UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE TECNOLOGIA
CURSO DE GRADUAGCAO EM ENGENHARIA DE ALIMENTOS

Joellington Marinho de Almeida

VIABILIDADE DE BACTERIAS LACTICAS PROBIOTICAS EM LEITES
FERMENTADOS COMERCIAIS

JOAO PESSOA
2017



JOELLINGTON MARINHO DE ALMEIDA

VIABILIDADE DE BACTERIAS LACTICAS PROBIOTICAS EM LEITES
FERMENTADOS COMERCIAIS

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado a
Coordenagdo do Curso de Engenharia de Alimentos do
Centro de Tecnologia da Universidade Federal da Paraiba,
como parte dos requisitos para obtencdo do Titulo de
Engenheiro de Alimentos.

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Janeeyre Ferreira Maciel

JOAO PESSOA
2017



JOELLINGTON MARINHO DE ALMEIDA

VIABILIDADE DE BACTERIAS LACTICAS PROBIOTICAS EM LEITES
FERMENTADOS COMERCIAIS

Aprovado em: / /

BANCA EXAMINADORA

Prof.2 Dr.2 Janeeyre Ferreira Maciel

Departamento de Engenharia de Alimentos, Centro de Tecnologia, Universidade
Federal da Paraiba, UFPB

Orientador (a)

Prof.2 Dr.2 Edilma Pinto Coutinho

Departamento de Engenharia de Alimentos, Centro de Tecnologia, Universidade
Federal da Paraiba, UFPB

Examinador

Prof.2 Dr.2 Esmeralda Paranhos dos Santos

Departamento de Engenharia de Alimentos, Centro de Tecnologia, Universidade
Federal da Paraiba, UFPB

Examinador

JOAO PESSOA
2017



DEDICATORIA

Dedico a Deus, meus familiares, amigos e todos os professores que fizeram parte da
minha formacao.



AGRADECIMENTOS

A Deus por me conceder forcas e me sustentar durante toda trajetéria, guiando
meu caminho, fazendo com que ndo perdesse o foco de um sonho que hoje se torna
realidade.

Aos meus pais, Almaiza Marinho Pachéco e José Antbnio de Almeida, pela
educacéo e por sempre terem acreditado em mim, pelo apoio que me concederam em
minhas escolhas e por terem sonhado junto comigo, sendo grandes incentivadores de
minhas conquistas, trazendo-lhes orgulho. Sendo eternamente grato a voceés.

As minhas irmas, Joseane Marinho de Almeida e Josemary Marinho de Almeida,
pelo companheirismo e apoio.

A minha orientadora, Prof.? Dr.? Janeeyre Ferreira Maciel, por todo
conhecimento, crescimento profissional, paciéncia e carinho durante minha graduagé&o.

Aos Profs. Drs. Pierre Cbrrea Martins, por ter me orientado em projetos de
extensdo, e Ricardo Targino Moreira em programas de monitoria e iniciacdo cientifica,
conhecimento adquirido, paciéncia e a grande amizade.

As pessoas que considero além da amizade, Amanda Silva do Carmo, Amanda
Gomes, Carolina Zanini, Thélita Cristyne de Oliveira Alves, Maeli Avelino de Sousa
Barros, Matheus Arthur e Isabel Almeida por todo carinho, companheirismo, incentivo,
preocupacdo, me apoiando e sempre estando ao meu lado.

A todos que contribuiram, direta e indiretamente, para que tudo que almejei
pudesse ser escrito em mais um capitulo de minha vida.



“A menos que modifiquemos a nossa
maneira de pensar, ndo seremos
capazes de reolver os problemas
causados pela forma como nos
acostumamos a ver o mundo”.

(Albert Einstein)



