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CONCENTRAGCAO E VIABILIDADE DAS BACTERIAS ACIDO
LATICAS PRESENTES EM LEITES FERMENTADOS

RESUMO

Atualmente, a populacdo além de buscar alimentos com qualidade nutricional,
também procura produtos com efeitos benéficos a sua saude. O consumo de
alimentos probioticos tem como fungéo o estabelecimento de uma microbiota
que contribui para a atividade saudavel do intestino e inimeros outros beneficios
a salude humana. Para isso, € necessario que as bactérias estejam viaveis
nesses alimentos durante a vida de prateleira, assim o leite fermentado possui
data de vencimento menor que os produtos convencionais, muitas vezes, este
produto é armazenado fora da temperatura indicada e até mesmo consumido
apos o prazo de validade, o que pode diminuir suas propriedades. Objetivou-se
neste estudo avaliar a concentracdo de bactérias lacticas presentes no leite
fermentado, sua vida util e viabilidade como probi6ticos em duas temperaturas
de conservacao. Para isso, foram utilizadas doze marcas de leites fermentados,
as quais foram analisadas por meio de cultivo microbiolégico em meio Man
Rogosa & Sharpe, mantidos em temperaturas de 5°C e 15°C, por um periodo
de oito semanas, das quais cinco semanas corresponderam ao prazo de
validade e trés fora do prazo de validade. As avaliacbes foram realizadas,
semanalmente, quanto ao pH e a determinacédo de células viaveis das bactérias
lacticas. Pelos resultados obtidos, foi possivel observar que algumas marcas de
leite fermentado apresentam concentracBes de bactérias laticas inferiores as
recomendadas pela legislacdo e que a temperatura de conservagéo, o pH e o
tempo de prateleira influenciam diretamente na viabilidade das bebidas lacteas
probidticas.

Palavras-chave: Probidticos, vida de prateleira, pH, temperatura de

conservacao



CONCENTRATION AND VIABILITY OF LACTIC ACID BACTERIA
PRESENT IN FERMENTED MILK

ABSTRACT

Nowadays population searchers for either nutritional quality food and health
benefits. The consumption of probiotics has as a mainly function to establish the
microbiota that contributes to a healthy intestine activity and several benefits to
human health. Thereunto, it's necessary that bacteria are viable in those foods
during their shelf time, so fermented milk has expiration date shorter than
conventional products and many times, they are stored out of the specified
temperature and even consumed after expiring. This paper aims to evaluate the
concentration of milky bacteria present in fermented milk, their life cycle and
viability with probiotics under two different conservation temperatures. That way,
twelve different fermented milk brands were used, which were all analyzed by
microbiological culture in vehicle Man Rogosa & Sharpe kept under 5°C and 15°
C temperatures, through a period of eight weeks, in which five of them
corresponded to expiration date and three of them correspond to a period out of
the expiration time. The evaluations were performed weekly, when the pH and
the determination of milk bacteria viable cells were possible. From data collected,
it was possible to notice that some fermented milk bands showed milk bacteria
concentrations lower than recommended by legislation and also the conservation
temperature, pH and shelf time influence directly to viability of probiotic milk
beverages.

Key-words: Probiotics, shelf time, pH, storage temperature.
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1- INTRODUCAO

Com o aumento da expectativa de vida, a populacao atual esta cada vez mais a
procura de alimentos nutritivos e de qualidade, aliados aos efeitos benéficos a
saude. Esses efeitos, no que se refere ao hospedeiro, sdo conhecidos ha muito
tempo, apesar disso, os estudos desses alimentos, conhecidos como alimentos
funcionais, e de seus componentes, responsaveis pelas caracteristicas
probidticas, intensificaram-se apenas nos ultimos anos. Um alimento pode ser
considerado funcional se for possivel demonstrar que ele possui um efeito
benéfico sobre uma ou vérias fungdes especificas do organismo, que vai além
das fung¢bes nutricionais habituais, melhorando o estado geral da saude ou
diminuindo o risco do desenvolvimento de alguma doenca [1].

Os probidticos sao suplementos alimentares que contém bactérias vivas
que produzem beneficios no hospedeiro, favorecendo o equilibrio de sua
microbiota intestinal. No entanto consideram-se que séo culturas Unicas ou
mistas de microrganismos que, consumidos por humanos, favorecem o
incremento das propriedades da microbiota nativa [2].

De acordo com Pinto [3], os probidticos mais comuns (Lactobacillus e
Bifidobacterium) sdo empregados em alimentos industrializados, como nos
produtos lacteos fermentados e também encontrados na forma de pdé ou
capsulas.

