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RESUMO

SANTANA, C. M. QUELJO PETIT-SUISSE CAPRINO ADICIONADO DE L.
acidophilus: avaliacao in vitro de potencial probidtico. 2015. 53 f. Trabalho de
Conclusdo de Curso (Graduagdo em Nutricdo) - Universidade Federal de Campina
Grande, Cuité, 2015.
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A caprinocultura é uma atividade econdmica em expansdo, desenvolvida em todo o
territério nacional, difundindo-se em d4reas que apresentam as mais diferenciadas
caracteristicas climdticas. No entanto, a insuficiente tecnologia utilizada no Brasil, aliada
a ndo utilizacdo de padrdes de controle higiénico-sanitdrio para leite de cabra e seus
derivados, tém-se constituido como um dos principais entraves na agroindustria
especializada em produtos caprinos, estando a expansao deste setor em dependéncia da
melhoria da estrutura de comercializacdo e da aplicacdo de tecnologia adequada aos
padroes de qualidade exigidos. Produtos como queijos, iogurtes e bebidas lacteas, podem
ser obtidos a partir do leite de cabra, utilizando-se de processos simples e acessiveis aos
pequenos produtores, sendo essa uma alternativa para o aumento no consumo e agregacao
de valor aos produtos de origem caprina. Considerando-se que no setor liacteo os
alimentos funcionais j& se apresentam como uma realidade, de modo que muitas
empresas os tem desenvolvido em suas linhas de produtos, uma alternativa para expansao
deste mercado seria a produgdo de queijos com adi¢do de culturas laticas com potencial
probidtico. O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de elaborar e avaliar o
potencial probidtico de queijo petit-suisse caprino. Para tanto, foi avaliada a
sobrevivéncia do probidtico Lactobacillus acidophilus (LA -5) quando incorporado ao
queijo petit-suisse caprino e exposto as condicdes de digestdo simuladas in vitro.
Também foi estudado o efeito inibitério desta bactéria probidtica contra L.
monocytogenes e S. aureus nessa matriz alimentar, durante 21 dias de armazenamento
refrigerado. No final da digestdo in vitro, a cepa probidtica testada no queijo apresentou
uma manutengio das contagens de células vidveis (6,83 log UFC/g) no que diz respeito
as contagens determinadas antes da exposi¢cao as condi¢des da boca (6,68 log UFC/g). No
tocante ao efeito inibitério deste micro-organismo probidtico contra os patogénicos,
observou-se que esse efeito foi mais pronunciado contra L. monocytogenes durante todos
os tempos de armazenamento, uma vez que, apds 21 dias de armazenamento a presenca
de L. acidophillus inibiu cerca de 17,15% da populacao inicial desse patégeno. Todavia,
quando os efeitos foram avaliados contra o S. aureus, ndo se observou efeito protetor
efetivo em todos os dias de armazenamento, sendo observada apenas uma pequena
inibicdo no 7° e no 14° dia de armazenamento, correspondendo a 1,42% e 1,36%,
respectivamente. A partir destes resultados, constatou-se que o produto elaborado
apresenta potencial probidtico, visto que a bactéria resistiu as condi¢des de digestdo
simulada, chegando em contagens vidveis no ileo e dentro do que é preconizado pela
legislacdo vigente (acima de 6 log de UFC/g) para que um alimento seja considerado
probidtico. Ademais, esse micro-organismo pode ser utilizado como cultura de protecgio,
retardando o crescimento principalmente de L. monocytogenes em queijo petit-suisse
caprino.

Palavras-chaves: micro-organismo probidtico. condigdes gastrointestinais. efeito
antibacteriano.
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ABSTRACT

The goat is an economic activity expanding developed throughout the country, spreading
in areas that have the most different soil and climatic characteristics. However, the
emerging technology used in Brazil, coupled with non-use of hygienic and sanitary
control standards for goat milk and its derivatives, have been constituted as a major
constraint to agriculture industry specializing in goat products, with the expansion of this
sector dependence on improving the marketing structure and the application of
appropriate technology to the required quality standards. Products such as cheese, yogurt
and milk drinks, can be obtained from goat's milk, using simple processes and accessible
to small producers, this being an alternative to the increase in consumption and value
caprine origin products. Considering that the dairy sector functional foods already
present as a reality, so many companies has developed in its product lines, an alternative
to expansion of this market would be the production of cheeses with added lactic cultures
with potential probiotic. This study will be developed in order to develop and evaluate
the potential probiotic cheese petit-suisse goat during refrigerated storage. Therefore, the
survival of the probiotics Lactobacillus acidophilus (LA-5) when incorporated into the
goat cheese petit-suisse and exposed to digestion conditions simulated in vitro. We also
studied the inhibitory effect of probiotic bacteria against L. monocytogenes and S. aureus
was also evaluated in this food matrix during 21 days of refrigerated storage. At the end
of digestion in vitro, probiotic strains tested had a maintenance of the viable cell counts
(6.83 log CFU/g) with respect to counts determined before exposure to conditions of the
mouth (6.68 log CFU/g). As regards the inhibitory effect of the probiotic micro-organism
against pathogens, it was observed that this effect was more pronounced against L.
monocytogenes during the whole storage time, since after 21 days of storage the presence
of L. acidophilus inhibited about 17.15% of the initial population of this pathogen.
However, when the effects were evaluated against S. aureus, there was no protective
effect effective on all days of storage, and it was observed a little inhibition on the 7th
and the 14th day of storage, corresponding to 1.42% and 1, 36%, respectively. From
these results, it was found that the product produced has probiotic potential, since the
bacteria resist the conditions of simulated digestion, arriving in viable counts in the ileum
and within what is recommended by law (above 6 log CFU/g) for a food to be considered
probiotic. Furthermore, this micro-organism can be used as a protective culture, slowing
the growth of L. monocytogenes particularly goat cheese petit-suisse.

Key-words: probiotic micro-organism. gastrointestinal conditions. antibacterial effect.
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1 INTRODUCAO

A incorporagdo de atributos de satide adicionais aos alimentos é uma oportunidade
de negécio, devido a expansdo do mercado de alimentos funcionais e ao alto valor
agregado desses produtos. No segmento de funcionais, a adicdo de probidticos é
importante para inovacdo no desenvolvimento de novos produtos. A introducdo de
culturas probidticas em queijos os coloca como veiculos promissores desses micro-
organismos (AMARAL et al., 2009).

A exigéncia por alimentos com composi¢do nutricional equilibrada e que possam
oferecer beneficios adicionais a saide é manifestada pelos consumidores atuais e, dentro
deste contexto, os alimentos com potencial probidtico ganham cada vez mais a atencao
do consumidor (ANNUNZIATA; VECCHIO, 2013; SAAD et al., 2013).

As culturas probidticas tém sido utilizadas no desenvolvimento de produtos
funcionais, nos quais os micro-organismos probidticos atuam como agentes tecnolégicos,
melhorando as caracteristicas do produto tradicional, tal como a reducdo da pds-
acidificacdo, e como agentes terapéuticos, promovendo efeitos benéficos nos individuos
que os ingerem. Para isso, o micro-organismo utilizado deve apresentar comprovagio dos
efeitos benéficos e se apresentar em concentragdo suficiente para sua atuacdo durante
toda a vida de prateleira do produto (MORETTI, 2009).

Por isso, tem sido sugerido que o queijo pode ser um veiculo alternativo para a
inoculagdo desses micro-organismos em nimeros suficientes e desta forma proporcionar
os efeitos terapéuticos durante toda a vida de prateleira do produto (BURNS et al., 2008;
VINDEROLA et al., 2000). Comparando aos leites fermentados, os queijos apresentam
caracteristicas fisico-quimicas que favorecem a manutencdo da viabilidade dos
probidticos: pH mais alto, menor conteido de oxigénio e maior estabilidade do meio na
estocagem (BOYLSTON et al, 2004). A legislacdo brasileira reconhece vérios
probidticos e, entre eles, o L. acidophilus (BRASIL, 2008).

A viabilidade e a atividade das bactérias probidticas sdo consideracdes
importantes, visto que devem sobreviver no alimento durante sua vida de prateleira e
durante o transito gastrintestinal, sob a acdo das condicdes dcidas do estdmago e resistir a
degradacdo pelas enzimas hidroliticas e sais biliares (VASILJEVIC; SHAH, 2008). Desta
forma, as propriedades funcionais dos probidticos podem ser influenciadas pela matriz
alimentar utilizada como transportadora dessas cepas, a qual poderd trazer um efeito

protetor para esses micro-organismos até que os mesmos possam atingir o trato intestinal
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em contagens vidveis e, assim, mediar os seus efeitos benéficos para o consumidor
(OUWEHAND et al., 2001; RANADHEERA et al., 2010).

A atividade antimicrobiana € uma das caracteristicas mais marcantes de bactérias
probidticas, por isso a incorporagao de cepas probidticas em queijos poderia impedir (ou,
pelo menos, retardar) o crescimento ou sobrevivéncia de bactérias patogénicas e a
deterioracdo desses alimentos por bactérias e fungos, atuando como culturas protetoras,
estendendo seu prazo de validade e aumentando a seguranca alimentar. Essa atividade
antimicrobiana das bactérias 4cido-laticas probidticas deve-se, principalmente, a
producdao de 4cidos organicos, bacteriocinas, peréxido de hidrogénio, gordura e
metabdlitos do acido amino (TODOROV; DICKS, 2006).