RESUMO

Os leites fermentados s&o produtos obtidos mediante a acdo de cultivos de
microrganismos especificos e/ou outras bactérias laticas que por sua atividade
contribuam para a determinacdo das caracteristicas do produto final. Alguns desses
microrganismos sdo considerados probioticos por conferirem beneficios a salde,
quando consumidos em quantidades adequadas diariamente. Estas bactérias devem se
manterem viaveis em todo tempo de vida util do produto, trazendo os beneficios que sao
alegados em suas embalagens. O objetivo do trabalho foi avaliar a viabilidade de
bactérias lacticas probidticas em trés leites fermentados comerciais a fim de se atestar
que 0s mesmos continham a quantidade minima desses microrganismos alegados em
seus rotulos e/ou exigida pela legislacdo brasileira. Para isso, foi realizada a contagem
de bactérias lacticas totais em placas através da técnica de plaqueamento em
profundidade, utilizando-se o0 4gar MRS. O mesmo agar foi utilizado como cobertura,
afim de criar uma atmosfera microaerobica. Ainda, foram determinados os parametros
de pH e acidez. Todas as amostras de leites fermentados continham bactérias lacticas
em nimeros acima de 107 ufc/mL, indicando adequacéo quanto aos requisitos avaliados.
Uma das trés marcas ainda fez alegagdo em conter mais microrganismos, na ordem de
10%° ufc/mL, enquanto que, outra ndo alegava a presenca de bactérias probioticas,
porém, indicava a presenca de lactobilos vivos no produto. A acidez das amostras
variou de 1,0% a 1,57% de acido lactico, de acordo com a legislacdo brasileira, 0s
limites estabelecidos sd@o minimo de 0,6 e méximo de 2% de &acido lactico estando
dentro das exigéncias da legislacdo. Com relagéo ao pH, os valores observados variaram
de 3,5 a 4,0, intervalo considerado adequado para esse tipo de produto, e com valores
préximos dos relatados por outros autores.

Palavras chave: Produto lacteo; Legislacdo; Probidticos; Acidez.



ABSTRACT

Fermented milks are products obtained through the action of cultures of specific
microorganisms and / or other lactic bacteria that, by their activity, contribute to the
determination of the characteristics of the final product. Some of these microorganisms
are considered probiotic because they confer health benefits when consumed in
adequate amounts daily. These bacteria should remain viable throughout the shelf life of
the product, bringing the benefits that are claimed in their packaging. The objective of
this work was to evaluate the viability of probiotic lactic bacteria in three commercial
fermented milks in order to certify that they contained the minimum quantity of these
microorganisms alleged in their labels and / or required by Brazilian legislation. For
this, total lactic acid bacteria were counted in plates by the depth plating technique,
using MRS agar. The same agar was used as cover in order to create a microaerobic
atmosphere. Also, pH and acidity parameters were determined. All fermented milk
samples contained lactic acid bacteria in numbers above 107 cfu / mL, indicating
suitability for the evaluated requirements. One of the three brands still made a claim to
contain more microorganisms, in the order of 10° cfu / mL, while another did not allege
the presence of probiotic bacteria, but indicated the presence of live lactobacilli in the
product. The acidity of the samples varied from 1.0% to 1.57% of lactic acid, according
to the Brazilian legislation, the limits established are minimum of 0.6 and maximum of
2% of lactic acid being within the requirements of the legislation. Regarding pH, the
observed values ranged from 3.5 to 4.0, range considered adequate for this type of
product, and values close to those reported by other authors.

key-words: Dairy products; Legislation; Probiotics; Acidity.
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1 INTRODUCAO GERAL

Os leites fermentados sdo produtos obtidos mediante a agdo de cultivos de
microrganismos  especificos, que podem incluir Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei, Streptococus salivarius subsp thermophilus e/ou outras bactérias
laticas que por sua atividade contribuam para a determinagdo das caracteristicas do
produto final (BRASIL, 2007). Algumas dessas bactérias podem ser classificadas como
probioticas, por serem capazes de conferir beneficios a saude, quando ingeridas em
quantidades adequadas (FAO, 2002).

Dentre os beneficios estdo incluidos o alivio dos sintomas da intolerancia a
lactose, modulacdo do sistema imune e da microbiota intestinal, efeito
hipocolesterolémico e agdo anticarcinogénica, entre outros (SHAH, 2007, ROWLAND
et al., 2010).

A industria brasileira de produtos lacteos tem explorado bastante o potencial das
bactérias probioticas, sendo estas comumente adicionadas em leites fermentados. Esse
alimento ¢ considerando um veiculo adequado, por apresentar boa capacidade
tamponante e pH na faixa de 3,5-4,5, que contribui para o aumento do pH do estdmago
e, consequentemente, melhora a sobrevivéncia dos probioticos
(CHARALAMPOPOULOS et al., (2003). Dentre as bactérias lacticas probidticas, a
mais usada em todo o mundo é o Lactobacillus acidophilus, entretanto o grupo
Lactobacillus casei possui também importante valor comercial para a industria de
alimentos. Fazem parte desse grupo as espécies L. casei, L. paracasei e L. rhamnosus
(BURITI e SAAD, 2007).