Segundo Gon [1], os Lactobacillus casei séo as bactérias probi6ticas mais
utilizadas na fabricacdo de produtos lacteos, como em especial nos leites
fermentados, devido ao seu alto poder de sobrevivéncia e multiplicacdo na
microbiota intestinal, apds sua ingestéo, garantindo efeito favoravel ao individuo
gue o consumiu. Algumas culturas probidticas devem ser utilizadas em
pequenas quantidades na producdo de leites fermentados, pois esses
microrganismos podem produzir substancias que provocam sabores
indesejaveis ao produto final.

Nobrega [2], descreve que as bactérias probidticas dos alimentos
funcionais precisam fixar-se na parede do intestino para possuirem efeito
terapéutico no organismo. Para isso, € necessario que essas bactérias estejam
viaveis nos alimentos durante a vida de prateleira e ainda sejam ingeridas

regularmente para que se tenha o efeito desejado.



14

Segundo Wang et al. [4], o leite fermentado contendo probid6ticos pode
contribuir para melhora da saude intestinal e pode ter um efeito positivo sobre a
imunidade, mediada por células de animais hospedeiros. O consumo diario deste
tipo de alimento pode aumentar significativamente as populacbes de
bifidobactérias e lactobacilos presentes no intestino do hospedeiro. Além disso,
sd0 0s principais componentes provaveis na alteracdo da imunidade, pois foi
demonstrado que os Lactobacillus acidophilus possuem potente efeitos
imunorreguladores.

De acordo com Patel e DuPont [5], os probiéticos alteram a flora intestinal
através do mecanismo antimicrobianos diretos, ou seja, o aumento da
integridade da barreira mucosa, e modulacdo imune. Restaura o equilibrio da
flora intestinal pela introdugéo de microrganismo para prevencao de doencas e
o tratamento pode ser benéfico para a salude humana. Essas bactérias
probidticas tém sido incluidas em inUmeros tratamentos clinicos e até mesmo
preventivos, como diarreia infecciosa e para a prevencao de diarreia associada
a antibidticos, a terapia e a prevencao de doencas inflamatérias do intestino,
sindrome do intestino irritavel, prevencdo por radiagdo ou induzida por
quimioterapia, enterocolite necrosante, encefalopatia hepatica, dentre outros. A
flora intestinal humana desempenha um papel importante a satde humana, e a
modulacdo da microbiota intestinal pode ser utilizado para tratar e prevenir uma
variedade de doencas.

A microbiota intestinal pode ser considerada como um 6rgao vital, que
transporta metabdlitos essenciais e que desempenha fungbes protetivas,
estruturais e histolégicas, auxiliando na manutencdo da homeostase corporal,
sendo assim, se faz necessario manté-la saudavel [6].

Os probiéticos tém sido incorporados nos mais diversos alimentos, devido
aos seus varios efeitos benéficos, como em destaque nos leites fermentados.
Porém, ainda existem diversos problemas com rela¢éo a resisténcia das culturas
probidticas e a viabilidade desses alimentos, devido ao armazenamento em
temperaturas impréprias e até mesmo consumo fora do prazo de validade [7]. O
que justifica a realizacdo desse estudo, no qual a analise da viabilidade de
bactérias probiéticas ser4 comparada a cultura em diferentes periodos, conforme
a data de validade indicada no rétulo da embalagem e também os tipos de

temperaturas durante o armazenamento.
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1.1- Objetivo geral

Analisar a concentracdo de bactérias acido laticas (BAL) presentes nos leites
fermentados, tempo de vida Util e sua viabilidade como probiéticos.

1.2- Objetivos especificos

- Quantificar a concentracdo de bactérias laticas presentes nos leites
fermentados de varias marcas,

- Analisar a vida util dos microrganismos presentes nos leites fermentados,
conforme a data de validade indicada no rétulo da embalagem e também os tipos
de temperaturas durante o0 armazenamento.

- Avaliar o pH com a finalidade de relacionar com a viabilidade das BAL.

- Verificar a viabilidade como probiéticos desses produtos lacteos.
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2- ALIMENTOS FUNCIONAIS

Funcionalidade é a propriedade dos alimentos que vai além de sua qualidade de
fonte de nutrientes. O conceito de alimento funcional é conhecido hd muito
tempo. Apesar disso os estudos desses alimentos e de seus componentes,
intensificaram-se apenas nos ultimos anos [8].

Nos Ultimos anos, o consumo de alimentos funcionais vem se
intensificando cada vez mais como resultado de uma preocupacédo individual
com saude. No entanto, varios alimentos ndo possuem acdo comprovada
cientificamente, devido a variedade de oferta de alimentos e a quantidade de
etapas avaliacdes para que determinado componente tenha o seu efeito
comprovado [8].

