra. O valor de corte foi calculado pela média da absorbancia do controle
negativo somado a 0,15. Desta forma, os valores negativos indicam auséncia e
os valores positivos presenca de enterotoxina. Os resultados encontram-se na
Tabela 7. Observa-se que nos tratamentos 2, 7 ¢ 8 ndo foi detectada a presenga
de enterotoxina em nenhum do tempos de armazenamento estudados (24, 120 e
240 horas). J& em outros tratamentos que, também, continham especiarias, a
producdo de enterotoxina foi observada somente a partir das 120 horas de
armazenamento (tratamentos 5, 6, 9, 10, 11, 12, 13, 14, e 15) ou a partir das 240
horas de armazenamento (tratamentos 3 e 4). Enfatiza-se que, mesmo sendo

observada a producdo de enterotoxina em alguns tratamentos que continham
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especiarias, nota-se, ao comparar os valores das absorbancias dos mesmos com
os valores dos tratamentos controles (sem adi¢do de especiarias)
correspondentes, que estes apresentaram uma concentracdo de enterotoxina
menor do que nas amostras controle. Este fato pode ter ocorrido em
consequéncia do menor crescimento de S. aureus, do efeito inibitério das
especiarias ou de um efeito inibitorio da producgdo de enterotoxina decorrente da
presenca das especiarias. No que se refere aos tratamentos controle (sem a
adicdo de especiarias), pode-se observar que a producdo de enterotoxina A
depende da temperatura de armazenamento, sendo maior na ricota controle
armazenada a 20,7 °C e menor na armazenada a 7,3 °C (Tabela 7).

Gonzalez-Fandos, Sierra, Garcia Lopez, Otero, e Sanz (1996)
pesquisaram o efeito de orégano em salsichas fermentadas espanholas sobre S.
aureus. Apesar de ndo ser muito efetivo no controle do crescimento microbiano,
o orégano (2% m/m) ndo permitiu a sintese das enterotoxinas A, C e D e inibiu,
parcialmente, de enterotoxina A. No entanto, baixos niveis de orégano (0,12 e
0,5%) estimularam a sintese de enterotoxinas A, B e D.

Como citado anteriormente, lipideos e proteinas podem reduzir a
atividade antimicrobiana das especiarias em matriz alimentar. Esse
comportamento, também, foi observado no presente estudo. Quando comparados
os resultados da avaliagdo in vitro (Tabela 3), com os resultados das especiarias
em ricota cremosa (Figuras 2, 3, 4 e 5), observa-se que os resultados do teste in
vitro foram, consideravelmente, superiores aos obtidos em ricota cremosa. De
acordo com Farbood, Macneil, e Ostovar (1976), a elevada fracdo lipidica pode
absorver a especiaria e, entdo, reduzir sua concentracdo da fase aquosa e,
consequentemente, seu efeito bactericida. E possivel, também, que a gordura
presente na ricota englobe a célula bacteriana, reduzindo a penetracdo da

especiaria e a atividade antimicrobiana.
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Absorbancias obtidas pela diferenca entre o controle positivo e o valor de corte,

referentes a producdo de enterotoxina A por S. aureus em ricota cremosa

adicionada ou ndo de especiarias.

Tratamentos 24 horas 120 horas 240 horas
1 0,1655 0,1535 0,1170
2 -0,1625 -0,1525 -0,1425
3 -0,1460 -0,1465 2,3660
4 -0,1480 -0,1445 0,2940
5 -0,0570 1,3515 1,3055
6 -0,1450 0,0970 -0,0340
7 -0,1380 -0,1215 -0,0985
8 -0,1440 -0,1635 -0,1145
9 -0,1490 0,0405 0,3980
10 -0,1360 0,4485 0,5100
11 -0,1460 1,0430 1,6700
12 -0,1195 0,5750 0,3840
13 -0,0900 0,4585 0,3105
14 0,1385 0,0880 0,5480
15 -0,1480 1,3745 0,4760
Controle® 7,3°C  -0,1760 1,3335 -0,1355
Controle® 10 °C -0,0390 0,7020 9,8025
Controle® 14 °C -0,1520 1,2495 9,8140
Controle® 18 °C 0,0185 9,8110 9,8145
Controle” 20,7 °C  2,0810 9,8120 9,8130

