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MILO, lIzabela da Silva. Potencial antimicrobiano de Allium sativum em queijo frescal.
2019. 34 folhas. Dissertacdo de Mestrado em Agronomia - Universidade Estadual do Norte do
Parana, Campus Luiz Meneghel, Bandeirantes, 2019.

RESUMO

No Brasil ¢ comum o consumo de queijo frescal, e por ser um produto que sofre manipulagéo,
estd suscetivel a contaminacdo por microrganismos patogénicos, destacando-se
Staphylococcus aureus. Quando presente em quantidade acima de 10° UFC/g e sob condicdes
adequadas de temperatura, esse microrganismo pode produzir enterotoxinas causadoras de
intoxicacdo alimentar, representando importante problema para satde publica. Além de tratar-
se de planta condimentar, o alho tem sido utilizado para fins medicinais, principalmente pela
presenca de substancias como alinase, alina e alicina. Assim, o presente trabalho objetivou
avaliar o potencial antimicrobiano do Allium sativum, na forma de suspensdo aquosa (SAa) e
in natura (Ain), sobre S. aureus (ATCC 25923) em queijos frescais. A atividade
antibacteriana foi avaliada pela determinacdo da concentracdo inibitéria minima (MIC),
utilizando o método de microdiluicdo. Dessa forma, foram avaliados os seguintes tratamentos:
SAa em diferentes concentracbes (0,58%, 1,11% e 2%), além dos tratamentos controle
negativo (queijo frescal) e testemunha (queijo frescal contaminado com S. aureus). Os queijos
foram produzidos com leite pasteurizado, e posteriormente contaminados com 10 UFC/mL
de cepa padrdo de S. aureus (ATCC 25923). Adicionou-se SAa a massa dos queijos por
incorporacdo, e para avaliacdo do Ain os bulbilhos foram descascados, pesados, cortados e
adicionados a massa do queijo na proporcdo de 50 gramas por litro de leite. Os resultados
foram avaliados retirando-se 10 gramas de cada queijo, diluindo em 90mL de solucédo salina
0,9%, com subsequentes diluicdes decimais seriadas até 10*. Apos inoculagdo por superficie
em placas com Agar Baird Parker, enriquecido com solucdo de gema de ovo e telurito de
potassio, realizou-se incubacdo a 35°C por 48 horas, procedendo-se contagem das unidades
formadoras de col6nia (UFC) por grama de queijo. As analises foram realizadas nos dias 1
(um dia ap6s fabricacdo dos queijos), e 5, 10 e 15 ap6s. A MIC correspondeu a 1,25%. Os
resultados demonstram que as trés concentragdes avaliadas foram capazes de diminuir a
contagem de bactérias, porém na concentracdo de 0,58% houve crescimento de S. aureus em
uma das producbes de queijo. A concentracdo de 1,11% foi a que apresentou melhor
resultado, diminuindo em média 8,48% a contagem de bactérias e para Ain a diminuicao
média foi de 6,23%. Portanto, o alho possui propriedades antimicrobianas contra S. aureus em
queijo frescal podendo ser utilizado ndo sé como um diferencial de sabor do produto, mas
como um aditivo natural.

Palavras-chave: Alho. Antimicrobianos naturais. Conservantes naturais. Contaminacao
alimentar. Staphylococcus aureus.



MILO, lzabela da Silva. Allium sativum antimicrobial potential in fresh cheese. 2019. 34
pages. Master's Dissertation in Agronomy - Universidade Estadual do Norte do Parana,
Campus Luiz Meneghel, Bandeirantes, 2019.

ABSTRACT

In Brazil the consumption of fresh cheese is common, and because it is a product that
undergoes manipulation, it is susceptible to contamination by pathogenic microorganisms,
especially Staphylococcus aureus. When present in amounts above 10° CFU/g and under
appropriate temperature conditions, this microorganism can produce enterotoxins causing
food poisoning, posing a major public health problem. In addition to being a seasoning plant,
garlic has been used for medicinal purposes, mainly by the presence of substances such as
alinase, alina and allicin. Thus, the present work aimed to evaluate the antimicrobial potential
of Allium sativum, as aqueous suspension (SAa) and in natura (Ain), on S. aureus (ATCC
25923) in fresh cheeses. The antibacterial activity was evaluated by determining the minimum
inhibitory concentration (MIC) using the microdilution method. Thus, the following
treatments were evaluated: SAa at different concentrations (0.58%, 1.11% and 2%), besides
the negative control treatments (fresh cheese) and control (fresh cheese contaminated with S.
aureus).The cheeses were produced with pasteurized milk, and then contaminated with 108
CFU/mL of S. aureus standard strain (ATCC 25923). SAa was added to the cheese mass by
incorporation, and for evaluation of the Ain the bulbs were peeled, weighed, cut and added to
the cheese mass in the proportion of 50 grams per liter of milk. The results were evaluated by
withdrawing 10 grams of each cheese, diluting in 90mL of 0.9% saline, with subsequent serial
decimal dilutions up to 10 After surface inoculation on plates with Baird Parker Agar,
enriched with egg yolk solution and potassium tellurite, incubation was carried out at 35°C
for 48 hours, counting the colony forming units (CFU) per gram of cheese. The analyzes were
performed on days 1 (one day after of cheese manufacturing), and 5, 10 and 15 after. The
MIC corresponded to 1,25%. The results showed that the three concentrations evaluated were
able to decrease the bacterial count, but at the concentration of 0.58% there was growth of S.
aureus in one of the cheese productions. The concentration of 1.11% showed the best result,
decreasing the bacterial count by 8,48% and to Ain the average decrease was 6,23%.
Therefore, garlic has antimicrobial properties against S. aureus in fresh cheese and can be
used not only as a flavor differential of the product, but as a natural additive.