O desenvolvimento de queijo potencialmente probidtico a partir de leite de cabra
justifica-se em funcdo do potencial de mercado, do alto valor agregado atribuido aos
alimentos funcionais e da possibilidade de inser¢do de produtos lacteos caprinos nesse
segmento (AMARAL et al., 2009).

Neste contexto, este estudo representa uma possibilidade de obtencdo de
informagdes ainda ausentes na literatura cientifica, no que diz respeito a tecnologia de
fabricacdo de queijo tipo petit-suisse caprino adicionado de cultura latica com potencial
probidtico e ao papel protetor do queijo petit-suisse na sobrevivéncia da bactéria
Lactobacillus acidophilus em condicoes similares aquelas encontradas no trato
gastrointestinal de humanos, bem como do efeito inibitério desta cepa contra bactérias

patogénicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Elaborar e avaliar o potencial probidtico de queijo petit-suisse caprino adicionado

de Lactobacillus acidophilus.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Elaborar queijo petit-suisse caprino adicionado de L. acidophilus;

v’ Analisar a sobrevivéncia in vitro desta bactéria adicionada ao queijo petit-suisse
caprino quando exposta as condi¢des simuladas do trato gastrointestinal;

v/ Avaliar o efeito inibitério da bactéria dcido ldtica ensaiada, adicionada
isoladamente ao queijo petit-suisse caprino, frente as bactérias patogénicas S. aureus e L.

monocytogenes, durante armazenamento refrigerado.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 ALIMENTOS FUNCIONAIS

Atualmente, a dieta é considerada o fator mais importante para a sadde, e o
desenvolvimento de alimentos que promovam a saide e o bem-estar é uma das
prioridades de pesquisa para as industrias alimenticias. Isso favorece o consumo de
alimentos enriquecidos com compostos ativos fisiologicamente (BETORET et al., 2003;
JANER et al., 2004).

Naturalmente, todos os alimentos s@o funcionais, uma vez que nos proporcionam
sabor, aroma e valor nutritivo. Entretanto, nas dltimas décadas, o termo funcional esta
sendo aplicado a alimentos com uma caracteristica diferente, a de proporcionar um
beneficio fisiolégico adicional, além das qualidades nutricionais bdsicas encontradas.
Tais alimentos também sdo vistos como promotores de saide e podem estar associados a
reducgdo ao risco a certas doengas (VO; KIM, 2013).

Em meados dos anos 80, surgiu no Japao o termo “alimentos funcionais”, como
resultado de esforcos para desenvolver alimentos que possibilitassem a redug¢do dos
gastos com sadde publica, considerando a elevada expectativa de vida naquele pais
(ARAYA; LUTZ, 2003).

Recentemente os alimentos funcionais também sdo conhecidos por outros nomes,
como nutracéuticos, alimentos terapéuticos e alimentos medicinais. Tais alimentos
podem conter um ou até mesmo uma combina¢do de componentes que promovem efeitos
fisiol6gicos desejdveis no corpo humano (CRUZ; FARIA; VAN DENDER, 2007).

Alimentos funcionais sdo aqueles que, além do seu valor nutritivo intrinseco,
contém um ou mais compostos nutritivos ou nao, que apresentam fung¢des bioquimicas e
fisiologicas benéficas a saide humana. Esses alimentos incluem produtos integrais,
fortificados, enriquecidos ou melhorados, que tém efeitos potencialmente benéficos na
saude, quando consumidos regularmente como parte de uma dieta variada e em niveis
efetivos (COSTA; ROSA, 2006).

Os alimentos funcionais fornecem uma nutricdo basica e satisfatoriamente geram
beneficios a sadde através de mecanismos ndo previstos na nutricdo convencional,

devendo-se lembrar que esses alimentos t€ém o objetivo de promover satide e nido a cura

de doencgas (BECKER, 2009; SANTOS et al., 2011a).
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Alimento funcional € definido pela Secretaria de Vigilancia Sanitdria, do
Ministério da Sadde, como sendo "aquele alimento ou ingrediente que, além das funcdes
nutritivas bdsicas, quando consumido como parte da dieta usual, produza efeitos
metabdlicos e/ou fisiologicos e/ou efeitos benéficos a satde, devendo ser seguro para
consumo sem supervisdo médica" (RDC n°® 18/99) (BRASIL, 1999a).

Os alimentos funcionais constituem hoje prioridade de pesquisa em todo mundo
com a finalidade de elucidar as propriedades e os efeitos que estes produtos podem
apresentar na promocao da satude. Estes insumos sdo classificados variando quanto a sua
fonte de origem, sendo vegetal ou animal, e quanto aos beneficios causados pelos
principios ativos adicionados aos alimentos para quem os consomem. Podem atuar em
seis 4reas do nosso organismo: no sistema gastrointestinal, sistema cardiovascular,
metabolismo de substratos, no crescimento, no desenvolvimento, na diferenciacio
celular, no comportamento das fungdes fisiolégicas e como antioxidantes (SOUZA,
2003).

O carater funcional pode ser atribuido a uma qualidade inerente a matéria prima
ou uma caracteristica implementada através de tecnologias de processamento inovadoras
ou a adicdo de ingredientes promotores da saide, a matriz alimentar, sendo que as
industrias sempre buscaram ofertar novos produtos com foco neste nicho emergente de
mercado (BISTROM; NORDSTROM, 2002). No setor lacteo, os alimentos funcionais ja
sdo uma realidade e muitas empresas de alimentos desenvolvem suas linhas de produtos
tendo a promocdo da satide como principal objetivo (BELCHIOR, 2004).

A classificacao de um alimento funcional pode ser dada de acordo com o alimento
em si ou conforme a presenca de componentes bioativos presentes neles, como exemplo

probidtico (KOMATSU et al., 2008).

3.2 PROBIOTICOS

Entende-se por probidticos microrganismos vivos capazes de alcancar o trato
gastrintestinal e alterar a composicdo da microbiota, produzindo efeitos benéficos a saude
quando consumidos em quantidades adequadas. Esses efeitos estdo direta e
exclusivamente relacionados ao tipo da cepa utilizada (AGOSTONI et al., 2004).

Os probidticos eram classicamente definidos como suplementos alimentares a base

de microrganismo vivos que afetam beneficamente o animal hospedeiro, promovendo o
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balanco de sua microbiota intestinal (FULLER, 1989; MATTILA-SANDHOLM et al.,
2002).

Em um intestino adulto sauddvel, a microbiota predominante se compde de
microrganismos promotores da sadde, em sua maioria pertencente aos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium. Os Lactobaccilus geralmente citados como probidticos
sdo: L. casei, L. acidophilus, L.delbreuckii subsp. bulgaricus, L. brevis, L. cellibiosus,
L.lactis, L fermentum, L. plantarum e L. reuteri. As espécies de Bifidobacteria com
atividade probidtica sdao: B. bifidum, B. longum, B. infantis, B. adolescentis, B.
thermophilum e B. animalis (MORAES; COLLA, 2006). Os lactobacilos e
bifidobactérias colonizam o intestino, de preferéncia o ileo terminal e o c6lon.

Virios fatores externos podem interferir na microbiota normal do nosso intestino,
como a dieta, o uso de antibidticos, stress, fumo, tratamentos quimioterdpicos e
radioterapia, além do envelhecimento (SANTOS et al., 2008).

Os micro-organismos para serem considerados probidticos devem ser
reconhecidos internacionalmente, resistir a passagem no trato gastrointestinal para
seguirem até o intestino e promoverem seus beneficios. Para que isso aconteca devem
resistir ao suco gastrico e sais biliares e aderirem ao muco ou epitélio intestinal e ter
viabilidade até o consumo final, além de comprovagdo in vivo e in vitro por doses
reconhecidas (VINDEROLA; REINHEIMER, 2003; ZUCCOTTI et al., 2008).

As bactérias aprovadas para uso em produtos probidticos sdao: Lactobacillus
acidophilus, L. casei Shirota, L. rhamnosus, L. defensis, L. bulgaricus, L. paracasei,
Bifidobacterium animallis, B. bifidum, B. longum, Enterococcus faecium e Streptococcus
thermophillus (Brasil, 2005). Ainda segundo Brasil (2005) a quantidade minima vidvel
para os probidticos deve estar situada na faixa de 10® a 10° UFC na porcdo didria, a
legislacdo ainda permite valor abaixo deste, desde que se comprove a eficicia do micro-
organismo no produto e na concentracdo inferior.

O consumo de quantidades adequadas dos microrganismos probidticos desejadas
nos bioprodutos (10° a 10" UFC/ 100g de produto) sdo suficientes para a manutencdo das
concentragOes ativas fisiologicamente (quantidade intestinal de 10%a 10’ UFC/g) in vivo
(CHARTERIS et al., 1998). Para ter a eficicia de um alimento probidtico o numero
dessas bactérias deve estar vidvel, ativo e abundante até o final do prazo de validade.
(SAAD, 2006; ZHAO et al., 2008).