“Ricotas cremosas sem adi¢do de especiarias.
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Atualmente, existem poucos estudos disponiveis na literatura que
avaliaram a utilizag@o de especiarias como conservantes naturais em alimentos,
como os realizados por Ceylan, Fung, e Sabah (2004), Leuschner ¢ Zamparini
(2002), Liu, Tsau Lin, Jan, e Tan (2009) e Uhart, Maks, e Ravishankar (2006).
Segundo Bedin, Gutkoski, ¢ Wiest (1999) e Souza (2003), além da propriedade
aromatizante, as especiarias poderiam aumentar a vida util dos alimentos por sua
atividade bacteriostatica ¢ bactericida, retardando o comego da deterioragdo ¢ o
crescimento de microrganismos indesejaveis, interferindo, significativamente, na
epidemiologia e profilaxia de surtos de toxinfecgdes alimentares.

Resultados de diferentes estudos sugerem que 6leos essenciais e extratos
de especiarias sdo antimicrobianos mais efetivos do que especiarias secas, ja que
os componentes ativos sdo mais concentrados nestas substancias. Entretanto, em
situagdes reais de preparo de alimentos, consumidores utilizam especiarias
secas, ¢ nao Oleos essenciais (Uhart, Maks, & Ravishankar, 2006). As
especiarias utilizadas neste estudo apresentaram atividade antimicrobiana sobre
S. aureus, podendo ser alternativa no controle desta bactéria, tanto em nivel
industrial quanto doméstico, visto que especiarias desidratadas sdo de facil
aquisicdo e podem ser adquiridas e utilizadas facilmente mesmo em cozinhas
residenciais. A utilizagdo de concentragdes entre 1,6 € 2% (m/m) de O. vulgare e
S. officinalis podem ajudar a garantir a seguranga microbioldgica da ricota
cremosa armazenada em temperaturas entre 7,3 ¢ 14°C, auxiliando na inibigdo

do crescimento de S. aureus e produgado de enterotoxina.

3.4. Andlise Sensorial das ricotas com diferentes concentracfes de especiarias
Os provadores preferiram quanto a aparéncia, cor, sabor e impressao

global, as ricotas cremosas que continham baixa concentragdo de especiarias (1

e 4). Estas amostras praticamente ndo diferiram da amostra controle (9) quanto

a estes atributos. Em seguida, os provadores preferiram as amostras 2, 5 e 7. Ja
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as amostras 3, 6 ¢ 8, com as maiores concentragdes de especiarias, receberam
as menores notas. Nota-se que quanto ao sabor a maior preferéncia foi por O.

vulgare (Tabela 8).

Tabela 8
Médias das notas atribuidas pelos provadores para aceitagdo em relagdo a
aparéncia, cor, aroma, sabor e impressdao global das ricotas cremosas

adicionadas de especiarias.

Amostra Aparéncia Cor Aroma Sabor {mpressao
Global
1 (0,7% O™+ 0% S®) 6,90° 7,060 676" 646" 6,66
2(1,7% 0%+ 0% S®) 6,45 6,60° 6,88  564°  6,02°
3 (3,4% O™+ 0% SP) 4,72 4,78 6,32 430"  4,60°
4(0,7% S®+ 0% 0% 7,18° 7,400 6,66° 5,74 6,28
5(1,7% S®+ 0% O™) 6,42° 6,46° 6,16 428"  514°
6 (3,4% S®+ 0% O™) 5,38 562° 578 3,02°  4,04°
7(0,7% O™ +0,7% S®)  6,48° 6,44° 636"  514° 558
8(1,7% O*+1,7% SP) 4,86 5,02° 584 378  4.42°
9 (0% O™ + 0% S®) 7,50° 7,624 682" 686"  7,18°
CV (%)* 24,71 24,16 27,64 4092 33,84

Letras minusculas iguais na mesma coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 5 %
de significincia pelo teste de Scott-knott. “O. vulgare. °S. officinalis.

*Coeficiente de variagdo.

No presente estudo, 80% dos provadores declararam consumir ricota e
20% declararam ndo consumir o produto. Dentre os que consomem ricota, 64%
declararam que a utilizam para o preparo de lanches, patés ou outros pratos, €

36% declararam consumir a mesma pura. Dentre os provadores que participaram
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da avaliagdo sensorial, 92% declararam que passariam a consumir mais ricota se
esta fosse comercializada com a adigdo de especiarias. Este resultado indica que
a fabricacado de ricotas com especiarias pode estimular a comercializagao.

