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RESUMO

ARAUIJO, C. M. Avaliacdo in vitro do potencial probiético do queijo petit-suisse caprino
adicionado de bactérias L. casei subsp. paracasei frente as condicoes simuladas do trato
gastrointestinal e competicio com bactérias patogénicas. 2015. 41 f. Trabalho de
Conclusdo de Curso (Graduagdo em Nutricao) - Universidade Federal de Campina Grande,
Cuité, 2015.

A sociedade atual tem se mostrado bastante interessada na procura de alimentos que trazem
beneficios adicionais a satide, com isso, os prebidticos, probidticos e simbidticos chamam a
atencdo dos consumidores. Com as diversas pesquisas nessa area, o mercado de laticinios
probidticos encontra-se em continua expansao, sendo desenvolvidos cada vez mais produtos
simples e de qualidade. A utilizac¢do do leite caprino também vem aumentando, devido as suas
qualidades e vantagens, apresentando um alto valor nutritivo e de maior digestibilidade
quando comparada ao leite bovino. Logo, neste estudo objetivou-se elaborar e avaliar o
potencial probidtico de queijo petit-suisse caprino adicionado de Lactobacillus casei subsp.
Paracasei, através da observacaoda sobrevivéncia desses ultimos as condi¢des simuladas de
digestdo in vitro, assim como identificar seu efeito inibitério contra L. monocytogenes e S.
aureus nessa matriz alimentar durante 21 dias de armazenamento refrigerado. No final da
digestdo simulada in vitro, a bactéria probidtica testada apresentou uma leve diminuicdo de
suas contagens (6,26 log UFC/g) quando comparada as contagens determinadas antes da
exposicao as condi¢des da boca (6,31 log UFC/g). Quanto aos efeitos inibitérios desse micro-
organismo probidtico contra os patogénicos, verificou-se que esse efeito foi mais pronunciado
contra L. monocytogenes durante todos os tempos de armazenamento, apresentando apds 21
dias uma inibi¢do de aproximadamente 12,18% quando comparado a populagdo inicial desse
patégeno. A partir dos resultados obtidos, podemos comprovar que o queijo petit-suisse
caprino é uma importante matriz alimentar para a protecdo da bactéria Lactobacillus casei
subsp. paracasei durante toda a passagem pelo trato gastrointestinal, chegando ao final da
digestdo em contagens vidveis para promoc¢ao de beneficios a saide do consumidor. Além
disso, essa cultura é capaz de inibir e retardar o crescimento de micro-organismos
patogénicos, principalmente da L. monocytogenes quando presentes nesta matriz alimentar.
Desta forma, além deste produto atender as exigéncias de um alimento que promova satde e
nutricdo, fortalece os mecanismos naturais de defesa para o ser humano.

Palavras chave: Bactérias probidticas. Sobrevivéncia. Efeito inibitério contra patégenos.



ABSTRACT

ARAUIJO, C. M. In vitro evaluation of potential probiotic petit-suisse cheese goat added
bacteria L. casei subsp. paracasei front of the simulated conditions of the gastrointestinal
tract and competition with pathogenic bacteria. 2015. 41 f. Completion of Course Work
(Undergraduate Nutrition) - Federal University of Campina Grande, Cuité, 2015.

Today's society has been very interested in finding foods that bring additional health benefits,
thus, prebiotics, probiotics and synbiotics attract the attention of consumers. With the various
research in this area, the dairy probiotics market is continuously expanding, being developed
increasingly simple and quality products. The use of goat milk has also increased, due to its
qualities and advantages, with a high nutritional value and higher digestibility compared to
bovine milk. Therefore, this study aimed to develop and evaluate the potential probiotic
cheese petit-suisse goats added Lactobacillus casei subsp. Paracasei by observagdoda survival
of the latter to the conditions simulated in vitro digestion, and identify its inhibitory effect
against L. monocytogenes and S. aureus that food matrix for 21 days of cold storage. At the
end of the simulated digestion in vitro, probiotic bacteria tested showed a slight decrease its
count (6.26 log CFU / g) as compared to counts determined before exposure to conditions of
the mouth (6.31 cfu / g log). As to the inhibitory effects of the probiotic micro-organism
against pathogens, it has been found that this effect was more pronounced against L.
monocytogenes during the whole storage time, showing an inhibition after 21 days of
approximately 12.18% when compared to the initial population this pathogen. From the
results, we can confirm that the petit-suisse goat cheese is an important food matrix for the
protection of Lactobacillus casei subsp. paracasei throughout the passage through the
gastrointestinal tract, reaching the final digestion in viable counts to promote benefits to
consumer health. Furthermore, this culture is capable of inhibiting and retarding the growth of
pathogenic microorganisms, especially when present in L. monocytogenes in this food matrix.
Thus, addition of this product meet the requirements of a food that promotes health and
nutrition, strengthens the natural defense mechanisms in humans.

Keywords: Probiotic bacteria. Survival. Inhibitory effect against pathogens.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BHI - Caldo infusdo cérebro coragao

°C - Graus centrigrados ou celsius (temperatura)
CaCl; - Cloreto de Célcio

g - Grama

HCL - Acido Cloridrico

Log - Logaritmo

M - Molar

mg - Miligrama

mL - Mililitro

mM - Milimolar

Mm - Micrémetro

MRS - Método Man, Rogosa and Sharpe
N - Normal

NaHCO3 - Bicarbonato de Sédio

pH - Potencial hidrogenidnico

UFC/g - Unidade formadora de coldnia por grama
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1 INTRODUCAO

No Brasil, a caprinocultura se mostra como uma atividade pecudria em expansao, em
especial nas regides semidridas do Nordeste, apresentando uma grande importancia
socioecondmica, com predominancia do sistema extensivo, e entretanto verificam-se baixos
indices de produtividade leiteira. Tal fato acontece, principalmente, pela precariedade da
tecnologia de processamento dos produtos derivados, aliada a capacitacdo insuficiente dos
produtores e a auséncia de padrdes de controle higi€nico-sanitdrio, constituindo os principais
entraves da agroindustria (GASPAR et al., 2011). A partir dessas dificuldades crescentes, o
governo de diferentes instincias vem planejando e colocando em prética vdrias estratégias
para erguer a economia regional, como a capacitagdo dos produtores rurais e a geracao de
novas tecnologias.