Os probidticos sao usados em medicina humana na prevengdo e tratamento de

doencas, na regulacdo da microbiota intestinal, em distirbios do metabolismo
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gastrintestinal, como imunomoduladores, e na inibicdo da carcinogénese (COPPOLA;
TURNES, 2004; DILNAWAZ et al., 2011).

Sdo caracteristicas importantes para a selecdo de um probidtico: a capacidade de
permanecer vidvel e manter a sua atividade no ecossistema gastrointestinal do
hospedeiro, a capacidade de se manter vidvel durante o processamento e a estocagem do
produto e ser completamente seguro para o consumo humano (LEE; SALMINEN, 1995;
GROSSO; FAVARO-TRINDADE, 2004). Cepas que exercem seu efeito benéfico nos
intestinos devem ser capazes de tolerar os diversos fatores bidticos e abidticos
interferentes, como fatores fisico-quimicos: pH, potencial de oxidorreducdo, secrecdo
biliar, disponibilidade de nutrientes e atividade imunoldgica local (O'SULLIVAN et al.,
1992).

Trés possiveis mecanismos de atuacdo sdo atribuidos aos probidticos, sendo o
primeiro deles a supressdo do ndmero de células vidveis através da produgdo de
compostos com atividade antimicrobiana, a competi¢cdo por nutrientes e a competi¢ao por
sitios de adesdo. O segundo desses mecanismos seria a alteracdo do metabolismo
microbiano, através do aumento ou da diminuicdo da atividade enzimadtica. O terceiro
seria o estimulo da imunidade do hospedeiro, através do aumento dos niveis de
anticorpos € o aumento da atividade dos macréfagos. O espectro de atividade dos
probidticos pode ser dividido em efeitos nutricionais, fisiolégicos e antimicrobianos
(SAAD, 2006).

Assim, o0s micro-organismos probidticos podem apresentar atividade
antimicrobiana e serem utilizados como alternativas para prevenir ou inibir o crescimento
de patdgenos e a deterioragdo dos alimentos por bactérias e fungos (AHMADOVA et al.,
2013; THARMARA; SHAH, 2009).

Os beneficios a saude do hospedeiro atribuidos a ingestdo de culturas probidticas
sdo: controle da microbiota intestinal; estabilizacdo da microbiota intestinal apds o uso de
antibidticos; promog¢do da resisténcia gastrintestinal a colonizagdo por patdgenos;
diminui¢cdo da concentracdo dos dcidos acético e litico, de bacteriocinas e outros
compostos antimicrobianos; promoc¢ao da digestdo da lactose em individuos intolerantes
a lactose; estimulagdo do sistema imune; alivio da constipa¢do e aumento da absorcdo de
minerais e vitaminas (SAAD, 2006).

Outros beneficios fisiologicos de cepas probidticas sdo: regulacdo do fluxo
intestinal, reducdo do colesterol, melhora da absor¢do de ferro e calcio, a reducdo de

compostos téxicos no organismo, a melhoria da saide urogenital, redu¢do dos produtos
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catabdlicos eliminados pelos rins e figado, prevencdo da arteriosclerose (reducdo de
colesterol), prevencdo da osteoporose, melhora do desenvolvimento (crescimento), a
melhoria do bem-estar, sintese de nutrientes (acido félico, niacina, riboflavina, vitaminas
B6 e B12), aumento da biodisponibilidade de nutrientes, prevencdo de infec¢cdes do trato
intestinal (induzido por bactérias ou virus, Candida enterite, Helicobacter pylori
ulcera/neoplasia), regulacdo da motilidade do intestino (constipacdo, sindrome do
intestino irritdvel), diminui¢do da diarréia induzida por quimioterapia antituberculose e

melhora da colite (GRANATO; BRANCO; CRUZ, 2010).

3.3 PECULIARIDADES DO Lactobacillus acidophilus

O Lactobacillus foi isolado pela primeira vez por Moro, em 1900, a partir das
fezes de lactentes amamentados ao peito materno. Este investigador atribuiu-lhes o nome
de Bacillus acidophilus, designacdo genérica dos lactobacilos intestinais (GOMES;
MALCATA, 1999).

Os lactobacilos constituem um importante grupo de bactérias acido laticas,
estando amplamente difundidos na natureza. O género Lactobacillus €, certamente, o
mais amplo dos géneros incluidos dentro deste grupo, sendo que diversas espécies ja
foram relatadas por vdrios autores como produtoras de substdncias antimicrobianas
(RACCACH; McGRATH; DAFTARIAN, 1989; EL-ZINEY et al., 1999; ZAMFIR et al.,
2000; AHMADOVA et al., 2013). O género compreende 80 espécies aproximadamente
reconhecidas, sendo as mais utilizadas os Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus
e Lactobacillus casei, se destacando o Lactobacillus acidophilus (VALERIANO et al., 2009).

Diversos estudos mostram que Lactobacillus acidophilus seria o micro-organismo
mais indicado na bacterioterapia por possuir a capacidade de se aderir ao epitélio intestinal e,
também, por ser capaz de tolerar a acidez do suco géstrico, quando comparado a outras
espécies de Lactobacillus. O L. acidophilus é um bacilo Gram-positivo com extremidades
arredondadas, que se encontra na forma de células livres, aos pares ou em cadeias curtas, com
tamanho tipico de 0,6-0,9 mm de didmetro e 1,5-6,0 mm de comprimento (GARCIA et al.,
2006). Estes micro-organismos sdo caracterizados como ndo formadores de esporos,
desprovidos de flagelos, possuindo formato baciliar ou cocobaciliar podendo ser
anaerdbio ou aerotolerantes (BUGLIONE et al., 2008).

Presente na parede do intestino delgado e na parede da vagina, essas bactérias

sauddveis proporcionam protecdo contra a entrada e proliferacio de micro-organismos
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patogénicos, como Staphylococcus aureus, Salmonella, Escherichia coli e Clostridium
(THAMER; PENNA, 2005). Ainda segundo Thamer e Penna (2005), essa protecdo ¢é
realizada através de varios mecanismos, como exemplo pela quebra dos alimentos, esse
processo faz com que os Lactobacillus acidophilus produza 4cido lactico, peréxido de
hidrogénio e algumas outras substincias que dificultam a colonizagdo de patdégenos no
meio.

E considerado um micro-organismo probiético em razdo dos beneficios
relacionados ao consumo e outras caracteristicas, a exemplo da resisténcia aos acidos e a
bile, sendo capaz de sobreviver ao transito do trato gastrintestinal apds serem ingeridos
(GARCIA et al., 2006; MACEDO et al., 2008).

Alguns pesquisadores relatam que cepas de L. acidophilus apresentam atividade
antimicrobiana sobre vdrias bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, inclusive
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, sem apresentar atividade sobre outros
lactobacilos e bifidobactérias (MITAL; GARG, 1995; BERNET-CAMARD et al., 1997).

Segundo Badaré et al. (2009) o consumo de produtos contendo cepa de
Lactobacillus acidophilus € indicado por trazer algumas vantagens como: auxiliar a
digestdo e suprimir bactérias causadoras de doengas; repovoar e fixar a flora intestinal e
vaginal destruida por antibidticos ou doencgas; no alivio da sindrome do intestino
irritdvel; na prevencdo e tratamento de diarreias, inclusive por rotavirus; prevenindo ou
reduzindo a ocorréncia de infec¢des vaginais causadas por leveduras patogénicas,
incluindo a Candida albicans; facilitar o aumento da absorcdo de minerais; facilitar a
sintese de dcidos graxos de cadeia curta e na ativagdo do sistema imune.

Outra vantagem desse microrganismo € a alta quantidade de enzima lactase que
ele produz, fazendo com que essa enzima fracione as moléculas do agicar presente no
leite (lactose) em acgucares mais simples, tornando mais faceis de serem digeridos,
ajudando assim aquelas pessoas com intolerdncia a lactose e que ndo produzem essa
enzima (SANTOS, 2011a); e em razao dos beneficios relacionados ao consumo, essa
cepa estd sendo muito utilizada na industria de laticinios.

Além dos beneficios em termos de nutricdo e de saide que proporcionam, as
culturas probidticas podem também contribuir para melhorar o sabor do produto final,
possuindo a vantagem de promover acidificacdo reduzida durante a armazenagem pos-
processamento (GOMES, MALCATA, 1999), o que justifica a sua utilizacdo na
fermentacdo de diversas matrizes alimentares, a exemplo do leite, para obtencdo de

fermentados lacteos.
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3.4 LEITE CAPRINO

A Regido Nordeste contribui com 90% da producdo nacional de leite caprino,
entretanto, observa-se uma baixa produtividade dos rebanhos, causada pela falta de
disponibilidade de tecnologias, aliada aos produtos de baixa qualidade e a desarticulagdo
da cadeia produtiva, constituindo-se em fatores de entrave na caprinocultura desta regido.
Com uma producdo didria de 14 mil litros, a Paraiba € o maior produtor de leite de cabra
do Pais (FAOSTAT, 2013; AZEVEDO, 2012).