Um alimento pode ser considerado funcional se for possivel demostrar
que ele possui um efeito benéfico sobre uma ou varias fungfes especificas do
organismo, que vai além das fun¢bes nutricionais habituais, melhorando o
estado geral da saude ou diminuindo o risco de desenvolvimento de alguma
doenca. O alimento deve possuir em sua composi¢cdo, uma ou mais substancias
capazes de agir no sentido de modular os processos metabdlicos, melhorando
as condicdes de saude, promovendo o bem-estar dos individuos e prevenindo o
aparecimento de algumas doencas degenerativas, que levam a uma diminuicao
da longevidade. Lembrando sempre que esses alimentos possuem potencial
para promover a salude por meio de mecanismos ndo previstos pela nutricdo
convencional, devendo ser salientado que esse efeito restringe-se a promog¢ao
e prevencao da saude e ndo a cura de certas doencas [9].

As doencas cronicas que mais preocupam a populacdo sdo todas
associadas com a alimentacdo: céancer, obesidade, hipertensdo arterial e as
doencas cardiovasculares. Assim, muitas dessas patologias podem ser
prevenidas com o consumo diario de certos alimentos funcionais, ou ainda, aos
gue ja apresentam a doenca, podem reduzir danos consequentes [9].

O conceito de alimentos funcionais hoje adotado é o da legislacdo
brasileira, que considera propriedade funcional “aquela relativa ao papel
metabdlico ou fisiolégico que o nutriente ou ndo nutriente tem no crescimento,

desenvolvimento, manutencdo e outras fungbes normais do organismo e
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alegacdo de propriedade de saude aquele que sugere, afirma ou implica a
existéncia de relacdo entre alimento ou ingrediente com doenca ou condicéo
relacionada a saude” [10].

Em alguns paises como, por exemplo, o Japdo a legislacdo reconhece
como alimentos benéficos a salude os seguintes compostos: Fibra alimentar da
dieta, colinas, bactérias acidolaticas, minerais, acidos polinsaturados, também a
adicao de outros mais, como peptidios e proteinas, oligosscaridios, isoprendides
e vitaminas [8].

Na tabela 1 sdo apresentados alguns exemplos de alimentos funcionais e

suas funcdes reconhecidos no Brasil.

Tabela 1: Alimentos funcionais, suas fontes e fun¢des, reconhecidos no Brasil.

’Nutrientes
Acido graxos
Omega-3e 6

Alicina
Aliina
Sulfato de dialina

Fibra alimentar
Amido

Bactérias 'benéficas
(PRODIOTICOS)

Fitoestrogénios
Isoflavonas
Lignanas
Flavondides

Vitaminas A, C, E
Betacaroteno
Mineral selénio

Fontes
Peixes, algas marinhas
Oleos(soja, girassol, oliva)

Alho

Cereais (aveia, pao).
Verduras cruciferas (repolho,
brécolis, couve-de-bruxelas).
Leguminosas (feijao, vagem,

lentilha).

Bebidas lacteas com lactobacilos
(leite fermentado)
Bifidobactérias (iogurtes)

Leguminosas (feijdo e soja)
Cereais

Vinho tinto
Uva

Frutas (caqui, mamao, laranja,
lim&o, acerola)
Hortalicas (beterraba, espinafre,
cenoura, tomate, brécolis,
repolho)

Ovos e cereais

Fonte: Arabbi. [11], 1999.

Funcdes
-Intervencgédo na coagulacéo
do sangue.
-Controle de processos
inflamatérios.
-Reducéo do colesterol.
-Funcéo hipotensora.
-Funcao fibrinolitica e
anticoagulante.

-As fibras dos cereais
previnem doencas
cardiovasculares.

-As verduras protegem contra
o cancer de célon e de reto.
-O amido presente em cereais
e leguminosas previne o
cancer de colon e reduz o
colesterol.
-Aumento da resisténcia a
infeccoes.
-Impedimento da colonizac¢do
por bactérias patogénicas.
-Reducéo do colesterol.
-Reducéo do estrogénio,
atuando na prevencéo do
cancer de mama
-Antioxidantes
-Inibicdo da formacéo de
ateromas

-Antioxidantes
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Os alimentos funcionais correspondem a 5 a 7% do mercado mundial de
alimentos. Ha& uma grande demanda por novos produtos e paralelamente uma
dificuldade da efetiva comprovacdo da eficacia do consumo desses tipos de
alimentos.

Por outro lado, nosso pais € tdo rico em alimentos naturais e ainda
inexplorados. Assim cabe a nés, profissionais de saude, a ardua tarefa de dirigir
pesquisas que possam identificar e comprovar a eficacia e viabilidade de novos
produtos e de outros ja existentes como o leite fermentado, para garantir a

populacdo os beneficios e a protecao de possiveis riscos de sua utilizacéo [8].