Para que os beneficios atribuidos ao consumo de bactérias probioticas sejam
assegurados, algumas condicdes devem ser atendidas. Primeiro, a bactéria probiotica
deve ser devidamente caracterizada e identificada ao nivel de linhagem e ndo somente
ao nivel de género e espécie, pois segundo Rowland et al., (2010) um determinado
efeito apresentado por uma linhagem ndo pode ser extrapolado para as demais bactérias
da mesma espécie. Na legislag@o brasileira tem sido exigida somente a identifica¢do do
probiotico ao nivel de espécie (BRASIL, 2008). Com relagdo aos produtos disponiveis
no mercado, a maioria das marcas de leites fermentados ndo contém a alegacdo de que
adicionam probidticos, mas informa a espécie de bactéria adicionada, entretanto,

algumas marcas colocam somente que o produto contém lactobacilos vivos.
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Outro fator importante ¢ a dose ingerida. Segundo Granato et al., (2010), a
quantidade didria minima deve ser 10% ufc, enquanto a ANVISA estabelece a faixa de
10%-10° ufc (BRASIL, 2008). Para leites fermentados, essas recomendacdes poderdo ser
alcancadas quando 100 mL de produto contendo, no minimo, 10° ufc/mL de probiotico
for consumido. Essa concentracdo ¢ a quantidade minima por mL exigida pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA (BRASIL, 2007) e
também ¢ a recomendada por Shah (2007).

Alguns fatores podem dificultar a manuten¢cdo do numero de bactérias laticas
recomendado em leites fermentados destacando-se dentre eles a acidez do produto, a
concentragdo de oxigénio presente no interior da embalagem, bem como a temperatura e
o tempo de estocagem (SHAH, 2007). Durante o tempo de prateleira, que pode ter uma
variagdo de 30 e 70 dias, dependendo da marca do produto, os microrganismos devem
se mostrar vidveis, em abundancia e ativos. A legislacdo brasileira estabelece uma faixa
de acidez de 0,6 — 2,0g de acido lactico/100g de produto (BRASIL, 2007).

Neste trabalho, o objetivo foi avaliar a influéncia do tempo de estocagem na
viabilidade de bactérias lacticas presentes em trés marcas de leites fermentados
comerciais, bem como certificar-se de que as marcas avaliadas contém o numero
minimo desses microrganismos estabelecidos na legislagdo brasileira.

O trabalho foi publicado pelo III Encontro de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
que foi realizado entre os dias 17 a 20 de Outubro de 2017, na cidade de Garanhuns —
PE, na Revista Brasileira de Agrotecnologia (REBARGRO) ISSN 2317-3114, seguindo

as normas exigidas pela comissdo cientifica do evento que estdo dispostas em anexo.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Leites Fermentados

Entende-se por leites fermentados os produtos adicionados ou ndo de outras
substancias alimenticias, obtidas por coagulagdo e diminui¢do do pH do leite, ou
reconstituido, adicionado ou ndo de outros produtos lacteos, por fermentagdo lactica
mediante acdo de cultivos de microrganismos especificos. Estes microrganismos devem
ser viaveis, ativos e abundantes no produto final durante seu prazo de validade
(BRASIL, 2007).

De acordo com a legislacdo, os cultivos ou microrganismos empregados na
fermentagdo definem a denominagdo do produto que pode ser iogurte, leite fermentado,
leite acidofilo, kefir, kumys e coalhada. O leite fermentado ou Cultivado, também pode
ser denominado como um produto do qual a fermentagdo ¢ procedida dos seguintes
cultivos:  Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium sp,
Streptococus salivarius subsp thermophilus e/ou outras bactérias acido lacticas que,
determinam caractériscas do produto final (BRASIL, 2007).

O consumo de leites fermentados tem sido correlacionado com diversos
beneficios a saide do consumidor. Isto se deve principalmente a agdo das bactérias
lacticas adicionadas a esses produtos. Esses beneficios sdo dependentes de alguns
fatores, destacando-se dentre eles o tipo e a quantidade de bactéria lactica adicionada,
sendo classificadas como probiodticas aquelas que comprovadamente exercem tais

beneficios (FAO/WHO, 2002; QUINTO et al., 2014).

3.2 Bactérias lacticas

Bactérias lacticas sdo microrganismos Gram-positivos, em forma de cocos ou
bacilos ndo esporulados, catalase-negativos, aerobicos facultativos ou anaerdbios, que
produzem d4cido lactico como principal produto da fermentacdo de carboidratos
(HAYEK & IBRAHIM, 2013).