Dados da Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO)
estimam que o rebanho caprino mundial em 2011 era na cifra de 876 milhdes de cabecgas,
com 1,1% deste efetivo distribuido no Brasil. A regido Nordeste contribui com 94% do
rebanho brasileiro, onde se aplica, predominantemente, o sistema de criagdo extensivo.
Embora este nimero seja expressivo, a caprinocultura leiteira ainda apresenta niveis
reduzidos de desempenho, principalmente quando é comparada com outros paises da
Europa, que detém rebanhos menores que o brasileiro, mas apresentam consideraveis
produgdes leiteiras (FAOSTAT, 2013).

A exploracdo dos caprinos para leite tem crescido, porque além do leite ser
considerado um produto de alto valor nutritivo, os caprinos tém a capacidade de se
adaptar a condigdes criatérias varidveis, podendo proporcionar a familias de baixa renda
familiar, e a populacdo em geral, uma melhoria do nivel nutricional da dieta
(FIGUEIREDO, 1990; MEDEIROS, 1994; KNIGHTS; GARCIA, 1997).

O leite caprino e seus produtos representam um nicho promissor para a industria
lactea, devido principalmente aos beneficios nutricionais e suas propriedades para a
saude. Os derivados do leite de cabra sdo produtos de elevado valor agregado e
caracteristicas de sabor e aroma particulares, evidenciando oportunidades de diversificar
e inovar o mercado de leite atendendo a novas demandas de produtos diferenciados e com
propriedades de hipoalergenicidade (RODRIGUEZ et al., 2008; VARGAS et al., 2008).

Dentre os vérios tipos de leite, o caprino destaca-se por apresentar Varios
elementos importantes para a nutricio humana como matérias organicas e nitrogenadas,
caseina e albumina, necessarias a constituicao dos tecidos e sangue; gordura insaturada,
que contribui para circulagdo sanguinea; sais minerais, necessdrios para a formagdo do
esqueleto; e ainda, vitaminas e fermentos laticos, sendo estes ultimos favordveis a
digestdo e capazes de exercer acdo de defesa frente a acdo de bactérias patogénicas a

nivel intestinal (PARK et al., 2007; HAENLEIN, 2004).
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A legislacdo brasileira define leite de cabra como “produto normal, fresco e
integral, obtido da ordenha completa e ininterrupta de animais sadios, bem alimentados e
em repouso” (BRASIL, 1999b).

O leite de cabra é um liquido branco, puro, de odor e sabor especiais e agraddveis.
Nao possui nenhum cheiro tipico ou desagraddvel, mas se apresentar odor € devido as
mds condi¢des de higiene. O mau cheiro, denominado hircino, € transmitido pelo bode
quando estd perto das cabras em lactacdo, impregnando-as, além de transmiti-lo
diretamente ao leite (QUADROS, 2008). Entretanto, o flavour caprino acentuado muitas
vezes indesejdvel, apresenta-se como um dos fatores de recusa (QUEIROGA et al.,
2003).

Apresentando alto valor nutritivo e qualidade dietética, ¢ um alimento que
apresenta elementos necessarios a nutricdo humana, como: agicares, proteinas, gorduras,
vitaminas e sais minerais (QUADROS, 2008).

O leite de cabra destaca-se por apresentar elementos importantes para a nutricao
humana como matérias organicas e nitrogenadas; caseina e albumina; gordura insaturada;
sais minerais e vitaminas; em soma a presenca de fermentos laticos, os quais apresentam
propriedades favoraveis a digestdo, bem como para defesa do trato gastrointestinal contra
a acdo de bactérias patogénicas (HAENLEIN, 2004).

Contém percentual mais elevado de dcidos graxos de cadeia curta e média,
facilitando a digestibilidade e favorecendo o esvaziamento géstrico e, em consequéncia,
reduz a incidéncia de aparecimento de refluxo gastroesofdgico. Os teores de vitamina no
leite de cabra estdo préximos aos do leite de vaca, exceto pelas vitaminas B6, B12 e
acido f6lico, as quais estdo diminuidas no leite de cabra; os teores de vitamina a estdo
aumentados e, além disso, as cabras fisiologicamente convertem todo o caroteno em
vitamina a, conferindo ao leite a coloracido esbranquigada, pela auséncia deste pigmento.
Os niveis de vitamina C e D do leite sdo baixos e aproximadamente os mesmos para o
leite de cabra e de vaca. Quanto aos minerais, o leite de cabra apresenta maior quantidade
de calcio, potédssio, magnésio, fésforo, cloro e manganés, porém, menor quantidade de
s6dio, ferro, zinco, enxofre e molibdénio, quando comparado ao leite de vaca
(HAENLEIN; CACCESE, 1984)

Segundo Haenlein e Caccese (1984) “o leite de cabra € rico em acidos graxos com
cadeias curtas, tais como o cdprico e caprilico. Sendo esses dcidos graxos comumente

usados em tratamentos de pessoas com problemas de mé absorcdo, pois t€ém habilidade
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tnica de prover energia, além de inibir e limitar a deposi¢do de colesterol nos tecidos e
dissolver as placas de colesterol”.

O leite de cabra tem sido um substituto satisfatério nos casos de criancgas e adultos
alérgicos as proteinas do leite de vaca, que sdo a caseina alfa-sl, lactoalbumina e beta
globulina (estas ultimas ditas proteinas do soro ou séricas). A caseina do leite de cabra
tem uma estrutura diferente, possui mais caseina-B, caseina alfa-s2 e pouca quantidade de
caseina alfa-sl. Isto explica a boa tolerdncia ao leite de cabra pelas pessoas que sdo
sensfveis ao leite de vaca. E de facil digestdo porque suas gorduras sio moléculas micro,
ao contrdrio do leite de vaca que possui moléculas macro (QUADROS, 2008).

A partir do leite caprino podem ser obtidos produtos como queijos, iogurtes e
bebidas lacteas, utilizando-se de processos simples e acessiveis aos pequenos produtores,
sendo essa uma alternativa para o aumento no consumo de produtos de origem caprina, e
para a agregacdo de valor a tais produtos (SANTOS et al., 2011b).

O leite caprino e seus produtos representam um nicho promissor para a industria
lactea, devido principalmente aos beneficios nutricionais e suas propriedades para a
saide. Os derivados do leite de cabra sdo produtos de elevado valor agregado e
caracteristicas de sabor e aroma particulares, evidenciando oportunidades de diversificar
e inovar o mercado de leite atendendo a novas demandas de produtos diferenciados e com

propriedades de hipoalergenicidade (RODRIGUEZ et al., 2008; VARGAS et al., 2008).

3.5 QUEINIO PETIT-SUISSE

A maneira mais simples de definir o queijo talvez seja como o produto fresco ou
maturado, obtido por separacdo do soro depois da coagulacdo do leite. O queijo é a
coalhada que se forma com a coagulacdo do leite de alguns mamiferos pela adicdo de
coalho ou enzimas coagulantes e/ou pelo acido ldatico produzido pela atividade de
determinados microrganismos presentes normalmente no leite ou adicionados
intencionalmente (ORDONEZ et al., 2005).

Do ponto de vista da fabricacdo de queijos, o leite de cabra, comparado ao leite de
vaca, apresenta algumas caracteristicas especiais como, por exemplo, possui glébulos de
gordura menores que promovem um desnate natural mais lento e com melhor absor¢do na
mucosa intestinal. O leite de cabra ndo tem f-caroteno, dai a cor branca de seus
derivados; apresenta duas vezes mais dcidos graxos de cadeia curta, o que confere o

pronunciado sabor e aroma nos queijos. Em geral possui menor teor de proteinas (em
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média 2,82% contra 3,20%), sendo menor também a quantidade de caseinas (2,33%
contra 2,70%) e maior a de substdncias nitrogenadas ndo protéicas (cerca de 0,27%
contra 0,16%) e ainda possui ligeiramente maior teor de calcio (1,35 g/l contra 1,25 g/l).
As micelas protéicas s@o menos hidratadas e o maior teor de soro proteico e de célcio
confere ao leite de cabra menor estabilidade térmica (CIENCIA DO LEITE, 2014).

Dentre os varios tipos de queijo, o queijo petit-suisse € um queijo magro feito com
leite, adicionado de creme. Apds a drenagem do soro, a massa concentrada € resfriada,
devendo apresentar extrato seco total em torno de 16%, sendo entdo resfriada. A adi¢ado
de acucar deve ser feita nas mesmas propor¢des da quantidade de gordura do creme a ser
padronizado (ALBUQUERQUE, 1986).

O queijo petit-suisse, desenvolvido por Charles Chervais em 1850, é produzido com
leite desnatado e adicionado de creme, de consisténcia cremosa, e sua massa € obtida pelo
processo de coagulacdo mista, podendo ser adicionado de condimentos doces ou salgados
(GOMES; MALCATA, 1999).

Entende-se por queijo "petit-suisse", o queijo fresco, ndo maturado, obtido por
coagulacdo do leite com coalho e/ou de enzimas especificas e/ou de bactérias especificas,
adicionado ou ndo de outras substincias alimenticias (BRASIL, 2001a).

