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RESUMO

Entende-se por produtos lacteos probidticos aqugles apresentam microrganismos vivos, nao
patogénicos e que, quando consumidos diariamentea ncerta cocnentracdo, causam efeitos
benéficos & saude. Porém, devem atender aos patdeentidade e qualidade preconizados pela
legislagéo vigente, em especial aos padrfes maldmicos. Dentre os produtos lacteos, os leites
fermentados destacam-se no mercado como fonte aterganismos probidticos. Assim, o objetivo
do trabalho foi avaliar a qualidade microbiologas leites fermentados probitticos comercializados
na regido oeste do Parana. Para tal, foram cotetgqdatro marcas de iogurte probiético sabor
morango, totalizando 12 amostras. Todas as amagaderam ao padrao de identidade e qualidade
preconizado pela legislacdo vigente quanto coliéxrnotais e fecais. Apesar da legislacdo nao trazer
limites para bolores e levedura, apenas uma amagtesentou contagens superiores a 105 UFC/ mL.
Todas as amostras apresentaram contagem de bmddétiaas dentro do estipulado, porém somente
duas amostras tiveram quantidades de microrganipnuiséticos viaveis de acordo com a Lista de
Algacdes de Propriedades Funcionais e de Saude.

Palavras-chave:legislagédo, contaminagéo, seguranca alimentar.

1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o mercado consumidor tem denadwstgrande interesse por
alimentos que apresentam, além das caracteridti@gsisas nutricionais, componentes ou
substéancias funcionais, ou seja, que ajustam owla@mdo sistema fisioldégico do organismo

humano, com o intuito de prevenir doencas e promagaude (PARK et al., 1997).
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Alimentos probiéticos sdo aqueles que carreiam @w @oduzidos por bactérias
probioticas originadas do trato intestinal humaoargio o produto se destina ao consumo
humano ou trato de uma determinada espécie, qus@ddestina a alimentagdo animal
(FERREIRA, 2003). Entretanto, a definicdo atualmaesteita internacionalmente é que eles
sdo microrganismos vivos, administrados em qualdslaadequadas, que conferem
beneficios a saude do hospedeiro (FAO, 2001).

O emprego de probidticos em alimentos, em espec@lutos lacteos, vem sendo
objeto de estudo devido ao fato de que estes rgem@mos tém sido descritos como
participantes em processos que promovem melhosigaade, como o aumento da digestéao
da lactose; melhoria do sistema imunoldgico deadl@aumento da producdo de macréfagos e
elevacdo dos niveis de imunoglobulinas (IgG e Igiypressdo de cancer e reducdo do
colesterol sanguineo (DRUNKLER et al. 2005).

O consumo de leites fermentados por muito temptevesbaseado no iogurte
tradicionalmente produzido com fermentos compostes Streptococcus salivarius ssp.
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii spp. bulgss, o futuro aponta para o uso de
probidticos, associados ou ndo as bactérias toadid, quer como agentbmtecnoldgicos
que melhoram as caracteristicas do produto traditi@omo reduzir a pés-acidificacdo do
iogurte, fato evidenciado pela acdo de Lactobac#icidophilus e Bifidobacterium sp., quer
como agentes terapéuticp®u seja, microrganismos que promovam efeitos flu@senos
individuos que os ingerem (ANTUNES, 2001).

No mercado brasileiro encontram-se varios prodetws caracteristica probidtica.
Atualmente, a maior parte dos produtos lacteosi@tiobs sao leites fermentados, porém
existem ainda queijos com essa finalidade. Destadpos consumidores cada vez mais
exigentes quanto a produtos que tragam benefigasde, tém incluido os leites fermentados
em suas dietas.

Diante do exposto acima, torna-se importante awarigse 0s leites fermentados
comercializados na regido Oeste do Parana corrdspoas exigéncias legais estabelecidas

pelos 6rgaos reguladores quanto a qualidade malagfica.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS

2.1.1 AMOSTRAGEM

Foram avaliadas quatro diferentes marcas de |é#esentados declarados como
probioticos, com selo de Inspecdo Federal. As msaimam denominadas de A, B, C e D.
Trés amostras de cada marca (que correspondera difieéentes lotes de producdo) foram
coletadas no comércio da regido Oeste do Parartdlizamdo 12 amostras. Os
microrganismos que constituiam os iogurtes pratmétiforam Lactobacillus bulgaricus,
Streptococcus thermophilos, Lactobacillus Aciddpkik Bifidobacterium.

