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RESUMO

A exigéncia por alimentos com composi¢cdo nutricional equilibrada e que possam
oferecer beneficios adicionais a salde é requisitada pelos consumidores atuais. Esses
produtos sdo denominados alimentos funcionais, onde podem ser incluidos os
probidticos, isto €, alimentos adicionados de culturas de micro-organismos que atuam
como agentes tecnoldgicos e como agentes terapéuticos. Para proporcionar beneficios,
esses micro-organismos devem se adequar a alguns critérios como sobrevivéncia ao
longo do trato gastrointestinal. Outros critérios incluem a ndo-patogenicidade e néo-
toxicidade do micro-organismo e capacidade para prevenir ou inibir o crescimento de
organismos nocivos a salde. Os alimentos séo considerados como um veiculo ideal para
o fornecimento de probidticos ao trato gastrointestinal humano pelo efeito protetor
sobre as cepas probidticas durante a passagem até o seu local de acdo, o intestino.
Assim, 0s micro-organismos devem ser compativeis com a matriz do produto:
processamento, condi¢des de armazenamento, ingredientes, propriedades fisico-
quimicas e presenca de micro-organismos competidores e inibidores, para manterem a
viabilidade e as propriedades desejadas. Os produtos lacteos sdo as principais matrizes
alimentares suplementadas com probidticos como iogurtes, leites fermentados, queijos,
bebidas lacteas e sobremesas lacteas. Os queijos possuem vantagens como: maior valor
do pH, maior capacidade de tamponamento, disponibilidade de nutrientes, baixo teor de
oxigénio. No artigo de revisdo, o presente estudo abordou caracteristicas referentes aos
probidticos dando énfase as pesquisas relacionadas ao uso de queijos como matriz e as
avaliaces in vitro ou in vivo relativas ao tema. Essa pesquisa também inclui um artigo
que avaliou a viabilidade de Lactobacillus rhamnosus EM1107 incorporado em queijo
de coalho caprino quando exposta a condi¢des gastrointestinais simuladas. Os efeitos
inibitdrios da cepa contra bactérias patogénicas em queijo de coalho durante 21 dias de
armazenamento refrigerado também foi avaliado. Ao final da digestdo in vitro, ndo
houve alteracdo (p>0,05) na contagem de células viaveis de L. rhamnosus (6,75 log
UFC/g) em relacdo a contagem antes da exposicdo as condi¢cdes da boca (6,55 log
UFC/g). Quando avaliada contra S. aureus, L. rhamnosus apresentou taxas de inibicao
de 1,55%, 1,7% e 21,66% aos 7, 14 e 21 dias de armazenamento, respectivamente;
contra Salmonella Enteritidis as taxas de inibi¢do foram de 4,36%, 5,33% e 5,51% aos
7, 14 e 21 dias de armazenamento, respectivamente; contra Escherichia coli, aos 7 dias
de armazenamento foi de 7,98% e, contra Listeria monocytogenes foi de 2,62%, 1,57%
e 10,23% nos dias 7, 14 e 21, respectivamente. Esses resultados indicam o queijo de
coalho caprino tem efeito protetor sobre a viabilidade de L. rhamnosus EM1107 na
exposicdo as condicbes gastrointestinais simuladas. Além disso, a cepa poderia ser
usada como cultura protetora para retardar o crescimento de bactérias patogénicas, em
particular, S. aureus e L. monocytogenes.

Palavras-chave: Alimentos funcionais lacteos, queijo de coalho caprino, probiéticos,
Lactobacillus rhamnosus.



ABSTRACT

The demand for foods with balanced nutritional composition and that may also provide
additional health benefits is required by today's consumers. These are called functional
food product, that includes the probiotics, i.e., foods added from cultures of micro-
organisms which act as processing therapeutic agents. To provide benefits, these micro-
organisms must be suitable to certain criteria such as survival throughout the
gastrointestinal tract. Other criteria include non-toxic and non-pathogenic micro-
organisms and ability to prevent or inhibit the growth of organisms harmful to health.
Foods are considered as an ideal instrument for the supply of probiotics to the human
gastrointestinal tract by a protective effect on the probiotic strains during passage to its
site of action, the intestine. Thus, the micro-organisms must be compatible with the
matrix product: processing, storage conditions, ingredients, physical and chemical
properties and the presence of competing micro-organisms and inhibitors, to maintain
viability and desired properties. Dairy products are the main food matrices
supplemented with probiotics such as yogurt, fermented milks, cheeses, dairy beverages
and dairy desserts. Cheese have advantages such as: high pH, increased buffering
capacity, nutrient available, low oxygen content. In the review article, the present study
approached features associated to probiotics emphasizing research related to the use of
cheese as a matrix and evaluation in vitro or in vivo about the topic. This research also
includes an article that evaluated the viability of Lactobacillus rhamnosus EM1107 that
was added to semi-hard goat cheese (Coalho) when exposed to simulated
gastrointestinal conditions. The inhibitory effects of this strain against pathogenic
bacteria in goat Coalho cheese were also evaluated during 21 days of refrigerated
storage. After in vitro digestion, no change in the viable cell count of L. rhamnosus
(6.75 log CFU/g) was observed compared with the count before exposure to oral
conditions (6.55 log CFU/g). When evaluated against S. aureus, L. rhamnosus exhibited
the inhibition rates of 1.55%, 1.7% and 21.66% at 7, 14 and 21 days of storage,
respectively. Furthermore, against Salmonella Enteritidis, the inhibition rates were
4.36%, 5.33% and 5.51% at 7, 14 and 21 days of storage, respectively; against
Escherichia coli at 7 days of storage, the inhibition rate was 7.98%; and against Listeria
monocytogenes, the inhibition rates were 2.62%, 1.57% and 10.23% at 7, 14 and 21
days of storage, respectively. These results indicate that goat Coalho cheese has a
protective effect on the viability of L. rhamnosus EM1107 during artificial digestion. In
addition, this strain could be used as a protective culture to delay the growth of
pathogenic bacteria, particularly S. aureus and L. monocytogenes.

Keywords: Functional dairy foods, goat coalho cheese, probiotics, Lactobacillus

rhamnosus.
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1 INTRODUCAO

Os produtos funcionais séo alimentos enriquecidos que tém um potencial efeito
benéfico sobre a saude quando consumidos como parte de uma dieta equilibrada
(KUMAR, et al., 2015). Dentre esses alimentos, estdo incluidos os produtos probidticos,
0s quais estdo disponiveis, principalmente, em matrizes lacteas (LIMA et al., 2014),
cujo mercado vem crescendo em todo o mundo, considerando o fato de que novos
produtos funcionais, com tais caracteristicas, estdo sendo lancados no mercado
continuamente (BIGLIARDI; GALATI, 2013).

A utilizacdo de queijos como veiculos de probiéticos tem sido abordada em
alguns estudos (PITINO et al., 2012; ZHANG et al., 2013; ABADIA-GARCIA et al.,
2013), entretanto, no Brasil, o mercado de produtos fermentados ainda tem espaco para
ampliar as tecnologias para aplicacdo destes produtos (OLIVEIRA et al., 2012). O
queijo de "Coalho" artesanal € um produto brasileiro tipicamente nordestino e popular,
amplamente consumido pela populagcdo local e em todo o Brasil. As principais
caracteristicas deste queijo sdo o seu sabor levemente salgado e &cido, e resisténcia ao
calor sem derretimento. Este queijo tem uma participacdo consideravel na economia da
regido nordeste, sendo significativo na renda dos fornecedores de leite, especialmente
aqueles que ndo tém acesso a instalacbes de processamento de leite (SILVA et al.,
2012).

Os alimentos sdo sistemas de entrega que podem ser desenvolvidos para carrear
componentes bioativos, entre eles os probidticos, até um local especifico no trato
gastrointestinal (TGI), podendo sofrer a acdo do pH, forcas idnicas ou atividade de
enzimas (HUR et al., 2011). Desta forma, a matriz pode fornecer alguma protecéo para
0s probidticos, reduzindo a sua exposicdo ao ambiente fisico gastrointestinal
desfavoravel ao micro-organismo (RANADHEERA et al., 2012). Nesse contexto, a
avaliacdo preliminar in vitro do produto probidtico frente as condi¢des gastrointestinais
simuladas torna-se obrigatoria (FAO/WHO, 2002). Testar a eficicia da acdo probidtica
de alimentos recém-desenvolvidos depende da disponibilidade de modelos de digestéo,
gue simulem com precisdo os eventos fisico-quimico e fisioldgico que ocorrem no TGl
humano (HUR et al., 2011).

Outra analise in vitro utilizada para avaliar um produto probiotico refere-se ao
potencial inibitorio da cepa adicionada ao queijo, frente a uma possivel contaminagao
por bactérias patogénicas. A eficacia dos probidticos foi demonstrada para o tratamento
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de distarbios gastrointestinais, infec¢Ges respiratdrias e sintomas alérgicos (ISOLAURI;
SALMINEN, 2008; SALVA; VILLENA; ALVAREZ, 2010; WOHLGEMUTH; LOH,;
BLAUT, 2010). Assim, a utilizacdo de probioticos tem sido uma area de estudo em
ascensdo para o controle de infeccGes de origem alimentar (MOORE et al. 2013). As
doencas infecciosas estdo entre os maiores problemas de saide em humanos, sendo que,
todos os anos, as infecgBes gastrointestinais sdo responsaveis por significativa
morbidade e mortalidade em todo o mundo (WHO, 2004). As bactérias probioticas
possuem atividade antagonista contra agentes de doencas transmitidas por alimentos,
como Staphylococcus aureus, Salmonella spp., Escherichia coli, Listeria
monocytogenes e Clostridium perfringens (KASIMOZLU; AKGUN, 2004;
KARAGOZLU et al., 2007; MILLETTE et al., 2007). Desta forma, a veiculagdo de
micro-organismos probioticos em queijos, pode contribuir para a conservacdo deste
alimento, devido ao potencial antimicrobiano dessas bactérias criado pela acdo de
diferentes compostos por elas sintetizados na matriz alimentar (DE VUYST et al.,
2004)

A busca pelo isolamento de novas cepas probidticas autdctones tem sido
impulsionada diante da crescente demanda por alimentos probidticos e a comprovacéao
de seus beneficios. Ao se selecionar uma nova cepa com potencial probi6tico, varios
estudos devem ser realizados para que ela seja considerada um micro-organismo
probidtico e possa ser usada com seguranca a nivel industrial. Para confirmar essa
viabilidade, uma série de testes in vitro deve ser realizada a principio, como: analises de
identificacdo e caracterizacdo da cepa, testes de seguranca, avaliacdo quanto as suas
propriedades tecnologicas e propriedades antagonistas, além de testes de sobrevivéncia
do micro-organismo na matriz alimentar ao longo das condi¢es gastrointestinais
simuladas. Considerando estes aspectos o presente estudo foi desenvolvido com o
objetivo de avaliar a sobrevivéncia de Lactobacillus rhamnosus EM1107 em queijo de
coalho caprino exposto a condi¢fes gastrointestinais simuladas. O potencial de inibigédo
de Lactobacillus rhamnosus EM1107 contra as bactérias patogénicas Staphylococcus
aureus, Salmonella enterica sorovar Enteritidis, Escherichia coli e Listeria
monocytogenes, em queijo de coalho caprino ao longo do armazenamento refrigerado

também foi avaliado.
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Resumo

A demanda por alimentos probioticos é crescente devido a busca dos consumidores por
alimentos mais saudaveis. Probi6ticos sdo micro-organismos que promovem efeitos
benéficos a saude e, para tal, devem sobreviver a passagem pelo trato gastrointestinal,
aderir e colonizar o epitélio intestinal. Os alimentos sdo veiculos que os protegem
durante essa passagem, sendo gque 0s queijos possuem vantagens como: maior valor do
pH, maior capacidade de tamponamento, disponibilidade de nutrientes e baixo teor de
oxigénio. AvaliagOes in vitro da viabilidade das cepas durante a vida de prateleira do
produto, sobrevivéncia e tolerancia as condi¢des gastrointestinais, e ensaios in vivo para
verificar as propriedades funcionais e mecanismo de agdo das cepas, séo realizadas para
comprovacao da eficicia do produto probiotico. Essa revisdo tem como objetivo abordar
caracteristicas referentes aos probioticos dando énfase as pesquisas relacionadas ao uso

de queijos como matriz e as avaliagdes in vitro ou in vivo relativas ao tema.

