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RESUMO

Vérios alimentos podem ser veiculos de micro-organismos probi6ticos, entre eles diversos tipos de queijos, incluindo os
queijos frescos. Os queijos destacam-se no Brasil, por seu alto consumo principalmente o queijo tipo Minas Frescal. O
objetivo desse trabalho foi verificar o processo competitivo do micro-organismo Staphylococcus aureus, com 0 micro-
organismo probidtico, Lactobacillus casei ssp. casei em queijo tipo Minas Frescal nos tempos de zero, sete, 14 e 21 dias
armazenamento a uma temperatura de 5°C. Os queijos tipo Minas Frescal foram produzidos a partir de leite pasteurizado
comercial e integral, utilizando 15 litros de leite para cada fabricacdo e com adicdo direta de acido l4tico, para serem
fabricados quatro tipos diferentes de queijo minas frescal: um queijo padrdo (controle), um queijo com adicdo de
Lactobacillus casei ssp. casei, outro com Lactobacillus casei ssp. casei e Staphylococcus aureus e um somente com
adicdo Staphylococcus aureus onde todos os produtos foram fabricados em triplicata. Todas as anélises microbioldgicas
foram realizadas em triplicata utilizando o meio BP (Baird Parcker) para identificacdo de col6nias de Staphylococcus
aureus e MRS (Man Rogosa and Sharpe) para a identificacdo de Lactobacillus nos tempos zero, sete, 14 e 21 dias de
maturacdo a uma temperatura 5°C. Observou-se com os dados obtidos que ndo houve diferenca significativa (p<0,05) da
diminuicdo dos micro-organismos S. aureus pelos micro-organismos probiotico L. casei ssp. casei.

PALAVRA-CHAVES: Micro-organismos Patdgenos. Micro-organismo Probidtico. Analises Microbiolégicas.

FEASIBILITY OF Lactobacillus casei ssp. casei IN CHESES MINES FRESH AND COMPETITION WITH
Staphylococcus aureus

ABSTRACT

Several food products can be vehicles of probiotic micro-organisms among them various types of cheese, including fresh
cheese. The cheeses stand out in Brazil, by its high consumption mainly the cheese kind Minas Frescal. The aim of this
study was to investigate the competitive process of the micro-organism Staphylococcus aureus, with the micro-organism
probiotic, Lactobacillus casei ssp. casei in cheese Minas Frescal at time zero, seven, 14 and 21 days storage at a
temperature of 5° C. The cheeses kind Minas Frescal were made from pasteurized, commercial and whole milk, using
15 liters of milk for each manufacturing and direct addition of lactic acid to be made four different types of minas frescal
cheese: a standard (control) cheese, a cheese with addition of Lactobacillus casei ssp. casei, another with Lactobacillus
casei ssp. casei and Staphyloccus aureus and one only with added Staphylococcus aureus where all products were made
in triplicate. All microbiological analyzes were performed in triplicate using the mean BP (Baird Parcker) to identify
colonies of Staphylococcus aureus and MRS (Man Rogosa and Sharpe) for the identification of Lactobacillus in time
zero, seven, 14 and 21 days of ripening to a temperature 5° C. observed with the data obtained that there was no significant
difference (p<0.05) decrease of micro-organism S. aureus by micro-organism proiotic L.casei ssp. casei.
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1. INTRODUCAO

Devido ao grande aumento na preocupa¢do dos consumidores com relagdo as questdes de salde,
a industria de alimentos funcionais tem explorado, cada vez mais, novos processos e aumentado a
diversidade de produtos alimentares disponiveis para o consumo humano (MICHIDA et al, 2006).
Além disso, o crescimento pela demanda por alimentos saudaveis tem estimulado a inovagéo e o
desenvolvimento de novos produtos na industria internacional (SAARELA et al, 2000), dentre os
quais destacam-se o0s alimentos probidticos.