Key-words: Food contamination. Garlic. Natural antimicrobials. Natural preservatives.
Staphylococcus aureus.
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1 INTRODUCAO

O queijo Minas Frescal, também conhecido como queijo fresco ou branco, é
um dos mais populares no Brasil, isso se deve ao seu processamento simples, baixo custo e
alto rendimento (SANTOS, 2017). E produzido com leite pasteurizado e adicdo de coalho,
resultando em coagulacdo enzimatica e formacdo da massa. Possui alto teor de umidade, ndo
sofre maturagdo e ndo contém conservantes o que compromete seu tempo de validade por
favorecer sua contaminacao.

Produtos que passam por muitos processos e manipulagdo como os queijos,
sdo susceptiveis a contaminacdo principalmente de origem microbiolégica (APOLINARIO et
al., 2014). Esse fato, se deve a falta de boas préaticas, alto teor de umidade do produto,
precarias formas de producdo, e permanéncia do produto em temperaturas que favorecem o
crescimento bacteriano (ZOCCHE et al.,, 2012). Dessa forma, além das mudancas nas
caracteristicas sensoriais, 0 consumo desses alimentos contaminados pode levar a
intoxicacOes e toxinfecgdes alimentares, dentre elas a intoxicacéo estafilococica (OLIVEIRA
et al., 2017; QUEIROZ et al., 2017). Diante disso, apesar de existirem tecnologias de
conservacao de queijos, nenhuma delas assegura completamente a qualidade microbiolégica
do produto. Dessa maneira, justifica-se a busca por alternativas eficientes de controle
sanitario.

Adicionalmente, o mercado consumidor exige cada vez alimentos naturais,
de qualidade e seguranca para o consumo (SAMPAIO, 2017). Dessa forma, algumas plantas
condimentares, por apresentarem também propriedades medicinais, podem representar
importante alternativa natural ao uso de conservantes quimicos. O aumento no uso de plantas
condimentares nas Ultimas décadas, se deve principalmente a fatores como a valorizacdo do
uso de produtos naturais (GALO et al., 2018), dentre essas, destaca-se o Allium sativum
(HORITA, 2016).

O alho, é amplamente utilizado na culinéria, sendo consumido cru, em
forma de Oleos, extratos e até em po (FABIANO, 2017). Entretanto, seu uso vem senso
difundido devido suas propriedades antifingicas e principalmente antimicrobianas
(LANZOTTI; SCALA; BONANOMI, 2014; EL-SAYED et al., 2017). Assim, além de ser um
alimento funcional e utilizado como condimento, o alho apresenta importante potencial
antimicrobiano, associado a substancias biologicas ativas como a enzima alinase, compostos

sulforados, como a alina, e componentes resultantes de interacdo enzimética, como a alicina
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(MAJEWSKI, 2014). Na forma de extrato, pode representar alternativa natural para
conservacao do queijo, favorecendo menores perdas e melhor comercializacdo (OLIVEIRA,;
SIQUEIRA JUNIOR; SILVA, 2012).

Dessa forma, o presente trabalho objetivou avaliar o potencial
antimicrobiano de Allium sativum, na forma de suspensdo aquosa (SAa) e in natura (As),
sobre S. aureus (ATCC 25923) em queijos frescais.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Queijo Minas Frescal
O queijo frescal é considerado popular no Brasil, sendo um dos mais

consumidos por diferentes niveis socioecondémicos da populacdo, o que é atraente devido ao
seu alto rendimento (LOLLO et al., 2015). Assim, a inddstria latica tem grande importancia
socioecondmica, pela expressiva comercializacdo do leite e seus derivados (PERIN, 2017). O
alto consumo ocorre em virtude da associacdo entre a salide do consumidor e o habito de
consumir queijo. Esta associacdo, ocorre principalmente devido aos seus beneficios
nutricionais, relacionados aos teores de lipideos, minerais, vitaminas, proteinas e gordura
(TERPOU et al., 2017).

E comercializado normalmente em forme cilindrica com peso variando entre
0,5 a 3 kg. Apresenta massa crua, cor branca, textura fechada e consisténcia mole. Conforme
Instrucdo Normativa N° 4 de 1° de marco de 2004 (BRASIL, 2004), o Queijo Minas Frescal é
um queijo semi-gordo, de muito alta umidade (46-55%), contendo de 17% a 19% de gordura;
teor de sal variando entre 1,4% e 1,6%; pH entre 5,0 e 6,0 e prazo de validade baixo, variando
de 7 a 10 dias (NUNES; CALDAS, 2017).

A legislacdo brasileira preconiza que a fabricacdo desse tipo de queijo seja
realizada com leite pasteurizado, entretanto ele é fabricado na maioria das vezes a partir de
leite cru e comercializado informalmente, sem supervisdo sanitaria ou regulamentacdo
(AMORIM, 2014). Devido a este fato, frequentemente o queijo frescal estd associado a
transmissdo de patdgenos e a intoxicacdo alimentar, principalmente estafilocdcica
(FERREIRA et al., 2016).