Palavras-chave: Alimentos funcionais lacteos, queijo de coalho, Lactobacillus.
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1. Introducéo

O consumo de probidticos através de produtos alimentares é a forma mais
popular de ingestdo, atualmente. A demanda por alimentos probidticos esta crescendo
rapidamente devido ao aumento da conscientizacdo dos consumidores em busca de
alimentos mais saudaveis (Tripathi & Giri, 2014). Probitticos podem ser definidos
CcoOmo micro-organismos Vvivos que atuam como agentes tecnoldgicos melhorando as
caracteristicas da matriz alimentar e, como agentes terapéuticos promovendo os efeitos
benéficos aos individuos que os ingerem (FAO/WHO, 2002). As bactérias probidticas
sdo incorporadas principalmente como ingredientes em produtos lacteos como iogurtes,
leites fermentados, bebidas lacteas, sorvetes, sobremesas lacteas, e queijos (Granato,
Branco, Cruz, Faria, & Nazarro, 2010; Ranadheera, Baines, & Adams, 2010).

Diversos estudos tém abordado o desenvolvimento de queijos probidticos, sendo
demonstrado que 0s queijos apresentam um grande potencial como veiculo para
fornecer bactérias probioticas ao consumidor (Zhang et al., 2013; Lollo et al., 2012;
Santillo et al., 2014). Os queijos possuem vantagens em suas caracteristicas comparados
a outros produtos, como leites fermentados: maior valor do pH, maior capacidade de
tamponamento, disponibilidade de nutrientes, baixo teor de oxigénio e matriz solida
(Karimi, Mortazavian, & Cruz, 2011; Pitino et al., 2012). Essas caracteristicas
contribuem para ampliar o efeito protetor das cepas durante a vida de prateleira do
produto e durante a sua passagem através do trato gastrointestinal apds ingestdo
(Karimi, Mortazavian, & Cruz, 2011).

Quando os micro-organismos probidticos sdo adicionados em um novo alimento
ou bebida, muitas variaveis importantes devem ser consideradas a fim de garantir a sua
viabilidade, o que é considerado essencial para seus beneficios de saide (Ouwehand &
Salminem, 1998). Nesse contexto, a incorpora¢do dos micro-organismos probidticos aos
alimentos e a manutengdo de sua viabilidade durante a vida de prateleira constitui-se um
desafio significativo, visto que, a viabilidade pode ser perdida durante o processo de
fabricacdo, armazenamento ou transporte do produto probidtico (Vesterlund, Salminen,
& Salminen, 2012). Além disso, uma investigacdo cuidadosa da interacdo de diferentes
probidticos e componentes alimentares devem ser consideradas no desenvolvimento de
um alimento probidtico funcional (Ranadheera, Baines, & Adams, 2010).

Assim, diferentes matrizes podem afetar o crescimento, a viabilidade, a

sobrevivéncia e a tolerancia ao acido gastrico e bile, bem como as suas propriedades
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funcionais. A performance de cada cepa probidtica deve ser adequadamente testada no
alimento e o seu desempenho ndo pode ser extrapolado para cepas semelhantes, pois, 0s
seus efeitos no hospedeiro e o seu comportamento na matriz alimentar séo considerados
cepa-especificos (Ranadheera, Evans, Adams, & Baines, 2012). Testes in vitro de
viabilidade dos probioticos no produto durante o seu armazenamento devem ser
realizados e a avaliagdo da sobrevivéncia da cepa as condi¢fes do trato gastrointestinal
(TGI) simuladas (Ranadheera, Baines, & Adams, 2010). Além dos testes in vitro,
estudos experimentais, em animais e humanos, sdo fundamentais e objetivam avaliar
cepas probidticas para verificar suas propriedades especificas e demonstrar seu
mecanismo de acdo (Servin & Coconnier, 2003). Esses ensaios clinicos e experimentais
com produtos probidticos sdo obrigatorios antes que a sua utilizacdo possa ser
recomendada para consumo no mercado (Vandenplas, Huys, & Daube, 2015).

Neste contexto, essa revisdo teve como objetivo abordar sobre as pesquisas
existentes na literatura cientifica referentes a avaliacdo da viabilidade de cepas
probidticas quando adicionadas em diversos tipos de queijos durante o processamento,
vida de prateleira e transito gastrointestinal simulado, além de estudos em animais e
humanos de verificacdo dos efeitos benéficos dessas cepas ao chegarem viaveis em seu
local de acdo. Também foram abordados os aspectos relacionados as caracteristicas

gerais, propriedades funcionais e mecanismos de agdo desses micro-organismos.

2. Probidticos

2.1 Aspectos gerais e caracteristicas

Diversas defini¢cbes de probidticos foram publicadas nos ultimos anos, sendo
aceita internacionalmente, aquela que caracteriza os probidticos como micro-
organismos vivos que administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a
satde do hospedeiro (FAO/WHO, 2002). Para serem eficazes, os probidticos necessitam
estar presentes em uma concentragdo minima no produto durante a sua vida de
prateleira (Kailasapathy, 2002). Neste contexto, um produto lacteo deve conter pelo
menos 10° Unidades Formadoras de Colénia (UFC) por grama ou mililitro de alimento,
no momento de seu consumo (Vinderola, Prosello, Ghiberto, & Reinheimer, 2000;
Plessas, Bosnea, Alexopoulos, & Bezirtzoglou, 2012). No momento em que sao
incorporados em alimentos, a viabilidade celular € rotineiramente usada para o

monitoramento da funcionalidade durante 0 armazenamento por meios de contagem em
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placas (Vinderola et al., 2012). Nos produtos onde uma alegacdo de salde é anunciada,
a dose necessaria para o efeito a satde deve ser rotulada no produto, o que também deve
incluir o nimero de micro-organismos viaveis encontrados no final do produto de vida
de prateleira, ao invés de apenas no inicio do mesmo (FAO/WHO, 2002).

Lactobacillus e Bifidobacterium sdo os géneros mais frequentemente utilizados
como probidticos (Fontana, Bermudez-brito, Plaza-diaz, Munoz-quezada, & Gil, 2013),
principalmente cepas bacterianas de membros do grupo heterogéneo de bactérias acido-
laticas (BAL): Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacillus e Enterococcus, entre outros
(Binns & Lee, 2010; Maragkoudakis, Chingwaru, Gradisnik, Tsakalidou, & Cencic
2010). A maioria das espécies utilizadas como probidticos receberam o status de
Presuncdo Qualificada de Seguranca (QPS) pela EFSA (Agéncia Européia de Seguranca
Alimentar), que avalia 0 uso com seguranca de agentes bioldgicos em alimentos. Apos
um longo histérico de uso com seguranga, 0S micro-organismos sao considerados como
GRAS (Geralmente Reconhecido como Seguro) (EFSA, 2013; Mattia & Merker, 2008).

A origem dos micro-organismos é variavel, os Lactobacillus e Bifidobacterium,
por exemplo, geralmente sdo provenientes do intestino humano. Os probidticos podem
ainda ser isolados de leite bovino e derivados, colostro humano, além de produtos de
origem vegetal, como frutas (Salva, Villena, & Alvarez, 2010; Douillard et al., 2013).
Estes micro-organismos sdo encontrados como comensais no TGl humano, ttm uma
longa histdria de seguranca e demonstraveis propriedades benéficas. O microbioma
intestinal de voluntarios saudaveis, portanto, poderia ser uma boa fonte de probidticos
(Nueno-palop & Narbad, 2011). O Quadro 1 resume alguns micro-organismos com
potencial para serem utilizados como probioticos.

A selecédo de probidticos deve considerar aspectos de seguridade, funcionalidade
e tecnologicos. Assim, os critérios para a escolha de um probidticos incluem: a sua
identificacdo taxondmica exata; sua capacidade de sobreviver, proliferar e estimular a
atividade metabdlica no TGI. Possuir caracteristicas de aderéncia e colonizacdo; ter a
capacidade de competir com o microbioma residente ou espécie especifica; ser
resistente ao suco gastrico e a bile; apresentar propriedade imuno-estimulatdria; ndo ser
toxico e/ou patogénico. Os efeitos benéficos a saude devem ser documentados e
validados clinicamente assim como ser geneticamente estavel. Devem apresentar
resisténcia ao processamento (concentracdo, congelamento, desidratacdo, estocagem e
distribuicdo) e fornecer qualidades sensoriais desejaveis ao consumidor (Mardstica
Junior, Cazarin, Lima, & Vieira, 2013).



21

Quadro 1. Micro-organismos utilizados como probioticos

. .. _ Outras bactérias acido-
Lactobacillus  Bifidobacterium . Outros
laticas

. . . ) Escherichia  coli
L. acidophillus  B. adolescentis  Enterococcus faecium

cepa Nissle

L. casei B. animalis Lactococcus lactis Sacch.aromyces
cerevisae

L. crispatus B. bifidum Leuconstoc mesenteroides  S. bourlardii

L. curvatus B. breve Pediococcus acidilactici Bacillus subtilis

L delbrueckii B infanti Streptococcus B. cereus var.

thermophilis Toyoi

L. farciminis B. lactis S. diacetylactis

L. fermentum  B. longum S. intermedius

L. gasseri B. thermophilum

L. johnsonii

L. paracasei

L. plantarum

L. reuteri

L. rhamnosus

L. salivarus

Fonte: Saad, Delattre, Urdaci, Schmitter, & Bressollier, 2013; Binns & Lee, 2010;
Maragkoudakis, Chingwaru, Gradisnik, Tsakalidou, & Cencic 2010; Mumy, Chen,
Kelly, & Mccormick, 2008; EFSA, 2013.