As amostras foram coletadas diretamente nas g&nhdidasupermercados, sendo
transportados em caixas isotérmicas até o labdvatid Microbiologia de Universidade
Tecnoldgica Federal do Parand (UTFPR) — Campus diedta, onde permaneceram
armazenados em geladeira a temperatura de 10 atE ¥%momento das analises.

Todas as amostras foram conduzidas as avalia¢c8estds logo a seguir no 2/3 de
sua validade, de acordo com a informacdo desooitedtulo, apresentando validade de 45
dias.

2.1.2 AVALIACAO DOS REQUISITOS MICROBIOLOGICOS

Para verificagdo do cumprimento das exigénciastquaos requisitos microbiologicos
no que diz respeito as condi¢des higiénico-saagatos produtos, foram realizadas contagens
de Coliformes/g a 30 °C (UFC/g), Coliformes a 45 (MFC/g) e Bolores e Leveduras
(UFC/g) conforme os padrées microbioldgicos estdgds pela RDC n° 12 de janeiro de
2001 da ANVISA (BRASIL, 2001).

2.1.2.1 Contagem de Coliformes totais e Termototesa
A contagem de Coliformes Totais e Termotolerantésefalizada utilizando o método
do Numero Mais Provavel (NMP) (BRASIL, 2003). Nao¥a Presuntiva, as diluicdes 100,
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10-1 e 10-2 foram inoculadas em triplicata em tutm#endo caldo lauril sulfato de sodio e
tubos de Durhan invertidos. Estes tubos foram iadab a 36°C por 48 horas. A identificacao
da presenca de gas nos tubos de Durhan indicaagsyositivo e requer a realizacdo do
teste confirmatdrio em caldo verde brilhante bNB) 2% lactose para coliformes totais,
sendo este a seguir incubado a 35 + 1 °C/48 horeald® Escherichia coli (EC) para

coliformes termotolerantes, estes incubados a#4,5C/48 horas.

2.1.2.2 Contagem de Bolores e Leveduras

A contagem de de bolores e leveduras foi feitacdedm com a Instrucdo Normativa
(IN) n° 62 (BRASIL, 2003). Foram inoculados e ebpalos com auxilio da alca de Drigalski,
0,1ml das dilui¢cdes 100, 10-1 e 10-2 sobre a sigierdo agar batata glicose 2%, acidificado
a pH 3,5. As placas foram incubadas, sem inveat25°C + 1°C por cinco a sete dias.

2.1.3 CONTAGEM DE MICRORGANISMOS TRADICIONAIS E PRRIOTICOS

Para verificacdo da adequacdo quanto a definicateit fermentado, ou seja, a
presenca de bactérias laticas, foi realizada aagent de bactérias laticas totais (UFC/Q).

As contagens de bactérias lacticas dos iogurtesmfaealizadas no ultimo dia de
estocagem. A abertura dos fracos de iogurtes ifai f® interior da camara de fluxo laminar
para prevenir qualquer contaminacdo ambiente nataandma aliquota de 1 mL de amostra
foi transferida para um tubo com rosca contendoLmsolucdo de agua peptonada estéril
0,1%. A partir desta diluicdo foram feitas diluisgdgubsequlientes, necessarias a analise do
produto. Apés o tempo de incubacao requerido pada eneio de cultura, realizou-se a

contagem das placas que apresentaram entre 250025@as.

2.1.3.1 Contagem d&treptococcus salivarius ssp. thermophilus

Para enumeracdo @ireptococcus salivarius ssp. thermophifasutilizado o meio
agar M17. A inoculacgéao foi realizada por profundielaApds a inoculagéo, as placas de Petri
foram incubadas invertidas em aerobiose a 37°@®dworas (IDF, 1997).
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2.1.3.2 Contagem deactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus

Para a enumeracdo Hdactobacillus delbrueckii spp. bulgaricdsi utilizado o meio
MRS agar glicose acidificado com acido acético,p#n5,2. A inoculacdo foi realizada por
profundidade. ApOs a inoculagdo, as placas de Retaim incubadas invertidas em jarras
contendo gerador de anaerobiose Anaerobac (PROBAEB)C por 72 horas (COLLINS;
LYNE, 1989).