Tradicionalmente o queijo frescal é produzido com adicao de coalho ao leite
cru, podendo haver adi¢do de fermento lactico no inicio da producéo para aumentar a acidez e
diminuir a multiplicacdo de microrganismos, sendo importante no controle da microbiota

contaminante (HOFFMAN, 1999). Doencas que podem ser transmitidas por queijos, estdo
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associadas geralmente com queijos moles ou produzidos com leite cru, dificilmente estdo
relacionadas a queijos duros (CHOI et al., 2016). Entende-se por queijo mole aqueles que
apresentam umidade maior que 55%, ou seja, queijos de muito alta umidade. J& os queijos
duros sdo aqueles que apresentam umidade até 35,9%, também conhecidos como queijo de
baixa umidade, segundo a Portaria n® 146 de 07 de marco de 1996 do MAPA (BRASIL,
1996). Nesse sentido, as principais bactérias patogénicas relacionadas ao consumo de queijos
contaminados sdo Listeria monocytogenes, Salmonella enterica, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus (OLIVEIRA et al., 2017).

2.2 Bactérias Contaminantes em Queijos

Listeria monocytogenes é uma bactéria psicrotrofica e tolerante ao calor
presente principalmente no leite cru. Pode estar presente no queijo caso ndo sejam mantidas
condigdes higiénicas adequadas. E mais comum em queijos maturados, onde o pH elevado,
alto teor de umidade e temperatura das salas de maturacdo favorecem o0 seu crescimento
(MELO etal., 2015).

Salmonella enterica também é encontrada em leite cru, entretanto ndo
sobrevivem ao processo de pasteurizacdo (VILLARRUEL-LOPEZ et al., 2016). Porém, elas
podem contaminar 0s queijos apds a pasteurizacao se o processo de fabricacdo nao for correto
podendo ficar viavel no produto por mais de 60 dias (FERNANDES, 2009).

Escherichia coli, principalmente as cepas enterro-hemorragicas com
destaque para E. coli O157:H7 causam sérias infecgdes podendo levar até a morte. Este
patdgeno é de alto risco nos queijos pois tolera baixos indices de pH durante um longo tempo
e também esté associado ao leite cru (REITSMA; HENNING, 1996).

Staphylococcus aureus, quando presentes em populacdes maiores que 10°
UFC/g e sob condicBes adequadas de temperatura entre 10°C e 45°C podem produzir
enterotoxinas, as quais causam intoxicacdo alimentar no consumidor, representando um
importante problema em saude publica (QUEIROZ et al., 2017).Considerando a ocorréncia de
surtos S. aureus foi 0 segundo patégeno mais comum causador de doencas transmitidas por
alimentos entre os anos de 2000 e 2014, e dessas doencas, 0 leite e seus derivados foram os
mais envolvidos (ANVISA, 2015).

Staphylococcus sdo  bactérias esféricas pertencentes a familia
Micrococcaceae, que podem ser definidos como cocos gram positivos, de didmetro variando
entre 0,5 a 1,5 micrémetros, imdveis, ndo esporulados e geralmente ndo encapsulados. Sdo

aerobios ou anaerobios facultativos, catalase positivos e fermentam a glicose com producao
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de &cido, tanto em aerobiose, como em anaerobiose. Podem se apresentar isolados, aos pares
ou agrupados irregularmente com aspecto de cachos de uva, crescendo em temperaturas entre
18 a 40°C, sendo caracterizados como meséfilos (TRABULSI, 2005).

S. aureus produz uma série de fatores de viruléncia como enzimas
(coagulase, catase, hialuronidase, nuclease, lipase) e toxinas (hemolisinas, leucocidinas e
enterotoxinas). As enterotoxinas produzidas por S. aureus sdo preteinas com baixo peso
molecular, resistentes as enzimas proteoliticas do trato digestério e hidrossolaveis, o que faz
com que permanecam ativas apds ingestdo. Também possuem termoestabilidade, ou seja, séo
capazes de sobreviver aos tratamentos térmicos como a pasteurizagdo. Mais de 18 tipos ja
foram descritos, sendo as classicas EEA, EEB, EEC, EED, EEE, EEG, EEH, e EEI as de
maior ocorréncia (BORGES et al., 2008).

Intoxicacdo alimentar estafilococica apresenta grande prevaléncia entre as
doengas transmitidas por alimentos (KADARIYA; SMITH; THAPALIYA, 2014). Ela resulta
da ingestdo de enterotoxinas estaficococicas pré-formadas nos alimentos (HANNEKINNE et
al., 2012). O diagndstico dessa intoxicacdo é confirmado pela identificacdo de contagens da
bactéria acima de 10° UFC/g a partir de restos de alimentos ou pela propria pesquisa pelas
enterotoxinas presentes nos alimentos (SANTANA, 2006).

Outro aspecto relevante para a epidemiologia das infeccGes, diz respeito a
capacidade de S. aureus formar biofilme em superficies das indUstrias de laticinios. Assim, a
bactéria consegue sobreviver mesmo ap06s procedimentos eficazes de desinfeccdo e limpeza
(GUTIERREZ et al., 2012).