Apesar das bactérias lacticas representarem diversos gé€neros, elas podem ser
divididas em dois grandes grupos: heterofermentativas e homofermentativas, a partir do
produto final da fermentacdo. As heterofermentativas produzem além do acido lactico,

substancias como o dioxido de carbono, etanol, e acido acético, através da fermentacao
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da glucose. Enquanto que as homofermentativas produzem o acido lactico como
principal produto a partir da fermentacao da glucose (CARR et al., 2002).

Além da grande importancia para a induastria, algumas das bactérias acido
lacticas exercem destaque na satde publica, por estarem incursas como causadores
etiologicos de doencas como endocardites, septicemia em pessoas com o sistema
imunologico debilitado (CARR et al., 2002).

Algumas bactérias lacticas sdo designadas como probioticas, pois quando
ingeridas em quantidades adequadas exercem efeitos benéficos a saude do hospedeiro
(FAO/WHO, 2002). Alguns desses beneficios estdo ligados ao alivio dos sintomas da
intolerancia a lactose, modulagdo do sistema imunoldgico e microbiota gastrointestinal,
e também, acdo anticarcinogénica, entre outros (SANDHOLM et al., 1999; QUINTO et
al., 2014).

Para garantir que esses beneficios sejam alcangados, ¢ necessario haver o
consumo regular de produtos com probidticos, sendo observadas diferentes
recomendacdes quanto a quantidade administrada. Em caso de ingestdo diaria de 100 g
de leite fermentado, a quantidade recomendada para ter efeito benéfico a satde ¢ de
pelo menos 107 UFC/g de produto. Entretanto, outros autores recomendam valores na
ordem de 10°-10° (VINDEROLA e REINHEIMER, 2000).

A legislagdo brasileira preconiza que a contagem de bactérias probioticas viaveis
deve ser entre 10® e 10° UFC/g, mas contagens menores podem ser empregadas se
comprovado o seu beneficio. A alegacdo para produtos contendo probidticos deve
indicar a espécie do microrganismo (probiotico) presente que contribui para o equilibrio
da microbiota intestinal. Também deve ser declarado que o consumo do produto deve
estar associado a alimentagdo equilibrada e a habitos de vida saudaveis. (BRASIL,
2008). Quando ndao houver alegagdo de que o produto contém bactérias lacticas
probioticas, o numero minimo exigido na Instru¢do Normativa 46, do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento é de 1x10°® UFC/g de produto (BRASIL, 2007).

Para ser aplicada como probiotico, a bactéria precisa resistir a acidez gastrica e a
acdo dos sais biliares e ter capacidade de adesdo ao epitélio intestinal, entre outras.
(Shortt, 1999).

As espécies de bactérias lacticas de maior interesse sdo Lactobacillus
acidophilus e L. casei. O grupo Lactobacillus casei ¢ o mais utilizado na producao de
leites fermentados devido ao seu poder de sobrevivéncia e multiplicagdo no trato

gastrointestinal (VINDEROLA e REINHEIMER, 2000).
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3.3 Fatores que influenciam na viabilidade das bactérias lacticas

A utilizagdo de bactérias lacticas probidticas em processamento de alimentos
deve se manter vidveis durante todo o tempo de armazenamento. A aplicacio de culturas
probioticas, segundo Parvez et al. (2006), pode gerar compostos antimicrobianos,
melhoria do produto lacteo pela liberagdo de aminoacidos, produ¢do de compostos
aromaticos, entre outros. Esses requisitos representam desafios uma vez que estas
bactérias sdo sensiveis a exposi¢do ao calor, praticas de inoculagdo, interagdes entre
espécies, acido e oxigénio (STANTON et al., 2005; GALLINA et al., 2011).

A sobrevivéncia das bactérias probioticas no produto alimenticio ¢ fundamental
para que sejam alcancados os beneficios previstos a saude do consumidor, sendo
necessaria a manutengdo de populacdes suficientemente elevadas desse grupo de
microrganismos (tipicamente acima de 10® UFC/ ml ou g) nos leites fermentados.

A viabilidade das bactérias lacticas em leites fermentados ¢ afetada por diversos
fatores tais como acidez do produto final, presenca de peréxido de hidrogénio e de
oxigénio dissolvido, interagdes entre espécies, praticas de inocula¢do, condigdes de
fermentagdo e estocagem (especialmente temperatura e tempo) e da disponibilidade de
nutrientes, fatores de crescimento e inibidores, entre outros (SHAH, 2000).