2.1.3.3 Contagem deactobacillus acidophilus

Para a enumeracao dactobacillus acidophilugoi utilizado o meio Agar MRS. A
técnica utilizada para a inoculacéo foi por profdade. ApGs a inoculacédo, as placas de Petri
foram incubadas invertidas em jarras contendo ger@e anaerobiose Anaerobac (PROBAC)
a 37°C por 72 horas (COLLINS; LYNE, 1989).

2.1.3.4 Contagem dgifidobacterium sp

Para a enumeracgéao Béidobacterium spfoi utilizado o meio MRS modificado pela
adicdo de 0,2% de cloreto de litio e 0,3% de progtio de s6dio (MRS-LP). A técnica
utilizada para inoculacéo foi por profundidade. A@dinoculacdo, as placas de Petri foram
incubadas invertidas em jarras contendo geradoanderobiose Anaerobac (PROBAC) a
37°C por 72 horas (VINDEROLA et al., 2000).

2.1.3.5 Confirmacgéao bioquimica dos microrganismaditionais e probibticos

Foram realizados esfregacos em laminas coradosrpétodo de Gram, a fim de
identificar a morfologia caracteristica de cadarorganismo avaliado. As laminas foram
observadas em microscopio 6tico, a fim de verif@goresenca de bacilos e cocos Gram-
positivos (BRASIL, 2003),

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.1 AVALIACAO DA QUALIDADE MICROBIOLOGICA

As contagens de coliformes totais e termotoleraetodas as amostras apresentaram

resultados inferiores a 0,3 UFC/g, estando dent® mhdrbes estipulados pela legislacao
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vigente (BRASIL, 2001). Tal resultado pode estaoamdo ao baixo pH do produto, ja que
estes microrganismos podem sofrer estresse e réin detectados nas analises.

As contagens de bolores e leveduras estdo demdasina Tabela 1.

Tabela 1 - Contagem média de Bolores e Levedur&CAd) de doze amostras de quatro marcas de leites

fermentados probidticos, comercializadas na re@éste do Parana.

Amostra Bolores e Leveduras (UFC/g)
A 3,8x 10
B 1,1x 16
C 6,3 x 16
D 4,7 x 16

Apesar da Resolucado n° 12 de 2 janeiro de 2001 (8N)/ ndo estabelecer um limite
de crescimento para bolores e leveduras para esdlislicativas, a presenca de fungos
filamentosos (bolores) e leveduras viaveis em endilevado nos alimentos pode fornecer
varias informacdes, tais como, condi¢cdes higiénickficientes em equipamentos;
multiplicacdo no produto em decorréncia de falhas pmocessamento e/ou estocagem;
matéria-prima com contaminacdo excessiva (PELCZAR.£1981). Esses microrganismos
podem tornar-se um perigo a saude publica deviplmducdo de micotoxinas pelos bolores
(FRANCO; LANDGRAF, 1996).

Por causa de seu baixo pH, os iogurtes favorecemescimento de leveduras e a
deterioracdo destes produtos por estes microrgasisén geralmente conhecida pelo
desenvolvimento déavour ndo caracteristico ao produto, perda de textwald& producao
de gas e a dilatacdo e liberacdo de ar final dipieste. Refrigeracdo inadequada, apés
envase e durante a comercializacdo, provavelmestimwta o crescimento de leveduras,
considerando que a temperatura e o tempo de araraezeto tém influéncia na qualidade do
produto e que grande parte dos pontos de vendaempaen condicOes inadequadas de
conservacao (FLEET, 1992).

Para se evitar isso, é necessario maior rigor,edesglecdo de matérias-primas de boa
qualidade, até o cumprimento das medidas higi&aodgarias, bem como na estocagem,
sendo que, dessa forma, podera ser oferecido aumdithor um produto compativel com a

legislacao brasileira, quer no ambito industriakrgno comércio varejista.