A presenca dessa bactéria no queijo é encarada como indicador de
deficiéncias higiénicos sanitarias no processo de fabricacdo e principalmente nas operacdes de
manipulacdo, podendo representar risco a saude publica se os cuidados na fabricacdo néo
forem sequidos (MEDEIRQOS, 2013).

2.3 Allium sativum
Desde o inicio da civilizacdo existe 0 uso de compostos a base de plantas,

qguando os povos usavam as substancias da natureza para restaurar a saude fisica, mental e
espiritual dos individuos. Os primeiros registros, do uso dessas substancias para fins
terapéuticos, datam de aproximadamente 2800 a.C. Entretanto, somente no século XIX teve
inicio a purificacdo de extratos vegetais (FRANCA, 2008).

O alho (Allium sativum) é uma planta herbacea que pertence a familia
Alliaceae. Possui pseudocaule formado pelas bainhas das folhas e apresenta folhas
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lanceoladas. Quando estd em condicGes adequadas e favordveis as gemas do caule se
desenvolvem formando cada uma um bulbilho, que em conjunto forma o bulbo. Este, é
arredondado e pode conter de cinco a 56 bulbilhos, apresenta forma ovoide arqueada e contém
duas folhas protetoras de cor branca arroxeada ao seu redor (TRANI, 2009).

Considerando seu aroma e sabor caracteristico, o alho é amplamente
utilizado na culinaria (OLIVA, 2017), podendo ser consumido cru, em forma de Oleos,
extratos e até em po (LANZOTTI; SCALA; BONANOMI, 2014). O sabor do alho é uma de
suas principais caracteristicas e é resultante de complexas reacdes bioquimicas. Alguns dos
responsaveis pelo marcante sabor sdo compostos de enxofre e aminoécidos ndo volateis como
alilina ou sulfoxido de S-alil-cisteina (HORNICKOVA, 2010). Importante destacar que
devido suas caracteristicas de armazenamento e durabilidade no transporte, adicional
vantagem € observada para o alho, o fato de que geralmente ndo se observa prejuizos sobre
seu poder aromatizante e nem sobre suas propriedades medicamentosas (MARTINS;
PETROPULOS; FERREIRA, 2016).

Seu uso, como planta medicinal, vem sendo difundido no tratamento de
diversas afeccbes (BAYAN; KOULIVAND; GORJI, 2014) devido sua acdo
imunomoduladora (LOZANO; BAGNE; HORA, 2015), anti-diabética (SHEELA et al.,
1995), cardioprotetora (CHAN et al., 2013), anti-inflamatéria (OTA et al., 2010) e
principalmente por sua atividade anti-infecciosa contra fungos (ANKRI; MIRELMAN, 1999;
FONSECA, 2014), parasitas (SOFFAR; MOKHTAR, 1991; ANKRI; MIRELMAN, 1999), e
bactérias (CAVALLITO; BAILEY, 1944; ADLER; BEUCHAT, 2002).

Leuchner e Zamparini (2002), ao estudar maionese adicionada de alho,
gengibre, mostarda e cravo, verificaram o crescimento de E. coli O157 e Salmonella enterica
sorovar enteridis, patdgenos alimentares com elevada importancia na industria alimentar. O
alho e o cravo apresentaram efeito bactericida para ambas as bactérias. J& Sakagami et al.
(2000) avaliaram potencial efeito antibacteriano do dleo essencial de alho a 0,5%, e
verificaram inibicdo da producdo de shigatoxina por E. coli enterohemorragica (EHEC)
0O157:H7. Benkeblia (2004) verificou efeito antimicrobiano de Allium sativum sobre
Staphylococcus aureus, Salmonella Enteritidis, Aspergillus niger, Penicillium cyclopium e
Fusarium oxysporum.

Ja Sallam (2004) avaliou o efeito antimicrobiano do alho nas formas em po,
cru e Oleo sobre o armazenamento de salsichas de frango. Relatou que entre as formas
analisadas o alho fresco na concentracdo de 50g/kg de salsicha apresentou maior efeito,

porém resultou em forte sabor. Por outro lado, o alho in natura na quantidade de 30g/kg, ou 0
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alho em pd, na quantidade de 9g/kg, produziram efeitos antimicrobianos e antioxidantes e
menor sabor, além de prolongar a validade da salsicha para 21 dias.

Gilindogdu, Cakmakg¢i, Dagdemir (2009) estudaram as propriedades
microbiologicas, quimicas, fisicas e sensoriais de iogurtes preparados com 0,5% e 1% de
Allium sativum no periodo de armazenamento de 28 dias. Coliformes ndo foram encontrados
nas amostras estudadas, porém levedura e mofo foram encontrados em todas as amostras
exceto naquelas tratadas com alho. A adicdo de alho nao apresentou nenhum efeito sobre os
teores de acidez, gordura e proteina dos iogurtes, e 0s iogurtes poderiam ser consumidos até o
dia 28, enquanto que os sem alho poderiam ser consumidos até 7 dias.