A ciéncia vem colaborando com a tecnologia de alimentos no desenvolvimento de
novos produtos, sem o uso de aditivos, conservantes e corantes, sendo o mais natural possivel.
Associado a isso, pesquisas voltadas para o incentivo da caprinocultura leiteira vém sendo
realizadas e com isso a utilizacao do leite caprino vem aumentando, tendo em vista os estudos
que tém comprovado a qualidade e as vantagens desse tipo de leite, que apresenta um alto
valor nutritivo e maior digestibilidade quando comparado com o leite bovino (HAENLEIN,
2004; MCCULLOU, 2004; MONORET-VAUTRIN, 2004). Com isso, vdrios produtos podem
ser obtidos a partir de processos simples e acessiveis aos pequenos produtores, como queijos,
iogurtes, bebidas lacteas e outros, sendo uma alternativa para o maior consumo e agregacao
de valor a estes produtos (SANTOS et al., 2011).

Os consumidores atuais buscam alimentos com composi¢cdo nutricional balanceada
que tragam beneficios adicionais a satide e, nesse contexto, os alimentos probidticos ganham a
atencdo destes. O termo probidtico € descrito como culturas de micro-organismos vivos que,
administrados em quantidades adequadas, conferem algum beneficio, no entanto, para que tais
beneficios sejam alcangados os microorganismos precisam sobreviver ao longo de todo trato
gastrointestinal, tolerando os 4cidos, a bile, enzimas e em seguida, aderir e colonizar a mucosa
intestinal (HUANG; ADAMS, 2004), prevenindo ou inibindo o crescimento de bactérias
patogénicas e a deterioracdo dos alimentos por bactérias e fungos (AHMADOVA et al., 2013;
THARMARAJ; SHAH, 2009). A partir desse potencial, o mercado de laticinios probidticos

representa uma forte colocacdo entre os alimentos funcionais, uma vez que muitas pesquisas
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téem sido desenvolvidas, estimulando o crescimento rdpido e a continua expansdo dessa
categoria de alimento (STANTON et al., 2001).

Nesse contexto destaca-se o queijo petit-suisse probidtico, que é obtido a partir da
coagulacdo do leite com o coalho e adicionado de bactérias probidticas, que podem trazer
beneficios a saide, promovendo uma melhoria na microflora intestinal natural
(ANNUNZIATA; VECC, 2013). Destaca-se que até o presente momento que, S0 escassos 0S
estudos direcionados ao papel protetor do queijo petit-suisse na sobrevivéncia de bactérias
probidticas em condi¢cdes semelhantes ao trato gastrointestinal de humanos, como também o
efeito inibitério destas bactérias contra patégenos neste tipo de queijo, o que justifica a

realizacdo deste estudo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

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

bactérias L. casei subsp. paracasei.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o [FElaborar o queijo petit-suisse caprino adicionado de bactérias L. casei subsp.

paracasei;

e Avaliar a sobrevivéncia e viabilidade da bactéria L. casei subsp. paracasei adicionada

ao queijo petit-suisse quando exposta as condi¢des simuladas do trato gastrointestinal;

e Analisar o efeito inibitério da bactéria dcido latica adicionada ao queijo petit-suisse
frente as bactérias patogénicas S. aureus e L. monocytogenes, durante armazenamento

refrigerado;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 ALIMENTOS FUNCIONAIS

O estudo desses alimentos conhecidos como funcionais vem se tornando bastante
intenso nos ultimos anos, a busca de efeitos benéficos para o organismo e de seus
componentes responsdveis por esse efeito aumentou significativamente. O termo funcional
assumiu o compromisso de proporcionar algum beneficio fisiologico adicional, além de
garantirem efeitos nutricionais adequados.

Alimento funcional é um termo utilizado para alimentos que propiciam algum
beneficio a saude das pessoas, seja em uma ou mais funcdes do organismo. Além de ser
utilizado como fonte de substrato e de energia para a formagao das células dos tecidos, possui
também substancias que vao atuar ativando e aperfeicoando os processos metabolicos,
promovendo uma melhor condi¢io de saide, melhorando a efetividade do sistema imune e o
bem-estar dos consumidores, evitando assim o aparecimento precoce de alteracOes
patolégicas e de doencas degenerativas, reduzindo o risco de doencas que prejudicam a
longevidade. Dessa forma, os alimentos funcionais apresentam condi¢des que proporcionam
diversos beneficios a saude, através de mecanismos ndo convencionais da nutri¢cdo,
salientando que esse efeito ndo estd relacionado a cura de doencas e sim a melhoria da saude
(SANDERS, 1998).

O principal objetivo dos alimentos funcionais é de melhorar, manter e reforgar a satide
das pessoas pela via da alimentagcdo. A procura por esses alimentos aumentou bastante, 1Sso
pelo fato que a populacido estd mais preocupada com prevengdo do que com a cura de
doencas, estando assim ciente sobre a relagdo entre a alimentacdo e a saide. Hoje em dia eles
fazem parte da nossa vida, estando assim como prioridade no ambito das pesquisas, de onde
tem se esclarecido suas propriedades e seus beneficios a saude. O setor lacteo se encontra a
frente nas empresas e a criagc@o e o desenvolvimento de novos produtos na indudstria tem como
foco a promocdo de saide, estimulados pela crescente demanda da adocao das pessoas a uma
alimentacdo adequada por alimentos sauddveis, como os probidticos (SAARELA et al.,
2000).