2.1- Leites fermentados

Denominado doce (pH entre 6 e 7), o soro de queijo, é considerado um produto
secundario da industria queijeira, é o produto final do processo de coagulacao
enzimatica do leite [12]. O soro além de representar cerca de 85 a 95 % do
volume do leite empregado inicialmente na fabricagdo de um queijo, contém
guase 55 % do total de nutrientes do leite, portanto é considerado uma grande
fonte de lactose, célcio, proteinas e vitaminas hidrossoluveis.

Segundo Gerhardt et al.[13], ultimamente o soro retirado da fabricagéo do
gueijo é reconhecido pelas inUmeras propriedades nutricionais e funcionais, nao
somente pelas proteinas de alto valor bioldgico, mas também pela grande
guantidade de aminoacidos sulfurados presentes nas proteinas do soro.

Umas das alternativas para as industrias seria a conversdao do soro
extraido em bebidas lacteas fermentadas, diminuindo os problemas ocorridos
com o seu descarte, além de reduzir custos, principalmente, pela facilidade e
simplicidade do processo, devido a possibilidade de uso dos préprios
equipamentos ja presentes na fabrica de beneficiamento de leite [14].

As bebidas lacteas sdo um tipo de leite fermentado que vem se
destacando como grande substituto do iogurte, sendo utlizados leite
reconstituido ou leite e/ou derivados de leite, como neste caso o soro extraido
da fabricacdo do queijo. Portanto, a proporcao do leite e do soro ainda nao é
bem definida [13].

Segundo Thamer e Penna [14], as bebidas lacteas fermentadas sdo

resultantes da mistura do leite e do soro de leite, adicionado a substancias
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alimenticias ou ndo, a fermentacdo ocorre mediante a acdo de cultivo de
bactérias especificas. A base lactea deve conter pelo menos 51% do total de
ingredientes do produto final.

De acordo com a composicdo geral, as bebidas lacteas fermentadas
contém grandes propriedades nutricionais, devido a composicédo do leite a partir
das quais foram fabricadas, além das altercacdes na concentracdo de alguns
constituintes quimicos, devido ao processo de fermentacdo e a tecnologia de
fabricacdo aplicada [15].

As industrias de laticinios tém explorado bastante os microrganismos
probidticos, como ferramenta para criacdo e lancamentos de novos produtos
funcionais. Estas culturas de bactérias probidticas sdo utilizadas, por serem
capazes de aderir & mucosa intestinal e também por serem resistentes aos
acidos e a bile [16].

Diversas cepas de bactérias pertencentes aos géneros Lactobacillus,
Streptococcus e Bifidobacterium tém sido comumente utilizadas na fabricagao
de bebidas lacteas fermentadas. Atualmente estas culturas probidticas sao
denominadas ABT (acidophilus bifidus-thermophilus), que contém L. acidophilus,
bifidobactéria e S. thermophilus, sendo que estes microrganismos devem tolerar
o processo de elaboracao do bioproduto, e também manter a viabilidade celular
das cepas de L. acidophilus e Bifidobacterium bifidum durante o armazenamento
[13].

Atualmente a fabricacdo dos produtos lacteos fermentados séo
intensamente influenciados pelas cepas utilizadas, sendo possiveis excelentes
resultados sensoriais, durante a formulacéo destas bebidas lacteas fermentadas
probidticas [16].

Segundo Cunha et al. [16], 0 uso de soro de leite associado a fermentacdo
por bactérias probiéticas, quando administrados nas quantidades certas, trazem
inimeros beneficios a saude, além de contribuir com novas alternativas

alimentares nutritivas.
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2.2- Probhidticos

Sendo o anténimo de antibiotico, que significa “contra a vida” o termo probidtico
deriva do grego e denominado “pro-vida”. Ao longo do tempo, esta denominacao
teve diferentes definicdes. Ja foram utilizados para denominar substancias
secretadas por um protozodrio que estimularam o crescimento de outros, e
também para suplementos alimentares para animais, incluindo bactérias e
substancias que auxilia no equilibrio da microbiota intestinal [17].

De acordo com Brancher [18], o probiético é caracterizado por ser uma
preparagdo ou um produto que contém bactérias laticas vivas benéficas e outras
bactérias como de género Bifidobactérias ou leveduras aplicadas como células
secas ou em produto fermentado, podendo ser culturas puras ou mistas, que ao
ser consumido na quantidade adequada contribui para saude intestinal do
individuo. Sao comercializados na forma de preparacbes naturais (leite
fermentado ou iogurte) ou farmacéuticas (capsulas ou sachés).