Shori, Baba (2015) também avaliaram o extrato aquoso de alho, na
concentracdo de 0.1g/mL, em iogurte de leite de vaca e camelo, sobre Bifidobacterium
bifidum durante 21 dias de armazenamento. Verificaram que ndo houve prejuizos sobre
atividade probidtica do B. bifidum, assim como sobre a contagem desses microrganismos
viaveis. Assim, evidenciaram a eficacia do extrato pelo aumento dos compostos bioativos,
além da atividade antioxidante dos iogurtes e leites fermentados. Adicionalmente, também
observaram aumento da aceitacdo desses produtos.

Os ingredientes mais ativos presentes no bulbo do alho sdo: alinina
(aminoécido protéico) e alinase (uma enzima) e quando o produto fresco é esmagado estes
compostos formam a alicina, que € o principal componente ativo e responsavel pelas acbes
terapéuticas e toxicas (RAHMAN, 2012).

Alicina corresponde ao produto bioativo mais importante e isso se deve a
sua atividade funcional e altas concentragdes (LAWSON; HUGHES, 1992). Entretanto, a
alinase e a alicina sdo termolabeis e decompdem-se em poucas horas formando compostos de
enxofre mais estaveis, porém, com reduzida atividade (RYBAK; CALVEY; HARNLY,
2004).

A alicina e os compostos sulforados s@o as principais substancias
antimicrobianas presentes no alho (CAVALLITO, 1944). Ele é eficaz contra bactérias gram
positivas e gram negativas incluindo Staphylococcus, Salmonella, Vibrio, Mycobacteria,
Proteus e Helicobacterpylori (GUPTA, 2015), por prejudicar a sintese proteica e formagédo
das paredes celulares desses microrganismos (LI, 2015).

O uso do alho fresco se mostra mais eficaz devido a maior presenga
detiossulfinatos, os mais abundantes compostos organossulforados encontrados no alho fresco
esmagado ou recém picado (LAWSON, 2001). A alicina ¢ o tiossulfinato existente em maior

quantidade, representando cerca de 70% dos tiossulfinatos presentes no alho fresco
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(LAWSON, 1998). A meia vida da alicina é dependente da concentracdo, temperatura e
solvente utilizado para armazenagem e € de aproximadamente 16 horas em temperatura
ambiente, porém, no alho esmagado, pode chegar até 5 dias. Ela é mais estavel em baixas
temperaturas e em solventes que apresentam alto grau de ligacdo de hidrogénio (LAWSON,
1998).

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Producéo da suspenséo aquosa de alho

Para a producdo da suspenséo aquosa de Allium sativum (SAa) a 10% (m/v),
foram adicionados 87,59 de bulbilhos de alho descascados e macerados, a 875mL de agua
ultrapura Milli-Q. Posteriormente, a suspensdo foi triturada em liquidificador durante
aproximadamente trés minutos, filtrada em papel filtro caseiro, e imediatamente utilizada para

avaliacdo dos diferentes tratamentos. O pH médio da suspensdo foi de 5,6.

3.2 Preparo da suspensao de Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

Para a producdo da suspensdo de S. aureus utilizada no teste de
concentracdo inibitéria minima, as bactérias foram cultivadas em Agar Baird Parker.
Posteriormente, as colénias foram diluidas em salina peptonada 0,85% até a concentracdo de
aproximadamente 108 UFC/mL (escala 1 de McFarland). Na seguéncia 10pL dessa solucéo

foram adicionados a 990uL de caldo Mueller Hinton até a concentragdo de 10° UFC/mL.

3.3 Concentracdo Inibitéria Minima (MIC)

A determinacdo da concentracdo inibitéria minima (MIC), frente ao
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), foi avaliada em triplicada, utilizando método de
microdiluicdo conforme Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (2015). Para
tanto, foram utilizadas placas de poliestireno com 96 pocgos de fundo chato. Foram
adicionados 50uL de caldo Mueller Hinton, e 50uL da SAa. Esta solucdo foi entdo
sucessivamente diluida e subsequentemente, adicionou-se 50uL da solugdo de S. aureus.

Apos incubacdo em estufa bacterioldgica por 24 horas a 35°C, avaliou-se a
presenca de turvacdo do meio e formacdo de precipitado, correspondente ao crescimento

bacteriano.
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3.4 Preparacéo dos queijos

O leite foi pasteurizado em banho-maria até aquecimento a 65°C e mantido
por 30 minutos, entdo foi resfriado até 38° C e adicionado de 0,5mL de cloreto de célcio por
litro juntamente com um mL de coalho por litro. Apds descanso de 50 minutos, realizou-se o
corte da massa em cubos com um cm?®, movimentos para homogeneizar a massa foram
realizados por cinco minutos e repouso por cinco minutos. Entdo a massa foi colocada nas
formas para posterior refrigeracéo a 4°C (figura 1).

Depois de 24 horas em refrigeracao retirou-se as pecas de queijo das formas
e a contaminac&o superficial por imerséo foi realizada. Para isso, as bactérias foram cultivadas
em 25mL de meio liquido Brain Heart Infusion (BHI), incubados a 37°C por 24 horas. A
cultura foi semeada em Agar Baird Parker e novamente incubadas a temperatura de 37°C por
24 horas. Em seguida, col6nias eram retiradas da placa e diluidas em agua peptonada e,
posteriormente, comparada a escala de McFarland equivamente a 1,0x108 UFC/mL. Entdo
essa solucdo foi utilizada para a contaminagdo dos queijos, que eram imersos nela por
aproximadamente dois minutos cada peca, com excec¢do do controle negativo.