2.2 Propriedades funcionais

Probioticos tém sido demonstrados por promover uma variedade de efeitos
bioldgicos em condigdes fisiologicas e patologicas (Fontana, Bermudez-brito, Plaza-
diaz, Munoz-quezada, & Gil, 2013). Cada cepa probiotica tem propriedades especificas
e seus efeitos sobre a saude dos hospedeiros ndo podem ser generalizados (Servin &
Coconnier, 2003; Guarner & Malagelada, 2003), de modo que, a selecéo apropriada de
cepas é muito importante de acordo com a sua aplicacdo terapéutica (Salva, Villena, &
Alvarez, 2010).
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As propriedades funcionais, que 0s probidticos podem proporcionar aos
individuos que os ingerem, incluem: a modulacdo da microflora intestinal (Savard et al.,
2011), a modulacdo do sistema imune (Lollo et al., 2012; Ibrahim et al., 2010), o
controle de infecgBes intestinais (Basu, Paul, Ganguly, Chatterjee, & Chandra, 2008;
Heenan, Adams, Hosken, & Fleet, 2004), a reducéo dos niveis de colesterol (Kumar et
al., 2011), o efeito anticancerigeno (Commane, Hughes, Shortt, C., & Rowland, 2005;
Heenan, Adams, Hosken, & Fleet, 2004), o alivio da Sindrome do intestino irritado
(Okada et al., 2009), a reducdo de alergias (Isolauri & Salminen, 2008), a sintese de
vitaminas e atividades anti-bacterianas (Heenan, Adams, Hosken, & Fleet, 2004).

E importante salientar que a eficacia dos probidticos sobre o estado de salde e
nutricdo do hospedeiro é dependente das mudancas que eles promovem na composi¢do
e na atividade metabdlica do microbioma residente (Buddington, 2009). A influéncia
dos probidticos sobre o microbioma intestinal humano inclui fatores como efeitos
antagonicos, competicdo e efeitos imunoldgicos, resultando em um aumento da
resisténcia contra patdgenos. Assim, a utilizacdo de culturas bacterianas probidticas
estimula a multiplicacdo de bactérias benéficas, em detrimento a proliferacdo de
bactérias potencialmente prejudiciais, reforcando os mecanismos naturais de defesa do

hospedeiro (Puupponen-Pimié et al., 2002).

2.3 Mecanismos de acéo

Os mecanismos e a eficacia de um efeito probiético muitas vezes dependem das
interacbes com o microbioma especifico do hospedeiro ou com as células
imunocompetentes da mucosa intestinal. O intestino ou sistema linfatico associado ao
intestino (GALT) é o maior 6rgdo imunologicamente competente no corpo e a
maturacgdo e desenvolvimento 6timo do sistema imune, desde o nascimento, depende da
composicdo do microbioma (Guarner & Malagelada, 2003). O microbioma saudavel é
definido como o microbioma normal que conserva e promove 0 bem estar e a auséncia
de doengas (lsolauri, Salminen, & Ouwehand, 2004). Esse, exerce influéncia
consideravel sobre uma série de reagdes bioquimicas do hospedeiro. Paralelamente,
guando em equilibrio, impede que micro-organismos potencialmente patogénicos nele
presentes exercam seus efeitos. Por outro lado, o seu desequilibrio pode resultar na
proliferacdo de patdgenos, com consequente infec¢do bacteriana (Ziemer & Gibson,
1998). A correcdo das propriedades do microbioma autdctone desbalanceado constitui a
racionalidade da terapia por probioticos (Isolauri, Salminen, & Ouwehand, 2004). A
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busca de uma melhor compreensdo dos mecanismos de acdo das cepas probidticas,
impulsionou um enorme interesse nos processos moleculares fundamentais nas
interacdes hospedeiro-micro-organismo (Wohlgemuth, Loh, & Blaut, 2010).

Os mecanismos sugeridos pelos quais 0s probidticos podem exercer 0S seus
efeitos de protecdo ou terapéuticos contra patdgenos entéricos incluem mecanismos néo
imunes e imunes. Os mecanismos ndo imunes incluem a estabilizacdo da barreira
mucosa do intestino, competicdo por sitios de adesdo, competicdo por nutrientes e
secrecdo de substancias antimicrobianas (Delgado, O'Sullivan, Fitzgerald, & Mayo,
2007; Liu et al., 2011). No TGI de humanos e animais, a barreira da mucosa separa o
meio interno do ambiente luminal e protege o epitélio do contato direto com o0s
contelidos luminais, de forma a evitar a invasdo por organismos patogénicos. A
protecdo local da superficie da mucosa é mediada pelos produtos de secre¢do epitelial,
tais como, o muco, peptideos antimicrobianos (defensinas) e células secretoras de
anticorpos, principalmente de imunoglobulina A (IgA). O muco é composto por
glicoproteinas, as mucinas, que sao sintetizadas e secretadas por células caliciformes na
resposta a estimulos fisioldgicos (microbiota normal) ou patoldgicos (patdgenos
entéricos) (Hooper & Macpherson, 2010), inclusive, por meio da ingestdo de
probidticos (Macfarlane & Cummings, 2002).

Tem sido amplamente relatado que a adesdo de BAL a mucosa diminui a adeséo
de micro-organismos patogénicos (Lee, Puong, Ouwehand, & Salminen, 2003). O efeito
anti-adesdo poderia resultar da concorréncia entre probidtico e patdgeno para um
mesmo receptor (sitio de ligacdo no epitélio intestinal) ou através da inducdo por
probidticos de mucinas (Oelschlaeger, 2010). Ainda sobre 0s mecanismos ndo imunes,
varias cepas probidticas sdo capazes de produzir uma grande variedade de substancias
antimicrobianas. Os mais comuns sdo 0s acidos organicos (acido latico e acido acético),
que induzem uma reducdo no pH fecal (Wohlgemuth, Loh, & Blaut, 2010), o perdxido
de hidrogénio, didxido de carbono e compostos antibacterianos, incluindo bacteriocinas
e ndo-bacteriocinas e moléculas de &cido ndo-latico (Marianelli, Cifani, & Pasquali,
2010). Ha muitos relatos onde bacteriocinas produzidas pelas bactérias acido-laticas
probidticas contribuem para a salde do trato gastrintestinal (Gillor, Etzion, & Riley,
2008); no entanto, as aplicacdes de bacteriocinas probidticas produzidas por bactérias
Gram-positivas no trato gastrointestinal sdo limitadas porque raramente inibem

bactérias enteropatogénicas comumente encontradas tais como Salmonella,
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Enterobacter ou Klebsiella (Castillo, De moreno De Leblanc, Galdeano, & Perdigon,
2012).

Probidticos exercem também seu efeito como adjuvante imunolégico através da
modulacdo da mucosa e resposta do sistema imune (Galdeano et al., 2007). Células
epiteliais intestinais (IECs) estdo em contato direto com a microbiota no lamen
intestinal. Eles participam do inicio da regulacdo da resposta imune da mucosa para
bactérias, especialmente agentes patogénicos, por interacdo com as células do sistema
imunoldgico, as Placas de Peyer (PP), o tecido linféide na ldamina prépria do intestino e
os linfdcitos intra-epiteliais (Kagnoff & Eckmann, 1997). Os micro-organismos
probidticos podem primeiramente interagir com receptores expressos na superficie de
IECs e, assim, desencadear uma cascata de mecanismos de defesa imunoldgica ou
podem ser transportados por células localizadas em foliculos associados ao epitélio que
recobre as PP das células imunitérias na regido subepitelial. A captacdo de antigenos e
micro-organismos também pode ocorrer através do transporte vesicular trans-epitelial
ativo em enterocitos e células M (Snoeck, Goddeeris, & Cox, 2005).

Finalmente, células dendriticas na lamina prépria podem estender ativamente
seus dendritos através de juncdes epiteliais e, assim, entram em contato diretamente
com o probidtico no limen intestinal (Marco, Pavan, & Kleerebezem, 2006; Rescigno et
al., 2001) e moléculas antigénicas, apds o seu transporte através da barreira intestinal,
estimulando o sistema imune inato ou adaptativo. Probidticos podem melhorar as
funcBes do sistema imunoldgico inato, incluindo atividade fagocitaria de neutrofilos e
atividade citotoxica das células natural killer (NK) (Galdeano et al., 2007). Na
imunidade adaptativa, muitas bacterias probidticas sdo capazes de estimular a secrecéo
de IgAs pelos linfocitos B e a ativagdo de linfocitos T (Thl/Th2) e macrofagos,
modulando a producéo de citocinas (TNF-a (fator de necrose tumoral), IFN-y (Inteferon
gama), IL-2, IL-8, IL-6, IL-4, IL-5, IL-12), as quais sdo as moléculas envolvidas na
comunicacdo entre linfocitos, macrofagos e outras células envolvidas na reacdes
inflamatorias e as respostas imunes. Além disso, hd uma grande varia¢do na resposta de
citocinas induzidas por diferentes cepas ou espécies de probidticos (Arseneau,
Tamagawa, Pizarro, & Cominelli, 2007). O efeito anti-inflamatorio de certas bactérias
probidticas pode ser também relacionado com a protecdo desses micro-organismos
contra patogenos. A defesa do hospedeiro contra infeccdo ativa a resposta inflamatoria
imune que pode conduzir a danos nos tecidos (Castillo, De moreno De Leblanc,
Galdeano, & Perdigdn, 2012). Obter conhecimentos sobre os mecanismos de acdo de
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probidticos ndo s6 pode ajudar a melhorar a credibilidade do conceito de probi6ticos,
mas, também para o desenvolvimento de estratégias sob medida para a prevengdo ou

tratamento de varias doencas (Wohlgemuth, Loh, & Blaut, 2010).

3. Queijos como matriz alimentar para veiculacéo de probidticos

Uma etapa necesséria para o sucesso de um produto funcional probidtico é o de
assegurar a sua sobrevivéncia na matriz alimentar, considerando seus constituintes, as
condicdes de processamento e armazenamento. Com isso, Varios parametros devem ser
combinados e considerados, tais como: tipo de cultura probidtica, dose de adicdo
necessaria para obter uma resposta fisiologica, sobrevivéncia durante o processamento
do produto, estabilidade ao longo do armazenamento e 0s possiveis efeitos das cepas
sobre as propriedades sensoriais (Corbo, Albenzio, De Angelis, Sevi, & Gobbetti, 2001;
Reid, Champagne, Gardner, Fustier, & Vuillemard, 2007). Para a viabilidade dos micro-
organismos probidticos ainda devem ser levadas em conta as propriedades intrinsecas e
extrinsecas dos produtos alimentares, tais como o teor de gordura, concentracdo e tipo
de proteinas e acucares, pH, nivel de oxigénio, atividade de agua, presenca de micro-
organismos inibidores e competidores (Shah, 2007; Vesterlund, Salminen, & Salminen
2012).