A denominagdo legal de alimento funcional foi estipulada em 1991, de acordo com o
sistema “Alimento Destinado ao Uso Especifico da Saude” — Food For Specific Health Use

(FOSHU) da legislacao de alimentos Japonesa (ROBERFROID, 2000; STANTON et al.,
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2005). No Brasil, a legislacdo € recente, trata-se da resolucdo da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria do Ministério da Saide (ANVS/MS), ndmero 18 de 30/04/1999 que d4 as
diretrizes basicas para a andlise e comprovacao de propriedades funcionais e/ou de satude
alegadas na rotulagem de alimentos, sendo discutidos trés tipos de alegacdes sobre o
conteddo, a fungdo metabdlica e de satde. A alegacdo de propriedades funcionais ou de satde
¢ permitida em carater opcional, o alimento ou ingrediente que alegar propriedades funcionais
ou de saide pode, além de fungdes nutricionais basicas, quando se tratar de nutriente produzir
efeitos metabdlicos, fisioldgicos e/ou efeitos benéficos a saide, devendo ser seguro para o
consumo sem supervisdo médica. A portaria ANVS/MS nimero 19 de 30/04/1999
regulamenta os procedimentos para o registro de alimento com alegacdo de propriedades
funcionais e/ou de saude em sua rotulagem. Nao s@o aprovadas as alegacdes para ingredientes
ou componentes dos alimentos, e sim para o produto final que tenha esses ingredientes ou
componentes. A comprovacdo da eficdcia da alegacdo deve ser realizada caso a caso,
considerando a formulagdo e as caracteristicas do alimento, portanto o uso das alegacdes em
qualquer alimento s6 sera permitido apos a aprovacdo da ANVISA (BRASIL, 1995).

Os probidticos, simbidticos e prebidticos sao nutrientes que possuem propriedades
funcionais, que tem efeitos benéficos ao organismo, contribuindo para a melhoria da flora
intestinal do co6lon, que é um importante fator no equilibrio e na manuten¢do da sadde

(COLLINS; GIBSON, 1999).

3.2 PROBIOTICOS

Em 1989, o termo probidtico foi considerado como um suplemento de micro-
organismos vivos que afetam de forma benéfica o equilibrio da microbiota intestinal. E s6 em
2002, esse conceito foi reafirmado em uma reunido de especialistas promovida pela
Organizacdo de Alimentos e Agricultura das Nacgdes Unidas (FAO) e pela Organizacdo
Mundial da Saide (OMS).

A primeira geracdo de componentes de alimentos funcionais com atividade benéfica a
saiude foi o cdlcio e as vitaminas. Com o passar dos anos, esse conceito se voltou para os
aditivos alimentares, que exerciam efeitos sobre a microbiota intestinal do organismo,
atualmente os prebidticos e os probidticos sdo aditivos que compdem esses alimentos

funcionais (ZIEMER; GIBSON, 1998).
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Os probidticos sdo representados como culturas de uma unica espécie ou de diversas
espécies de micro-organismos, que quando sdo utilizadas pelo homem vao trazer beneficios a
satide. Muitas pesquisas sdo desenvolvidas para incorporar esses organismos (probidticos) em
varios produtos, por representarem alimentos funcionais (STANTON et al., 2001).

O micro-organismo probidtico deve sobreviver as condi¢des adversas do estdmago
para colonizar o intestino, por meio da adesdo ao epitélio intestinal (ZIEMER; GIBSON,
1998; LEE et al., 1999).

As principais caracteristicas dos probidticos sdo sua capacidade para resistir ao suco
gdstrico 4cido, sais biliares e as enzimas digestivas no estdmago, adesdo a mucosa intestinal,
convivio com a microbiota intestinal endégena e producdo de substincias que vao inibir o
crescimento de bactérias indesejaveis, como exemplo as patogénicas. Estas caracteristicas sao
especificas de cada cepa e quando aplicados em alimentos os probidticos devem ser estdveis.
E de fundamental importincia a sobrevivéncia das bactérias probidticas no produto
alimenticio, necessitando alcancar populagdes suficientemente elevadas (tipicamente acima de
10° UFC/ ml ou g) para ser de importéncia fisioldgica ao consumidor (JELEN; LUTZ, 1998).

Em condicdes normais, nosso intestino possui inumeras espécies de bactérias, essa
composi¢do o torna capaz de responder a diversas variacdes anatdmicas e fisico-quimicas,
quando em equilibrio ele impede que micro-organismos patogénicos presentes exercam Seus
efeitos patogénicos, mas quando este se encontra em desequilibrio o resultado esperado € a
proliferacdo de patégenos, gerando posteriormente uma infeccdo bacteriana (ZIEMER;
GIBSON, 1998).

Alguns beneficios gerados pelos micro-organismos probidticos merecem destaque,
sendo estes: o controle das infec¢des intestinais; estimulo da motilidade intestinal; alivio da
constipacdo intestinal; melhor absorcdo de alguns nutrientes; diminuicdo dos niveis de
colesterol; o efeito anticarcinogénico; estimulo do sistema imunoldgico, pelo estimulo da
producdo de anticorpos e da atividade fagocitica contra patégenos no intestino; melhor
utilizacdo de lactose e o alivio dos sintomas de intolerdncia a esse agucar; exclusdo
competitiva e producdo de compostos antimicrobianos (LEE et al., 1999; GOMES,
MALCATA, 1999; SREEKUMAR, HOSONO, 2000; NAIDU, CLEMENS, 2000).

Segundo Goldin (1998), em 1995 o termo probidtico foi introduzido pela médica Lilly
e Stillwell para descrever micro-organismos que desempenham fun¢des benéficas sendo
definidos como micro-organismos vivos que quando consumidos em quantidades adequadas
vao agir no trato gastrointestinal do organismo, a qual confere um efeito favordvel a saide do

hospedeiro, melhorando o balango microbiano intestinal e para que esse processo aconteca



17

dois pontos precisam ser bem enfatizados, 0s micro-organismos precisam estar vivos € em
quantidade adequada.

A definicio de probidticos é discutida por autores pelas suas amplas vantagens, pois
ndo restringe os efeitos somente a microbiota intestinal, mas também as comunidades
microbianas de outras partes do corpo, sendo constituidos de uma ou mais espécies. Segundo
Naidu e Clemens (2000), o espectro de atividade dos probidticos pode ser dividido em efeitos
nutricionais, fisiol6gicos e antimicrobianos.

A alegacdo de produtos contendo probidticos deve indicar a espécie do micro-
organismo presente, também devendo ser declarado que o consumo deve estar associado a
uma alimentacdo equilibrada e a habitos saudaveis. No Brasil, a legislacdo estabelece uma
quantidade minima vidvel de cultura probidtica deve ser de 10% e 10° UFC que equivale a uma
porcdo didria de 100 g de um produto contendo 10° a 107 UFC/g, tendo ainda, no rétulo do
produto a populacdo probidtica que foi utilizada (ANVISA, 2008).