Os queijos frescais, foram confeccionados individualmente pela adi¢éo de 2
litros de leite pasteurizado a 125mL (SAal25), 250mL (SAa250) e 500mL (SAa500) da SAa,
totalizado trés pecas de queijo frescal sendo as concentraces de SAa de 0,58%, 1,11% e 2%
respectivamente. Foram avaliados 0s seguintes tratamentos: SAal25, SAa250, SAa500,
gueijo sem SAa que correspondeu ao controle negativo (CN), e queijo adicionado ao S.
aureus ATCC 25923, que correspondeu ao controle testemunha (CT). Foram efetuados trés
processamentos, de modo a obter trés unidades experimentais de cada tratamento.

Para os tratamentos com o alho in natura (Ain), foram adicionados 50
gramas de alho descascados e picados para cada litro de leite utilizado, totalizando trés
tratamentos: queijo com alho in natura, queijo sem alho correspondente ao controle negativo

(CN) e queijo contaminado com S. aureus que correspondeu ao controle testemunha (CT).
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Figura 1. Fluxograma de producéo do Queijo Minas Frescal.
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3.5 Anélises microbioldgicas

Foram utilizadas aliquotas de 10g de cada amostra contendo 90mL de
solucdo de NaCl 0,9% como diluente. A seguir, a amostra foi transferida para bolsas plasticas
estéreis fabricadas de polietileno de baixa densidade Nasco WHIRL-PAK® e homogeneizadas
em Stomacher 400 por 60 segundos. Partindo-se da diluicdo inicial a 107, foi preparada uma
série de diluices decimais até a diluicdo de 10, empregando-se tubos de ensaio com 9,0mL
de solucédo salina 0,9%.

De cada uma das diluicdes das amostras de queijo examinado foi transferido
0,ImL para superficie de Agar Baird Parker enriquecido com gema de ovo e telurito de
potéssio em placas de Petri. Em seguida, o inécuo foi espalhado por toda a superficie do meio
com o auxilio de alca de Drigalsky e as placas incubadas a 36°C por 48 horas em estufa
bacterioldgica.

Ap6s a incubacdo, procedeu-se a contagem do nimero de colbnias que
apresentaram caracteristicas tipicas como cor negra brilhante, com zona de precipitacdo
branca ao seu redor e circundada por um halo transparente. Os nimeros de coldnias contados
foram multiplicados pelo fator 10 e, em seguida, pela reciproca da diluicdo correspondente a
placa de contagem, obtendo-se assim o valor da contagem de S. aureus por grama de queijo
examinado e o resultado tranformado em log UFC g*.

As analises microbioldgicas acima descritas foram realizadas um dia apds
fabricacdo dos queijos (D1) e ap0s aos dias D5, D10 e D15 a fim de avaliar o efeito da SAa
visto que a data de validade de um queijo frescal normalmente corresponde de 7 a 10 dias
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apos a data de fabricagdo. Nesses mesmos momentos também foram avaliadas caracteristicas
de coloracgdo, odor, maciez e textura por método descritivo (TEIXEIRA, 2009).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a o teste de MIC, a concentragdo minima de SAa in vitro capaz de
inibir qualquer crescimento bacteriano foi 1,25%. A SAa demostrou capacidade
antimicrobiana frente a S. aureus. Saha et al. (2016) avaliaram a MIC de extrato aquoso de
Allium sativum contra S. aureus e E. coli observando as concentracGes de 400ug/mL e
700ug/mL como MIC, respectivamente. Yadav, Trivedi e Bhatt (2015) observaram que o
suco de alho fresco a 50% apresenta propriedades antibacterianas contra organismos Gram-
positivos e Gram-negativos como Escrerichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumonia, Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa, sendo a MIC para cada um deles
de 4-8% com excecdo de P. aeruginosa que € de 4-16% (v/v).

Entretanto, Dantas et al. (2018) avaliando extrato hidroalcodlico e glicolico
de A. sativum, tanto a 30% como a 70%, nas formas in natura e seca, ndo registraram acéo
antimicrobiana conta S. aureus. Diferentemente, ALLI et al. (2011) e DAKA (2011)
verificaram acdo antibacteriana do extrato de alho a 12,5% em isolados clinicos de S. aureus.

Deresse (2010) avaliou atividade antimicrobiana do extrato aquoso do alho
sobre 30 isolados clinicos de S. aureus verificando como MIC a concentracéo de 7,5mg/mL.
O mesmo trabalho revelou que a atividade do extrato € sensivel ao calor devido aos resultados
apresentados ap6s autoclavagem do extrato em temperatura de 121°C por 15 minutos onde a
capacidade antimicrobiana se perdeu, ja para o material em temperatura ambiente ou
refrigerado, a capacidade antimicrobiana se manteve. Entretanto, quando utilizado o alho
fresco essa capacidade € maior. Isso pode ser decorrente da maior presenca da alicina, que
atua inibindo totalmente a sintese de RNA e parcialmente a sintese de DNA e proteinas
bacterianas (FELDBERG et al., 1988).