Dentre esses fatores, destaca-se a acidez do produto final, considerada como a
principal causa da redu¢@o no nimero de bactérias lacticas durante a estocagem (SHAH,
2000). Entretanto, esse fator ¢ fortemente influenciado pelo tipo de bactéria lactica
adicionada ao produto. Urnau et al. (2012) verificaram boa sobrevivéncia de
Lactobacillus paracasei, isolado de leite fermentado comercial, apds exposicdao a pH
3,0, por 6 horas. Lankaputhra e Shah (1995) verificaram que L. acidophilus sobrevive
bem quando exposto a pH 3,0.

A adigdo de proteinas ao leite fermentado aumenta a sua capacidade tamponante,
retardando a queda de pH e impedindo a sua modificagdo durante seu armazenamento,
auxiliando por maior periodo de tempo a sobrevivéncia das cepas probidticas
(SVENSSON, 1999; LOURENS-HATTINGH, VILJOEN, 2001). No caso de
microrganismos, como as bifidobactérias, a presenca de oxigénio interfere na sua
subsisténcia (STANTON et al., 2003), utilizando como critério para selecao de algumas
cepas a capacidade de sobrevivéncia em meios acidificados e aerobiose (KOMATSU,

2008).
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4. ARTIGO CIENTIFICO

VIABILIDADE DE BACTERIAS LACTICAS PROBIOTICAS EM LEITES
FERMENTADOS COMERCIAIS

Viability of probiotic lactic bacteria in commercial fermented milks

Joellington Marinho Almeida, Janne Morais, Genilson Batista Oliveira, Géssica
Alexandre Barros, Janeeyre Ferreira Maciel

RESUMO: O presente estudo teve como objetivo avaliar a viabilidade de bactérias
lacticas probioticas em trés leites fermentados comerciais a fim de se certificar que os
mesmos continham a quantidade minima desses microrganismos informadas em seus
rétulos e/ou exigida na legislagdo brasileira. Para isso, foi realizada a contagem de
bactérias lacticas totais em placas, utilizando-se o agar MRS. Ainda, foram
determinados pH e acidez. Todas as amostras continham bactérias lacticas em nimeros
acima de 107 ufc/mL, estando adequadas quanto aos requisitos avaliados. A acidez das
amostras variou de 1,0% a 1,57% de acido lactico, estando todas de acordo com as
exigéncias da legislacdo. Com relacéo ao pH, os valores observados variaram de 3,5 a
4,0, intervalo considerado adequado para esse tipo de produto, e com valores préximos
dos relatados por outros autores. Portanto, numeros adequados de bactérias
probioticas viaveis foram mantidos durante todo o tempo de estocagem refrigerada dos
produtos pesquisados.

Palavras-chave: Acidez, Produto lacteo, Legislacéo.

ABSTRACT: The present research had as aim to evaluate the viability of probiotic
lactic bacteria in three commercial fermented milks in order to make sure that they
contained the minimum amount of these microorganisms reported in their labels and /
or required by Brazilian legislation. For this, total lactic acid bacteria were counted in
plates using MRS agar. Also, pH and acidity were determined. All samples contained
lactic acid bacteria in numbers above 107 cfu / mL being adequate with respect to the
evaluated requirements. The acidity of the samples ranged from 1.0% to 1.57% of lactic
acid, all being in accordance with the legislation. In relation to the pH, the observed
values ranged from 3.50 to 4.40, interval considered adequate for this type of product,
and with values close to those reported by others authors. Therefore, numbers of viable
probiotic bacteria were kept during all refrigerated storage time of these products.

Palavras-chave: Acidity, Dairy product, Legislation.

1. INTRODUCAO

Os leites fermentados sdo produtos obtidos mediante a acdo de cultivos de
microrganismos  especificos, que podem incluir Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei, Bifidobacterium sp., Streptococcus salivarius subsp thermophilus



16

e/ou outras bactérias laticas que por sua atividade contribuam para a determinagao das
caracteristicas do produto final (BRASIL, 2008). Algumas dessas bactérias podem ser
classificadas como probioticas, por serem capazes de conferir beneficios a saude que
incluem o alivio dos sintomas da intolerancia a lactose, modula¢dao do sistema imune ¢
da microbiota intestinal, efeito hipocolesterolémico e agdo anticarcinogénica, entre
outros (ANTUNES et. al., 2007; SHAH, 2007; MAZOCHI et. al., 2010; ROWLAND
et. al. 2010; MELO, et. al. 2016).