Os alimentos funcionais sdo alimentos modificados (compreendendo também os ingredientes
alimentares), semelhante aos alimentos convencionais, que além de promoverem funcdes nutricionais
bésicas, exercem um efeito benéfico a salde do hospedeiro, Uteis na manutencdo de uma boa salde
fisica e mental, podendo auxiliar na reducdo do risco de doencas crénico degenerativas (LAJOLO,
1999; BERGAMINI et al, 2005; MICHIDA et al, 2006).

Os alimentos, que fazem parte do grupo de chamados funcionais, contém micro-organismos
vivos especificos que exercem efeito benéfico sobre o hospedeiro, ou seja, tém a capacidade de alterar
a microbiota intestinal do hospedeiro e, consequentemente, a sua sadde (PUPIN, 2002).

Dentre os beneficios a saude produzidos por bactérias probidticas, podem-se citar: reducdo da
intolerancia a lactose; inibicdo de micro-organismos patogénicos; prevencgdo de diarréia; reducdo dos
niveis de colesterol; aumento da resposta imunoldgica e prevencdo de cancer de coélon e acédo
satisfatoria na modulagédo da resposta alérgica (SAARELA et al, 2002; SANDERS, 2003).

Os aspectos importantes que caracteriza um micro-organismo para que se apresente como
probidtico, por meio da avaliacdo do efeito protetor direto ou indireto contra enteropatdgenos, no qual
a sua acao direta ocorre pela producédo de substancias antimicrobianas, apresentando efeito inibitério
ou letal para o patogeno (VANDENBERH, 1993), e indireto pela inibicdo da ades@o dos patdgenos
a mucosa intestinal, seja devido & co-agregacao entre probidtico e patégeno ou por competicao pelos
sitios de adesdo (CZERUCKA; RAMPAL, 2002), competi¢do por nutrientes e inibi¢do da producéo
ou acdo de toxinas microbianas (BRANDAO et al, 1998).

Os queijos, em geral, apresentam algumas vantagens em relagédo a outros produtos probioticos.
A maioria possui pH mais elevado que iogurtes e leites fermentados, o que torna o meio mais estavel
para a sobrevivéncia das culturas probidticas por um periodo mais longo. Além disso, 0s queijos, por
apresentarem uma quantidade de gordura relativamente alta, oferecem uma protecéo para a bactéria

probidtica durante sua passagem pelo trato gastrintestinal (GARDINER et al, 1999).
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O consumo anual de queijos no Brasil é de 2,3 kg per capita. Esse valor vem crescendo, mas
ainda é pequeno, quando comparado ao da Argentina ou de paises europeus. O estado de Minas Gerais
€ 0 maior produtor brasileiro de queijos, com producdo em torno de 200 toneladas ao ano,
respondendo pela metade do consumo nacional (PERRY, 2004; MEZZADRI, 2005),

O queijo minas frescal vem crescendo dentro da industria de laticinio, visto que a producéo
desse queijo proporciona as industrias um alto rendimento na sua producdo (6,0 a 7,0 Litros/Kg),
além disso, obtém-se um processamento simples, ndo precisando de investimentos para a sua
maturacao e armazenamento possibilitando um custo menor na producgéo do produto (LOURENCO
NETO, 1998).

Tradicionalmente, o queijo Minas é produzido com a adi¢cdo de uma cultura latica starter
mesofilica tipo O, composta por Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris.
Atualmente os laticinios tendem a substituir parcialmente ou integralmente a adi¢do desta cultura pela
acidificacdo direta de acido latico entretanto, essa pratica ndo € microbiologicamente segura, uma vez
que apenas a adicdo de culturas laticas assegura uma permanente producdo de &cido latico e,
consequente valores baixos de pH do produto durante seu armazenamento, bem como a producao de
outros compostos antimicrobianos. A adicdo de acido latico resulta na diminuicdo do pH, a qual se
restringe ao processamento (SOUZA, 2006).

Desenvolver produtos lacteos com bactérias probioticas € um processo importante para setor
industrial, sendo um grande desafio manter cepas probioticas especificas com concentracoes
apropriadas de células, para que possa considera-lo um alimento probidtico viaveis durante a sua vida
de prateleira (KOURKOUTAS et al, 2005).