SIMPOSIO DE ISSN 2236-0409
Q @ ALIMENTOS v. 7(2011)

Engenharia PARA A REGIAO SUL p. 7/12
*Alimentos Passo Fundo/RS - 28 e 29 de abril de 2011

2.2.2 CONTAGEM DE MICRORGANISMOS TRADICIONAIS E PRRIOTICOS

Na Tabela 2 estdo apresentados os valores média¥dldas contagens de bactérias
lacticas tradicionaisStreptococcus salivarius ssp. thermophitukactobacillus delbruecki
ssp. Bulgaricuse bactérias lacticas probioticdsa¢tobacillus acidophilus e Bifidobacterium

sp.), das quatro marcas de leites fermentados piobgdavaliadas.

Tabela 2 - Contagem média do nimero de célulaseigidadle bactérias laticas tradicion&@sreptococcus
salivarius ssp. thermophilug Lactobacillus delbruecki ssp. bulgaricus bactérias laticas probidticas
Lactobacillus acidophilug Bifidobacterium(UFC/g) de doze amostras de quatro marcas de lieitmentados

probidticos comercializadas na regido Oeste dorm@ara

Células viaveis (UFC/g)
Bactérias lacticas Amostra A Amostra B Amostra C oAitra D
S. thermophilus 2,5x 106 2,2 x 106 4,2 x10° 1,6 x 16°
L. bulgaricus 2,6 x 16 2,6 x 16 1,3x 14 1,4 x 18
L.acidophilus 1,1 x 16 9,6 x 1d <10 <10
Bifidobacterium 2,5x 16 9,8 x 1d <10 <10

A manutencdo do numero de células viaveis das @sticticas tradicionaisS(
thermophiluse L. bulgaricug (Tabela 2), atendem aos valores estabelecides|ggislacio
brasileira em vigor, ja que segundo o Regulamerenito de Identidade e Qualidade de
Leites Fermentados (BRASIL, 2007), a contagem td¢abactérias lacticas viaveis deve ser
no minimo 7 log UFC/mL no produto final, duranteldoo prazo de validade e, no caso em
gue mencione(m) o uso de Bifidobactérias, a comageve atingir 6 log UFC/mL. Ressalta-
se que a legislacdo nao faz distincdo dos micresgens, portanto, na enumeracao geral as
amostras de iogurtes estavam de acordo com osgsapir@conizados.

Estudos tém mostrado que as bactérias do iog8rtéhérmophilue L. bulgaricug
sobrevivem bem no produto durante a vida de prede(®ONKOR et al.,, 2006). Q.
bulgaricusé o principal responsavel pela pds-acidificacas idgurtes, mas por outro lado,
contribui consideravelmente para a producdo de ostop aromaticos, especialmente o
acetaldeido, caracteristico do iogurte (GUYOT, 2992
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De acordo com Tamime e Robinson (1999), o valompHeimplica na atividade
metabolica das bactérias, podendo favorecer ummndietdo grupo, em detrimento do outro.
No caso do iogurte, bactérias do género Lactotmcilescem e toleram valores de pH mais
baixos do que as pertencentes ao género Strepgcoco

Segundo SILVA (2007), uma excessiva poés-acidifioa@idificacdo indesejada ao
produto) ocorre, principalmente, devido ao cresotmencontrolavel dd.. bulgaricusnas
temperaturas de refrigeracdo e a baixos valorggHdd’ortanto, as industrias fabricantes de
culturas lacticas fornecem culturas tradicionaisoderte com uma menor concentracad.de
bulgaricus e uma maior concentracdo & thermophilusA reducdo na contagem de
bulgaricusno produto final contribui para diminuir a poseificacdo do iogurte durante a
vida de prateleira. Isto € importante tanto paramga ao produto final um sabor suave,
guanto para evitar efeitos adversos do pH baixaesals bactérias probidticas (DAVE;
SHAH, 1997).