O emprego de bactérias probidticas no desenvolvimento de tecnologias é um campo
que requer mais estudos, a fim de estabelecer definitivamente o mecanismo de agdo dessas
culturas e os veiculos para que essas culturas atinjam concentracdes efetivas e de maneira a
exercer o seu efeito, a nivel intestinal. Na tecnologia de fabricacdo de produtos alimenticios o
uso das culturas probidticas deve ser utilizado com base na selecdo de cepas probidticas para
uso humano e as culturas devem ser empregadas com base no seu desempenho tecnolégico.
As culturas probidticas com boas propriedades tecnoldgicas apresentam uma boa
multiplicacdo no leite, gerando propriedades sensoriais adequadas, devendo ser estiveis e
vidveis no armazenamento. Em geral, pode se dizer que o processamento de alimentos
contendo bactérias probidticas vem resultando em produtos com alto grau de aceitabilidade,
sendo suas caracteristicas de viabilidade e funcionais mantidas, principalmente em leites
fermentados e queijos (OLIVEIRA et al., 2002).

Apoés alguns testes, verificou-se que a sobrevivéncia das bactérias probidticas em
queijos frescos é maior que em queijos maturados. Essa sobrevivéncia maior estd relacionada
ao menor tempo de armazenamento dos queijos frescos, a0 menor teor de sal e ao maior teor
de umidade e atividade de dgua, que ndo limitariam a multiplicagdo do probidtico (BURITI,

2005).
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3.3 LEITE CAPRINO

O leite de cabra € definido pela legislacao brasileira como “produto normal, fresco e
integral, obtido da ordenha completa e ininterrupta de animais sadios, bem alimentados e em
repouso” (BRASIL, 1999a).

O leite caprino destaca-se dentre os outros tipos de leite por apresentar componentes
importantes para a nutricdo humana, como caseina, albumina, matérias organicas e
nitrogenadas, que sdo de fundamental importincia para a constituicao dos tecidos e sangue;
gordura insaturada, que contribui para circulacdo sanguinea; sais minerais, necessirios para a
formacdo do esqueleto; e também, vitaminas e fermentos laticos, sendo estes favoraveis a
digestdo e capazes de exercer acdo de defesa frente as bactérias patogénicas a nivel intestinal
(HAENLEIN, 2004).

A composi¢do quimica do leite caprino estd diretamente envolvida com a sua
qualidade nutricional, sendo este constituido de proteinas de alto valor biolégico e dcidos
graxos essenciais. O destaque dos acidos graxos € o acido linoléico conjugado (CLA), que é
considerado um componente nutracéutico da gordura do leite, pelo fato de apresentar
atividades anticarginog€nica e antiteratogénica; habilidade para diminuicdo dos efeitos
catabdlicos da estimulacdo imune; redugdo de reservas corporais de gordura, e a promocao de
crescimento. Atua também sobre os efeitos secundérios da diabetes e da obesidade (OSMARI
et al., 2011). Sendo assim, a sua importancia na alimentacdo se deve ao seu alto valor
nutritivo, elevada digestibilidade quando comparado ao leite bovino e as caracteristicas
terap€uticas e dietéticas (HAENLEIN, 2004).

Em compara¢do com o leite bovino, o leite de cabra apresenta teores aproximados de
vitaminas, exceto as vitaminas B6, B12 e 4cido félico que sdo reduzidos. As cabras possuem
uma caracteristica fisiologica, que € a conversdo de todo o caroteno em vitamina A,
apresentando assim um maior teor dessa vitamina. O leite de cabra também apresenta maior
teor de cdlcio, potdssio, magnésio, fésforo, cloro e manganés e menor teor de sédio, ferro,
zinco, enxofre, molibdénio e cobalto, estando esse dltimo relacionado com a taxa reduzida de
vitamina B12 (FISBERG, 1999).

A importancia do leite de cabra na alimentacao infantil esta tanto no valor bioldgico de
seus nutrientes como em suas caracteristicas de hipoalergenicidade. De acordo com Jardim
(1984) e Medeiros et al. (1994), o leite de cabra € o alimento ideal para criancas, pessoas
idosas, doentes e convalescentes, pois além de ter boa composi¢ao nutricional, ndo provoca o

aparecimento de cdlicas estomacais, podendo mesmo, em alguns casos, elimind-las. Também
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¢ recomendado para criancas alérgicas ao leite de vaca, em pessoas que fazem tratamento
quimioterdpico, porque pode diminuir a queda de cabelos, que ocorre com este tipo de
tratamento, em criangas com problemas de desenvolvimento fisico, pois a concentracdo de
cdlcio e sua absorc¢do sdo maiores, para pessoas com problemas digestivos, ulcera, gastrite,
pois devido a sua composicao, diminui a acidez e contribui para a cicatriza¢ao das paredes do
estdmago. Nos casos de problemas respiratérios, gripes, bronquite, o leite de cabra sempre foi
indicado. A cabra € o tnico animal que continua produzindo anticorpos no leite durante toda a
lactagdo, diferentes dos humanos que produzem apenas até o sexto més.

Segundo Fisberg (1999), o leite de cabra tem caracteristicas unicas, como: alta
digestibilidade, alcalinidade distinta e maior capacidade tamponante. A partir do leite caprino
podem ser obtidos produtos como queijos, iogurtes e bebidas lacteas, agregando valor a estes

produtos (SANTOS et al., 2011).

3.4 QUENIO PETIT-SUISSE

O queijo € o produto fresco ou maturado resultante da separacdo parcial do soro do
leite ou leite reconstituido, ou de soros lacteos, coagulados pela acdo fisica do coalho
(BRASIL, 1996).

A producido de queijos no Brasil dobrou em 10 anos, de cerca de 195 mil toneladas em
1991 para cerca de 394 mil toneladas em 2001 e projetava-se um volume de 414 mil toneladas
para o ano de 2002 (ABIQ, 2002). A producdo mundial desses produtos alimenticios € de
cerca de 35% da producdo total de leite.

Segundo Johson e Law (1999), as perspectivas de um incremento ainda maior nas
vendas de queijo mundialmente, no que diz respeito a valor agregado, pode ser conseguida
por meio da fortificagdo com cdlcio e vitaminas, bem como pela adicdo de novas culturas
lacticas, a exemplo das probidticas. Dentro deste contexto, destaca-se como produto que pode
ser incrementado o queijo petit-suisse, por ser um produto consumido como sobremesa,
principalmente, por criancgas.