Culturas probidticas com boas propriedades tecnolégicas desenvolvem boa multiplicagdo no
leite, promovendo propriedades sensoriais adequadas ao produto e estaveis durante o armazenamento.
Desta forma, podem ser manipuladas e incorporadas em produtos alimenticios sem perder a
viabilidade e a funcionalidade, resultando em produtos com textura e aroma adequados (BURITI;
SAAD, 2007).

Considerando os aspectos abordados, o presente trabalho teve como objetivo verificar o
processo competitivo do micro-organismo Staphylococcus aureus, com o probidtico, Lactobacillus
casei ssp. casei em queijo tipo Minas Frescal nos tempos de zero, sete, 14 e 21 dias de armazenamento
a temperatura de 5°C, por meio de analises microbioldgicas, utilizando o meio Baird Parker (BP)
para identificacdo de col6nias de S. aureus e Man Rogosa and Sharpe (MRS) para a identificacao dos

Lactobacillus.
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2 METODOLOGIA

Os queijos tipo Minas Frescal foram produzidos no Laboratorio de Tecnologia de Alimentos
da UNIPAR, a partir de 15 litros de leite integral, pasteurizado e comercial.

Foram produzidos quatro queijos, sendo um queijo padrdo (controle) [T1]; um queijo com
adicdo de probiotico (Lactobacillus casei ssp casei) [T2]; outro com adicdo de probidtico
(Lactobacillus casei ssp casei) mais Staphylococcus aureus [Ts] e outro somente com a adigéo de
Staphylococcus aureus [Ts]. Todos os queijos foram fabricados em triplicata. As analises
microbiologicas foram realizadas no Laboratorio de Medicina Veterinaria Preventiva e Satde Publica

do Mestrado em Ciéncia Animal da UNIPAR, no tempo zero, sete, 14 e 21 dias de armazenamento.

2.1 FABRICACAO DO QUEINO TIPO MINAS FRESCAL PADRAO — (T,)

Em 15L de leite pasteurizado comercial e integral e aquecidos a 36°C foram adicionados 4,0
mL de &cido latico a 85% diluido em 25 mL de agua destilada estéril, posteriormente foi adicionado
o coalho de acordo com as especificacGes do fabricante e cloreto de calcio na forma de solugdo aquosa
a 50% (p/v), na proporcao de 2g/10L de leite.

O leite foi deixado em repouso por aproximadamente 50 minutos, e ap6s a coagulacao da massa,
foi cortada em cubos de aproximadamente 1,0cm, seguida de descanso por mais cinco minutos,
realizando entdo uma agitacdo lenta por 30 minutos. Posteriormente realizou-se uma dessoragem e
adicdo de aproximadamente 2,0% de sal sobre a massa de queijo. Apds esses procedimentos a massa
foi colocada em formas de queijo Minas padrdo de 0,5 kg realizando trés viragens dos queijos em 30,
60 e 90 minutos.

Ap0s as primeiras 24 horas os queijos foram embalados em sacos plasticos ndo estéril e
mantidos a uma temperatura de 5°C até a realizacdo das analises microbioldgicas no dia zero, sete,
14, 21.

2.2 FABRICACAO DOS QUENOS TIPO MINAS FRESCAL COM ADICAO DE PROBIOTICO
(T2)

A fabricacdo dos queijos tipo Minas Frescal adicionada de cultura probidtica a base de

Lactobacillus casei ssp casei, foi realizada seguindo o mesmo procedimento para 0 queijo padréo

(controle). As culturas empregadas foram do tipo DVS (Direct Vat Set - para adigéo direta no leite
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durante processamento) na forma liofilizada e empregadas de acordo com a recomendacdo do
fabricante (Chr HansenR).