E um produto de alto valor nutricional, destacando-se o elevado teor de proteinas
lacteas, bem como seu grau acentuado de digestdo e assimilagdo pelo organismo humano,
além de ser rico em calcio, fésforo e vitaminas lipossoliveis (GAMBELLI, 1999).

A produg¢do anual brasileira de queijo petit-suisse aumentou de 14.000 toneladas
em 1991 para 22.932 toneladas em 2004 e foi estimada em 24.000 toneladas em 2005
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DAS INDUSTRIAS DE QUEIIO, 2010).

No Brasil, este queijo é fabricado industrialmente por centrifugacdo da coalhada,
para a separa¢do do soro, obtendo-se o queijo "quark", que é utilizado como base para o
queijo petit-suisse (VEIGA et al., 2000).

O queijo “quark” é uma massa branca desnatada, macia e pastosa, ndo maturada,
com sabor levemente dcido, que pode ser utilizada para a fabricacdo de diversos tipos de
queijos, dependendo dos ingredientes que forem adicionados. Por exemplo, pode-se
adicionar sal e condimentos (bacon, azeitona, salsa, etc.), para a produg¢do de queijos
condimentados, ou acucar e base de frutas, para a producdo de queijo petit-suisse
(MORGADO; BRANDAO, 1998).

Tendo em vista o processo de producdo de queijo fresco, um queijo ndo maturado

e que é armazenado em temperatura de refrigeracdo, tendo vida de prateleira bastante
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restrita, esse tipo de queijo € um veiculo promissor para bactérias probidticas. A
sobrevivéncia de bactérias probidticas em produtos como os queijos frescos € maior
quando comparado aos queijos maturados (HELLER et al., 2003).

Os queijos possuem certas caracteristicas que os tornam um produto alternativo para
incorporar bactérias probidticas. A matriz do queijo, a capacidade tamponante e o teor de
gordura podem oferecer protecdo as células durante a passagem pelo trato gastrointestinal
(SAAD, 2006).

O queijo petit-suisse, pode ser consumido como sobremesa, dirigido principalmente ao
publico infantil, podendo também ser consumido por adultos, cuja aceitacdo tem sido bem
apreciada. Entretanto, apesar de sua boa aceita¢do seu consumo no Brasil ainda € pequeno se
comparado aos de outros paises (VEIGA et al., 2000).

Além do queijo petit-suisse possuir grande aceitacdo pelo publico em geral e por
apresentar excelente valor nutritivo, é considerado um veiculo em potencial para o consumo

de probidticos.

3.6 MICRO-ORGANISMOS CONTAMINANTES ENCONTRADOS EM QUEINJOS

Os queijos, de um modo geral, podem conter micro-organismos desejaveis e
indesejaveis. Os desejaveis sdo aqueles que podem contribuir positivamente para o
desenvolvimento das caracteristicas organolépticas do produto, podendo desta forma, exercer
um efeito benéfico no desenvolvimento do sabor e aroma do queijo por meio de sua atividade
metabdlica. Entretanto, a presenca de alguns micro-organismos indesejaveis podem ocorrer.
S@o os assim chamados deteriorantes e/ou patog€nicos os quais vao exercer um efeito
maléfico na qualidade sensorial do produto, podendo, em alguns casos, provocar doengas
(PEREIRA, 2007).

A maioria dos alimentos, principalmente de origem animal, como leite e seus produtos
derivados, estd sujeita a contaminagdo por micro-organismos capazes de produzir doengas no
ser humano. Assim, o queijo assume destacada relevancia, ji que se trata de um produto
derivado do leite e, principalmente, quando fabricado a partir de leite ndo pasteurizado, pode
sofrer algum tipo de contaminagdo por bactérias patogé€nicas e enterotoxigénicas. Isto pode
ocorrer devido a uma deficiéncia na higiene, durante o processo de obtencdo, fabricacio e
manipulagdo dos mesmos (ALMEIDA; FRANCO; ISEPON, 2003 apud MARQUES et al.,

20006), o que pode tornar este produto susceptivel a estar contaminado com micro-organismos
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patogénicos, e dentre estes destaca-se a Listeria monocytogenes, Salmonella sp., S. aureus e
microrganismos do grupo coliformes (DUARTE, 1999).

A Listeria monocytogenes € um importante patdégeno veiculado por alimentos,
ocasionando surtos de listeriose humana, com altos indices de mortalidade (McLAUCHLIN,
1996). De acordo com Lake et al. (2002), esse patégeno pode permanecer ativo durante um
longo tempo em ambientes secos, possuindo habilidade para crescer em temperatura de
refrigeracdo (4 °C) e em pH em torno de 7.0. Esta bactéria cresce muito bem em condicdes
microaerdfilas, assim como aerobicamente e anaerobicamente, sendo rapidamente inativada a
70 °C e pH menores que 4,4.

Considerando a necessidade de aperfeicoamento das agdes de controle sanitdrio na
area de alimentos, visando a protecdo da satde da populacdo e a qualidade microbiolégica dos
produtos alimenticios, a Resolucdo — RDC n° 12, de 02/01/2001, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria — ANVISA, estabelece auséncia de L. monocytogenes em 25 g de amostra
como padrao microbiolégico sanitdrio para queijo de umidade muito alta (BRASIL, 2001b),
como € o caso do queijo petit-suisse.

Outro agente responsdavel por casos de toxinfec¢des alimentares € o S. aureus,
comumente detectado em queijos. A cavidade nasal € o principal habitat dos estafilococos no
homem e, a partir deste foco, atingem tanto a epiderme, como feridas e qualquer superficie ou
objeto que tenha entrado em contato com o homem. Os portadores nasais € os manipuladores
de alimentos com maos e bracos que apresentem feridas infectadas com S. aureus sdo
importantes fontes de contaminagdo para o alimento. Além do homem, a maioria dos animais
domésticos também € portadora ou se apresenta contaminada pela bactéria. Um exemplo
tipico € a mastite estafilocdcica, que pode infectar o leite e causar intoxicacdo, caso seja
consumido ou utilizado no preparo de queijos (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

Alguns estudos evidenciaram a contaminacdo de diferentes tipos de queijos por esses
micro-organismos, entre eles destacam-se o estudo Sousa et al. (2000) que ao analisarem 30
amostras de queijo de coalho, comercializados na cidade de Jodo Pessoa, observaram que
50% estavam contaminadas com espécies de Listeria. Nos estudos de Rodrigues et al.
(1995), Cerqueira et al. (1995) e por Sabioni et al. (1993), foi observado que,
respectivamente, 100,0%, 60,0% e 21,5% das amostras de queijo tipo Minas “frescal” de
producgdo artesanal analisadas apresentaram contagens de S. aureus acima do referido
padrdo legal.

Para Franco e Langraf (2005), uma das principais preocupacoes do microbiologista de

alimentos, relacionando-se ao controle do desenvolvimento microbiano, visa a eliminagdo dos
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riscos a saide do consumidor, bem como prevenir ou retardar o surgimento de alteracdes
indesejdveis nos alimentos. O ideal é que os micro-organismos ndo tenham acesso aos
alimentos, excetuando-se, evidentemente, aqueles obtidos através de processos de
fermentacdo. Entretanto, uma vez que tal fato € praticamente impossivel, é necessdria a
adog¢do de medidas para controlar seu desenvolvimento.

A presenca de microrganismos patogénicos nos alimentos € resultante de uma
interacdo de fatores que envolvem o patégeno em si e o alimento que o veicularg,
podendo atuar amplificando ou atenuando a contaminac¢do e os niveis de multiplicacdo
destes micro-organismos. Entre estes fatores, pode-se citar o processamento, a
distribui¢cdo, o consumo e a imunidade da populacdo. Assim, para garantir seguranga
microbiolégica dos alimentos, deve-se atuar em todas as fases, minimizando os niveis

iniciais de contaminagdo, prevenindo ou limitando o potencial de multiplicacdo e

eliminando os micro-organismos indesejaveis (NERO, 2005).
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4 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Tecnologia de Alimentos e no
Laboratério de Microbiologia de Alimentos, da Unidade Académica de Sadde, Centro de

Educacgao e Saide da Universidade Federal de Campina Grande.

4.1 COLETA DOS MATERIAIS

O leite de cabra foi adquirido de cabras da raca Toggenburg de um pequeno produtor
da cidade de Nova Floresta/PB, sendo transportado em recipiente previamente estéril,
isotérmico e reservado unicamente para seu transporte até o Laboratério de Tecnologia de
Alimentos, onde foi elaborado o queijo petit-suisse e foi armazenado sob refrigeracdo por no
maximo 1 dia até o momento do processamento em pequena escala dos queijos.

A cultura lética constituida pelo Lactobacillus acidophilus (LA-5), o acido latico e o
cloreto de célcio que foram utilizados na producdo dos queijos petit-suisse foram
disponibilizados pela Christian Hansen® (Valinhos, Minas Gerais, Brasil). As cepas de
bactérias patogénicas, L. monocytogenes ATCC 7644 e S. aureus ATCC 6538, foram
adquiridas da Colecdo de Micro-organismos de Referéncia do Instituto Nacional de Controle
de Qualidade em Saide (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil).