Bactérias probioticas devem, apos a ingestéo, @gcanintestino em niveis elevados
para serem capazes de sobreviver, aderir as panma@ssinais, multiplicar-se e, talvez,
exercer seus efeitos de promocdo da saude. Comsenignte, a viabilidade de espécies
probidticas durante a armazenagem de leite fermiendamuito importante (AWAISHEH,
HADDADIN & ROBINSON, 2005).

Em relacdo a contagem dos microrganismos probgti{d@bela 2), somente as
amostras A e B apresentaram contagenh.dacidophiluse Bifidobacterium spde acordo
com a lista de alegacgfes de propriedades funciendéssalude (BRASIL, 2010). Por sua vez,
as amostras C e D ndo apresentaram contagem déridmdiaticas probidticas, porém
apresentaram elevada contagem de bactérias ldtmadicionais. Tal resultado pode ser
explicado em funcdo de que os microrganismos atibs como culturatarter na producéo
de iogurte podem produzir substdncias que interfena viabilidade dos microrganismos
probioticos. O peréxido de hidrogénio produzido gdar bulgaricus apresenta efeito
antimicrobiano, afetando o crescimento de bactépiabioticas (DAVE; SHAH, 1997).
Samona e Robinson (1994) citam ainda a secrecébaderiocinas pol. bulgaricus
podendo comprometer a sobrevivéncia de bifidobastéA atividade metabdlica de.
bulgaricuse S. thermophiluslurante a armazenagem resulta na producao desamiganicos
que futuramente podem afetar a viabilidade dadafrobioticas (DONKOR et alii, 2006).
Emboral. acidophilustolere a acidez, um r4pido decréscimo no seu ralfieérobservado
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sob condicfes acidas. Bifodobactérias ndo samk&@htes ao acido quaritoacidophilus o
crescimento dos ultimos organismos cessa a um ptbmugie 4,0, enquanto o crescimento
deBifidobacterium spé retardado a pH abaixo de 5,0 (SHAH; LANKAPUTHRA97).

2.2.3 CONFIRMACAO BIOQUIMICA DOS MICRORGANISMOS TRBICIONAIS E
PROBIOTICOS

A confirmagé@o dos microrganismos probiéticos falimda através de Coloracao de
Gram (BRASIL, 2003). As cepas encontradas nas agh@s efetuadas para as amostras A, B,
C e D, confirmaram a existéncia de bacilos Granitipos, caracterizando a presencalde
bulgaricus L. acidophilus e Bifidobactérias, e cocos Gram-positivos, cargdedo a
presenca d8&.thermophilus

Os microrganismod.. bulgaricus e Bifidobactérias apresentaram-se em formas de
bastonetes curtos e lo acidophilusapresentou-se em forma de bastonete mais alongado.
Estas observacdes de morfologia sdo similaresdasagas na literatura. Jay (2006), indica
gue Lactobacillus bulgaricussdo bastonetes Gram-positivos e Vandame et ab6)19
relataram que.actobacillus acidophilusao bastonetes Gram-positivos, que podem ocorrer
isolados, em pares ou em cadeias curtas, e queamha tipico é 0,6 — 0,9 mm de largura e
1,5 — 6,0 mm de comprimento. No caso das Bifidayéad, estas sdo caracterizados por
serem microrganismos Gram-positivos, desprovidofladelos, apresentando varias formas,
incluindo bastonetes curtos, compridos e bifurcaglosforma de Y (GOMES; MALCATA,
1999).

O S. thermophilugpresentou-se em forma de cocos, esféricos, at@em cadeias

ou pares, 0 que também esta de acordo com o imdicatteratura (SILVA et al., 2007).

3 CONCLUSAO

Dentre as doze amostras analisadas, verificou-ge ngio houve crescimento de
coliformes totais e termotolerantes, estando t@$amarcas dentro dos padrdes estipulados
pela legislacdo vigente, porém a presenca de Isolteveduras nas amostras indica falhas
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nas condi¢des higiénicas mantidas durante o pracesdo e estocagem, podendo reduzir a
vida util dos produtos e causar risco a saude dewidor.

Em relagdo a contagem de bactérias probidticasestemduas marcas analisadas
apresentaram concentracdo de microrganismos vj&ateies e abundantes durante seu prazo

de validade, podendo, portanto, serem denominaslipsodutos lacteos probioticos.
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