2.3. CONTAMINACAO DOS QUEIJOS COM CEPAS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS E
PROBIOTICO (T3)

Para contaminacdo dos queijos tipo Minas Frescal foram utilizadas cepas ATCC 29213 de
Staphytlococcus aureus, provenientes no Laboratério de Medicina Veterinaria Preventiva e Salde
Publica do Mestrado em Ciéncia Animal da UNIPAR, que ficavam armazenadas a temperatura de -
20°C em meio de Brain Heart Infusion (BHI) acrescido de glicerol e cultura probidtica a base de

Lactobacillus casei ssp casei,

2.4 CONTAMINACAO DOS QUEIJOS COM CEPAS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS (T4)

Para contaminacdo dos queijos tipo Minas Frescal foram utilizadas cepas ATCC 29213 de
Staphytlococcus aureus, provenientes no Laboratério de Medicina Veterinaria Preventiva e Salde
Publica do Mestrado em Ciéncia Animal da UNIPAR, que estavam armazenadas a temperatura de -
20°C em meio de BHI acrescido de glicerol.

Vinte e quatro horas antes da fabricacdo dos queijos contaminados, foi realizado o repique da
amostra padrdo em meio BHI &gar e posteriormente, preparada uma suspensao em BHI caldo na
concentracdo de 10’UFC/g, ajustada de acordo com a escala de Mac Farland, a qual foi adicionada
ao leite no momento da fabricacdo dos queijos, observando que o queijo contaminado foi fabricado
nos mesmo padrdo do queijo com probidtico.

2.5 ANALISES MICROBIOLOGICAS

Para 0 acompanhamento microbioldgico dos queijos foram analisados Sthaphylococcus aureus
de acordo com a Instru¢cdo Normativa 68 do Ministério da Agricultura de 23 de agosto de 2003
utilizando o meio Agar Baird Parker (BP) em placas, onde adicionava-se 0,1 pL na superficie do
meio e espalhado com uma alca de Drigalski e incubado ao uma temperatura de 36°C (BRASIL,
2003).

As contagens dos probidticos para o Lactobacillus casei ssp casei foram realizadas em meio
Man Rogosa and Sharpe (MRS), onde colocava 1000 pL da amostra em placa estéril, espalhava-se a

amostra e em seguida adicionava-se 0 meio que envolvesse a superficie da placa, e apds a
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solidificacdo do meio era colocada mais uma camada de meio, sendo assim, o procedimento era
realizado em multiplas camadas deixando o ambiente anaerdbio.

As avaliagdes microbioldgicas foram realizadas em triplicata e de acordo com tempo de
armazenamentos das amostras analisadas no Laboratdrio de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude

Publica do Mestrado em Ciéncia Animal da Unipar.

2.6 ANALISES ESTATISTICAS

As anélises microbiolégicas foram realizadas por meio da analise de variancia e quando
houvesse significancia (p< 0,05) empregava-se o teste de Tukey para comparacdo de médias,
utilizando o programa Biostat 5.0 (AYRES et al, 2007).

3 ANALISE E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

A figura 01 apresenta o crescimento do Lactobacillus casei sp. casei nos diferentes queijos e
nos diferentes periodos analisados. Pode-se observar que o maior crescimento de Lactobacillus foi
aos 14 dias no tratamento do queijo probidtico com adicdo de S. aureus, demonstrando no presente
estudo que ndo houve a manutencgéo deste micro-organismos, discordando de Ribeiro et al (2009) que
relataram que outras espécies de Lactobacillus permanecem viaveis por até 28 dias ap6s a fabricacéo.

Figura 1 — Crescimento (UFC x 107/g) de micro-organismos probidtico nos queijos tipo Minas Frescal
produzidos de forma convencional, adicionados de probidticos ou probidticos contaminados com S.
aureus, nos dias zero, sete, 14 e 21 dias ap6s a fabricacdo. Umuarama. 2012. Letras minusculas
diferentes demonstram diferencas estatisticas significantes (p<0,05) entre os diferentes periodos
analisados. Teste Tukey (g= 4,753; p<0,05)
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Fonte: Dados da pesquisa.
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O presente trabalho demonstrou ainda que n&o houve uma diminuigdo da contagem de S. aureus
no tratamento com adicéo de probidtico Lactobacillus casei spp. casei. (Figura 2), durante o periodo
de 21 dias de armazenamento. Por outro lado Alves, (2010) verificou que queijos tipo Minas Frescal
produzidos por adicdo de acido latico e adi¢do de micro-organismos probidticos como Lactobacillus

acidophilus diminuiram a presenca de E. coli mas ndo as eliminou.