Para o primeiro processamento de queijos, os tratamentos SAa250 e SAa500
demostraram uma diminui¢do na contagem de bactérias de 0,26% e 2,40% respectivamente
(Tabela 1 e Figura 2). Porém o tratamento de SAal25 apresentou um aumento de 0,7%. Esse
aumento pode ser resultado de uma provavel contaminacao da solucdo aquosa SAal25 com S.

aureus antes da adicao ao queijo ou de ineficiéncia da suspensdo aquosa nessa concentracao.
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Tabela 1. Contagem das Unidades Formadoras de Colonia em log por grama de queijo
analisado durante os dias de armazenamento.

CT SAal25 SAa250 SAa500
Dial 5,613 5,924 5,477 5,204
Dia5 5,826 5,892 5,580 5,447
Dia 10 5,613 5,914 5,505 5,342
Dia 15 5,380 5,968 5,462 5,079

CT: controle testemunha

SAal125: queijo adicionado de 125mL de suspensdo aquosa de alho
SAa250: queijo adicionado de 250mL de suspensdo aquosa de alho
SAa500: queijo adicionado de 500mL de suspensdo aquosa de alho

Figura 2. Contagem de Staphylococcus aureus (log UFC g!) em queijo frescal durante 15
dias de armazenamento.
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Para o alho in natura houve uma diminuicdo de 4,98% na contagem de bactérias, que pode ser
verificada na tabela 2.

Tabela 2. Contagem das Unidades Formadoras de Colonia em log por grama de
queijo analisado durante os dias de armazenamento.

CT Ain
Dia1l 4,929 5,389
Dia5 5,008 5,217
Dia 10 4,770 5,120

CT: controle testemunha
Ain: queijo com alho in natura (50g/litro de leite utilizado)

No segundo processamento de queijos, todos os tratamentos foram
eficientes para a diminui¢do da contagem bacteriana, diminuindo em 9,44%, 7,62% e 6,67%
respectivamente (Tabela 3 e Figura 3) corroborando com Nejad et al. (2014). Eles avaliaram o
efeito antimicrobiano de extrato aquoso de alho (500g para 200mL de solucao fisioldgica) em
hamburguer com trés diferentes quantidades do extrato: 1mL, 2mL e 3mL, observando que
em todas as quantidades durante o periodo de armazenamento que o extrato foi capaz de inibir

o crescimento de S. aureus.

Tabela 3. Contagem das Unidades Formadoras de Coldnia em log por grama de queijo
analisado durante os dias de armazenamento.

CT SAal25 SAa250 SAa500
Dial 5,279 5,716 5,633 5,820
Dia 5 5,176 5,415 5,279 5,415
Dia 10 5,255 5,114 4,954 5,146
Dia 15 5,301 5,176 5,204 5,431

CT: controle testemunha

SAal25: queijo adicionado de 125mL de suspensdo aquosa de alho
SAa250: queijo adicionado de 250mL de suspensdo aquosa de alho
SAa500: queijo adicionado de 500mL de suspensdo aquosa de alho
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Figura 3. Contagem de Staphylococcus aureus (log UFC g!) em queijo frescal durante 15

dias de armazenamento.
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Para o alho in natura, houve uma diminuicdo de 10,01% dos

microrganismos, representada na tabela 4.

Tabela 4. Contagem das Unidades Formadoras de Colonia em log UFC por grama

de queijo analisado durante os dias de armazenamento.

CT Ain
Dial 4,995 5,181
Dia5 4,491 4,826
Dia 10 4,414 4,662

CT: controle testemunha
Ain: queijo com alho in natura (50g/litro de leite utilizado)

No terceiro processamento de queijos, a diminuicdo da contagem de
bactérias foi de 16,78%, 17,64% e 13,01% para os tratamentos SAal25, SAa250 e SAa500

respectivamente (Tabela 5 e Figura 4). Porém, verifica-se que o queijo controle também teve

uma reducdo na contagem microbiana. Por ndo conter solucdo aquosa de alho, pode-se relatar

que a temperatura de armazenamento (menor que 5°C) possa ser um fator contribuinte para a

reducdo da carga microbiana.



Tabela 5. Contagem das Unidades Formadoras de Colonia em log por grama de
gueijo analisado durante os 15 dias de armazenamento.
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Terceira
fabricacdo de CT SAal25 SAa250 SAa500
queijos
Dial 6,013 6,286 6,167 6,262
Dia 5 5,279 5,892 6,029 5,949
Dia 10 5,447 5,633 5,544 5,839
Dia 15 5,279 5,230 5,079 5,447

CT: controle testemunha
SAal25: queijo adicionado de 125mL de suspens&o aquosa de alho
SAa250: queijo adicionado de 250mL de suspens&o aquosa de alho
SAa500: queijo adicionado de 500mL de suspensdo aquosa de alho

Figura 4. Contagem de Staphylococcus aureus (log UFC g') em queijo frescal durante 15
dias de armazenamento.
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Para o alho in natura, ocorreu diminuicdo de 3,72% na contagem de

bactérias, podendo ser observado na tabela 6.
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Tabela 6. Contagem das Unidades Formadoras de Col6nia em log por grama de queijo
analisado durante os dias de armazenamento.

CT Ain
Dial 4,770 5,045
Dia5 4,568 4,869
Dia 10 4,447 4,857

CT: controle testemunha
Ain: queijo com alho in natura (50g/litro de leite utilizado)

Observa-se que o melhor tratamento é SAa250 em que houve uma média de
diminuicdo na contagem de S. aures de 8,48%, seguido do tratamento de SAa500 em que a
média de diminuicdo de contagem foi de 7,36%.