Os demais ingredientes como o coalho, creme de leite tradicional esterilizado, polpa
de morango integral congelada sem conservantes, aguicar refinado e aroma natural idéntico ao

de morango foram adquiridos em redes de supermercados da cidade de Cuité/PB.

4.2 PROCESSAMENTO DO QUEIIO PETIT-SUISSE CAPRINO COM POTENCIAL
PROBIOTICO

Inicialmente foi elaborada a massa-base do queijo Quark, a partir do qual foi
elaborado o queijo petit-suisse. Para tanto, apds a pasteurizacdo do leite a 65 °C por 30
minutos, o acido latico (0,25 mL/L) foi adicionado. A cultura probidtica foi adicionada a
uma concentragdo de 0,01% (100 mg/L), seguida de uma nova homogeneizacado do leite e
adicdo do cloreto de calcio (0,4 mL/L). O coalho (0,9 mL/L), previamente diluido na
mesma quantidade de dgua filtrada, foi adicionado quando o leite atingiu pH entre 6,3 a

6,5, seguido de homogeneizacdo. Apds a coagulagdo da massa (pH entre 5,6 € 5,8), a
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coalhada foi cortada. Em seguida, a massa foi transferida para uma forma de queijo
contendo um dessorador para a realizacdo da drenagem do soro por gravidade.

O queijo petit-suisse foi obtido a partir de homogeneizacdo em liquidificador do
queijo quark com os seguintes ingredientes: creme de leite tradicional esterilizado
(Nestlé do Brasil Ltda., Aracatuba, Brasil), polpa de morango (Cooperativa, Cuité,
Brasil), acicar refinado Unido (Coopersucar-Unido, Limeira, Brasil) e corante natural
(Emultina Selecta®). Finalizada a homogeneizacdo, acondicionou-se o produto em um
recipiente de vidro com tampa, estéril, e armazenou-se sob temperatura de refrigeracao,

até o momento das analises.

4.3 TESTES IN VITRO DA VIABILIDADE PROBIOTICA DO QUENIO PETIT-SUISSE
CAPRINO

Esses testes consistiram na avaliacdo do efeito protetor do queijo petit-suisse caprino
sobre a sobrevivéncia da bactéria latica probidtica adicionada ao mesmo, quando exposta as
condi¢cdes simuladas do trato gastrointestinal e avaliagdo do efeito inibitério desta cultura
adicionada ao queijo contra as bactérias patogé€nicas contaminantes Staphylococcus aureus e

Listeria monocytogenes.

4.3.1 Avaliacido da sobrevivéncia da bactéria em condicoes gastrointestinais simuladas

Apés processamento do queijo conforme metodologia descrita em 4.2, e
armazenamento por 7 dias sob temperatura de refrigeracdo, as andlises se procederam da

seguinte forma:

4.3.1.1 Inoculagdo das matrizes de queijos

A bactéria acido latica probidtica foi estudada em um conjunto de trés amostras
rotuladas como C1, C2 e S1. O C1 foi o queijo controle, que foi inoculado com a cepa
testada, mas ndo foi exposto as condigdes simuladas gastrointestinais; C2 foi um queijo
controle que ndo foi inoculado com a bactéria, mas foi exposto as condi¢des simuladas
gastrointestinais (usado para realizar assepticamente os ajustamentos de pH nas etapas
sequenciais da digestdo simulada). S1 foi o queijo inoculado e exposto as condi¢des

simuladas gastrointestinais. Todas as amostras acima mencionadas foram preparadas em
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frascos estéreis de 50 mL. Nestes recipientes, 0os queijos com a bactéria testada foram
distribuidos em quantidades de 25 g cada. Para avaliar o real efeito protetor do queijo
petit-suisse, realizou-se os mesmos procedimentos descritos acima utilizando apenas o
caldo MRS suplementado com cisteina a 5% e adicionado da bactéria probidtica, como

controle do experimento.
4.3.1.2 Simulacdo das condicoes gastrointestinais

A via gastrointestinal utilizada estd descrita no Quadro 1, incluindo os compostos e
concentragdes utilizadas, o tempo de exposicdo e as intensidades de agitacdo em todas as

etapas. As agitagoes foram utilizadas para simular os movimentos peristélticos.

Quadro 1 - Condicdes de processamento utilizadas em cada etapa de digestdo simulada.

Compartimento Condicao Agitacao pH final Tempo (min)
(rpm)
Boca Saliva 200 6.9 2
Esodfago-estdmago Pepsina 130 5,5 10
4,6 10
3,8 10
2,8 20
2,3 20
2,0 20
Duodeno Pancreatina + 45 5,0 30
Sais biliares
leo | - 45 6,5 60

Fonte: Madureira et al. (2011).

A mastigacdo foi simulada de acordo com Hold et al. (1995) e Choi et al. (2007),
utilizando uma solu¢do de saliva preparada com 100 U/mL de 1-a-amilase diluida em
solucdo de CaCl, a 1 mM, onde o pH foi ajustado para 6,9 utilizando solu¢do de NaHCO;
a 1 mM. Esta solugdo foi adicionada em 25 g das amostras a uma taxa de 0,6 mL/min,
durante 2 minutos. Na etapa que simula as condi¢des do esdfago-estdmago foi adicionada

solucdo de pepsina a uma taxa de 0,05 mL/mL, durante 90 minutos. A solugdo de pepsina
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foi preparada com HCI a 0,1 N numa propor¢cdo de 25 mg/mL. Nesta etapa, o pH foi
reduzido para 2, utilizando solucdo de HCl a 1 M (MAINVILLE et al., 2005). As
condicdes do duodeno foram simuladas utilizando 2 g/L. de pancreatina e 12 g/L de sais
biliares, diluidos em solu¢do de NaHCO3 a 0,1 M. Esta solu¢do foi adicionada no inicio
da etapa a uma taxa de 0,25 mL/mL (LAURENT; BESANCON; CAPORICCIO, 2007).
Finalmente, a etapa do ileo foi provocada por um aumento do pH para 6,5 utilizando
solucdo de NaHCO; a 0,1 M. A simulacdo foi continua, de modo que o volume de
trabalho total aumentou (como acontece durante uma digestao real).

Todas as solugdes das enzimas foram preparadas em frascos e esterilizadas por
filtracdo, usando membrana filtrante de 0,22 pm (Milipore, Billerica MA, USA) antes de
serem utilizadas. Apds esterilizacdo, todas as solucdes foram mantidas em banho de gelo
durante todo o periodo de simulagdo. Uma camara de incubagdo a 37 °C com agitacdo
mecanica que foi usada para simular a temperatura do corpo humano e 0s movimentos

peristélticos, com intensidades semelhantes as atingidas em cada compartimento digestivo.

4.3.1.3 Andlises microbiologicas

As contagens das células vidveis da bactéria latica adicionada aos queijos e caldo
MRS expostos e ndo expostos a cada condi¢do gastrointestinal simulada foram determinadas
através da preparacdo de diluicdes seriadas decimais com dgua peptonada esterilizada [0, 1
g/100 mL (Sigma, St. Louis MO, EUA)]. Estas dilui¢des foram semeadas, posteriormente,
conforme método proposto por Miles, Misra e Irwin (1938). O L. acidophilus foi semeado em
placas com 4dgar MRS (Sigma-Aldrich) suplementado com cisteina-HCI (0,05 g/100 mL) e
incubado sob condi¢des anaerdbicas (BD GasPakTM EZ Anaerobe container system, Becton,
Dickinson and Company, USA), a 37 °C/48 h. Os resultados foram expressos como o log das
unidades formadoras de colonias por cada grama/mL de queijo (log de UFC/g) e o caldo MRS
(log de UFC/mL). O pH das amostras foi medido em cada etapa de simulacdo das condi¢des
gastrintestinais com um medidor de pH (Modelo 021/15; Quimis, Sdo Paulo, Brasil), que foi

periodicamente esterilizado com etanol (90 mL/100 mL).
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4.3.2 Avaliacao do efeito inibitério da bactéria acido laticas no crescimento de S. aureus

e L. monocytogenes

4.3.2.1 Preparacdo dos inoculos

Para preparar os indculos que foram adicionados ao queijo, o Lactobacillus
acidophilus (LA-5) foi primeiramente cultivado em caldo MRS (Sigma-Aldrich, St. Louis
MO, EUA), e incubado a 37 °C, durante 48 h. Os meios preparados para esta cepa foram
suplementados com 0,05% (w/v) de HCl-cisteina (Sigma-Aldrich). S. aureus e L.
monocytogenes foram cultivados em caldo BHI (Sigma-Aldrich) para obten¢do de pré-inéculo
e novamente cultivados em caldo BHI (1:9 v/v) e incubados a 37 °C, durante 24 h. Para
verificar os niveis desejados de indculo contendo a bactéria dcido latica probidtica (8 a 10 log
UFC/mL) e bactérias patogénicas (6 a 7 log UFC/mL), diluicdes em série foram preparadas
com dgua peptonada esterilizada [0,1 g/100 mL (Sigma-Aldrich)]. Para as contagens de
células vidveis da bactéria probidtica, esta diluicdo foi subsequentemente plaqueada,
utilizando-se o método de Miles, Misra e Irwin método (1938), em 4dgar MRS (Sigma-
Aldrich) e incubadas sob condi¢des anaerdbicas (BD GasPakTM EZ Anaerobe container
system, Becton, Dickinson and Company, USA), a 37 °C/48 h. Os resultados foram expressos
como log de UFC/g. Para as contagens de células vidveis das bactérias patogénicas estas
diluicdes foram subsequentemente semeadas em placas com dgar BHI (Sigma-Aldrich) e
incubadas sob condi¢des aerdbicas, a 37 °C/24 h. Os resultados foram expressos como o log

de UFC/g.