Figura 02. Crescimento (UFC x 10%g) de Staphylococcus aureus nos queijos tipo Minas Frescal
produzidos de forma convencional, adicionados de probidtico ou probidtico contaminados com S.
aureus, nos dias zero, sete, 14 e 21 dias apos a fabricacdo. Umuarama. 2012. Letras minusculas
diferentes demonstram diferencas estatisticas significantes (p<0,05) entre os diferentes periodos
analisados. Letras maiusculas diferentes demonstra a diferenca estatistica entre 0s grupos no mesmo
periodo. Teste Tukey (g= 4,753; p<0,05).
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Fonte: Dados da pesquisa.

Em relacdo ao perfil de crescimento de Staphylococcus aureus nos diferentes periodos e
tratamentos, observou-se uma diminui¢do do crescimento do Staphylococcus aureus entretanto,
quando houve acréscimo de probioticos estes nimeros permanecem altos, o que difere do proposto
por Costa et al (2012).

De acordo com a Figura 02 observa-se as analises realizadas nos tempos zero, sete, 14 e 21 dias
de armazenamentos do queijo controle, onde obteve-se uma contaminacéo inicial por S. aureus, no
tempo zero de armazenamento desse queijo, podendo essa alta no crescimento do micro-organismos
patogénico ser proveniente do leite comercial, no entanto essa contaminacgdo por S. aureus diminui
ao longo do periodo de armazenamento do produto, o que pode estar associado ao processo de
acidificacdo do mesmo, j& que a temperatura manteve-se constante a 5 °C.

O queijo com adicdo do S. aureus obteve uma média superior de (UFC/g) no tempo zero de

maturacao, observando-se uma diferenca significativa (p<0,05) comparado aos tempos de sete, 14 e
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21 de armazenamento do mesmo queijo. Esse aumento esta relacionado com adicdo do micro-
organismo patogénico para a producdo do queijo contaminado.

Os queijos que foram produzidos e adicionados de micro S. aureus e L. casei ssp casei tiveram
resultados diferentes, onde o micro-organismos probidticos ndo diminuiram a contaminacdo dos
micro-organismos patogénicos, mas 0s micro-organismos patogénicos acompanharam a evolucao do
micro-organismo probidtico. E quando comparamos o tempo zero do queijo com adi¢do somente de
S. aureus e 0 queijo com a adi¢do de S. aureus e mais L. casei ssp casei, onde a quantidade adicionada
de micro-organismos contaminantes para a producdo desses queijos foram iguais, observa-se no
entanto que no queijo com o probidtico teve uma menor multiplicacdo do S. aureus, concluindo que
0 probidtico contribuiu no controle da multiplicacéo do patogeno.

Por meio dos resultados obtidos no desenvolvimento deste trabalho, onde ndo se obteve uma
diminuicao significativa através da competicao do S. aureus com o L. casei ssp. casei na producéo de
queijo tipo Minas Frescal sdo justificadas, pelo pesquisador onde demonstram que 0 micro-organismo
L. acidophilus é relatado como o probidtico mais indicado no processo de competicdo com patdgenos,
quando comparado a outras espécies de Lactobacillus spp. por possuir capacidade de aderir ao epitélio
intestinal, e também, por tolerar a acidez do suco gastrico (GARCIA et al, 2006).

Jay, (1994) também relatou que entre as espécies de Lactobacillus spp. mais utilizadas estdo 0s
L. acidophilus, pois esse micro-organismo esta nos subgéneros Thermobacterium onde produzem até
3,0% de acido latico a uma temperatura 6tima de crescimento de 40°C, quando comparado com o L.
casei que estd no subgénero Streptobacterium como temperatura 6tima de crescimento de 30°C e
produzem até 1,5% de acido latico.