Segundo Naves [17], os produtos probidticos tem uma grande influéncia
benéfica sobre a flora intestinal humana, incluindo fatores como efeitos
antagbnicos, competi¢do e imunoldgicos, resultando em uma maior resisténcia
contra bactérias patogénicas. Sendo assim, a utilizacdo destas culturas
probidticas, multiplicam as bactérias benéficas, o que pode restringir a
proliferacao de bactérias potencialmente prejudiciais a saude, além de melhorar
0S mecanismos naturais de defesa do hospedeiro. De acordo com Machado [19],
0s géneros probiodticos mais destacados séo os Lactobacillus e Bifidobacterium.
Lactobacillus: é o género normalmente predominante no intestino delgado. Sdo
bactérias anaerobias facultativas. Das mais de 100 espécies, as mais utilizadas
como probidticos sdo apresentadas na tabela 2.



21

Tabela 2: Espécies de Lactobacillus mais utilizadas como probidticos.

Espécies de Lactobacillus

Lactobacillus brevis Lactobacillus fermentum RC-14
Lactobacillus bulgaricus Lactobacillus reuteri
Lactobacillus casei Lactobacillus plantarum299
Lactobacillus crispatus Lactobacillus plantarum299V
Lactobacillus rhamnosus GG Lactobacillus gasseri
Lactobacillus rhamnosus 271 Lactobacillus helveticus
Lactobacillus acidophilus NCFM Lactobacillus jensenii
Lactobacillus acidophilus DDS-1 Lactobacillus johnsonii
Lactobacillus acidophilus LAI Lactobacillus paracasei
Lactobacillus casei Shirota Lactobacillus rhamnosus

Fonte: PASCHOAL, et al.[20], adaptada pelo autor.

Bifidobacterium: sdo bactérias normalmente aerdbicas estritas ou
anaerobicas, que predominam no intestino grosso. Das mais de 30 espécies de
bifidobactérias, as frequentemente usadas como probiéticos estdo apresentadas
na tabela 3 [20]:

Tabela 3: Espécies de Bifidobacterium utilizadas com maior frequéncia como probidticos.

Espécies de Bifidobacterium

Bifidobacterium adolescentes Bifidobacterium breve
Bifidobacterium animalis Bifidobacterium longum
Bifidobacterium infantis Bifidobacterium thermophilum
Bifidobacterium bifidum Bifidobacterium lactis

Fonte: PASCHOAL, et al.[20], adaptada pelo autor.

A ingestao regular de probidticos promove varios beneficios para a saude
do hospedeiro, como: tornar o meio intestinal desfavoravel ao crescimento de

microrganismos patogénicos e ajudar na destruicdo dos mesmos; reduzir a
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concentracdo sanguinea de lipidios; agir como imunomoduladores; reduzir a
gordura corporal (visceral e subcutanea), indice de massa corporal (IMC), a
sensibilidade a insulina e a inflamacdo. No entanto, de acordo com Correia e
Percegoni [21], estes microrganismos, devem necessariamente, sobreviver as
condicdes acidas do estdbmago e da bile, ser capaz de aderir a mucosa intestinal
e de colonizar o intestino, mesmo que transitoriamente.

Varias espécies de Lactobacilos foram avaliadas como uma abordagem
probidtica em modelos experimentais de obesidade e em seres humanos. Cepas
especificas de Lactobacillus plantarum e Lactobacillus paracesei spp reduziram
o tamanho dos adipdcitos e células de gordura corporal em ratos alimentados
com dieta rica em gordura [22].

Sdo de suma importancia as informacdes sobre as preparacdes
probidticas. Para que um microrganismo possa ser utilizado como probidtico,
devem ser realizados varios estudos prévios para avaliar sua eficacia. Portanto,
€ preciso verificar sua resisténcia ao acido e a bile, sua capacidade de aderir a
mucosa, sua atividade antimicrobiana e sua a¢&o imunomoduladora. E relevante
também adquirir informacéo a respeito da concentracdo do(s) probiotico(s) na
data final de validade do produto, visto que, ao longo da validade do produto, a
concentracdo de bactérias tende a diminuir [3].

Segundo Menezes et al.[7], 0os microrganismos probidticos tém sido
incorporados nos mais diversos alimentos, devido aos seus varios efeitos
benéficos, como em destaque nos leites fermentados. Porém, ainda existem
diversos problemas com relacdo a resisténcia das culturas probidticas e a
viabilidade desses alimentos.

E necesséario, que as bactérias probidticas permanecam viaveis no
alimento durante sua vida util, estando presente em namero expressivo e viavel
no momento do seu consumo, que de acordo com Oliveira et al. [23], a
concentracdo recomendada é de 6 a 8 Log UFC ml* (Unidades formadoras de
colénias). Outros autores sugerem que para garantir os efeitos benéficos, os
produtos probiéticos devem conter a concentracdo minima de 7 a 9 log UFC mL-
l.

