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RESUMO

Ainclusdo de dleo de soja na dieta de cabras resulta erm leite corm maior propor¢do de acidas graxos
insaturados e teor elevado de dcido linoléico conjugado (CLA). Neste estudo, preparou-se queijo com
leite de cabras submetidas a esta dieta especial para a obtencgéo de elevado teor de CLA e também
com o leite de cabra centrole. Os queijos foram adicionados de Bifidobacterium animalis durante seu
processamento. Apds 30 dias de estocagem refrigerada, amostras deste queijo e do queijo controle
foram avaliadas para quantificag&o de B.animalis e sobrevivéncia dos probidticos & passagem simulada
pelo sistema gastrintestinal. O suco gastrico com pH 2,5 foi adicionado de pepsina {3g/L). O suco
entérico, com a adigdo de bite {3g/t), foi sirmulado com pH 9,6 & 7,5, de acordo com as condigbes
do sistema intestinal humano. As contagens totais de Bifidebacteriurm animalis para os dois tipos de
queijos foram semelhantes, 7,85 e 7.47 logUFC/p, respectivamente, para queijo com CLA e para o
queijo controle. Considerando para consumo porgdo didria de 30g de queijo, obtém-se um total de
10°% células, o que atende &s exigéncias da legislacéo brasileira para alimentos com alegactes funcionais.
Apds o ensaio em condicdes simuladas do sistema gastrintestinal, as populacdes de bifidobactérias
foram reduzidas a 4,28 e 6,20 logUFC/g para os queijos com CLA e controle, respectivamente.
Conclui-se que as contagens do probrdtico apds acdu de suco gédstrico & entérica formulados com
pepsina e bile foram menores nas amostras de queijos feitos a partir de leite com alto teor de CLA.

Termos para indexacdo: probidtico, leite de cabra, dcido linoléico conjugado, CLA.

1 INTRODUCAO

A importancia da caprinocultura leiteira no Brasil é crescente, particularmente nas regides semi-aridas
(CORDEIRQ, 2006). Estimular a demanda de leite caprino e derivados, gerando agregacéao de valor a esses
produtos sdo actes com impacto positivo direto sobre a cadeia produtiva.

Aspectos nutricionais e de satde podem representar um diferencial importante para os produtos lacteos
caprinos no mercado. As proteinas do leite de cabra apresentam maior digestibilidade e menor potencial
alergénico que as de vaca, e a gordura é mais digerivel (HAENLEIN 2004).
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O perfil lipidico do leite caprino pode ser melhorado através da suplementacéo da dieta dos animais com
dleos vegetais, como constatado em pesquisa da Embrapa Caprinos, na qual a inclusdo de oleo de soja na dieta
resultou em leite com maior proporcio de acidos graxos insaturados e teor elevado de acido linoléico conjugado
(CLA) (BOMFIM et al. 2006). O CLA constitui-se de um grupo de isdmeros do &cido linoléico com propriedades
anticarcinogénica, antiaterogénica, antioxidante e imunomoduladora evidenciadas em estudos com animais.

A incorporacao de atributos de satde adicionais aos alimentos € uma oportunidade de negdcio, devido
3 expansdo do mercado de alimentos funcionais e ao alto valor agregado desses produtos. No segmento de
funcionais, a adicdo de probiéticos é importante inovacéo no desenvolvimento de novos produtos (KONGO et
al. 2006). Diversos efeitos benéficos para a salide humana tém sido atribuidos a ingestao regular de alimentos
com probidticos como a prevencdo de desordens e de infeccdes gastrintestinais e a ag@o imunomoduladora,
ja cientiticamente tundamentados (FAU/WHO 2006).

Leites fermentados com Bifidobacterium sido os produtos probidticos mais estudados, comercialmente
disponiveis e que impuisionam o mercado de funcionais no Brasif. A introducédo de bifidobactérias probidticas
em queijos os coloca como veiculos promissores desses microrganismos. Comparando aos leites fermentados,
0S queijos apresentam caracteristicas Yisico-quimicas que favorecem a manutencao da viabilidade dos
probiéticos: pH mais aito, menor conteddo de oxigénio e maior estabilidade do meio na estocagem
(BOYLSTON et al. 2004). As bifidobactérias sao anaerobios estritos e sensiveis a pH acido (GOMES e
MALCATA, 1999) e devem manter-se viaveis durante o processamento, maturacdo e estocagem do queijo.
Além disso, devido ao maior teor de gordura, 0s queijos podem Ter efeito protetar na passagem pelo trato
gastrintestinal (BURITI et al. 2005). '