Para que esses beneficios sejam assegurados, as bactérias probioticas deverdo ser
ingeridas regularmente, em quantidades adequadas (VINDEROLA; REINHEIMER,
2003; ZUCCOTTI et al., 2008; ROWLAND et al., 2010). Segundo a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria-ANVISA, essa quantidade deve ser informada pelo fabricante,
no rétulo do produto, juntamente com a acao alegada, devendo ser mantida durante todo
0 seu prazo de validade (BRASIL, 2008). Entretanto, alguns fatores tais como acidez,
temperatura e tempo de estocagem podem afetar a viabilidade dessas bactérias, fazendo
com que os produtos ndo atendam ao estabelecido no rotulo (BURITI e SAAD, 2007;
LAGO, 2009; MAZIERO, et. al. 2011; GUTIERREZ, et. al. 2012). Por essa razao, faz-
se necessario 0 monitoramento frequente desses alimentos de modo a assegurar ao
consumidor de que as informacdes fornecidas em seus rétulos estejam sendo atendidas.

Nesse estudo, a viabilidade de bactérias lacticas foi avaliada na metade e no final do
prazo de validade de leites fermentados comerciais a fim de se verificar que os mesmos
continham o nimero minimo alegado em seus rotulos e estabelecidos na legislacéo
brasileira.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 COLETA DAS AMOSTRAS

Amostras de trés marcas de leites fermentados desnatados adogados comerciais (A, B e
C) de diferentes lotes, foram adquiridas em supermercados de Jodo Pessoa-PB, no
periodo de abril a agosto 2017 e transportadas, em caixas isotérmicas contendo gelo, até
o laboratério de Microbiologia de Alimentos da Universidade Federal da Paraiba-
UFPB, sendo mantidas sob refrigeracdo a 5°C até o momento das analises. No total,
foram realizadas cinco coletas, sendo obtida uma amostra de cada marca, por coleta.
Cada amostra consistiu de um conjunto contendo 6 frascos, com 75-80 g de produto.
Com base nas informacbes dos rétulos, dois produtos alegaram conter probiéticos,
tendo o produto A informado a quantidade minima de 10° unidades formadoras de
colonias por unidade (ufc/unidade) e o produto B de 108 unidades formadoras de
col6nias por unidade (ufc/unidade). Todas as amostras foram submetidas a contagem
total de bactérias lacticas e as analises de potencial hidrogenidnico (pH) e acidez, no
(1/2) meio e fim de seu prazo de validade.

2.2 DETERMINACAO DE POTENCIAL HIDROGENIONICO (pH) E ACIDEZ

O potencial hidrogeniénico (pH) foi determinado utilizando-se potenciémetro
previamente calibrado, introduzindo-se o eletrodo diretamente em cerca de 50 mL da
amostra homogeneizada em um béquer de 100 mL. A acidez foi obtida por titulacdo de
aliquotas de 10 g de amostras de leite fermentado homogeneizadas em 10 mL de &gua
destilada, com solucédo de hidroxido de sddio N/9 (Normal/9), em presenca do indicador
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fenolftaleina, sendo os resultados expressos em g de acido latico/100 g (BRASIL,
2006).

2.4 CONTAGEM DE BACTERIAS LATICAS TOTAIS

Amostras foram submetidas as diluicdes decimais seriadas, utilizando agua peptonada
0,1%, tendo sido selecionadas as diluicbes de 10* a 10° para serem submetidas a
contagem em placas, pela técnica de semeadura em profundidade. O meio de cultura
utilizado foi o agar de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) e as placas foram semeadas em
duplicata, por diluicdo. Apos solidificacdo do meio, foi acrescentada sobre este uma
camada de cobertura contendo o mesmo meio, a fim de criar uma atmosfera
microaerdbia. As placas foram incubadas a 37°C, por 48-72 horas. Apos incubacdo, fez-
se a contagem das coldnias, sendo isolados todos os diferentes tipos que ocorreram nas
placas, para serem submetidas a coloracdo de Gram e ao teste de catalase (APHA,
2001).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 DETERMINACAO DE PH E ACIDEZ DOS LEITES FERMENTADOS
Os resultados das analises de pH e acidez dos trés leites fermentados pesquisados estdo
descritos na Tabela 1.