Nobrega [2], afirma que os Lactobacillus casei s6 apresentam efeitos
bioldégicos no ambiente intestinal se atingirem 10° UFC/mL, nimero minimo para

contribuir significativamente para uma microbiota intestinal saudavel. Assim,
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considerando um consumo de produtos lacteos de 100 mL, estes devem conter
pelo menos 10° UFC mL* de bactérias probidticas viaveis no momento do
consumo do produto.

De acordo com as normativas brasileiras [24], define-se por leites
fermentados os produtos adicionados ou ndo de outras substancias alimenticias,
obtidas por coagulacéo e diminuicao do pH do leite, ou reconstituido, adicionado
ou nao de outros produtos lacteos, por fermentacao lactica mediante acao de
cultivos de microrganismos especificos. Estes microrganismos especificos
devem ser viaveis, ativos e abundantes no produto final durante seu prazo de
validade. Contagem de microrganismos especificos deverdao cumprir 0s

requisitos considerados na Tabela 4 abaixo durante seu periodo de validade.

Tabela 4: Valores minimos de microrganismos especificos em produtos lacteos de acordo com
normativas brasileiras.

Produto Contagem de bactérias Contagem de leveduras
laticas totais (ufc/ml) Norma especificas (ufc/ml) Norma
FIL 117A: 1988 FIL 94 B: 1990
logurte min. 107 -
Leite cultivado ou min. 108 -
fermentado
Leite aciddfilo ou acidofilado min. 107 -
Kefir min. 107 min. 10*
Kumys min. 107 min. 10*
Coalhada min. 108

Fonte: BRASIL [24], adaptada pelo autor.

Ja no caso de utilizacao das bifidobactérias, a contagem sera de no
minimo 108 UFC/ml de bifidobactérias g.

A legislacao também determina que as bebidas lacteas nao deverdo ser
submetidas a qualquer tratamento térmico apds a fermentacao, pois as bactérias
utilizadas devem ser viaveis e ativos e estar em concentracao igual ou superior

aquela definida na tabela 4 no produto final e durante seu prazo de validade [24].

2.3- Funcéo dos probidticos

Em 1908, o Prémio Nobel de Medicina e Fisiologia, foi para um grande cientista
russo Elie Metchnikof, o qual se dedicou a observacéo e a comprovacgéao do valor
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dos probidticos incluidos na alimentacao e sua relagdo com a qualidade de vida
e salde humana. Analisando uma pequena populacdo camponesa no interior
da Bulgaria (regido dos Balcés) que conseguiram atingir alta longevidade com
um menor indice de morbidade, verificou que a diferenca desta populacéo sobre
outras de regides proximas era a ingestado de leites fermentados. A partir disso,
avaliou bactérias presentes nestes produtos lacteos, chamadas Lactobacillus
bulgaricus e futuramente utilizou cepas destes mesmo microrganismos, como
forma de tratamento para pacientes com doencas renais e hepaticas terminais,
obtendo grande sucesso [25].

Dai em diante, os estudos desses alimentos, conhecidos como alimentos
funcionais, e de seus componentes como as bactérias lacteas, responsaveis
pelas caracteristicas probidticas, intensificaram-se nos ultimos anos. Sendo
comprovado que estes microrganismos possuem um efeito benéfico sobre uma
ou vérias funcbes especificas do organismo, que vai além das funcdes
nutricionais habituais, melhorando o estado geral da sadde ou diminuindo o risco
do desenvolvimento de alguma doenga [1].

Segundo Ewaschuk e Dielerman [26], estes microrganismos probiéticos
sdo fundamentais para equilibrio da nossa saude, devido as suas iniUmeras
funcdes como:

e Funcéao nutricional: formacédo de vitaminas do complexo B e vitamina K
(sendo essencial para o pool destas vitaminas no organismo).

e Funcéo digestéria: producdo das enzimas digestivas, principalmente da
enzima lactase, proteases e peptidases. Melhora o transito intestinal e
também a absorcao de varios nutrientes;

e Funcdo cardiovascular: auxilia na diminuicdo dos niveis de colesterol
plasméticos;

e Funcdo metabdlica: os microrganismos probiéticos liberam acidos
graxos de cadeia curta, como o butirato, que servem como substrato
metabdlico para as células do célon, fornecendo, condigbes ideais, 40-
50% da energia requerida. Além de produzirem enzimas citocromo P450-
like, que instigam a expressdo génica do citocromo no figado, o que
favorece ao 6rgao hepético uma desintoxicacdo; impedem a ressintese
de horménios j& degradados e convertem muitos flavonoides as suas