0 desenvolvimento de produtos idcteos probidticos envoive questdes de natureza tecnoldgica e relativas
a satide humana. Para que o produto apresente o potencial de exercer efeito probidtico, € importante que
rnantenna alta concentracéo de céluias viavers to prouiduco no momento 4o consumo. Considera-se que o
produto deve conter pelo menos 10°-107 UFC/g ou mL para um efeito probidtico efetivo (VINDEROLA,
REINHEIMER 2000: KALAVGUZRIOTI et ai. Z005]. A legisiacdo brasileira reconfiece varios probidticos e,
entre eles, o B. animalis (BRASIL 2008). £ autorizada a insercé@o de alegacdes de efeito sobre a satde na
rotulagem e produtns que apreseriarm COncer acbes supeiores a 10% céulas por porcao Gidria de consumo
até o final de seu prazo de validade. Desenvolver um queijo probiético depende, portanto, da garantia da
viabilidade dos probidticos rio processanmentu, Maturagdo e estocagen. Atérm disto, a cuitura ndo deve afetar
negativamente as caracteristicas do produto, em especial a sensorial, que influencia a insercdo do produto
no mercado (STANTON et atl. 2001). Pur isto, € Thportame TonitoTal a tomagem das paciérias e demais
caracteristicas do produto. Estudo de Gomes e Malcata (1998) constatou que as bifidobactérias podem ser
adicionadas com sucessa e queijo de cabrd frésca.

Deve-se considerar também que efeito dos probidticos esta diretamente relacionado com a sua atividade
no trato digesiivo, & esia depends te sua sobieviventia Tesse ambiente, poT iSO essas baciérias devem ser
resistentes aos processos fisiolégicos e fisico-guimicos do trato gastrintestinal (Gl). Os pardmetros fisiologicos
compreendem pH, concentiagas de enzimas gasinicas € ¢ intesting delgadao, bile, € a cinética da passagem
do quimo através do estdmago e do intestino. Embora essas bactérias tenham sido isoladas de varios pontos
do trato Gl humano, © {ieo & © colon parecem 521 03 LS preferenciais de sua colonizagdo no intestino.
Assim, além de estar presente no produto em concentracao significativa, para acdo benéfica efetiva no
intestino os probiGticas devem ser cagazes de sobreviver @ alta acidez do estémago e & presenca de bile,
para colonizé-lo e proliferar (TUOMOLA et al. 2001, BURIT! et al. 2005). A maior parte dos estudos sobre
ac@o dos probidticos ignora esses fatws e dados sobre o tolerdncia de probidticos as secrecdes do intestino
delgado, além da bile, ndo sdo avaliados (KOS et al., 2000).

O desenvolvimento de queijo potenciahmente probictics & partic de loite de cabra justifica-se em funcao
do potencial de mercado, do alto valor agregado atribuido aos alimentos funcionais e da possibilidade de
insercio de produtos lactens Caprings NRSSe Segimenta. Do ponte de vista do consumidor, a diversificacdo da
oferta de produtos probidticos é importante para favorecer a ingestdo da quantidade necessaria para uma
acdo benéfica efetiva.

Os queijos fabricados na regido Nordeste, principalmente na forma artesanal, est@o entre 0s produtos
lacteos mais consumidas na Estadae do Ceard. O uso de leite de cabra com teot elevada de CLA para a
producdo de queijo deve resultar em produto com maior concentracdo desse grupo de acidos graxos,
potencializando os atributes funcionais do produio. Além distp, a utilizag3o de leite de cabra com perfil de
acidos graxos modificado e teor elevado de CLA introduz outras varidveis no desenvolvimento de queijo
probidtica, com efeitos ainda nda investigados diretamente.
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O presente trabalho teve como objetivo avaliar in vitro a sobrevivéncia de Bifidobacterium animalis em
gueijos de leite de cabras, alimentadas com dieta controle e com dieta especial para aumento da concentracao
de CLA, sob condictes que simulam a passagem pelo trate gastrintestinal humano.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Producdo de leite de cabra com teor elevado de CLA

A producao do leite destinado & fabricac@o dos queijos foi realizada na Embrapa Caprinos. A dieta para
as cabras foi formulada para atender as exigéncias nutricionais para producdo de 2 litros/dia conforme
exigéncias do NRC (2007). Para os animais que produziram o leite ndo modificado, os ingredientes utilizados
foram feno de capim-tifton, miiho moido e farelo de soja, sendo que para os anirnais que produziram o leite
rico em acido linoléico conjugado o milho foi parcialmente substituido por 6leo de soja na proporcéo de 3,5%
da dieta total conforme Bomfim et al. (2008). O leite rico em acido graxo linoléico conjugado ficou disponivel
para o processamento a partir da segunda semana do inicio da alimentagao das cabras, periodo necessario
para que haja a alteragao qualitativa na gordura do leite (ABUGHAZAKEH e HOLMES, 2007)