Além disso, a tolerancia de cepas probidticas ao acido gastrico e bile no TGl
podem ser melhoradas escolhendo-se uma matriz alimentar transportadora apropriada
que pode fornecer alguma protecdo para os probi6ticos, reduzindo a sua exposi¢do ao
ambiente fisico gastrointestinal severo (Ranadheera, Evans, Adams, & Baines, 2012).
Assim, uma investigacdo cuidadosa sobre a interacdo de diferentes probioticos e
componentes alimentares deve ser considerada no desenvolvimento de alimentos
probidticos funcionais (Ranadheera, Baines, & Adams, 2010). Dentre os alimentos que
sdo utilizados para carrear os probioticos, os produtos lacteos sdo 0s pioneiros como
matrizes alimentares, e, atualmente, constituem-se no principal veiculo de administragdo
de culturas probioticas (Sanchez, Reyes-Gavilan, Margolles, & Gueimonde, 2009).

O queijo é considerado um veiculo adequado para o fornecimento de bactérias
viaveis em quantidade suficiente para produzir efeitos de promoc¢do da saude em
humanos (Ribeiro, Simbes, & Jurkiewicz, 2009). Diversos estudos com diferentes
variedades de queijos, como portadores de culturas probidticas, concluiram que essa
matriz pode oferecer algumas vantagens em relacdo a outros produtos lacteos (Hayes et
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al., 2006; Karimi, Mortazavian, & Cruz, 2011; Vinderola, Mocchiutti, & Reinheimer,
2002). A alta capacidade de tamponamento dos queijos gera um ambiente anaerébio que
é promovido pela combinagdo da densidade de proteina da matriz e o alto contetdo de
lipidios e podem oferecer maior protecdo as celulas microbianas durante a passagem
através do estbmago para o intestino. O pH mais elevado do queijo em relacédo aos leites
fermentados, pode ajudar a sustentar a viabilidade do probidtico durante o
armazenamento refrigerado (Mirzaei, Pourjafar, & Homayouni, 2012; Cruz, Buriti, De
Souza, Faria, & Saad, 2009; Hayes et al., 2006). Varias pesquisas, com diferentes
variedades de queijos, estudaram a viabilidade das cepas probidticas testadas apos o
processamento, levando em consideracdo o tempo de maturacdo do produto ou ao longo
da vida de prateleira, como esta apresentado na Tabela 1. Esses trabalhos demonstraram
que os queijos foram boas matrizes ao manterem as culturas bacterianas viaveis ao nivel
minimo de 10° UFC/g durante do periodo estudado.

Para alegacdo de que um alimento tem um efeito probidtico, algumas diretrizes
devem ser seguidas para avaliacdo desse produto, que incluem os testes in vitro e in
vitro (FAO/WHO, 2002). O principal teste in vitro realizado ¢ o de simulacdo das
condicbes do trato gastrointestinal e, em seguida, ensaios in vivo, clinicos e
experimentais, s&o realizados em animais e, por fim, em humanos. Estudos
experimentais tém como finalidade verificar as propriedades funcionais da cepa
probidtica, aléem de investigar qual o possivel mecanismo de acdo utilizado pelo micro-
organismo para promover o beneficio a salde, fornecendo uma base cientifica para a
prevencdo ou tratamento de vérias doencas (Servin & Coconnier, 2003; Castillo, De
moreno De Leblanc, Galdeano, & Perdigon, 2012).

3.1 Ensaios in vitro e in vivo

Dentre 0s ensaios in vitro que séo frequentemente sugeridos para a avaliacdo do
potencial de cepas probidticas esta a resisténcia as condi¢fes gastrointestinais simuladas
(Buriti, Castro, & Saad, 2010; Reale et al., 2015). Modelos in vitro de digestdo
fornecem uma répida triagem de avaliacdo de produtos alimentares. Um método in vitro
de digestdo ideal pode fornecer resultados precisos em um curto tempo (Coles,
Moughan, & Darragh, 2005). No entanto, ndo ha consenso internacional até agora sobre

um protocolo padronizado para avaliar a resisténcia para as condigdes encontradas no
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Tabela 1. Pesquisas sobre avaliacdo da sobrevivéncia de probidticos em queijos durante o seu processamento e periodo de armazenamento

Tipo de queijo Cepa avaliada Periodo avaliado Estudo
(dias)
Creme de queijo L. paracasei LPC-37 21 Santini et al. (2012)

Queijo Prato L. rhamnosus 90 Cichoski, Cunico, Luccio, Zitkoski, & Carvalho,(2008)
Petit-suisse L. acidophilus e B. animalis 21 Cardarelli, Buriti, Castro, & Saad, (2008); Maruyama,
subsp. lactis Cardarelli, Buriti, & Saad, (2006)

Petit-suisse L. casei BGP 93 30 Barros & Delfino (2014)
Cheddar L. plantarum K25 84 Zhang et al. (2013)
. L. rhamnosus GG L. . .
Queijo maturado bulgaricus 2772 28 Gonzalez-Olivares et al. (2014)
Argentino L. paracasei A13 6 Vinderola, Prosello, Molinari, Ghiberto, & Reinheimer (2009)
: L. acidophilus La-5 e B. .
Argentino animalis ssp. lactis Bb12 Processamento Perotti et al. (2014)
Minas frescal L. paracasei LBC-82 21 Buriti, Rocha, Assis, & Saad (2005a)
. L. paracasei LBC-82¢e L. e
Minas frescal acidophilus La-5 21 Buriti, Rocha, & Saad (2005b)
. L. acidophilus La-5 + S.
Minas frescal thermophiles 21 Souza & Saad (2009)
Cottage L. casei, L. rhamnosus GG 28 Abadia-Garcia et al., 2013

Continuacao...
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Tipo de queijo Cepa avaliada Periodo avaliado Estudo
(dias)
L. acidophilus LA-5; L. paracasei . . .
Coalho L. casei O1: B. lactis BB12 21 Oliveira, Garcia, Queiroga, & Souza (2012)
Coalho L. acidophilus LA-5 60 Dos Santos et al. (2012)
Caciotta, 60 (Caciotta
. L. rhamnosus IMC 501® e L. g ’
Pecorino e paracasei IMC 502@ Pecorln_o) Coman et al. (2012)
Buscion 21 (Buscion)
Pecorino :‘ a_qdophﬂus; B. longum e B. 120 Santillo et al. (2014)
actis;
Scamorza L. acidophilus Processamento  Albenzio et al.(2013)
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trato gastrointestinal (Burns, Lafferriere, Vinderola, & Reinheimer, 2014). Testar a
eficacia de alimentos recém-desenvolvidos depende da disponibilidade de modelos de
digestdo que simulam com precisdo o complexo fisico-quimico e fisioldgico de eventos
que ocorrem no TGI humano.

Assim, as caracteristicas de digestdo in vitro tais como o tempo de digestéo, o
conteddo ou composicdo de enzimas, devem ser ajustadas de acordo com as
caracteristicas da amostra. Por exemplo, se a concentracdo da substéancia alvo (proteina,
lipideo ou carboidrato) € aumentada, entdo a concentracdo de enzimas ou o tempo de
digestdo devem ser aumentados, mesmo se 0s outros passos do procedimento de
digestdo in vitro sdo mantidos os mesmos (Hur, Lim, Decker, & Mcclements, 2011).
Em vista disso, o tempo de digestdo em cada etapa (por exemplo, boca, estbmago e
intestino delgado) é um fator importante ao se determinar um modelo in vitro
(Mcclements, Decker, & Park, 2009). Em modelos de digestdo geralmente ndo se leva
em consideragdo o intestino grosso, porque a absor¢do de compostos ocorre
principalmente no intestino delgado (Brandon et al., 2006). A Tabela 2 expde algumas
pesquisas referentes aos modelos utilizados de avaliacdo das condi¢bes gastrointestinais

simuladas.

Tabela 2. Pesquisas sobre avaliacdo das condi¢bes gastrointestinais simuladas em
queijos

Tlpo__de Cepa avaliada Modelo simulado Estudo
queijo
Queijo L. casei LAFTI®L26, a-amilase por 2 min; Madureira,
desoro L. acidophilus pepsina por 60 min; sais Amorim, Gomes,
de leite  LAFTI®L10 ou B. biliares e pancreatina por 60 Pintado, &
animalis Bo min Malcata, (2011)
Coalho L. acidophilus; L. a-amilase por 2 min; Oliveiraetal.
paracasei; B. lactis pepsina por 60 min; (2014)
sais biliares e pancreatina
por 60 min
Cottage L. casei, L. rhamnosus Pepsina por 180 min; Abadia-Garcia et
GG pancreatina e sais de bile al. (2013)
por 240 min
Pasta L. rhamnosus (D44, Pepsina e lipase por 78 min;  Pitino et al.
filata F17, H12, H25, N24, lecitina hepatica, lipase (2012)
R61) pancreatica, colipase,

tripsina, quimiotripsina e o-
amilase por 60 e 120 min
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Métodos in vivo, utilizando animais ou seres humanos, geralmente fornecem
resultados mais precisos quando comparados aos testes in vitro, porém, sdo mais
demorados e caros (Coles, Moughan, & Darragh, 2005). Contudo, a busca de uma
melhor compreensdo dos mecanismos de acdo dessas cepas probidticas, impulsionou
um enorme interesse nos processos moleculares fundamentais nas interacOes
hospedeiro-microrganismo (Fontana, Bermudez-brito, Plaza-diaz, Munoz-quezada, &
Gil, 2013). A base cientifica das maneiras através das quais os probioticos conferem
esses efeitos benéficos deve ser bem estabelecida (Castillo, De moreno De Leblanc,
Galdeano, & Perdigén, 2012) por meio de dados obtidos numa cadeia coerente de
estudos experimentais e clinicos bem desenhados antes de serem extrapolados para
humanos (Servin & Coconnier, 2003).

Modelos animais fornecem comprovacdo de efeitos da avaliacdo in vitro e, seu
principal resultado deve ser confirmado por meio de ensaios em humanos. Esses
resultados podem ser: a melhoria significativa na condicdo fisioldgica dos individuos,
isto é, de sintomas, bem-estar e qualidade de vida; reducdo do risco de doengas ou 0
adiamento de sua recorréncia; ou recuperacdo mais rapida da doenca. Cada um deve ter
uma relacdo comprovada com o probiético testado (FAO/WHO, 2002). A Tabela 3
expbe algumas pesquisas sobre a avaliacdo de queijos probidticos em modelos animais
e em humanos para investigacdo das propriedades funcionais das cepas e 0 seu
mecanismo de acdo para obtencdo de efeito benéfico. Determinada cepa probiotica,
qguando testada em diferentes situaces clinicas, poderd exercer efeito benéfico, ndo
mostrar nenhum efeito ou, ainda, resultar em um efeito adverso. Efeitos negativos ou
adversos, em determinadas situacdes, ndo atestam contra a condigédo (status) probiotica
desta cepa. Entretanto, esses resultados devem ser documentados especificando-se sobre
0s seus possiveis efeitos e enfatizando-se o seu uso livre de riscos a saude (Cruz et al.,
2011).