Shan et al. (2011) avaliaram os efeitos antimicrobianos de cinco extratos
hidroalcodlico (canela, orégano, cravo, casca de romad e semente de uva) contra Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus e Salmonella enterica em queijo. O extrato de cravo
foi 0 que apresentou maior atividade antibacteriana e antioxidante, demonstrado o potencial
do uso de especiarias para o favorecimento da estabilidade e conservacgdo do queijo durante o
periodo de armazenagem.

Os niveis de concentracdo dos extratos podem variar conforme a espécie do
Allium sp., seus metabdlicos secundarios produzidos nos diferentes paises, diferentes formas
de processar a matéria prima, assim como as concentracdes do incuo para a realizagdo do
teste (DERESSE, 2010).

O contetdo de lipidios e proteinas dos alimentos é um fator que afeta a
eficiéncia dos agentes antimicrobianos naturais, pela possibilidade de formacéo de barreira
fisica de protecdo, impedindo o contato do composto com o0 micro-organismo, diminuindo
assim a efetividade do extrato ou 6leo essencial (GUTIERREZ et al., 2008).A atividade
antimicrobiana de 6leos essenciais de cravo e canela foi prejudicada pela presenca de gordura
no leite em comparacdo ao leite desnatado, evidenciando que se faz necessario o estudo da
interacdo dos 6leos e extratos com a composi¢cdo dos alimentos (CAVA et al., 2007).

Hassanien et al. (2014) demonstraram que, em meio de cultura, o 6leo de
cominho na concentracdo de 0,1% foi capaz de inibir o crescimento de L. monocytogenes, S.
aureus, S. enteritidis e E. coli, ja nos queijos essa concentracdo nao foi eficiente na inibicao
de S. aureus e L. monocytogenes. Enfatizando assim que as concentragdes dos extratos e 0leos

essenciais variam de acordo com o micro-organismo e sua determinada sensibilidade.
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O queijo é um alimento rico nutricionalmente, pois possui altos teores de
proteinas e lipideos. Devido a esta caracteristica, para alcancar um grau de inibi¢do
microbiologica eficiente, as concentracdes de compostos naturais a serem adicionadas devem
ser superiores as concentracdes encontradas nos testes in vitro (MORO et al., 2015).

Mahajan, Bhat, Kumar (2016) estudaram a utilizacdo de extrato de agulha
de pinheiro (Cedrus deodara (Roxb.) Loud.) em queijo kalari (uma variedade de queijo duro e
seco tipico da India) obtendo uma diminuicdo na degradacio de proteinas e gorduras,
melhorando a conservacao durante o periodo de armazenagem sob refrigeracdo evidenciando
que o extrato pode ser comercialmente explorado também em outros queijos.

Gouvea, Rosenthal, Ferreira (2017) em estudo sobre a adi¢cdo de extratos
vegetais e 6leos essenciais como antimicrobianos em queijos evidenciam que extratos e 6leos
de plantas medicinais como orégano, cominho, pimenta, alecrim e tomilho apresentam uma
satisfatoria atividade antimicrobiana in vitro contra patégenos contaminantes de queijos
(CALEJA et al., 2015), representando importante alternativa para a conservacdo desses
produtos. Entretanto, resultados in vitro ndo devem ser considerados como estritamente
verdadeiros para alimentos, pois hd grande complexidade da matriz alimentar e também
fatores de interferéncia externos e internos do préprio alimento (CALO et al., 2015).

Em relacdo as caracteristicas dos queijos, a coloracéo a partir do quinto dia
apos aplicacdo dos tratamentos, deixou de ser branca, tornando-se gradativamente amarelada,
sendo que com o passar do tempo a coloracdo amarela foi predominando em todos os
tratamentos, o que pode ter sido favorecido pela contaminacdo com S. aureus. A coloragédo
amarelada acaba prejudicando a aceitagdo de consumo do queijo, mesmo quando o produto
ainda esta no prazo de validade (DIAS et al., 2012).

Inicialmente, 0s queijos apresentaram odor caracteristico do alho de modo
fraco e sutil. Esse aspecto é de extrema relevancia, uma vez que ndo compromete fortemente
o0 sabor do alimento. De uma forma geral, sabores e odores predominantes em alimentos, ndo
sdo desejados na gastronomia, pois comprometem o equilibrio da iguaria. Ao se utilizar
plantas aromaticas e condimentares, objetiva-se associar aromas de modo a real¢ar o sabor do
alimento produzido de forma harmoniosa. Aromas e sabores excessivamente preponderantes,
de certa forma, sdo indesejados por sobressair e assim comprometer a aceitacdo do
consumidor (NASCIMENTO; PRATO, 2016). Com relacdo a textura e maciez, todos os
tratamentos com o passar do tempo foram gradativamente tornando-se ressequidos e

endurecidos, apresentando rachaduras em sua superficie.
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5 CONCLUSAO

O Allium sativum apresentou atividade antimicrobiana frente a
Staphylococcus aureus, tanto na forma de suspensdo aquosa como in natura. Portanto, foi
possivel verificar atividade antimicrobiana do alho em queijo frescal contribuindo ndo s para
seu armazenamento como também para seu sabor, representando um diferencial para o

produto e assim favorecendo sua comercializacao.
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