2.2 Producdo dos queijos de cabra experimentais

0 processamento dos queijos de cabra foi realizado na usina de processamento de leite da Embrapa
Caprinos. Cerca de 200L de leite de cabra contendo CLA, obtido de animais em dieta suplementada com
6leo de soja (conforme BOMFIM et al. 2006) e 2Z00L de litros de leite convencional foram usados. Foram
realizados ensaios preliminares para obteng&o de concentragdo minima de 107 UFC do probidtico/g de queijo
ap6s a prensagem. Os dois lotes de leite toram pasteurizados {65°C/ 30 min), restriados a 35°C e usados
para producdo dos queijos. O probiético usado foi B. animalis subsp. lactis (BB12, DVS, Chr. Hansen). A
Tabela 1 apresenta as caracteristicas de cada tipo de queijo. Detalhes das etapas de fabricacdo séo apre-
sentados na Figura 1.
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Figura 1 - Esquema da etapas principais do processamento de queijo de cabra contendo Bifidobacterium animalis.
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Tabela 1 - Caracteristicas dos queijos de cabra tipo coalho de cada tratamento

Tratamentos Leite de cabra Gultura prohiética
T1 Teor elevado de CLA B. animalis
T2 Normal B. animalis

Os lotes de leite receberam a adicdo de cloreto de célcio (0,02% de solugdo 50%), indculo de 1% (v/
v) de fermento latico mesofilico (Lactocaccus factis subsp. lactis e L.lactis subsp. cremoris, R-704 DVS, Chr.
Hansen) e do probiético, diluido em leite estéril, para atingir contagem de 10" UFC/mL no leite destinado ao
processamento. Quando o pH chegou a 6,3-6,5, foi adicionado o coagulante (% de adicdo calculada com
base no poder coagulante do coalho comercial). O coagulo toi cortado em graos com cerca de 1,5 cm?,
submetido a agitac#o e repouso alternados para dessoragem, até que graos ficassem firmes. Cerca de 50%
do soro foi retirado, aguecido a 60°C e retornado ao tangque de forma a atingir 45°C. A mexedura continou
por 30 minutos, quando cerca de 90% do soro foi retirado. A massa recebeu adicdo de sal (0,8%) e se
seguiu a enformagem em formas de material plastico para a obtencao de queijos com cerca de 500g. Foi
feita a prensagem nas formas por aproximadamente 12 horas e, em seguida, 0s queijos foram desenformados,
embalados a vacuo e levados a camara de estocagem por 30 dias a 10°C.

2.3 Contagem de Bifidobacterium animalis

As andlises foram reafizadas em tripficata. Para a andfise dos queijos, amostras de Z25g das pecas de
queijo foram retiradas em condicfes assépticas aos 30 dias de estocagem. As porgdes de queijo foram
homogenizadas em 22%5mi de dgua pepronada 0,1% e submetidas a dnuiches decimais com o mesmo diluente.
A contagem de B. animalis nas amostras dos queijos foi feita em meio MRS-LP, apés incubagdo em anaeorobiose
a 43°C por 72h (BURITI, 20058).

2.4 Avaiiacio da sobrevivéncia de bactérias probidticas no gueijo de coalho apds acao
de suco gastrico e entérico formuiados com pepsina e bile

A sobrevivéncia de B. animalis no queijo foi avaliada em sucos géstrico e entérico sirmulados apos 30
dias de armazenamento, utilizando-se enzimas do trato gastrintestinal segundo metodologia modificada de
Sallans et al. (1988) e Ganzle et al. {1999). Para o teste, cerca de 25g de cada amaostra de gueijo foram
diluidas em 225mL de dgua peptonada 0,1%. Essa mistura foi adicionada a solucdo acida pH 2,5, contendo
pepsina (3g/L), e incubada a 37°C em shaker por 120 min com agitacdo de 150 rpm. Em seguida, o pH foi
alterado para 5,6 por mais 120 minutos e, finalmente, alterado para pH 7,5 pelos altimos 120 minutos. Nas
etapas de simulacdo dos tluidos entéricos tambem adicionou-se bile {Oxgall, Oxoid) na proporcao adequada
para uma concentracdo final de 3g/L. O experimento totalizou 6 horas de ensaio (120 min para cada pH), e
para a contagem de bactérias probicticas, foram retiradas aliquotas em intervalos pré-definidos de 60 e 120
min para pH 2,5 e 120 min parapH 5,6 e 7.5. Para cada tratamento foram realizadas trés repeticdes. Para
esse experimento foram preparadas duas solucbes com pH 12,0 e 1,5, empregando-se para acerto do pH
solucdes de HCI 1N, NaOH 1N, e os sais NaCle NaH,PO,.2H,0. A mistura dessas solucdes na proporgao
adequada resuitou nos valores de pH 2.5, 5,6e 7.5 (SALLANS et al., 1988].