5. Considerac0es Finais

O crescente numero de pesquisas cientificas voltadas para a aplicacdo de
probidticos em queijos e a relacdo desses produtos com os beneficios a satde do
consumidor aliado aos atrativos sensoriais, torna 0 mercado desses produtos cada vez

mais competitivo no mercado. Eles atuam como matrizes protetoras para carrearem 0s



Tabela 3. Pesquisas sobre avaliacdo in vivo do potencial probi6tico de queijos
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Tlpo__de Cepa avaliada  Grupo avaliado/ tempo Proprl_edade Mecanismo de acao Estudo
queijo funcional
Gouda L. rhamnosus 21 mulheres e 10 homens Estimulo da resposta Melhoria na capacidade de células Ibrahim et al.
HNOOle L. idosos/ 4 semanas imune inata NK (Natural Killer) atuarem contra (2010)
acidophilus células tumorais e atividade de
NCFM fagocitose dos granuldcitos e
monacitos
Minas L. acidophilus Ratos Wistar adultos Modulacdo do sistema Aumento de leucdcitos (mondcitos, Lollo et al. (2012)
Frescal LAl4eB. imunossuprimidos  por imune linfécitos)
longum excesso de esforgo fisico/
BLOS 2 semanas
Cheddar L. plantarum Camundongos Kunming/ Reducdo do risco de Redugdo de colesterol total e LDL Zhang et al. (2013)
K25 4 semanas doengas
cardiovasculares
Queijo B. bifidum, Camundongos Modulagdo do sistema Aumento da atividade fagocitica dos Medici, Vinderola,
Fresco L. acidophilus BALB/C 2, 5 e 7 dias imune macrofagos peritoneais, do numero Perdigon

e L. paracasei

de células produtoras de IgA+ e da
relacio CD4+/CD8+ no intestino
delgado ap6s 5 dias de tratamento

(2004)
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probidticos, pois alguns de seus ingredientes podem contribuir para manter a viabilidade
dos micro- organismos, principalmente, a gordura e proteinas que formam uma matriz
solida com alta capacidade de tamponamento, baixo teor de oxigénio e alto valor de pH.
E importante que os micro-organismos estejam em quantidades apropriadas no alimento
para proporcionarem o efeito terapéutico esperado nos individuos que os ingerem.
Assim, ensaios in vitro e in vivo sdo obrigatdrios para avaliacdo de um produto
funcional. Ensaios in vitro avaliam a viabilidade das cepas nos produtos durante o seu
processamento, vida de prateleira, bem como, durante a sua passagem ao longo do trato
gastrointestinal (TGI) até a chegada em seu local de acdo, o intestino. Avalia¢Ges in vivo
sdo importantes para comprovar os resultados de analises in vitro, por meio de uma

investigagdo mais precisa dos efeitos benéficos e mecanismos de acdo das cepas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIA-PRIMA E LOCAL DE EXECUCAO

A producdo de leite caprino e fabricacdo dos queijos de Coalho (Dos Santos et
al.,, 2012) foram conduzidos na Embrapa Caprinos e Ovinos/Sobral, Brasil, sendo
acondicionados em recipientes de isopor e mantidos refrigerados a 10 °C durante o
transporte para a realizacao das andlises in vitro (Figura 1). Para a analise de simulacéo
das condicBes gastrointestinais utilizou-se o queijo adicionado da cepa de L. rhamnosus
EM1107 a uma contagem inicial de células viaveis de 6,53 log UFC/g. A cepa também
atuou como cultura starter para a fermentacdo do queijo. Para o ensaio de inibicdo das
bactérias patogénicas foi utilizado queijo de coalho fabricado sem a adicdo da cultura
bacteriana testada. As andlises in vitro foram conduzidas no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos, Departamento de Nutri¢do, Centro de Ciéncias da Saude,

Universidade Federal da Paraiba.

Figura 1. Queijos embalados a vacuo. Fonte: o autor (2014).

3.2 CEPAS TESTE E PREPARO DOS INOCULOS

A cultura probidtica liofilizada de Lactobacillus rhamnosus EM1107 foi obtida
da "Colecdo de Micro-organismos de Interesse para a Agroindustria Tropical” da
Embrapa Agroindustria Tropical /Fortaleza, Ceara, Brasil. Os micro-organismos
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Listeria monocytogenes ATCC 7644 foram
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adquiridos da Colecdo de Micro-organismos de Referéncia do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil); j& a Salmonella
enterica serovar Enteritidis UFPEDA 414 e Escherichia coli UFPEDA 224 foram
obtidas do Departamento de Antibio6ticos da Universidade Federal de Pernambuco.

Para a preparacdo dos indculos, foram feitos repiques em agar MRS (Sigma-
Aldrich, St. Louis MO, EUA), para a cepa probidtica e em agar BHI (Sigma-Aldrich)
suplementado com cisteina-HCI (0,05 g/100 mL), para as bactérias patogénicas, sendo
incubadas por 24 h a 37 °C. Em seguida, as cepas probidticas e patogénicas foram
inoculadas em caldo MRS (Sigma-Aldrich) suplementado com cisteina-HCI (0,05 g/100
mL) e BHI (Sigma-Aldrich), respectivamente, para crescimento durante 18 h a 37 °C.
Apos esse periodo, as cepas foram centrifugadas (4500 g, 15min, 4 °C), lavadas duas
vezes em solucdo salina estéril (NaCl, 0,85%) e ressuspendidas em solucdo salina
estéril.

Para verificar os niveis desejados do in6culo de L. rhamnosus (8 log UFC/mL) e
das bactérias patogénicas (S. aureus, S. Enteritidis, L. monocytogenes e E. coli) (6
UFC/mL), foi realizada a leitura da densidade 6ptica em um comprimento de onda de
625 nm (DOgys) por meio do espectrofotdmetro (SF200DM- UV-Vis, Bel Engineering,
Monza, Italy). Anteriormente, foi realizada a padronizacdo da leitura no
espectrofotbmetro. Para essa padronizacdo, a suspensdo de cada uma das bactérias
testadas foi diluida (de 10 a 107) em solucéo salina estéril (NaCl, 0,85%), seguida das
leituras no espectrofotbmetro. As diluices foram subsequentemente plaqueadas e
realizadas as contagens de células viaveis das bactérias, utilizando o método de Miles,
Misra, Irwin (1938), em agar MRS (Sigma-Aldrich) suplementado com cisteina-HCI
(0,05 g/100 mL) e incubadas em condi¢fes anaerobicas (BD Sistema de contentores
GasPakTM EZ Anaerobe, Becton, Dickinson and Company, EUA) durante 48 h a 37 °C
para o Lactobacillus e em agar BHI (Sigma-Aldrich) incubadas sob condicGes aerobicas
por 24 h a 37 °C para as bactérias patogénicas.

3.3 AVALIACAO DA SOBREVIVENCIA DE L. rhamnosus EM CONDICOES
GASTROINTESTINAIS SIMULADAS

O delineamento experimental para avaliacdo da sobrevivéncia em condicdes
gastrointestinais simuladas foi constituido por 4 grupos: dois grupos contendo amostras
de queijo com Lactobacillus rhamnosus: Q1 e Q2 (com contagens iniciais de células
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viaveis de 6,53 log UFC/qg); e dois grupos do inoculo de L. rhamnosus em caldo MRS
suplementado com cisteina a 5% (com contagens iniciais de células viaveis de 8 log
UFC/mL): C1 e C2. Os grupos Q1 e Cl1 ndo foram expostos as condi¢Bes
gastrointestinais simuladas e os grupos Q2 e C2 foram expostos a essas condi¢fes. As
amostras dos grupos acima mencionados foram acondicionadas em frascos de vidro (de
340 mL) esterilizados. Nos frascos dos grupos Q1 e Q2, os queijos foram macerados e
distribuidos em quantidades de 25 g; nos frascos dos grupos C1 e C2, 1 mL do inéculo
foi distribuido juntamente com 25 mL de caldo MRS. Todos os passos das condigdes
gastrointestinais simuladas estdo descritos na Quadro 1, incluindo as enzimas e pH dos
compartimentos, o intervalo de tempo e as intensidades de agitacdo que foram usadas

para simular os movimentos peristalticos.

Quadro 1. Condicgoes utilizadas em cada etapa de digestdo simulada

Etapa Compartimento Condigdes Agitacao pH Tempo de
(rpm) Final exposicdo
(min)
1 Antes da - - - -
simulacéo
2 Boca Solucdo de saliva 200 6,9 2
(o-amilase)
Solugéo
3 estomacal 55 10
(pepsina)
4 4,6 10
5 Esbfago-estomago 130 3.8 10
6 2,8 20
7 2,3 20
8 2,0 20
Solucéo intestinal
9 Duodeno (pancreatina + 45 5,0 30
sais biliares)
10 ileo 45 6,5 60

Antes do inicio da simulacéo, foi feito o ajuste do pH em todos os estagios da
digestdo, utilizando uma amostra de queijo (25 g), bem como, uma amostra da bactéria
(1 mL do in6culo a 8 log UFC/mL) em caldo MRS (25 mL de caldo). O pH de cada
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amostra foi medido em cada etapa das condi¢fes gastrointestinais simuladas utilizando
um potencidbmetro (Modelo 021/15; Quimis, S&o Paulo, Brasil). Apo6s
acondicionamento das amostras nos frascos de vidro, todos os grupos foram mantidos
durante 7 dias em armazenamento refrigerado a 10 °C = 2 °C que correspondeu ao
tempo minimo de vida de prateleira do queijo de coalho. A simulacao consistiu em 10
etapas (Madureira et al., 2011a):

e Etapa 1 (Antes da simulacdo): o queijo foi avaliado sob condicbes antes de sua
ingestéo.

e Etapa 2 (Boca): a mastigacdo foi simulada utilizando uma solucdo de saliva
preparada com 100 U/mL de a-amilase (Sigma, St. Louis MO, USA) diluida em
solucdo de CaCl, a 1 mM. A solucdo de saliva foi adicionada em 25 g das
amostras a uma taxa de 0,6 mL/min, durante 2 min. O pH foi ajustado para 6,9,
utilizando solugcédo de NaHCO3 a 0,1M.

e Etapas 3 a 8 (Es6fago-estdbmago): a solucdo de pepsina foi adicionada a uma
taxa de 0,05 mL/mL para um total de 90 min. A solucgdo de pepsina (Sigma) foi
preparada em HCIl a 0,1 N numa proporcdo de 25 mg/mL (AURA, 2005). Os
pHs dessas etapas foram ajustados de acordo com o Quadro 1, utilizando
solucdo de HCl a 1M.

e Etapa 9 (Duodeno): foi adicionado solucdo intestinal a uma taxa de 0,25
mL/mL (LAURENT; BESANCON; CAPORICCIO, 2007). Essa solucdo foi
preparada utilizando 2 g/L de pancreatina (Sigma) e 12 g/L de sais biliares
(Sigma, St. Louis MO, USA), diluidos em solucdo de NaHCOj3 a 0,1 M. Para o
ajuste do pH, adicionou-se solugéo de NaHCO3 a 0,1 M.

e Etapa 10 (ileo): foi adicionado solugio de NaHCO3 a 0,1 M para um aumento
do pH para 6,5 utilizando.