O interesse por queijos com especiarias tem crescido e a ricota com
especiarias tem aparecido como boa op¢do de consumo, por se tratar de um
alimento de facil digestdo e uma das formas mais simples e econdmicas de
aproveitamento do soro proveniente de véarios tipos de queijos, obtendo-se
produto de facil comercializagdo e baixo custo (Maia, Ferreira, & Abreu, 2004).

A maior preferéncia dos consumidores foi por ricotas com baixa
concentragdo de especiarias: amostra 1, com 0,7% de O. vulgare e, amostra 4,
com 0,7% de S. officinalis. No entanto, observou-se que a maior atividade
antibacteriana foi obtida em maiores concentrac¢des, entre 1,6 a 2,0% (m/m) de
S. officinalis e O. vulgare. A solu¢do para aliar atividade antibacteriana e
aceitacdo sensorial pode estar na utilizagdo de métodos combinados, onde o
efeito das especiarias serd somado a outras alternativas de controle,
preferencialmente natural, como bacteriocinas, atmosfera modificada e filmes ou
revestimentos comestiveis com incorporagdo de antimicrobianos. O estudo da
associag@o de outras espécies de plantas, também, ndo pode ser descartado, pois,

pode amenizar ou mesmo solucionar as alteragdes organolépticas indesejaveis.

4, Concluséao

As especiarias O. vulgare e S. officinalis foram capazes de inibir o
crescimento de S. aureus em ricota cremosa, bem como reduzir a producdo de
enterotoxina A. Quanto a aceitagdo sensorial, houve maior preferéncia pelas

amostras que continham baixa concentragao de especiarias.



92

Assim, conclui-se ¢ se enfatiza que a importancia deste estudo foi
fornecer informagdes a respeito de uma alternativa natural nova e promissora

para o controle de S. aureus em alimentos.
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ANEXO A

Tabela 1A Valores experimentais, previstos pelo modelo e desvios para o

DCCR, do Log UFC/g de S. aureus apos 12 horas de

armazenamento.
Ensaios Valor experimental  Valor previsto Desvios Desvio
(Log UFC/g) (Log UFC/g) relativo (%0)

1 5,57 5,43 0,14 2,51
2 6,68 6,56 0,12 1,77
3 5,34 5,07 0,27 4,97
4 5,40 5,61 -0,21 -3,82
5 5,38 5,14 0,24 4,46
6 5,38 5,61 -0,23 -4,30
7 5,23 5,31 -0,08 -1,61
8 5,08 5,19 -0,11 -2,08
9 5,12 5,44 -0,32 -6,20
10 6,55 6,28 0,27 4,12
11 5,47 5,61 -0,14 -2,60
12 5,05 4,96 0,09 1,87
13 5,36 5,53 -0,17 -3,22
14 5,06 4,94 0,12 2,46
15 5,15 4,96 0,19 3,74
16 4,76 4,96 -0,20 -4,14
17 4,97 4,96 0,01 0,26
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Tabela 2A Valores experimentais, previstos pelo modelo e desvios para o

DCCR, do Log UFC/g de S. aureus apds 24 horas de

armazenamento.
Ensaios Valor experimental  Valor previsto Desvios Desvio
(Log UFC/g) (Log UFC/g) relativo (%0)

1 5,76 5,62 0,14 2,36
2 8,10 7,92 0,18 2,27
3 5,03 4,87 0,16 3,12
4 5,76 6,09 -0,33 -5,73
5 5,00 4,73 0,27 5,46
6 5,78 5,99 -0,21 -3,70
7 4,84 5,08 -0,24 -4,98
8 5,08 5,27 -0,19 -3,80
9 5,02 5,24 -0,22 -4,40
10 7,63 7,33 0,30 3,96
11 5,79 6,04 -0,25 -4,37
12 5,14 4,81 0,33 6,49
13 5,85 5,96 -0,11 -1,96
14 4,72 4,52 0,20 4,14
15 4,99 4,92 0,07 1,44
16 4,89 4,92 -0,03 -0,58
17 4,86 4,92 -0,06 -1,20
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Tabela 3A Valores experimentais, previstos pelo modelo e desvios para o

DCCR, do Log UFC/g de S. aureus apos 120 horas de

armazenamento.
Ensaios Valor experimental  Valor previsto Desvios Desvio
(Log UFC/g) (Log UFC/g) relativo (%0)