A contagem de B. animalis foi realizada com 0 meio MRS-LP (BURITI, 2005) sendo a incubac&o realizada
a 43°C por 72 horas ern anaerouiose.

3 RESULTADOS E DISCUSSAQ

As populacbes de B. animalis nos gueijos de cabra armazenados por 30 dias a 10°C podem ser
observadas na Tabela 2. Nota-se que foram obtidas contagens similares em ambos os queijos, de 7,65 e 7,47
log UFC/g, respectivarmente, para o gueijo com aito teor de CLA € o queijo controfe. Cansiderando para
consumo uma porcdo diaria de aproximadamente 10g a 100g de queijo, obtém-se um total de 108-10°
células, o Que e51a de acordo Comm as exigéncias Ua iegistacio brasileira para alirnentos corn alegacdes
funcionais (BRASIL 2008). Considerando ainda, que pela rotulagem do produto indica-se uma porcao diéria
de 30g, Mesimo COIM U CONSUMIO IMenar, de 10g, ainda serd obtida & concerntragdo minima de miCrarganismaos
para a manutencéo do efeito probidtico.
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Tabela 2 - Contagens (log UFC/g) de Bifidobacterium animalis nos queijos de cabra com teor elevado de
acido linoléico conjugado (CLA) e nos gqueijos controle

Tipos de queijos avaliados Contagens de B. animalis® (log UFC/g)
Qusijo com aito teor de CLA' 7,65
Queijo controle 7.47

1. CLA = 4cido linoléico conjugado; 2. Média de trés repetictes

O valor de pH dos queijos com 30 dias de estacagem foi de 5,61 para o queijo cam efevado teor de
CLA e 5,15 para o queijo controle. Apds a dissolucdo dos queijos em dgua peptonada e adicdo desta mistura
na solug#o 4cida com pH 2,5, ubteve-se como vaiores finais pH 2,79 ¢ 3,10 para os queijos com alto teor de
CLA e controle, respectivamente, de acordo com a tabela 3. Nas etapas de simulacdo dos sucos entéricos,
os valores de pH obtidos faram 5,82 ¢ 5,79 para a etapa comgH 5,6, € 7,43 e 7,40 para a etapa cam pH
7.5, considerando os queijos com alto teor de CLA e controle, respectivamente. Verifica-se que a mistura
dos gueijos nas solucdes acidas alterou ligeiernente o valor do pil das solugdes utilizadas, e este fato também
ocorre naturalmente no organismo humano guando o alimento mistura-se aos sucos gastrico e entérico,
minimizando ou n&o as efeitos sobre a sabrevivéncia de bactérias.

Tabela 3 ~ Variac 3o de pH das solucSes usadas para simulacio do sistema gastrintestinal

pH final da sohicédo
Condigbes Amostras de queijo Amostras de queijo
com aito teor de CLA com teor normal de CLA
pH2,5 - 60min 2,79 + 0.02 3,16 + 0,02
pH2,5 - 120min 5,82 + 0,03 5,79 + 0,02
pH5,6 - 240min 7,43 + 0,01 7,40 + 0,03

As contagens de populacdes sobreviventes & passagem pelo sistema gastrintestinal podem ser
observadas na Figura 1. Nota-se que apos 60 min em solugéio gastrica com pH 2,5 e pepsina (3g/L),
obteve-se contagens de 6,97 e 7,32 logUFC/g para os queijos com elevado teor de CLA e controle,
respectivamente. Apos 120 min de ensaio em suco gastrico a populacao em gueijo com elevado teor de
CLA foi reduzida em aproximadamente 1,2 ciclos logaritmico, enquanto que a populacdo no queijo controle
manteve-se constante.

Com o inicio do ensaio nos sucos entéricos apos a passagem pelo suco gastrico, obteve-se contagens
de 4,75 e 6,83 1ogUFC/g apos duas horas em pH 5,6 e de 4,28 e 6,20 10gUFC/g ap6s 2 horas em pH 7.5,
para os queijos com elevado teor de CLA e controle, respectivamente. A etapa com pH 5,6 simula a
entrada do alimento no duodeno enquanto a etapa com pH 7,5 simufa a passagem para o jejuno, ileo e
intestino grosso.