A simulacéo foi continua, de modo que o volume de trabalho total aumentou em
cada etapa (como acontece durante uma digestéo real). Todas as solugdes das enzimas
foram preparadas em frascos e esterilizadas por filtracdo, utilizando membrana filtrante
de 0,22 pum (Milipore, Billerica MA, USA) antes de serem utilizadas. Apds
esterilizagdo, todas as solugdes foram mantidas em banho de gelo durante todo o
periodo de simulagdo. Uma cadmara de incubacdo (TE-424 TECNAL, Orbital Shaker
Incubadora, Sao Paulo, SP, Brasil) a 37 °C e agitacdo mecanica foi usada para simular a

temperatura do corpo humano e 0s movimentos peristalticos, com intensidades
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semelhantes as atingidas em cada compartimento digestivo. A Figura 2 representa um
esquema referente a adicdo das substancias de cada etapa nas amostras que foram
submetidas as condigdes gastrointestinais simuladas.
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Figura 2. Representacdo esquematica da adicdo das substancias de cada etapa nas

amostras que foram submetidas as condigdes gastrointestinais simuladas.

Ao final de cada etapa da exposicdo a digestdo artificial, diluiu-se as amostras
com 225 mL de agua peptona [0,1 g/100 ml (Sigma, St. Louis, MO, EUA)] (diluicédo 1)
e, em seguida, uma aliquota de 1 ml dos conteudos, que representa cada condi¢do no
trato gastrointestinal, foram assepticamente recolhidas, para as subsequentes diluigdes
em série e submetidas a contagem de celulas vidveis de bactérias probioticas utilizando
0 método de Miles, Misra, Irwin (1938). L. rhamnosus foi plagueado em agar MRS

(Sigma-Aldrich) suplementado com cisteina-HCI (0,05 g/100 mL) e incubado sob
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condicdes anaerdbicas (BD GasPakTM EZ Anaerobe container system, Becton,
Dickinson and Company, USA), a 37 °C/48 h. Os resultados foram expressos como 0
log das unidades formadoras de colonias por cada grama de queijo (log de UFC/g). As
contagens de células vidveis da bactéria testada foram realizadas pela técnica da

microgota, conforme descrito por Oliveira et al. (2014).

3.4 ENSAIO DE EFEITO INIBITORIO DE L. rhamnosus CONTRA BACTERIAS
PATOGENICAS

Cerca de 25 g de queijo foram distribuidos em frascos de vidro (340 mL)
estéreis. Para 0s grupos controles, foi elaborado um queijo controle positivo, adicionado
apenas do inoculo contendo as bactérias patogénicas isoladas, assim como um queijo
controle negativo, contendo apenas a bactéria probiotica isolada, além de uma amostra
controle sem adicdo de nenhuma bactéria, totalizando 6 amostras controles. As amostras
de queijos experimentais consistiram nos queijos adicionados de culturas mistas:
indculo da bactéria probidtica e indculo da bactéria contaminante isolada, resultando em
4 amostras (cepa probiotica x 4 cepas patogénicas). As bactérias contaminantes foram
inoculadas numa proporcao de 1 mL de in6culo (contendo 6 log UFC/mL), para cada 25
g de queijo. A bactéria probiotica foi inoculada numa proporcdo de 1 mL de indéculo
(contendo 8 log UFC/mL), para cada 25 g de queijo. Ao serem adicionadas ao queijo,
essas contagens iniciais tem reducdo em torno de 2 log UFC/g, sendo que as contagens
de células viaveis das bactérias probioticas apresentaram 6 log UFC/g e as contagens de
células viaveis das bactérias patogénicas apresentaram 4 log UFC/g. Essas contagens
para bactérias patogénicas foram utilizadas para simular os niveis de contaminagdo que
podem ser encontrados para essa matriz alimentar, de acordo com estudos anteriores
(FEITOSA et al. 2003; OLIVEIRA et al., 2010; MENEZES et al., 2012).

Apos a inoculacdo, todas as amostras de queijo inoculadas foram agitadas em
misturador elétrico (Kenwood, UK) durante 5 min e armazenadas a 7 °C, durante 21
dias, correspondendo a um total de 40 amostras (10 amostras x 4 tempos de
armazenamento) (Figura 3). Cada amostra foi submetida a contagem de células viaveis
de bactérias probioticas e contaminantes no 1°, 7°, 14° e 21° dia de armazenamento
refrigerado, utilizando-se a técnica da microgota. Para as contagens de celulas viaveis
de L. rhamnosus, utilizou-se Agar MRS (Sigma-Aldrich) suplementado com cisteina-
HCI (0,05 ¢g/100 mL), que foi incubado em condigdes anaerdbicas (BD Sistema de
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contentores GasPakTM EZ Anaerobe, Becton, Dickinson and Company, EUA), durante
48 h a 37 °C. Para S. aureus, utilizou-se Agar de Manitol-cloreto de sodio-vermelho de
fenol (MERK); para S. Enteritidis, Agar Salmonella-Shigella (HIMEDIA Laboratories,
india); para L. monocytogenes, Agar Base Seletivo Listeria suplementado com
Suplemento Seletivo Listeria (HIMEDIA Laboratories, india) e para E. coli, Agar EMB,
Levine (HIMEDIA Laboratories, india), todas incubadas durante 24 h a 37 °C
(VANDERZANT; SPILTTSTOESSER, 1992). Todas as analises foram realizadas em
duplicata e os resultados foram expressos em log UFC. Para cada tempo de

armazenamento, o grau de inibicao (taxa de inibicéo) foi calculado como:

Taxa de inibi¢do = [(Ncontrole - Npatdgeno) / Ncontrole] * 100,
onde Ncontrole é o log (UFC/g) da bactéria patogénica adicionada isoladamente, e
Npatdgeno é o log (UFC/g) da bactéria patogénica adicionada na presenca da bactéria
probiética (MADUREIRA et al., 2011b).

Amostra
. Amostras controle
experimental L

Patogénica + Lactobacillus Patogéncia Lactobacillus Queijo
2 amostras 2 amostras
X C—
4 Bactérias patogénicas = | 8 amostras J
p _—

[ 10 amostras }

X

Totalizando 40 amostras _
= 4 Tempos de armazenamento (1, 7, 14 e 21 dias)

Figura 3. Desenho esquematico das amostras utilizadas no ensaio inibitorio de L.
rhamnosus contra bactérias patogénicas.
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3.5 ANALISE DOS DADOS

O software Statistical Analysis System (SAS, 1999) foi utilizado para as analises
estatisticas. Os resultados foram avaliados através de analise de variancia (ANOVA) e

teste de Tukey considerando p<0,05.
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5 RESULTADOS

A partir desse estudo, foram elaborados dois artigos:

O artigo de revisdo, situado nas paginas 16 a 39, intitulado "Destaques em
pesquisas com probioticos em queijos” sera submetido a CyTA - Journal of
Food (online). Esta Revista apresenta fator de impacto de 0.495, sendo

classificada como Qualis B2 na &rea de Ciéncia de Alimentos, pela CAPES.

O artigo original, situado nas paginas 53 a 69, intitulado "Survival of
Lactobacillus rhamnosus EM1107 in simulated gastrointestinal conditions
and its inhibitory effect against pathogenic bacteria in semi-hard goat
cheese" foi enviado para a Revista LTW - Food Science & Technology, que
apresenta fator de impacto de 2.468, sendo classificada como Qualis A2 na area
de Ciéncias de Alimentos, pela CAPES.



53

5.1 ARTIGO ORIGINAL

SURVIVAL OF Lactobacillus rhamnosus EM1107 IN SIMULATED
GASTROINTESTINAL CONDITIONS AND ITS INHIBITORY EFFECT
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Qualis A2; fator de impacto 2.468
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Abstract

This study evaluated the viability of Lactobacillus rhamnosus EM1107 that was added
to semi-hard goat cheese (Coalho) when exposed to simulated gastrointestinal
conditions. The inhibitory effects of this strain against pathogenic bacteria in goat
Coalho cheese were also evaluated during 21 days of refrigerated storage. After in vitro
digestion, no change in the viable cell count of L. rhamnosus (6.75 log CFU/g) was
observed compared with the count before exposure to oral conditions (6.55 log CFU/g).
When evaluated against S. aureus, L. rhamnosus exhibited the inhibition rates of 1.55%,

1.7% and 21.66% at 7, 14 and 21 days of storage, respectively. Furthermore, against
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Salmonella Enteritidis, the inhibition rates were 4.36%, 5.33% and 5.51% at 7, 14 and
21 days of storage, respectively; against Escherichia coli at 7 days of storage, the
inhibition rate was 7.98%; and against Listeria monocytogenes, the inhibition rates were
2.62%, 1.57% and 10.23% at 7, 14 and 21 days of storage, respectively. These results
indicate that goat Coalho cheese has a protective effect on the viability of L. rhamnosus
EM1107 during artificial digestion. In addition, this strain could be used as a protective
culture to delay the growth of pathogenic bacteria, particularly S. aureus and L.

monocytogenes.

Keywords: goat cheese, low-ripened cheese, probiotics, Lactobacillus rhamnosus.

1 Introduction

The growing consumer awareness of diet-related health has increased the
demand for foods with distinct health-promoting effects (Saad, Delattre, Urdaci,
Schmitter, & Bressollier, 2013). Food-associated probiotics are living micro-organisms
that, upon the ingestion of certain quantities, exert benefits to the consumer's health
beyond the inherent basic nutrition (FAO/WHO, 2002). In addition, the inclusion of
probiotics in food matrices can assist in maintaining their viability during human
digestion, because to exert their beneficial effects on host health, probiotic bacteria must
survive through the gastrointestinal tract, tolerating acids, bile salts and gastric
enzymes, and then adhere to and colonize the intestinal epithelium (Huang & Adams,
2004; Ranadheera Evans, Adams, & Baine, 2012). Fermented dairy products, such as
fermented milks and fresh cheeses, have been described as vehicles of interest for the
incorporation of probiotic bacteria (Saxelin, 2008; Figueroa-Gonzalez, Quijano,
Ramirez, & Cruz-Guerrero, 2011). Due to a higher pH than most fermented dairy
products as well as a high fat content, solid consistency and higher buffering capacity,
cheeses can promote the viability of these bacteria not only throughout the product
shelf-life but also during their passage through the gastrointestinal tract after
consumption (Coman et al., 2012).

Goat Coalho cheese is a semi-hard cheese with intermediate to high moisture
content, high yield and good acceptance among consumers (Oliveira, Garcia, Queiroga,
& Souza, 2012; Garcia, Oliveira, Queiroga, Machado, & Souza, 2012). This product is

produced mainly in northeastern Brazil, where goats have an important and significant
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role in the socioeconomic development of the region, especially in poor and semi-arid
areas (Queiroga et al., 2013). Although the production, processing and marketing of the
global production of goat milk and its by-products are much lower than cow's milk, goat
products are widely consumed worldwide (Gerosa & Skoet, 2012; Queiroga et al,
2013). Studies have reported the efficiency of goat Coalho cheese as appropriate matrix
to serve as a vehicle for probiotic bacteria from the genera Lactobacillus and
Bifidobacterium. Another important finding was that the incorporation of the test strains
did not cause changes in the product’s quality characteristics but instead improved its
sensory attributes (Garcia, Oliveira, Queiroga, Machado, & Souza, 2012; Oliveira,
Garcia, Queiroga, & Souza, 2012; Dos Santos et al., 2012; Oliveira et al., 2014).