4.3.2.2 Processamento do queijo tipo petit-suisse caprino

Seguiu-se a metodologia mencionada em 4.2, com excecdo da adi¢ao da cultura acido

latica probidtica.

4.3.2.3 Adigdo dos inéculos da bactéria dcido ldtica e patogénicas no queijo

Para a bactéria probidtica testada, um nivel de inéculo de bactérias contaminantes foi
testado. Foi elaborado um queijo controle positivo, adicionado apenas do indculo contendo as
bactérias patogénicas isoladas, assim como um queijo controle negativo, contendo apenas a

bactéria acido latica isolada, totalizando 3 amostras controles. A bactéria probidtica foi
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inoculada numa proporcdo de 1 mL de inéculo (contendo 8 a 10 log UFC/mL) para cada 25 g
de queijo. Ja as bactérias contaminantes foram inoculadas numa propor¢cio de 1 mL de
inéculo (contendo 6 a 7 log UFC/mL) para cada 25 g de queijo. A amostra de queijo
experimental consistiu no queijo adicionado das culturas mistas, contendo 1 mL de in6culo de
bactéria probidtica isolada e 1 ml do inéculo de bactérias contaminantes isoladas, com os
mesmos niveis de in6culos mencionados acima, resultando em 2 amostras (1 cepa probidtica
X 2 cepas patogénicas).

Todas as amostras de queijo inoculadas foram agitadas com um misturador
elétrico (Kenwood, UK) durante 5 min. e igualmente distribuidas assepticamente em
frascos estéreis de 50 mL e armazenadas a 7 °C durante 21 dias, correspondendo a um
total de 20 amostras (5 amostras x 4 tempos de armazenamento). Cada amostra foi
submetida a contagem de células vidveis de bactérias probidticas e contaminantes no 1°,

7°, 14° e 21° dia de armazenamento refrigerado.

4.3.2.4 Andlises microbiologicas

As contagens de células vidveis da bactéria 4cido ldtica probidtica e bactérias
patogénicas nas matrizes de queijos foram determinadas através da preparacdo de dilui¢des
seriadas decimais com dgua peptonada esterilizada [0,1 g/100 mL (Sigma, St. Louis MO,
EUA)]. Estas dilui¢des foram plaqueadas em seguida, usando o método de Miles, Misra e
Irwin (1938), para a contagem da bactéria dcido latica probidtica. O L. acidophilus foi
semeado em placas com dgar MRS (Sigma-Aldrich) e suplementado com cisteina-HCI (0,05
g/100 mL) e incubado em condi¢des anaerdbias (BD GasPakTM EZ Anaerobe container
system, Becton, Dickinson and Company, USA), a 37 °C/48 h.

Para a contagem de células vidveis de S. aureus utilizou-se agar Vogel-Johnson
(Sigma-Aldrich), suplementado com uma solu¢do de telurito de potassio (1 g/100 mL)
(Sigma-Aldrich) e incubou-se durante 24 horas a 37 °C. Para contagens de células vidveis de
L. monocytogenes, foram utilizados Agar Base Seletivo Listeria suplementado com
Suplemento Seletivo Listeria (HIMEDIA Laboratories, fndia) e incubou-se durante 24 horas a
37 °C. Todas as andlises foram realizadas em duplicata e os resultados foram expressos em

log de UFC/g.
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4.3.2.5 Cdlculo da taxa de inibi¢cdo

Para cada tempo de armazenamento, o grau de inibicdo foi calculado como:

Taxa de inibicdo = [(Ncontrol - Npatogen) / Ncontrol] * 100, onde Ncontrol foi o log
de UFC/g da bactéria patogénica adicionada isoladamente, e Npatogen foi o log de UFC/g da
bactéria patogénica na presenca da bactéria dcido latica (MADUREIRA et al., 2011).

4.4 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados dos testes in vitro da avaliacdo do potencial probidtico dos queijos
elaborados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA), realizando-se teste de
média de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p < 0,05). Para o cdlculo dos dados,
utilizou-se o programa - Statistics Analys Systems, versdo 8.12 (SAS Institute, Inc.,

Cary, NC.) (SAS, 1999).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

7z

A capacidade de tolerar estresse digestivo € uma das propriedades importantes
para que um probidtico possa ser adicionado em alimentos (ROSS et al, 2005). O
experimento realizado neste estudo foi baseado no modelo gastrointestinal utilizado para
testar a sobrevivéncia in vitro de bactérias em diferentes condi¢des que imitam a digestao
de alimentos semissélidos (MADUREIRA et al., 2011), incluindo a passagem do
alimento através de todos os compartimentos do trato gastrointestinal (da boca ao ileo),
simulacdo mecanica (isto é, através de movimentos peristdlticos com agitacdo real) e
exposi¢do a um gradiente de pH (como ocorre normalmente durante a digestdo), bem
como do efeito inibitério destas cepas contra bactérias patogénicas neste tipo de queijo.

As contagens das células vidveis de L. acidophilus (LA — 5) no queijo petit-suisse
caprino e caldo MRS, quando exposto e ndo exposto ao modelo gastrointestinal simulado

sdo apresentados na Figura 1.

Figura 1 - Nudmero de células vidveis (média = desvio padrdao) de Lactobacillus
acidophilus (LA-5), quando inoculados em caldo (o,®) e no queijo (O,m), expostos (e,m)
e ndo exposto (0,0) as condi¢des simuladas do tratogastrointestinal em diferentes tempos

de incubacao.
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Nota*: Os valores de pH que as bactérias foram expostas estdo indicados no canto superior esquerdo
do gréfico.
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Houve uma diferenca significativa (p<0,05) para as contagens obtidas para a
estirpe de bactéria testada no queijo e no caldo MRS, quando expostos e ndo expostos
(controle) a digestao in vitro. As contagens da bactéria probidtica L. acidophilus no caldo
MRS exposto foram superiores (p<0,05) as contagens nos queijos exposto € ndo exposto
as condicdes no inicio e apds a digestdo. Mesmo assim, tanto no inicio quanto no final da
digestdo, a espécie adicionada ao queijo apresentou contagens vidveis, sendo de 6,7 e 6,8
log UFC/g, respectivamente (Figura 1).

Avaliando o comportamento do L. acidophilus no caldo MRS, tanto quando foi
exposto e ndo exposto as condi¢des simuladas do TGI, observou-se contagens acima das
contagens determinadas no queijo, em que os valores variaram de 7,10 a 7,87 log UFC/g,
durante todas as etapas.

Quando adicionadas ao queijo petit-suisse e exposto as condi¢des simuladas, o L.
acidophilus mostrou um aumento no nimero de células vidveis de aproximadamente 0,21
log ciclos quando expostos as condicdes bucais. J4 durante a exposicao as condi¢des de
esofago-estomago simuladas, L. acidophilus aumentou seu nimero de células vidveis
dentro de 22 min. de contato com os sucos gastricos (7 log UFC/g), com um pH
correspondendo a 4,6 e manteve essa contagem ao final da exposi¢ao as condi¢des deste
compartimento (6,92 log UFC/g), cujo o pH era em torno de 2. De fato, esse
comportamento de resisténcia as condi¢des dcidas ja tinha sido destacado por Hood e
Zotolla (1988), que constataram que L. acidophilus poderia sobreviver em valores de pH
tdo baixo quanto 4.0 e que tais valores de pH nao afetam a capacidade da bactéria testada
em se aderir as células intestinais humanas.

Durante a passagem ao longo do duodeno simulado, o nimero de células vidveis
aumentou ligeiramente, alcangando uma contagem de 7,05 log UFC/g. Apds 182 minutos
de digestdo, no ileo simulado, L. acidophilus apresentou o numero de células vidveis de
6,83 log UFC/g, apresentando, assim, apenas 0,15 log ciclos inferiores aos encontrados
no inicio da digestao simulada (tempo 0 — 6,68 log UFC/g).

Desta forma, verifica-se que as contagens finais, quando o queijo (exposto € ndo
exposto as condi¢des) alcancou o ileo, estiveram dentro do que a resolugdo preconiza
para esse tipo de produto, variando de 6 a 7 log UFC/g, nimero minimo recomendado de
bactérias probidticas no alimento no momento do consumo, garantindo um impacto
favordvel sobre a saude do consumidor (7-8 log UFC/g) (TALWALKAR et al., 2004).