formas ativas. Algumas culturas de bactérias que apds consumidas,
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produzem substancias que auxiliam, na metabolizacdo de
medicamentos, horménios, carcinG6genos, metais téxinos e outros
xenobioticos, devido seu efeito inibitério sobre enzima HMG-CoA
redutase, que também por sua vez, reduz da producédo do colesterol [26].
e Funcdo imunomoduladora: estes microrganismos patogénicos sao
fundamentais para o melhor desenvolvimento e a maturagao dos sistemas
imunolégico entérico e sistémico, uma vez que estimulam a ampliacédo
clonal de linfocitos e previnem sua apoptose. Também liberam
substancias antimicrobianas que agem sobre uma vasta gama de
bactérias patogénicas, as quais tornam o ambiente desfavoravel ao seu
desenvolvimento e crescimento, diminuindo a sua proliferagdo. Atuam
prevenindo a adesdo de microrganismos patdgenos, devido sua
competicao por sitios receptores. Colabora para a promocao da tolerancia
oral, mecanismo pelo qual nosso organismo passa a nao reagir a
determinados antigenos. Contribuem para a manutencdo da barreira
mucosa intestinal, assim como na producédo de anticorpos, na atividade
de fagdécitos e na dos linfocitos. Também modulam os mecanismos de
acao do fator nuclear kappa B. Restringem a producédo intestinal de
citocinas pro-inflamatérias e aceleram a producédo intestinal de citocinas

anti-inflamatorias [4].

2.4- Microbiota intestinal

O intestino € um tubo cilindrico que se estende do piloro até o anus (Figura 1).
Possui varias funcfes basicas, entre elas a digestdo, absorcdo e excrecdo de
alimentos. Pesquisas tém apontado outras func¢des intestinais: imunoldgica,
sendo que 70% das células imunoldgicas estdo no intestino; a funcdo nervosa e
motora, com 0 sistema nervoso entérico agindo controlando 0s processos
hormonais, digestérios e imunoldgicos e se conectando diretamente com o
sistema nervoso central, sendo assim 0s neurbnios cerebrais se dialogam

constantemente com as células intestinais [6].
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Figura 1: O intestino humano.
Fonte: Google Imagens, adaptada pelo autor.

Segundo Brandt, Sampaio e Miuki [27], no intestino humano existem
aproximadamente 100 trilhBes de bactérias, que sdo encontradas nos intestinos
delgado e grosso, principalmente no coélon. Essas células bacterianas
representam dez vezes o numero de células do organismo humano como um
todo. Esta enorme biomassa é formada por mais de 400 espécies bacterianas
de importancia vital para a nossa saude, responsavel por uma intensa atividade
metabdlica, de tdo grande proporcdo, que alguns autores referenciam esta
atividade como sendo maior do que a atividade hepatica.

O conhecimento cientifico sobre a importancia da microbiota intestinal
para a saude humana desperta interesses ha muito tempo, um dos primeiros
estudos foi realizado por um famoso cientista Louis, o qual afirmou que “os
microrganismos sao necessarios para uma vida humana normal”. Nesse mesmo
estudo, Louis demonstrou a existéncia do antagonismo bacteriano, ou seja, da
competicao pela sobrevivéncia entre duas espécies microbianas vivendo em um
mesmo ambiente e da ocorréncia de estratégias de ataque de uma sobre a outra
[28].

Na parte estomacal, hd& uma menor quantidade e pouca variedade
espécies bacterianas, sendo mais encontrado o género Lactobacillus, pois a
colonizacao bacteriana nesta regido é controlada pelo acido cloridrico. Quando

ocorre um esvaziamento gastrico muito rapido, torna-se prejudicial a adesao
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destes microrganismos no estdmago, levando a chegada de algumas ao
duodeno, ao descerem pelo trato gastrintestinal (TGI) em direcao ao ileo, ndo
somente o niumero de microrganismos se torna mais evidente, mas os tipos de
culturas predominantes também, principalmente préximo a valvula ileocecal. O
intestino grosso € a regido que aloja a maior quantidade bacteriana: 101° a 102y
L de tecido, com 13 espécies diferentes. Por concentrar o maior tempo de transito
intestinal do trato gastrico intestinal, entre outros motivos, o intestino grosso
permite uma maior adesé&o a coloniza¢ao bacteriana [27].

No célon existe um ambiente propicio para a proliferacdo e colonizacao
bacteriana, pois ha auséncia de secrecdes intestinais, peristaltismo lento e € rico
em nutrientes. Do total de bactérias intestinais, 30% pertencem ao filo
Bacteroidetes. Este filo € composto por cerca de 20 géneros, gram-negativas,
anaerobicas e ndo formadoras de esporos, contendo enzimas que metabolizam
carboidratos complexos e que modulam o sistema imune intestinal. Outro filo de
bactérias de maior propor¢do no intestino sdo os Firmicutes, que contém mais
de 250 géneros, entre os principais: Lactobacillus, Mycoplasma, Mollicutes,
Clostridium. S&o bactérias gram-positivas, anaerobicas e formadoras de
esporos, responsaveis por fermentar agucares simples. Os géneros Clostridium
e Lactobacillus desempenham funcao imunomoduladora benéfica e o género
Mollicute induz a inflamagé&o e ao desenvolvimento de certas doengas cronicas
[6].