Além de boa viabilidade no intestino, as propriedades tecnoldgicas sdo pré-requisitos
para utilizagdo potencial de culturas probidticas em queijos (KASK et al., 2003). Diversos
tipos de queijos foram testados como veiculos para cepas probidticas de Lactobacillus e de
Bifidobacteriun, revelando-se apropriados. Dentre os queijos testados para esse fim,

destacam-se os queijos Cheddar (GARDINER et al., 1998), Gouda (GOMES; VIEIRA;
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MALCATA, 1998), Cottage (BLANCHETTE et al., 1996), Crescenza (GOBBETTI et al.,
1997) e queijo fresco (BURITT et al., 2005), havendo poucos relatos para o queijo petit-suisse.
Desenvolvido por Charles Chervais em 1850, o queijo petit-suisse € 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,
fosforo e vitaminas lipossoliveis (GAMBELLI, 1999). Possui consisténcia cremosa e pode
ser adicionado de ingredientes doces ou salgados. Este produto pode ser consumido como
sobremesa, dirigido principalmente ao publico infantil, podendo também ser consumido por
adultos, cuja aceitagdo tem sido bem apreciada. Entretanto, apesar de sua boa aceitacdo seu
consumo no Brasil ainda € pequeno se comparado aos de outros paises (VEIGA et al., 2000).

A producio 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 (ABIQ,
2002). O incremento desta variedade de queijo com culturas probidticas, assim como a
utilizacdo de leite de cabra em sua elaboragdo, constitui-se como alternativa para o aumento
em sua producdo, visto a oferta de um alimento funcional e nutritivo.

O queijo elaborado a partir do leite de cabra adicionado de culturas probidticas, se
constitui como alternativa para o aumento da sua producdo € uma op¢ao para consumo por
grupos especificos (alérgicos ao leite e derivados bovinos, bem como pessoas com
intolerancia a lactose), visto que € um alimento funcional e nutritivo interessante, atendendo,

assim, aos anseios da populacao por alimentos que promovam sadde, além da nutri¢do.

3.5 MICRO-ORGANISMOS CONTAMINANTES ENCONTRADOS EM QUENJOS

O queijo é um tipo de produto fabricado de forma artesanal, onde pode ocorrer a
contaminagdo por varios micro-organismos, comprometendo a sua qualidade e a seguranca da
satide do consumidor. Desta forma, se faz necessario o uso de préticas adequadas de higiene,
prevenindo uma possivel contaminagdo (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Nos ultimos anos, houve crescente interesse em identificar as causas de doencas
gastrintestinais humanas, as enterotoxinas e os fatores de viruléncia causadores de doenca. As
bactérias patogénicas como Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum,
Escherichia spp. e Shigella spp. sdo as principais responsdveis pela maioria dos casos de
intoxicagdo e infec¢do alimentar no homem. Essas bactérias podem causar doencas pela sua

capacidade de multiplicagdo como também pela producio de toxinas (VIEIRA et al., 2008).
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Dentre os micro-organismos patogénicos, o S. aureus causa intoxica¢do provocada
pela ingestdo de alimentos contendo toxinas microbianas pré-formadas, produzidas durante a
sua proliferacdo no alimento. Essas enterotoxinas sao proteinas termorresistentes, posto que
embora com a pasteurizagdo do leite o S. aureus seja destruido, ndo hd inativacdo das
enterotoxinas (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Outro micro-organismo que merece destaque entre os principais contaminantes de
alimentos € a Listeria monocytogenes, que € amplamente disseminada na natureza, tanto em
homens como nos animais e ambiente. Devido a sua patogenicidade, causando a listeriose,
variadas manifestacdes clinicas podem se apresentar: septicemia que pode resultar em aborto,
endocardite, conjuntivite, meningite e outros. Esse patdgeno apresenta crescimento na faixa
de 2,5 a 44 °C, se multiplicando em temperatura de refrigeracdo, suportando repetidos
congelamentos e descongelamentos (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Para um melhor controle sanitdrio na drea de alimentos, a Resolu¢do — 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 padrdo microbioldgico sanitdrio para queijo de
umidade muito alta, como € o caso do queijo petit-suisse, que visa a qualidade microbioldgica
dos produtos alimenticios e a protecdo da saide do consumidor (BRASIL, 2001).

Para a reducdo dos riscos de contaminag¢do produzindo alimentos mais seguros é
necessdrio que o leite passe por um processo de pasteurizagdo, que passe por um programa de
segurancga alimentar do tipo Analise de Perigo e Pontos Criticos de Controle (APPCC), pois
esse monitoramento garante a seguranca do produto final. Faz-se necessario também uma
maior atencdo das autoridades sanitdrias em relagdo a autorizacdo de funcionamento de
producdo e comercializacdo desse produto, uma vez que a ingestao de qualquer tipo de queijo
contaminado por bactérias patog€nicas e toxinas podem acarretar sérios riscos a sauide

humana (VIEIRA et al., 2008).
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4 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no laboratério de Tecnologia dos Alimentos (LTA)
e Microbiologia de Alimentos (LABMA), do Centro de Educacdo e Saide, da Universidade
Federal de Campina Grande, campus de Cuité/PB.

4.1 CARACTERIZACAO DA PESQUISA

Tratou-se de uma pesquisa de laboratdrio, com o propdsito de avaliar o queijo petit-
suisse caprino adicionado de L. casei subsp. paracasei.

A pesquisa em laboratério é uma técnica de investigacdo mais complexa, entretanto
mais exata, descrevendo e analisando o que ocorrerd em determinadas condi¢des controladas,
exigindo instrumentos especificos e precisos, sendo estes, realizados em ambientes adequados

(MARCONE; LAKATOS, 2002).

4.2 COLETA DOS MATERIAIS

O leite de cabra da raca Toggenburg foi coletado de um criador de cabras da cidade de
Nova Floresta/PB, sendo levado em recipiente isotérmico até o Laboratério de Tecnologia dos
Alimentos, onde foi pasteurizado (65 °C/30 min.) e depois armazenado sob refrigeracdo até o
momento do processamento do queijo.

A cultura lética probidtica, o dcido latico e o coalho que foram utilizados na producio
do queijo 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 Cole¢cdo de Micro-organismos de Referéncia do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saide (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil).