Além disso, deve-se considerar que a contagem total de lactobacilos nestas amostras
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antes de serem submetidos ao teste in vitro estava de acordo com a legislacdo brasileira
para alimentos funcionais (BRASIL, 2008).

O efeito protetor observado sobre a capacidade de sobrevivéncia das bactérias
probidticas testadas em queijo petit-suisse caprino pode estar relacionado com o seu
efeito tampao, ao proporcionar um ambiente adequado para a viabilidade destas bactérias
(RUASS-MADIEDO; HUGENHOLTZ; ZOON, 2002). Em comparagdo com iogurte e
outros leites fermentados, a capacidade tampao superior apresentada pelo queijo se deve
ao maior teor de gordura presente na matriz, o que pode melhorar a sobrevivéncia de
bactérias probidticas no estdmago e no ambiente intestinal (CRUZ et al., 2009).

As propriedades fisico-quimicas dos alimentos, como a capacidade tamponante e o
pH, influenciam a sobrevivéncia de estirpes probidticas, durante o transito intestinal. Ha,
também, outros fatores que, possivelmente, poderiam estar envolvidos na sobrevivéncia
do probidtico durante a passagem pelo trato gastrointestinal, como polissacarideos
extracelulares, teor de gordura e a matriz densa de queijos (GARDINER et al., 1999;
BOYLSTON et al., 2004).

A capacidade de sobrevivéncia de bactérias probidticas a acdo de sais biliares é
um dos critérios utilizados para selecionar potenciais culturas probidticas (MORELLI,
2000). Os sais biliares sao importantes na elimina¢do de bactérias patogénicas presentes
no trato gastrintestinal, pois sdo capazes de solubilizar a membrana plasmaética dos
agentes patogénicos pela sua acdo detergente. Essa acdo, porém, ndo afeta
exclusivamente as bactérias patogénicas e os micro-organismos probidticos precisam,
portanto, ser tolerantes a esses sais biliares para que possam exercer efeitos benéficos aos
seus consumidores (BALLUS et al., 2010), o que foi possivel observar neste estudo, em
que o L. acidophilus nao foi afetado pela agdo dos sais de bile presentes no duodeno.

As bactérias probidticas podem contribuir para a conservagdo dos alimentos,
devido a sua propriedade antimicrobiana potencial, criada pela acdo de diferentes
compostos sintetizados por estas bactérias e presentes na matriz de alimentos (DE
VUYST et al., 2004). Portanto, essa propriedade de efeitos inibitérios do L. acidophilus
sobre bactérias patogénicas, a exemplo da Listeria monocytogenes e Staphylococcus
aureus, no queijo também foi investigada.

As contagens de células vidveis da bactéria probidtica quando inoculada
separadamente no queijo petit-suisse, durante 21 dias de armazenamento refrigerado, foi
em média de 8-10 log UFC/g, durante todos os tempos armazenamento avaliados;

enquanto que as contagens de células vidveis das bactérias patogénicas estavam num
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intervalo de 5-8 log UFC/g. Ja as quantidades de células vidveis da bactéria probidtica
quando inoculada associada com cada bactéria patogénica estavam num intervalo de 5-8
log UFC/g em todos os periodos de armazenamento avaliados.

Observa-se que a contagem de L. acidophilus permaneceu alta durante todo o
periodo de armazenagem, seja quando isolado ou quando em competicdo com 0s micro-
organismos patogénicos. Os resultados para contagem do micro-organismo probidtico
sem a presenca dos patogénicos assemelham-se aos encontrados por Buriti et al. (2005),
que realizaram a contagem de L. acidophilus durante a armazenagem por 21 dias no
queijo de minas frescal e ndo observaram diferenca significativa na contagem, pois a
bactéria manteve-se vidvel e constante durante a armazenagem.

O curso de tempo de inibi¢do (taxa de inibi¢do) provocada por L. acidophilus

contra L. monocytogenes e € representada na Figura 2.

Figura 2 — Taxa de inibi¢do de S. aureus ATCC 6538 (A) e L. monocytogenes ATCC
7644 (B) provocada por L. acidophilus (LA-5), em queijo petit suisse caprino, durante 21

dias de armazenamento a 7 °C.
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Pode-se observar que o L. acidophilus mostrou efeito inibitério em todos os dias de
armazenamento contra L. monocytogenes, reduzindo a taxa de crescimento em torno de
17,15% no 21° dia de armazenamento refrigerado. Ja o efeito inibitorio contra o S. aureus foi
inferior, quando comparado a sua acdo contra L. monocytogenes, inibindo o crescimento
desse patdgeno em torno de 1,42% aos 7 dias de armazenamento e 1,36% apds 14 dias,

nao sendo efetivo durante todo o armazenamento do queijo.
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Ferndndez et al. (2003) também testaram in vitro uma cepa de Lactobacilus
acidophilus UO00I de origem humana e obtiveram inibicdo da multiplicacdo de
Salmonella, Listeria e Campylobacter, sem interferir na microbiota normal do trato
gastrintestinal, mas nao houve inibi¢ao de S. aureus.

Segundo um estudo de revisdo de Fioramonti et al. (2003), as bactérias laticas
inibem in vitro a multiplicacdo de muitos patégenos entéricos, incluindo Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Clostridium perfringens e
Clostridium difficile. No mesmo sentido, L. acidophilus LA1-SCS apresentou atividade
antibacteriana in vitro e in vivo contra varios patégenos, incluindo S. aureus, sem
interferir na microbiota normal do intestino grosso, como os lactobacilos e
bifidobactérias. Os autores atribuiram o efeito a uma substancia peptidica, a qual nao é
bacteriocina, produzida pelo micro-organismo, e ndo a exclusdo competitiva por
aderéncia (BERNET-CAMARD et al., 1997).

A atividade do Lactobacillus testado frente as bactérias patogénicas pode ser
explicada pela producdo de acidos organicos, principalmente dcido l4ctico, pois esta
bactéria € produtora, principalmente dessa substancia (COSTA, 2010).

O presente trabalho ndo avaliou a natureza das substincias antagonistas
produzidas pelas culturas produtoras. Porém, as atividades inibitérias verificadas
justificam-se pela produgao de substancias inibidoras que teriam se difundido pelo dgar e
impedido o crescimento das culturas patogénicas (FUNCK et al., 2011).

Resultados similares do antagonismo in vitro de bactérias dcido-lactica isoladas de
queijos frente a bactérias patogénicas também foram encontrados por outros autores.

Alexandre et al. (2002) demonstraram atividade antagonista de bactérias laticas
contra Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes. Em seu estudo Costa (2010)
detectou atividade antagonista de Lactobacillus spp. contra Staphylococcus spp.,
Escherichia coli e Listeria monocytogenes, € pouca inibi¢do contra micro-organismos do
proprio queijo, L. rhamonosus € L. fermentum.

Os dados aqui apresentados reforcam a importidncia de um controle nas boas
praticas de fabricacdo de derivados l4cteos, evitando-se uma possivel contaminagdo com
niveis altos de patogenos, que podem comprometer a acdo protetora dos micro-
organismos probidticos presentes na matriz alimentar. Desta forma, os efeitos protetores
dos probidticos ndo devem ser considerados como uma (bio)ferramenta de conservagdo

de alimentos, para uso em matérias-primas com altas contagens de micro-organismos
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patogénicos indesejdveis (FERNANDES et al., 2013), com o risco de comprometimento

de sua seguranca e valor funcional.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho, o queijo petit-suisse adicionado de cultura probidtica de
Lactobacillus acidophilus revelou caracteristicas suficientes para caracterizd-lo como
potencialmente probidtico.

Os resultados mostraram que cepas de L. acidophilus (LA-5), quando adicionado
ao queijo petit-suisse caprino sobreviveram (contagem maior do que 6 log UFC/g) as
condi¢des de digestdo gastrointestinal simuladas, o que sugere que essa espécie
probidtica é capaz de passar através do trato gastrointestinal, quando adicionada na
matriz alimentar, sem sofrer grandes alteracoes.

Nesse estudo, constatou-se também que a bactéria probidtica estudada mostrou
efeito inibitério considerdvel em todos os dias de armazenamento, demonstrou apenas
contra Listeria monocytogenes, visto que quando avaliada sua ac¢do contra o S. aureus,
houve uma pequena inibi¢cdo apenas no 7° e 14° dia de armazenamento, ndo sendo efetivo
durante todo o armazenamento.

O produto elaborado apresenta potencial probidtico, visto que as bactérias
resistiram as condi¢des de digestdo simulada, chegando em contagens vidveis no ileo e
dentro do que € preconizado pela legislagdo vigente (acima de 6 log de UFC/g) para que
um alimento seja considerado probidtico. Outrossim, ainda apresentou efeitos inibitérios
sobre o crescimento, principalmente de Listeria monocytogenes.

Reforca-se a importancia do desenvolvimento de outros estudos para avaliar a
viabilidade das bactérias in vitro e, posteriormente, in vivo com o objetivo de atestar se o
queijo petit-suisse adicionado da bactéria probidtica ensaida neste estudo pode ser

considerado como um alimento funcional.
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