Outro ponto a ser discutido é o uso do &cido latico de forma direta no processo de fabricacéo,
o0 qual contribui na diminuicdo da contaminacgdo de micro-organismos patégenos. A acidificacdo de
forma adequada dos queijos pode proporcionar uma melhora na preservagéo e nas caracteristicas do
produto, isso se da pela diminuig&o nas alteracdes causadas nas propriedades de qualidade ao longo
do tempo de estocagem (FOX, 2000).

Queijos produzidos com culturas startes ou fermentos laticos mesofilico e até mesmo com
micro-organismos probidticos ajudam na obtencdo de queijos com caracteristicas e composicao
semelhantes aos produzidos com &cido latico, mas a adi¢do de fermento latico proporciona queijos
com uma menor tendéncia a obterem micro-organismos contaminantes em relacdo ao uso de acido
latico (LOURENCO NETO, 1998).

Segundo estudos realizados por Campos e Viotto (1999) comparando o rendimento de queijos
Minas Frescal produzidos com adicao de fermentos laticos e os produzidos com acido latico, observa

que os produzidos com &cido latico proporcionam um maior rendimento as empresas, devido a uma
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menor acidificacdo dos queijos e consequentemente uma maior concentracdo de unidade nos mesmo.
Observando também que o uso de &cido latico nos queijos possibilita uma menor protecdo contra
micro-organismos contaminantes quando comparado com os fermentos laticos.

Trés possiveis mecanismos de atuacdo sao atribuidos aos probidticos, sendo o primeiro deles a
supressdao do numero de células vidveis através da producdo de compostos com atividade
antimicrobiana, a competi¢cdo por nutrientes e a competi¢do por sitios de adesdo. O segundo desses
mecanismos seria a alteracdo do metabolismo microbiano por meio do aumento ou da diminuicéo da
atividade enzimatica. O terceiro seria o estimulo da imunidade do hospedeiro, através do aumento
dos niveis de anticorpos e aumento dos niveis de macrofagos (SAAD, 2006). Esse conjunto de
mecanismos resulta em um aumento da resisténcia contra patégenos, garantindo, assim, a presenca
de micro-organismos de atividade benéfica a salude e impedindo a manifestacdo dos chamados
patogenos (NICOLI et al, 2003). Assim sendo, a utilizacdo de culturas bacterianas probioticas
estimula a multiplicacdo de bactérias benéficas, em detrimento a proliferagdo de bactérias
potencialmente prejudiciais, reforcando os mecanismos de defesa do hospedeiro. Essa resisténcia
aumentada contra patdgenos é a caracteristica mais promissora no desenvolvimento de produtos
probidticos eficazes (PUUPPONEN-PIMIA et al, 2002).

Os queijos, em geral, apresentam algumas vantagens em relacdo a outros produtos probidticos.
A maioria possui pH mais elevado que iogurtes e leites fermentados, o que torna o meio mais estavel
para a sobrevivéncia das culturas probiéticas por um periodo mais longo. Além disso, 0s queijos, por
apresentarem uma quantidade de gordura relativamente alta, oferecem uma protecéo para a bactéria
probidtica durante sua passagem pelo trato gastrintestinal (GARDINER et al, 1999).

Baseado nos resultados obtidos neste estudo, novos trabalhos devem ser desenvolvidos na
tentativa de elucidar quais os metabolitos provenientes pelos probidticos e pelos micro-organismos
contaminantes estdo contribuindo para diminuir a viabialidade do Lactobacillus e 0 aumento na

multiplicacdo dos S. aureus.
4 CONSIDERACOES FINAIS

Observou-se com o presente estudo que o Lactobacillus casei ssp. casei ndo diminuiu o
crescimento de S. aureus no Queijo Minas Frescal acidificado de forma direta no processo de
producdo, ndo demonstrando assim viabilidade no que refere-se a utilizagdo desse probidtico no

controle de micro-organismos contaminantes e no decorrer do seu processo de armazenamento.
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