Tabela 1 Resultados das analises de pH e acidez das trés marcas de leites fermentados
comercializados em Jodo Pessoa-PB.

Produto A Produto B Produto C

Repeticdo pH Acidez pH Acidez pH Acidez

12 Fim 1722 Final 172 Final 12 Final 172 Final 172 Final

Rl 360 360 1,02 1,13 390 3.90 1.34 1.35 3.6 3.5 1.10 1.10
R2 3.60 3,50 1.09 1,57 350 3.80 1.25 1.38 3.8 3.5 1.14 1.16
R3 3,80 360 108 109 350 3.80 1.25 1.29 3.5 3.5 1.00 1.05
R4 350 350 1,12 120 400 3.90 1.15 1.20 3.7 3.6 1.14 1,18
RS 3.50 3,50 1,10 120 4,00 3.90 1.20 1.25 3.8 3.7 1.1%9 1.30
Media 360 354 1,06 1,17 394 3.80 1.24 1.29 3.7 3.6 1.10 1.20
Desvio 0,12 005 004 023 005 0.05 0.07 0.07 0.14 0.09 0.09 0.0%

Os valores de pH das amostras variaram de 3,5 a 4,0, estando todos situados dentro do
intervalo considerado satisfatorio para alimentos veiculos de bactérias probidticas.
Segundo Charalampopoulos et. al. (2003), alimentos com pH na faixa de 3,5a 45 e
com alta capacidade tamponante tais como leite e produtos lacteos irdo contribuir para o
aumento no pH do estdmago, favorecendo a maior sobrevivéncia das bactérias
probioticas nesse ambiente. Em outros estudos sobre pH de leites fermentados também
foram encontrados valores dentro desse intervalo, variando de 3,6 a 4,4 (GRANATO,
2008; LAGO, 2009; MAZIERO, et. al. 2011).

Quanto a acidez, os valores observados situaram-se entre 1,00% - 1,57% de acido latico.
De acordo com a legislacdo brasileira, os limites estabelecidos s&o minimo de 0,6 e
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maximo de 2% de acido lactico (BRASIL, 2008). Com base nesses padrfes, todas as
amostras analisadas estavam com acidez adequada. Os resultados de outras pesquisas
também demonstraram adequacdo na acidez de leites fermentados (FARIAS et. al.
2012; GUTIERREZ et. al., 2012), tendo sido encontrado somente um estudo, conduzido
por Castilho et. al. (2013), que obteve amostras fora do padrdo, com valores abaixo de
0,6% de &cido latico.

3.2 CONTAGEM TOTAL DE BACTERIAS LATICAS PROBIOTICAS NOS LEITES
FERMENTADOS

Os resultados das contagens de bactérias lacticas probioticas nos trés marcas de leites
fermentados avaliados estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2 Resultado da contagem total de bactérias lacticas em trés leites fermentados
comercializados em Jodo Pessoa-PB.

Produto A Produto B Produto C
Repeticdo
12 Fim 172 Fim 1.2 Fim
1 49x10%¥ 34x10° 1.1x10% 82x107 13x10% 25x 107
2 25x10% 27x10%F 64=x10%f 12x10% 6,1x107 1.6=x 107
3 1.1=x10% 67=x10% 13x10% 10x10F 12x10F 48=x107
4 1.0x 1010 358x10% 5,9x108 20108 16x10% 1.1x10%

8.5x10° 90x10%® 35x10% 1.6x10® 73x107 45x107

th

Todos os produtos analisados apresentaram contagens de bactérias lacticas probi6ticas
acima de 107 ufc/mL, atendendo, portanto, a exigéncia da legislagdo (10° ufc/mL de
produto) (BRASIL, 2007). Com relagdo as quantidades minimas alegadas nos rétulos,
0s produtos A e B cumpriram esse requisito na totalidade de suas amostras, tendo o
produto A alcancado a quantidade minima de 2,7x10® ufc/mL (Tabela 2),
correspondente a 2,2x10%° ufc/80 g de produto e o produto B obtido 8,2x10” ufc/mL
(Tabela 2), correspondente a 6,2x10° ufc/ 75 g de produto. Quanto ao produto C,
contagens elevadas também foram observadas, acima de 107 ufc/mL, (Tabela 2). Esse
produto também foi adicionado de uma bactéria probidtica, porém nédo tinha nenhuma
alegacdo em seu rétulo, nem informacdo quanto a quantidade minima disponivel por
unidade do produto. Com base nesses resultados, os prazos de validade adotados pelos
fabricantes podem ser considerados satisfatorios, garantindo a manutencdo de numeros
adequados de bactérias probidticas viaveis durante todo o tempo de estocagem
refrigerada dos produtos.