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

morango, foram adquiridos em redes de supermercados da cidade de Cuité/PB.
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4.3 PROCESSAMENTOS DOS QUEDOS PETIT-SUISSE CAPRINO COM POTENCIAL
PROBIOTICO

O queijo petit-suisse caprino foi processado em triplicata. Para tanto, primeiramente
elaborou-se a massa-base para producao do queijo Quark, a partir do qual se elaborou o queijo
petit-suisse. Para este processamento, apds aquecimento do leite a 37 °C, o 4cido lético foi
adicionado, havendo uma rdpida homogeneizacgdo, e a cultura probidtica foi adicionada numa
proporcao de 100 mg/L, seguida de uma nova homogeneizagdo do leite e adi¢do do cloreto de
célcio (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 homogeneizacao.
ApOs a coagulacdo da massa (pH entre 5,6 e 5,8), a coalhada foi cortada. Em seguida, a massa
foi transferida para uma forma de queijo contendo um dessorador para a realizagdo 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 (Nordeste Fruit, Brasil), agucar 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 refrigeracdo, até o0 momento das andlises.

4.4 TESTES IN VITRO DA VIABILIDADE PROBIOTICA DOS QUENIOS PETIT-SUISSE
CAPRINOS

Esses testes consistiram na avaliagdo do efeito protetor do queijo petit-suisse caprino
sobre a sobrevivéncia da bactéria latica probidtica adicionada a0 mesmo, quando exposta as
condi¢des simuladas do trato gastrointestinal e na avaliacdo do efeito inibitério dessa cultura
probidtica adicionada ao queijo contra bactérias patogé€nicas contaminantes, Staphylococcus

aureus € a Listeria monocytogenes.
4.4.1 Avaliaciao da sobrevivéncia das bactérias em condicdes gastrointestinais simuladas
Apoés processamento dos queijos conforme a metodologia descrita em 4.3, e

armazenamento por sete (7) dias, sob temperatura de refrigeracdo (7 °C), procederam-se as

andlises da seguinte forma:
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4.4.1.1 Inoculagdo das matrizes de queijos

Um conjunto de trés amostras rotuladas como C1, C2 e S1 foi produzido. C1 foi o
queijo controle, que foi inoculado com a cepa testada, mas ndo foi exposto as condicdes
simuladas gastrointestinais; C2 foi um queijo controle que ndo foi inoculado com a bactéria,
mas foi exposto as condi¢cdes simuladas gastrointestinais (usado para realizar assepticamente
os ajustamentos de pH na 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 frascos estéreis de 50 mL., o qual os queijos 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.

4.4.1.2 Simulacdo das condicoes gastrointestinais

A via gastrointestinal que foi utilizada estd descrita no Quadro 1, incluindo compostos
e concentracdes utilizadas, o tempo de exposicdo e as intensidades de agitacdo em todas as
etapas, simulando os movimentos peristalticos.

A mastigacdo foi simulada de acordo com Hold et al. (1995) e Choi et al. (2007),
utilizando uma solug@o de saliva preparada com 100 U/mL de 1-a-amilase diluida em solucao
de CaClz a 1 mM, onde o pH foi ajustado para 6,9 utilizando solu¢cdo de NaHCO3; a 1 mM.
Esta solucdo 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 solugdo de
pepsina a uma taxa de 0,05 mL/mL, durante 90 minutos. A solucdo de pepsina foi preparada
em HCl a 0,1 N numa propor¢do de 25 mg/mL. Nesta etapa, o pH foi reduzido para 2,
utilizando solu¢do de HCl a 1 M (MAINVILLE et al., 2005). As condi¢des do duodeno foram
simuladas utilizando 2 g/L. de pancreatina e 12 g/L de sais biliares, diluidos em solugdo de
NaHCOs3 a 0,1 M. Esta solugdo 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 NaHCOs3 a 0,1 M. A simulacdo foi de
maneira continua, de modo que o volume de trabalho total aumentou (como acontece durante
uma digestdo real).

Todas as solucdes das enzimas foram preparadas em frascos esterilizados por filtracao,

usando membrana filtrante de 0,22 pm (Milipore, Billerica MA, USA) antes de serem
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utilizadas. Apds esterilizacdo, todas as solugdes foram mantidas em banho de gelo durante
todo o periodo de simulagcdo. O Banho Maria digital tipo Dubnoff (com temperatura ajustada
para 37 °C e agitacdo mecanica) foi usado para simular a temperatura do corpo humano com
movimentos peristalticos, com intensidades semelhantes as atingidas em cada compartimento

digestivo.

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

Agitacdo
Compartimento | Condicao pH final Tempo (min)
(rpm)
Boca Saliva 200 6,9 2
Esofago-
Pepsina 130 5,5 10
estdmago
4,6 10
3.8 10
2,8 20
2,3 20
2,0 20
Duodeno Pancreatina + Sais biliares | 45 5,0 30
fleo |- 45 6,5 60

Fonte: Madureira et al. (2011a).

4.4.1.3 Andlises microbiologicas

As contagens das células vidveis de bactérias laticas adicionadas aos queijos expostos
a cada condicdo gastrointestinal simulada foram determinadas através da preparacdao de
dilui¢cdes seriadas decimais com agua 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. casei subsp. paracasei foi plaqueado em dgar MRS (Sigma-
Aldrich) e incubado a 37 °C/48 h. O resultado foi expresso em log das unidades formadoras
de colbnias por cada grama de queijo (log de UFC/g). O pH de cada amostra foi medido em
cada etapa de simulacdo das condi¢des gastrointestinais com um medidor de pH (modelo
021/15; Quimis, Sao Paulo, Brasil), que foi periodicamente esterilizado com etanol (90

mL/100 mL).
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4.4.2 Avaliacao do efeito inibitério das bactérias acido laticas no crescimento de S.

aureus e L. monocytogenes

4.3.2.2 Preparagdo dos inoculos

Para preparar os inéculos que foram adicionados ao queijo, o L. casei subsp. paracasei
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). As cepas de S. aureus e L. monocytogenes foram
cultivados em caldo BHI (Sigma-Aldrich) para obtengdo de pré-indculo e novamente
cultivados em caldo BHI (1:9 v/v) e incubados a 37 °C, durante 24 h. Para verificacdo dos
niveis desejados de indculo contendo a bactéria acido ldtica probidtica (8 a 10 log UFC/mL) e
bactérias patogénicas (6 a 7 log UFC/mL), dilui¢des em série foram preparadas com dgua
peptonada esterilizada [0,1 g/100 mL (Sigma-Aldrich)]. Para as contagens de células vidveis
da bactéria probiodtica, estas diluicdes foram subsequentemente plaqueadas, utilizando-se o
método de Miles, Misra e Irwin método (1938), em dgar MRS (Sigma-Aldrich) e incubadas
sob condi¢des anaerébicas (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¢Oes aerdbicas, a 37 °C/24 h. Os resultados foram expressos como o log de UFC/g.