Furthermore, the incorporation of probiotic bacteria into cheese can promote
additional advantages, as some strains can inhibit the growth of pathogenic bacteria in
food matrices due to their production of substances such as organic acids, bacteriocins
and fat and amino acid metabolites (Chen et al., 2007). Fresh and semi-hard cheeses,
such as goat Coalho cheese, are among the foods predominantly involved in food
outbreaks worldwide (Kousta, M., Mataragas, M., Skandamis, P., & Drosinos, 2010;
Almeida et al., 2013). Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli
and Salmonella spp. stand out among the prevalent pathogenic bacteria that are the
etiologic agents of food outbreaks involving dairy products (Cokal, Dagdelen, Cenet &
Gunsen, 2012). Therefore, the addition of probiotic lactic cultures with recognized
antimicrobial activity to cheeses can contribute to the maintenance of the
microbiological quality of these products during storage (Costa, Suguimoto,
Miglioranza, & Gomez, 2012).

Moreover, studies have investigated new strains exhibiting resistance to the
adverse conditions of the human gastrointestinal tract that have physiological
characteristics compatible with probiotic properties and technological relevance for use
in food products (Ugarte, Guglielmotti, Giraffa, Reinheimer, & Hynes, 2006). In a
previous study, the new Lactobacillus rhamnosus EM1107 strain, isolated from bovine
Coalho cheese was evaluated for technological, safety and functionality aspects and
proven to be a promising probiotic candidate for use in fermented dairy products (Dos
Santos et al., 2014). However, other analyses are mandatory to assess the viability of the
strain as a probiotic micro-organism for these types of food matrices. Included among
the requisite tests are the survivability of this strain incorporated into the product during
simulated gastrointestinal conditions and its inhibitory effect against possible product
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contamination (FAO/WHO, 2002). Thus, the present study was developed to evaluate
the survival of L. rhamnosus EM1107 in goat Coalho cheese exposed to simulated
gastrointestinal conditions, and the inhibition potential of L. rhamnosus EM1107
against S. aureus, Salmonella enterica serovar Enteritidis, E. coli and L. monocytogenes
pathogenic bacteria in goat Coalho cheese was also evaluated over 21 days of

refrigerated storage.

2. Material and methods

2.1 Coalho cheese

The cheeses used in the experiment were produced (Dos Santos et al., 2012) at
Embrapa Goats and Sheep/Sobral, Brazil, packed in Styrofoam containers and kept
refrigerated at 10 °C during transport to perform in vitro analyses. For the simulation of
gastrointestinal conditions, cheese with a 6.53 log CFU/g viable cell count of L.
rhamnosus EM1107 was used. This strain also served as the starter culture for cheese
fermentation. To test the inhibition of pathogenic bacteria, fresh cheese manufactured

without the addition of a test bacterial culture was used.

2.2 Test strains and preparation of inocula

The freeze-dried probiotic L. rhamnosus EM1107 culture was obtained from the
"Collection of Micro-organisms of Interest for Tropical Agroindustry”, Embrapa
Tropical Agroindustry/Fortaleza, Ceard, Brazil. S. aureus ATCC 25923 and L.
monocytogenes ATCC 7644 were acquired from the Collection of Reference Micro-
organisms of the National Institute of Quality Control in Health (FIOCRUZ, Rio de
Janeiro, Brazil). S. enterica serovar Enteritidis UFPEDA 414 and Escherichia coli
UFPEDA 224 were obtained from the Department of Antibiotics at the Federal
University of Pernambuco.

To prepare the inocula, subcultures were performed in MRS agar (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) for the probiotic strain and in BHI agar (Sigma-Aldrich)
for the pathogenic bacteria, and these cultures were incubated for 24 h at 37 °C. Then,
the probiotic and pathogenic strains were inoculated into MRS (Sigma-Aldrich) and
BHI broth (Sigma-Aldrich), respectively, to grow for 18 h at 37 °C. After this growth
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period, the strains were centrifuged (4500 g, 15 min, 4 °C), washed twice in sterile
saline solution (0.85% NaCl) and resuspended in sterile saline solution. To verify the
desired levels of L. rhamnosus (8 log CFU/mL) and pathogenic bacteria (S. aureus, S.
Enteritidis, L. monocytogenes and E. coli; 6 log CFU/mL), a spectrophotometer
(SF200DM- UV-Vis, Bel Engineering, Monza, Italy) was used to measure the optical

density at a wavelenght of 625 nm.

2.3 Survival of L. rhamnosus in simulated gastrointestinal conditions

The experimental design for assessing survival in simulated gastrointestinal
conditions consisted of 4 groups. Two of these groups were the cheese samples with L.
rhamnosus EM1107: Q1 and Q2 (6 log CFU/g), and the other two groups were L.
rhamnosus EM1107 inoculum (8 log CFU/mL) in MRS broth supplemented with 5%
cysteine: C1 and C2. Q1 and C1 were not exposed to simulated gastrointestinal
conditions and Q2 and C2 were exposed to these conditions. Samples of the
aforementioned groups were placed in sterilized glass jars (340 mL). In Q1 and Q2, the
cheeses with the potential probiotic strain were macerated and distributed in 25 g
amounts, and in C1 and C2, 1 mL of inoculum at an initial count of 8 log CFU/mL was
distributed in 25 mL of MRS broth.

All steps of the simulated gastrointestinal conditions are described in Table 1,
including the enzymes, compartment pH values, time intervals and agitation intensities
that were used to simulate peristaltic movements. Before the simulation commenced,
the pH was adjusted in all digestion stages using cheese (25 g) and bacterium samples
(2 mL of inoculum containing 8 log CFU/mL) in MRS broth (25 mL of broth). The pH
of each sample was measured at each stage of the simulated gastrointestinal conditions
using a potentiometer (Model 021/15; Quimis, Sao Paulo, Brazil), which was
periodically disinfected with ethanol (90% v/v). After conditioning the samples in glass
jars, all groups were kept under refrigerated storage at 7 °C + 2 °C for 7 days, which
corresponds to the minimum shelf-life of Coalho cheese. This simulation consisted of
the following 10 steps (Madureira, Amorim, Gomes, Pintado, & Malcata, 2011):

» Step 1 (before simulation): cheese was evaluated under the conditions present before
ingestion.
* Step 2 (mouth): chewing was simulated using saliva solution prepared with 100 U/mL

of a-amylase (Sigma, St. Louis MO, USA) diluted with 1 mM CaCl,. The saliva
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solution was added to 25 g of sample at a rate of 0.6 mL/min for 2 min. The pH was
adjusted to 6.9 using a 0.1 M NaHCOg solution.

* Steps 3 to 8 (esophagus-stomach): a pepsin solution was added equal-sized aliquots at
each step throughout this gastric phase at a rate of 0.05 mL/mL for a total of 90 min.
The pepsin solution (Sigma) was prepared in 0.1 N HCI at a concentration of 25
mg/mL. The pH values at these stages were adjusted according to Table 1 usinga 1l M
HCI solution (Aura, 2005).

* Step 9 (duodenum): intestinal solution was added at the beginning of this step at a rate
of 0.25 mL/mL (Laurent, Besancon, & Caporiccio, 2007). This solution was prepared
using 2 g/L pancreatin (Sigma) and 12 g/L bile salts (Sigma, St. Louis MO, USA) and
then diluted with a 0.1 M NaHCOj solution. For pH adjustment, 0.1 M NaHCO3; was
added.

* Step 10 (ileum): a solution of 0.1 M NaHCO3 was added to increase the pH to 6.5.

Table 1. The conditions used during each stage of the simulated digestion.

Final Time of

. Stirring
Steps Compartment Conditions pH exposure
(rpm) .
(min)
1 Before simulation - - - -
2 Mouth Saliva 200 6,9 2
3 Pepsin 55 10
4 4,6 10
5 Esophagus— 3,8 10
phag 130
6 stomach 2,8 20
7 2,3 20
8 2,0 20
Pancreatin + bile
9 Duodenum 45 5,0 30
salts

10 lleum 45 6,5 60

The simulation was continuous; thus, the total working volume increased at each
stage (as occurs during real digestion). All enzyme solutions were prepared in flasks

and sterilized by filtration using a 0.22 um membrane filter (Millipore, Billerica, MA,
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USA) before use. After sterilization, all solutions were maintained on an ice bath
throughout the simulation period. A 37 °C incubation chamber with mechanical stirring
(TE-424 TECNAL, Orbital Shaker Incubadora, S&o Paulo, SP, Brazil) was used to
simulate both the body temperature and the intestinal peristaltic movements similar to
those achieved in each digestive compartment.

At the end of each stage of exposure to artificial digestion, the samples were
diluted with 225 mL of peptone water [0.1 g/100 mL (Sigma, St. Louis, MO, USA)]
(dilution 1), and then 1 mL aliquots of the contents, representing each condition in the
gastrointestinal tract, were aseptically collected for subsequent serial dilution and
subjected to viable cell counting of the probiotic bacteria using the method of Miles,
Misra &, Irwin (1938). L. rhamnosus was plated on MRS agar (Sigma-Aldrich)
supplemented with cysteine-HCI (0.05 g/100 mL) and incubated under anaerobic
conditions (BD GasPakTM EZ Anaerobe container system, Becton, Dickinson and
Company, USA) at 37 °C for 48 h. The results were expressed as the log of colony
forming units per gram of cheese (log CFU/g). Viable cell counts were performed using

the microdrop technique, as described by Oliveira et al. (2014).

2.4 Inhibitory effect of L. rhamnosus against pathogenic bacteria

Approximately 25 g of cheese were divided into sterile glass jars (340 mL). For
the control groups, the positive control cheese was prepared by adding only inoculum
containing the isolated pathogenic bacteria, the negative control cheese contained only
the isolated probiotic bacteria, and a control sample lacked any added bacteria, totaling
6 control samples. The isolated bacteria were inoculated in a 1 mL inoculum (containing
6 log CFU/mL) for each 25 g of cheese, and the probiotic bacteria were inoculated in a
1 mL inoculum (containing 8 log CFU/mL) for each 25 g of cheese. The experimental
cheeses consisted of cheeses with mixed cultures added: 1 mL of probiotic bacteria
inoculum and 1 mL of isolated contaminant bacteria inoculum at the same bacterial
concentration as previously mentioned, resulting in four samples (probiotic strain x 4
pathogenic strains). After inoculation, all inoculated cheese samples were shaken in an
electric mixer (Kenwood, UK) for 5 min and stored at 7 °C for 21 days, which
corresponded to 40 samples (10 samples x 4 storage times).