Em outros estudos sobre viabilidade de bactérias lacticas em leites fermentados
comerciais, os resultados encontrados também demonstraram adequacdo dos produtos
guanto a esse requisito. Segundo Lago (2009), leites fermentados com até 60 dias de
validade continham bactérias lacticas na ordem de 107 ufc/mL ou mais, mesmo no final
de seu prazo de validade. Barreto et. al. (2003) também verificaram boa viabilidade das
bactérias lacticas em leites fermentados no final de seu prazo de validade (até 60 dias).
Entretanto, Castilho et. al. (2013) verificaram que 3 das 5 marcas de leites fermentados
comercializadas em Vicosa-MG apresentavam amostras com contagens de bactérias
lacticas abaixo do minimo exigido na legislacdo (10° UFC/mL). Esses autores foram os
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unicos que utilizaram incubacdo aerobica para as bactérias lacticas, condicdo que
dificulta o desenvolvimento desses microrganismos, enquanto os demais autores citados
usaram plagueamento em profundidade, com incubacdo em condi¢des microaerofilicas
ou incubacdo em jarra de anaerobiose.

4. CONCLUSAO

As trés marcas de leites fermentados analisados nessa pesquisa continham ndmeros de
bactérias lacticas em conformidade com a Resolucdo n° 43, de 23 de Outubro de 2007
do MAPA, que estabelece uma contagem minima de 10° UFC/g, além de estarem
adequadas quanto a acidez. Foi verificado também que as marcas A e B cumpriram as
alegacOes descritas em seus rétulos, referentes as quantidades de bactérias lacticas
probioticas/unidade do produto, atendendo, portanto as exigéncias previstas na
Resolugédo n® 02, 07 de Janeiro de 2002. Portanto, os prazos de validade estabelecidos
pelos fabricantes possibilitaram a manutencdo de elevados nimeros de bactérias
probioticas viaveis nos leites fermentados durante todo seu tempo de estocagem
refrigerada, condicdo essencial para assegurar os beneficios a salde propostos com o
consumo desses produtos.
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5. CONCLUSAO

Os leites fermentados analisados apresentaram contagens de bactérias lacticas
probidticas acima do exigido na legislacdo brasileira (10° ufc/mL) e do especificado em
seus rotulos, mesmo no final do prazo de validade dos produtos, apds longo periodo de
estocagem refrigerada. O pH e acidez desses alimentos também foram considerados
satisfatorios, condicdo que contribui para a melhoria na sobrevivéncia das bactérias
probidticas. A manuten¢do de nimeros elevados desses microrganismos € essencial para
que os beneficios propostos com o consumo de leites fermentados sejam alcangados, o
que no caso das marcas avaliadas foi devidamente cumprido.
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ANEXO

Os trabalhos serdo analisados pela comissdo cientifica do evento, e sera levado em
consideracdo a aderéncia ao tema do evento, respeito as normas, qualidade e pertinéncia
cientifica. Os trabalhos poderéo ser escritos em portugués e deverdo seguir as seguintes
normas:

=

Texto elaborado no Microsoft Word;

Resumos que ja foram publicados ou estdo em avaliacdo em outros eventos ou
revistas cientificas, ndo deverdo ser enviados. Os resumos aceitos deveréo ser
originais para serem publicados em periodicos.

O trabalho deve ser redigido em folha A4 (210 X 297mm), espacamento
simples, fonte Times New Roman (tamanho 12) e em texto justificado. Margens
direita, esquerda, superior e inferior em 2,5cm.

As figuras e tabelas deverdo estar inseridas no texto e ndo no final do
documento.

Os resumos expandidos deverdo ter no minimo 5 e no maximo 7 laudas,
incluindo tabelas, graficos, referéncias bibliogréficas, etc. Resumos maiores
serdo recusados.

Estrutura do resumo: titulo, resumo, abstract, palavras-chave (maximo 3);
Introducdo; Materiais e Métodos; Resultados e discussdo; Concluséo;
Agradecimentos (se necessario); Referéncias no formato ABNT.

Palavras estrangeiras deverdo estar em italico, assim como nomes cientificos.