4.4.2.3 Processamento dos queijos tipo coalho caprinos

Seguiu-se a metodologia mencionada em 4.3, com exce¢do da adi¢cdo da cultura 4cido

latica probidtica.

4.4.2.4 Adicdo dos inoculos de bactéria dcido latica e patogénicas nos queijos

Para a bactéria probidtica testada, um nivel de inéculo de bactérias contaminantes foi
testado. Foi elaborado um queijo controle positivo, adicionado apenas do inéculo 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

inoculada numa propor¢do de 1 mL de inéculo (contendo 8 a 10 log UFC/mL) para cada 25 g
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de queijo. Ja as bactérias contaminantes foram inoculadas numa propor¢do de 1 mL de
in6culo (contendo 6 a 7 log UFC/mL) para cada 25 g de queijo. As amostras de queijos
experimental consistiram nos queijos adicionados das culturas mistas, contendo 1 mL de
in6culo de bactéria probidtica isolada e 1 ml do in6culo 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.

4.4.2.5 Andlises microbiologicas

As contagens de células vidveis da bactéria acido ldtica probidtica e bactérias
patogénicas nas matrizes de queijos foram determinadas através da preparacdo de dilui¢des
seriadas decimais com 4gua 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 determinacdo do L. casei subsp. paracasei, sendo plaqueado em agar
MRS (Sigma-Aldrich) suplementado com cisteina-HCl (0,05 g/100 mL) incubado em
condic¢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 potdssio (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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4.4.2.6 Cdlculo da taxa de inibi¢cdo

Para cada tempo de armazenamento, o grau de inibi¢do 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 testada (MADUREIRA et al., 2011Db).

4.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados dos testes in vitro da avaliagdo do potencial probidtico dos queijos
elaborados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), realizando-se teste de média
de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p < 0,05). Para o célculo dos dados, utilizou-se o
programa - Statistics Analys Systems, versdao 8.12 (SAS Institute, Inc., Cary, NC.) (SAS,
1999).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SOBREVIVENCIA DAS CONDICOES GASTOINTESTINAIS SIMULADAS

O trato gastrointestinal do homem € composto por uma mistura dindmica e complexa,
com mais de 1000 espécies de micrdébios diversificados que habitam o intestino humano
(MACKIE, 2002). A colonizacdo bacteriana do trato intestinal € afetada por diversos fatores,
como a digestdo de nutrientes, a maturacdo das células epiteliais, parametros fisioldgicos e
outros, se tornando complicada sua andlise. Ao longo dos anos, constatando essa dificuldade e
as questdes €ticas envolvidas na experimentagdo direta das condi¢des do TGI, foi projetado e
desenvolvido simuladores do transito intestinal, os chamados testes in vitro, que simulam
todas as etapas da digestdo, incluindo suas especificidades mecanicas e microbianas, prevendo
o processo antes de testa-los in vivo (MADUREIRA et al., 2007).

A viabilidade das bactérias probidticas no TGI depende da origem, género, espécie da
bactéria e caracteristicas fisico-quimicas do alimento a qual a bactéria esté inserida. Pesquisas
sobre a resisténcia de algumas estirpes probidticas no TGI foram desenvolvidas, e
constataram que sua principal caracteristica € a capacidade de tolerar tensdes digestivas,
sendo conhecidos como agentes profilaticos, que atuam na manutencdo da homeostase
intestinal e na prevencdo de doencas (CANNY, MCCORMICK, 2008).

No presente estudo foi realizado o teste in vitro da digestdio de um alimento
semissOlido, avaliando a sobrevivéncia da bactéria latica nos diversos compartimentos do
trato gastrointestinal (da boca ao {ileo), a partir da simulagdo mecanica (movimentos
peristélticos), exposi¢do ao gradiente de pH, sucos gastricos, bile e outros que imitam a
digestdao normal de alimentos (MADUREIRA et al., 2011a).

As contagens de células vidveis de L. casei subsp. paracasei (L. casei 01), no queijo

petit-suisse quando exposto ao modelo gastrointestinal simulada sdo apresentados na Fig. 1.
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Figura 1 - Os nimeros de células vidveis (média + desvio padrdo) de Lactobacillus casei
subsp. paracasei (L. casei-01) quando inoculados em caldo (©,®) e no queijo (O0,m), expostos
(e,m) e ndo exposto (o,0) as condi¢des simuladas do trato gastrointestinal em diferentes
tempos de incubagdo. 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) na contagem obtida para a bactéria testada
no queijo e no caldo MRS, quando expostos e ndo expostos (controle) a digestdo in vitro. De
modo que, no inicio da digestdo simulada, a estirpe bacteriana testada manteve a viabilidade
mais elevada de células no caldo MRS (exposto e ndo expostos), com valores entre 8-9 log
UFC/g, do que nos queijos (exposto € ndo exposto), com valores de 6-7 log UFC/g. Ainda
observou-se, que ndo houve grandes variacOes nas contagens desta bactéria (p>0,05), quando
adicionada ao queijo, durante a travessia dos diferentes compartimentos do trato
gastrointestinal, estando assim, dentro dos niveis de 6-7 log UFC/g, nimero minimo de
bactérias recomendado para garantir um impacto favoravel sobre a saide do consumidor
(TALWALKAR et al., 2004).

Todavia, apdés 122 min. de exposi¢ao as condicdes gastrointestinais simuladas a cepa
adicionada ao caldo morreu. Diferentemente, no caldo MRS nao exposto, as contagens
permaneceram entre 8-9 log UFC/g até o final da digestdo. Ja a bactéria probidtica ensaiada
no queijo no inicio da digestdo, antes do queijo ser exposto as condi¢des simuladas da boca

(tempo 0), apresentou contagens vidveis de 6,31 log UFC/g, e ao final da digestdao
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experimental essa contagem caiu para 6,26 log UFC/g, o que correspondeu a uma redugdo de
apenas 0,79% dessa contagem inicial.