Each sample was subjected to a viable cell count of probiotic bacteria and
contaminants at 1, 7, 14 and 21 days of refrigerated storage using the microdrop
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technique. For the viable cell counts of L. rhamnosus, MRS agar (Sigma-Aldrich)
supplemented with cysteine-HCI (0.05 g/100 mL) was used, which was incubated under
anaerobic conditions (BD container system GasPakTM EZ Anaerobe, Becton,
Dickinson and Company, USA) for 48 h at 37 °C. For S. aureus, mannitol-sodium
chloride-phenol red agar (Merck) was used; for S. Enteritidis, Salmonella-Shigella Agar
(HIMEDIA Laboratories, India); for L. monocytogenes, Listeria Selective Base Agar
supplemented with Listeria Selective Supplement (HIMEDIA Laboratories, India); and
for E. coli, EMB Levine Agar was used (HIMEDIA Laboratories, India). All agar plates
were incubated for 24 h at 37 °C (Vanderzant & Spilttstoesser, 1992). All analyses were
performed in duplicate and the results were expressed in log CFU. For each storage
period, the inhibition degree (inhibition rate) was calculated as:

Inhibition rate = [(N control — N pathogen) / N control] * 100,

where N control is the log CFU/g of the pathogenic bacteria added in isolation and N
pathogen is the log CFU/g of the pathogenic bacteria added in the presence of the
probiotic bacteria (Madureira, Pintado, Gomes, & Malcata, 2011).

2.5 Data analysis

The Statistical Analysis System software (SAS, 1999) was used for statistical
analyses. The results were evaluated using analysis of variance (ANOVA) and Tukey
test, both considering a significance level of p < 0.05.

3. Results and Discussion

3.1 Survival in simulated gastrointestinal conditions

The viable cell counts of L. rhamnosus EM1107 in goat Coalho cheese (groups
Q1 and Q2) and in MRS broth (groups C1 and C2), when either not exposed or exposed
to simulated gastrointestinal conditions are shown in Fig. 1. In the groups not exposed
to simulated gastrointestinal conditions, L. rhamnosus EM1107 showed viable cell
counts in cheese (Q1) and MRS broth (C1) of 6.7 and 8.4 log CFU/mL, respectively. In
the groups exposed to the simulation, a difference (p < 0.05) was observed in the viable

cell count of this strain in the goat Coalho cheese (Q2) when compared with step 1
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(before simulation; 6.53 log CFU/qg) for the other digestion steps (between 6.1 and 7.68
log CFU/mL), except for the last step (ileum; 6.75 log CFU/g), where no difference was
observed (p > 0.05). Thus, at the end of cheese digestion, the probiotic strain maintained
its viability. These counts corroborate literature, indicating that to achieve their
beneficial effects, the viable probiotics should be present in the food at a minimum level
ranging from 6 to 9 log CFU/g (Vinderola et al., 2008; Plessas, Bosnea, Alexopoulos, &
Bezirtzoglou, 2012).
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Fig. 1. The viable cell counts (average+ standard deviation) of L. rhamnosus EM1107,
when inoculated in MRS broth (o,e) or in cheese (o,m), and either exposed (e,m) or not
(o,0) the simulated gastrointestinal conditions over different incubation times. The pH
values that the bacteria were exposed to are indicated in the upper left corner.

When L. rhamnosus EM1107 was added to MRS broth (C2) and subjected to
simulated gastrointestinal conditions, a reduction in the counts after step 6, or after 52
min of in vitro simulation (pH 2.8), was observed, which corresponded to a reduction of
2.2 log CFU/g compared with initial counts. After 72 min of stomach simulation (step

7), when the strain was exposed to pH 2.3, cell death was observed. In a previous study
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that evaluated the survival of L. rhamnosus 1107 under simulated gastric and intestinal
conditions, where the strain cultivated overnight in MRS broth was exposed to pH 2.5
for 60 min and to an artificial duodenal secretion for 3 hours, and Dos Santos et al.
(2014) observed a reduction of 2.46 log CFU/mL at the end of the assay, which started
from an initial inoculum of 9.10 log CFU/mL. The difference between the results
obtained by these authors and those of this study for the same bacterial strains can be
explained by the different models for simulating the digestive steps, particularly the step
including the mouth that used a-amylase for the saliva solution in the model tested
herein. Another factor that may have influenced this difference was the exposure of L.
rhamnosus M1107 to a gradual pH reduction in the stages of the simulated stomach
conditions. Thus, the model used in this study more realistically reflects the conditions
faced by cells during digestion, because it involves all compartments of the
gastrointestinal tract (from mouth to ileum) and uses different pH gradients in the
stomach, which typically occurs in digestion (Madureira, Amorim, Gomes, Pintado, &
Malcata, 2011).

After the exposure of cheese containing L. rhamnosus EM1107 (Q2) to
simulated mouth conditions (step 2), there was a 1.15 log CFU/g increase (p < 0.05)
compared with the original counts (step 1). Similar behavior was reported by Oliveira et
al. (2014) and Madureira Amorim, Gomes, Pintado and Malcata (2011), who evaluated
the survival of Bifidobacterium lactis (BB12) in goat Coalho cheese and B. animalis Bo
in a cheese whey matrix, respectively, using the same digestion model that was used in
this study. The simulated esophagus-stomach conditions of the present study were
characterized by a steady pH reduction. However, the L. rhamnosus EM1107 added to
goat Coalho cheese maintained its number of viable cells through step 8, i.e., after 92
min in contact with the gastric juice (pH 2.0). This same result was observed in a study
by Oliveira et al. (2014), who used goat Coalho cheese as a vehicle for B. lactis (BB12),
L. acidophilus (LA-5) and L. casei subsp. paracasei (L. casei 01). This viability is most
likely due to the high buffering capacity of goat Coalho cheese, which kept the bacterial
cells protected from the low stomach pH in these steps.

In step 9 (duodenum), the goat Coalho cheese samples were exposed to an
intestinal solution composed of pancreatin and bile salts at pH 5, and at the end of this
step (after 122 min), there was no difference in the L. rhamnosus EM1107 viable cell
counts (7.30 log CFU/g; p > 0.05) compared with the counts when the micro-organism
reached this compartment (6.09 log CFU/g). However, an increasing trend was
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observed (1.3 log CFU/g). This increase may be due to the deconjugation ability of the
bile salts in the tested strain (Dos Santos et al., 2014), as this feature can improve the
survival of probiotic bacteria in the intestinal environment (Begley, Hill, & Gahan,
2006). After simulated digestion of the ileum (step 10), following 182 min of digestion,
the viable cell counts of L. rhamnosus were maintained, most likely due to the neutral
pH (6.5) of this compartment. Similar results in the ileum stage were reported by
Madureira, Amorim, Gomes, Pintado, and Malcata (2011) for multiple strains (L. caseli
LAFTI® L26, L. acidophilus LAFTI® L10 and B. animalis Bo) added to cheese from
milk whey.

Thus, at the end of in vitro digestion, L. rhamnosus exhibited the same number
of viable cells as were present at the beginning of digestion. In contrast, when in MRS
broth, the strain lost viability at the end of digestion. These results indicated that goat
Coalho cheese had a protective effect during the exposure of L. rhamnosus to simulated
gastrointestinal conditions. Previous studies have reported that dairy matrices such as
fermented milks and semi-hard fresh cheeses are good vehicles for probiotic bacteria to
protect the cells during the stress imposed by gastrointestinal conditions, allowing these
bacteria to reach the intestine and exert beneficial effects on the host (Pitino et al., 2012;
Oliveira et al., 2014). The most convincing arguments refer to the physical and chemical
characteristics of these matrices, such as higher pH value, higher buffering capacity,
better nutrient availability, low oxygen content and high fat content in combination with
protein density, which makes the matrix more solid (Cruz, Buriti, Souza, Faria, & Saad,
2009; Karimi et al., 2011; Mirzaei, Pourjafar, & Homayouni, 2012; Pitino et al., 2012).

3.2 Inhibitory effect of L. rhamnosus against pathogenic bacteria

When combined with pathogenic bacteria, L. rhamnosus M1107 counts from 5.8
to 6.6 log CFU/g during the 21 days of refrigerated storage (data not shown). This
indicates that the probiotic strain remained viable to exert its inhibitory effect against
pathogenic bacteria during the storage period. The inhibition times (inhibition rates)
caused by L. rhamnosus against S. aureus, S. Enteritidis, E. coli and L. monocytogenes
are shown in Fig. 2. L. rhamnosus EM1107 showed inhibition rates against S. aureus of
only 1.55 and 1.7% after 7 and 14 days of storage, respectively (Fig. 2A). However,
after 21 days of refrigerated storage, the inhibition rate was 21.66% for this pathogenic
micro-organism. Against S. Enteritidis, the inhibition rates were 4.36%, 5.33% and
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5.51% after 7, 14 and 21 days of storage, respectively (Fig. 2B). Against E. coli, L.
rhamnosus showed an inhibition rate of 7.98% after 7 days of storage (Fig. 2C). Against
L. monocytogenes, the inhibition rates on days 7, 14 and 21 were 2.62%, 1.57% and
10.23%, respectively (Fig. 2D). Based on these results, L. rhamnosus EM1107 is more

effective against S. aureus and L. monocytogenes on day 21 of refrigerated storage.
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Fig. 2. Time course of inhibition (inhibition rate expressed as average + standard
deviation) of S. aureus (A), S. Enteritidis (B), E. coli (C) and L. monocytogenes (D)
brought about by L. rhamnosus EM1107, in goat coalho cheese, during 21 days of
storage at 7 °C.

The ability of L. rhamnosus to inhibit pathogenic bacteria was described in a
previous study in which Douillard et al. (2013) evaluated 100 L. rhamnosus strains
isolated from Universities and Hospitals and observed that most strains showed
inhibitory effects on the growth of E. coli, Yersinia enterocolitica and L.
monocytogenes. The exclusion or reduction capacity of enteropathogens is one of the
most important characteristics attributed to certain lactic acid bacteria (LAB) strains. In
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general, this effect is due to the production of various compounds during the
fermentative metabolism of LAB, such as organic acids, antibacterial peptides and
active proteins (Chen et al.,, 2007; Marianelli, Cifani, & Pasquali, 2010). When
probiotic strains are capable of exhibiting antimicrobial activity against spoilage and
pathogenic bacteria within the matrix in which they are incorporated, their potential for
industrial application is increased, because in addition to performing their probiotic
effect, they may contribute to an increase in product shelf life (Costa, Suguimoto,
Miglioranza, & Gomez, 2012).

4. Conclusions

Goat Coalho cheese proved to be an effective matrix to carry L. rhamnosus
EM1107 along the gastrointestinal tract, ensuring that this strain was supplied in
satisfactory amounts to the intestine (6.75 log CFU/g). Furthermore, this strain delayed
the growth of S. aureus, S. Enteritidis, E. coli and L. monocytogenes in goat Coalho
cheese during refrigerated storage for 21 days. Therefore, this study demonstrated the
potential of this strain of L. rhamnosus to be used as a protective culture, delaying the
growth of pathogens commonly associated with goat Coalho cheese, particularly S.

aureus and L. monocytogenes.
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