Considerando as populacdes iniciais de pifidobactérias nos queijos, nouve uma reducao de até 3,37 e
1,27 ciclos logaritmicos ap6s o ensaio de simulacdo da passagem pelo trato gastrintestinal para os queijos
com CLA e controie, respectivamente. Segundo Kurmann e Rasic (199 1), a sobrevivéncia de 10° UFC/g é
suficiente para exercer os efeitos benéficos & saude, 0 que comprova que o gueijo controle apresentou
populacao final adequada para a veiculacao de bitfidobactérias apos a simulacao do sistema gastrintestinal.
Estudos posteriores devem ser realizados com o queijo preparado com leite com alto teor de CLA para uma
melhoria na sobrevivéncia desta bactéria apds a passagem simufada pelo sisterma gastrintestinal, todavia a
contagem total de bifidobactérias nestas amostras antes dos testes in vitro estava de acordo com a legislacdo
brasileira para alimentos funcionais (BRASIL, 2008). Atwaimernte, alegisiacao brasileira exige que as culturas
utilizadas em alimentos funcionais sejam resistentes as condicGes géstricas e a presenca de bile, mas nao
especifica quai a redugdo mdxima aceitdvel apos a realizacdo destes estes. Diversos autores relatam que as
bactérias probidticas s4o sensiveis a acidez e a bile em maior ou menor grau em funcéo do género e espécie,
sendo raras as que sobrevivem integraimente apos os 1esies simulados com sucos gastricos e entéricos
(CHARTERIS et al., 1998; TRUELSTRUP HANSEN et al., 2002; MATSUMOTO et al., 2004; TAKAHASHI et
al., 2004; COLLADO et ai., 2006}. Neste estudo verificou-se que ¢ alimenito em que a bactéria € veiculada
também influencia na sua resisténcia a acidez e bile.
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Figura 1 - Sobrevivéncia de B. animalis em queijo de cabra com alto teor de CLA e controle com 30 dias

de estocagem ap6s simulagdo do suco gastrico (pH 2,5 por 120 min) e entérico (pH5,6/240min e pH7,5/
360min).

4 CONCLUSOES

A fabricacdo de queijo de leite de cabra com £. animalis é viavel tecnologicamente, com a obtencdo de
contagens acima de 7 log UFC/g por até 30 dias de estocagem. As bifidobactérias também resistiram a
passagem simulada pelo trato gastrintestinal humano com uma populacdo final de 6,2 log UFC/g para o
queijo controle. Todavia, as contagens do probidtico apds acfo de suco gastrico e entérico formulados com
pepsina e bile foram menores nas amostras de queijos feitos a partir de leite com alto teor de CLA. Esses
resultados mostram que a diferenca na formulacdo dos queijos exerceu uma influéncia na resisténcia das
hactérias a acidez e bile. ;

5 AGRADECIMENTOS

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria pelo auxilio financeiro ao projeto.
SUMMARY

Higher levels of conjugated linoleic acid (CLA) and increased insatured fatty acid contents in milk
are observed in goats fed diets supplemented with soybean oil. Cheese was produced, in this study, using
the milk of the goats fed the special diet to achieve high levels of CLA. It was also prepared the control
cheese using milk of goat fed standard diet without soybean oil. The cheeses were added of Bifidobacterium
animalis and evaluated after 30 days of refrigerated storage, for quantification of B. animalis and survival
of this probiotic bacterium after treatment simulating the gastrointestinal tract. The gastric juice at pH
2.5 was added of pepsin {3g/L}. The enteric juice added of bile {3g/L) was simulated with pH 5.6 and 7.5
according to the conditions of the duodenum, jejunum, ileum, and the large intestine. The counts of £.
animalis were similar in the both types of cheese (7.65 and 7.47 log CFU/g, respectively, in the cheese
containing high levels of CLA and in the control cheese). These resuits show that the portion of 30g of
cheese contains 10 cells, which agree to the brazilian legislation requirement related to the functional
foods. After the assays simulating gastrointestinal conditions, the population of Bifidobacterium animalis
were reduced to 4.28 and 6.20 log CFU/g in the cheese containing high fevels of CLA and in the control
cheese, respectively, Therefore, the counts of the probiotic bacterium after the action of gastric and
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enteric juice prepared with pepsin and bile, respectively, were lower in the samples of the cheese containing
high levels of CLA than in the control cheese.

Index terms: probiotic, goat milk, conjugated linoleic acid, CLA
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