A bile € uma solucdo aquosa, constituida essencialmente por 4acidos biliares,
colesterol, fosfolipidios e biliverdina. Os 4cidos biliares sdo sintetizados pelo figado a partir
do colesterol, e é excretada da vesicula biliar para o duodeno apds a ingestdo de alimentos
(HOFMANN; RODA, 1984). As caracteristicas antimicrobianas da bile de dissolver
membranas bacterianas surgem a partir das suas propriedades de detergente natural, que tem
como fungdo facilitar a digestdo de componentes hidrofébicos da dieta, sua natureza torna um
forte inibidor das bactérias, restringindo a sobrevivéncia de bactérias no trato gastrointestinal
(MADUREIRA et al., 2011a). Possivelmente, devido a exposi¢do maior aos dcidos biliares, o
L. casei subsp. paracasei quando presentes no caldo ndo conseguiram se recuperar tao
facilmente, ao contrario de quando esse micro-organismo estava dentro matriz alimentar.

Sendo assim, verificou-se que o caldo MRS contendo L. casei subsp. paracasei nao
exerceu efeito protetor sobre a sobrevivéncia dessa cepa quando exposta as condi¢des de
digestdo simuladas. Em contrapartida, a sobrevivéncia da bactéria probidtica ensaiada foi
garantida pela prote¢do exercida pela matriz alimentar utilizada como transportadora desta
cepa até que a mesma atingisse o trato intestinal. Destaca-se que a possibilidade do alcance
desse micro-organismo em contagens vidveis pode proporcionar a mediacdo dos seus efeitos
benéficos e terapéuticos para o consumidor (OUWEHAND et al., 2001).

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
tampdo, ao proporcionar um ambiente adequado para a viabilidade destas bactérias (RUASS-
MADIEDO; HUGENHOLTZ; ZOON, 2002). Quando comparado com iogurtes e outros leites
fermentados, o queijo petit-suisse apresentada uma capacidade tampdo superior, iSO ocorre
devido ao maior teor de gordura presente na matriz, o que pode melhorar a sobrevivéncia de
bactérias probidticas no estdbmago e no ambiente intestinal, gordura esta derivada do leite de
cabra e do creme de leite que foi incorporado ao queijo durante o processamento (CRUZ et
al., 2009).

Reforca-se que ao final da digestdo, a bactéria probidtica testada no queijo alcangou o
intestino em quantidades aceitdveis (6,26 log UFC/g) para aderir a parede intestinal, colonizar

o intestino com eficdcia e desta forma exercer suas atividades bioldgicas.
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5.2 EFEITOS INIBITORIOS DE L. casei subsp. paracasei SOBRE BACTERIAS
PATOGENICAS EM QUENIO

As taxas de inibi¢do de S. aureus e L. monocytogenes provocadas por L. casei subsp.

paracasei (L. casei 01),) no queijo petit-suisse sdo apresentados na Figura 2.

Figura 2 — Taxa de inibi¢do de S. aureus ATCC 6538 (A) e L. monocytogenes ATCC 7644
(B) provocada pela L. casei subsp. paracasei (L. casei 01), em queijo petit suisse caprino,

durante 21 dias de armazenamento a 7 °C.
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Pode-se observar que o L. casei subsp. paracasei mostrou efeito inibitério em todos os
dias de armazenamento contra L. monocytogenes, reduzindo a taxa de crescimento em torno
de 8,76%, 9,86%, 13,59% e de 12,18% nos 1°, 7°, 14° e 21° dias de armazenamento,
respectivamente. J4 o efeito inibitdrio contra o S. aureus foi inferior quando comparado a sua
acdo contra L. monocytogenes, inibindo o crescimento desse patégeno em torno de 3,28%
apenas aos 14 dias de armazenamento, ndo sendo, portanto, efetivo durante todo o
armazenamento do queijo.

As bactérias laticas possuem diversas caracteristicas que as tornam adequadas para a
terapéutica probidtica, que sdo mecanismos como a exclusdo competitiva, produgdo de
compostos antimicrobianos, modulagao da resposta imune, mudancas na atividade metabdlica
bacteriana intestinal, inibicdo da translocac@o bacteriana, entre outros, criando um ambiente
desfavoravel para o crescimento de bactérias contaminantes e patogénicas (MADUREIRA et
al., 2007). Desta forma, a incorporagcdo destas bactérias em produtos alimentares, com
objetivo de aumentar sua vida de prateleira ¢ de fundamental importancia e interesse

comercial (SOOMRO et al., 2002).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos revelaram que o queijo petit-suisse em questdo apresentou
melhor efeito protetor para a bactéria probidtica, quando comparado ao caldo, em que L. casei
subsp. paracasei (L. casei 01) sobreviveu as condi¢des de digestdo gastrointestinal simuladas,
0 que sugere que espécies probidticas sdo capazes de passar através do trato gastrointestinal,
quando adicionadas na matriz alimentar, sem sofrer tantas alteracdes. Por sua vez, essas
contagens estiveram dentro dos niveis de 6-7 log UFC/g, nimero minimo de bactérias
recomendado para garantir um impacto favoravel sobre a satide do consumidor.

Neste estudo constatou-se também que a bactéria probidtica estudada ndo mostrou
efeito inibitorio contra a S. aureus, havendo efeito direto apenas contra Listeria
monocytogenes, que foi inibida em todos os dias de armazenamento.

Desta forma, o queijo petit-suisse caprino além de atender as exigéncias de um
alimento que promove saide e nutricdo, por sua caracteristica funcional, pode fortalecer os
mecanismos naturais de defesa para o ser humano, potencializando sua comercializacdo como
alimento com caracteristicas funcionais.

Ademais, refor¢a-se a importancia do desenvolvimento de outros estudos para avaliar
a viabilidade do L. casei subsp. paracasei in vitro e, posteriormente, in vivo com o objetivo de
atestar se o queijo petit-suisse adicionado desta bactéria probidtica pode ser considerado como

um alimento funcional.
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