1 6,31 6,47 -0,16 -2,53
2 8,66 9,28 -0,62 -7,12
3 4,36 4,68 -0,32 -7,43
4 6,78 6,35 0,43 6,33
5 4,53 5,08 -0,55 -12,05
6 7,49 7,28 0,21 2,77
7 4,81 431 0,50 10,39
8 5,42 5,38 0,04 0,80
9 5,03 4,77 0,26 5,15
10 7,93 8,02 -0,09 -1,19
11 8,31 7,70 0,61 7,31
12 4,16 4,60 -0,44 -10,63
13 6,81 6,47 0,34 5,04
14 4,30 4,48 -0,18 -4,14
15 4,41 4,49 -0,08 -1,73
16 4,57 4,49 0,08 1,83
17 4,45 4,49 -0,04 -0,82
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Tabela 4A Valores experimentais, previstos pelo modelo e desvios para o

DCCR, do Log UFC/g de S. aureus apos 240 horas de

armazenamento.
Ensaios Valor experimental  Valor previsto Desvios Desvio
(Log UFC/g) (Log UFC/g) relativo (%0)

1 6,41 6,16 0,25 3,84
2 8,83 9,02 -0,19 2,17
3 3,88 4,54 -0,66 -17,01
4 6,60 6,44 0,16 2,46
5 4,48 5,46 -0,98 -21,78
6 7,45 7,60 -0,15 -2,06
7 4,79 5,41 -0,62 -12,98
8 5,54 6,60 -1,06 -19,12
9 4,30 3,49 0,81 18,73
10 7,24 6,89 0,35 4,30
11 8,58 8,33 0,25 2,89
12 7,03 6,12 0,91 12,88
13 6,53 6,66 -0,13 -1,96
14 7,48 6,20 1,28 17,13
15 431 4,36 -0,05 -1,27
16 431 4,36 -0,05 -1,27
17 4,27 4,36 -0,09 -2,22
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Tabela 5A Anélise de varidncia para aceitagdo sensorial d o atributo aparéncia

em funcdo dos tratamentos estudados.

FV GL SQ QoM Fc Pr>Fc
Amostra 8 401,88 50,23 21,27  0,0000*
Erro 441 1041,34 2,365

Total corrigido 449 1443,22

CV (%) =24,71
Média geral: 6,22
Numero de
observacoes: 450

*Significativo, pelo teste de F, a 5% de probabilidade.

Tabela 6A Analise de variancia para aceitacdo sensorial do atributo cor em

fun¢do dos tratamentos estudados.

FV GL SQ QoM Fc Pr>Fc
Amostra 8 403,32 50,41 21,53  0,0000*
Erro 441 1032,68 2,34

Total corrigido 449 1436,00

CV (%) =124,16
Média geral: 6,34
Numero de
observacoes: 450

*Significativo, pelo teste de F, a 5% de probabilidade.

Tabela 7A Analise de varidncia para aceitagdo sensorial do atributo aroma em

func¢do dos tratamentos estudados.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Amostra 8 68,38 8,55 2,73 0,0060*
Erro 441 1379,42 3,13

Total corrigido 449 1447,80

CV (%) = 27,64
Meédia geral: 6,40
Namero de
observacoes: 450

*Significativo, pelo teste de F, a 5% de probabilidade.
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Tabela 8A Analise de variancia para aceitacdo sensorial do atributo sabor em

fun¢ao dos tratamentos estudados.

FV GL SQ QoM Fc Pr>Fc
Amostra 8 648,99 81,12 19,20  0,0000%*
Erro 441 1863,74 4,23

Total corrigido 449 251273

CV (%) = 40,92
Média geral: 5,02
Numero de
observacoes: 450

*Significativo, pelo teste de F, a 5% de probabilidade.

Tabela 9 Andlise de variancia para aceitacdo sensorial do atributo impressao

global em fung¢do dos tratamentos estudados.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Amostra 8 463,56 57,95 16,44  0,0000*
Erro 441 1553,96 3,52

Total corrigido 449 2017,52

CV (%) = 33,84
Média geral: 5,55
Numero de
observacoes: 450

*Significativo, pelo teste de F, a 5% de probabilidade.
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ANEXO B Pagina

Figura 1B Distribuicdo dos residuos em torno da reta que indica
normalidade para as respostas Y1 (A), Y2 (B), Y3 (C)
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Figura 1B Distribuicdo dos residuos em torno da reta que indica normalidade

para as respostas Y1 (A), Y2 (B), Y3 (C) E Y4(D).