Estes dois filos representam 90% das bactérias que constituem o intestino
humano e sdo importantes na homeostase energética do organismo, afetando o
sistema imune e a resposta inflamatdéria, sendo que, nos individuos obesos, os
Bacteroidetes tém uma proporcdo menor que nos individuos eutroficos,
engquanto os Firmicutes predominam nas pessoas obesas [29].

Diariamente, a situacdo apresentada se encontra em modificacdo, pois
essas bactérias também sdo eliminadas nas fezes, tornando esse panorama
bastante dinamico. A partir dai, pode-se chegar a um conceito fundamental: a
colonizacao do trato gastrointestinal € temporéaria e ndo permanente, o que faz
necessario estar sempre vigilantes em busca de um equilibrio da microbiota
intestinal [29].
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A microbiota intestinal desempenha uma relevante funcédo na saude do
sistema digestivo e também na salde do organismo humano como um todo,
contribuindo para a nutricdo e o metabolismo do hospedeiro [27].

De acordo com Bagarolli [6], as principais fun¢cbes sdo a modulacdo do
pH intestinal, sintese de vitaminas, metabolizacdo de carboidratos néo
digeriveis, producdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC), metabolizacao
de &cidos biliares, prevencdo de colonizacdo por bactérias patogénicas,
desenvolvimento do sistema imunoldgico intestinal, manutencdo da funcao
epitelial de barreira e motilidade do trato gastrintestinal (TGI).

Véarios nutrientes sdo formados a partir da acdo das bactérias e
disponiveis para a absorcdo, entre as principais, as vitaminas do Complexo B,
vitamina B12, tiamina, riboflavina, biotina, acido félico e a vitamina K [30].

Conforme Bedani e Rossi [31], a microbiota realiza o aproveitamento de
energia por meio da degradacéo de alimentos provindos da dieta, fermentando
os carboidratos nao digeriveis (fibras) e os transformando em acidos graxos de
cadeia curta (butirato, propionato, acetato e lactato). Os mesmos diminuem o pH
intestinal, reduzindo assim o nimero de bactérias patogénicas e elevando as
bactérias benéficas e ainda produzem uma barreira contra fatores nocivos a
mucosa intestinal.

As bactérias residentes do trato gastrintestinal contribuem para salvar
parte de energia contida nos carboidratos indigeriveis da dieta como a celulose,
hemicelulose e pectina, metabolizando os mesmos em acidos graxos que sao
fontes de energia para as células do epitélio intestinal e facilitam a absorcéo de
sadio e agua, além de sintetizarem proteinas e vitaminas do Complexo B [19].

Pistelli e Costa [29], afirmam que, para manter suas funcdes e o equilibrio,
a microbiota normal esta sujeita a um rigido controle, o que depende de varios
fatores, como da acidez gastrica e da idade.

Alteracdes na composicao da microbiota intestinal dependem de fatores
ambientais e do estilo de vida, como uso de medicamentos, doencgas, estresse
e fadiga, o uso de antibidticos, envelhecimento, infec¢des de repeticdo, dieta,
toxinas ambientais e alcool. Segundo Bagarolli [6], € necessario haver uma
harmonia entre as bactérias intestinais para prevenir a disbiose. O aumento de
microrganismos patogénicos e reducdo da microbiota saudavel, que acarreta o

aumento da permeabilidade intestinal e um processo inflamatério.
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Tudo isso torna o individuo mais suscetivel a desenvolver doencas
associadas: infecgcbes do trato geniturindrio, sindrome fungica, doenca
inflamatoria intestinal, estresse, depressédo, esteatose hepatica ndo alcodlica,
cancer colorretal, alergias, atopias, alteracbes dermatologicas, doencas
autoimunes e doencas metabdlicas (resisténcia a insulina, obesidade, diabetes
mellitus tipo 2 e doencgas cardiovasculares). A flora intestinal desempenha uma
papel fundamental, sendo considerado um Orgdo vital, que transporta
metabdlitos essenciais e que desempenha fungbes protetivas, estruturais e
histoldgicas, auxiliando na manutencdo da homeostase corporal [18].

2.5- Disbiose intestinal

A microbiota desempenha varias fungcdes benéficas para o organismo, porém ha
um estoque de bactérias potencialmente patogénicas, que em juncao a diversos
fatores podem desencadear inUmeras patologias. Entre as principais funcfes da
microbiota intestinal no organismo humano estdo a producdo de AGCC e
proteina, que sdo absorvidos e utilizados pelo organismo. “A microbiota intestinal
saudavel € uma barreira de protecdo contra invasores patogénicos, melhorando
a imunidade e estimulando as respostas imunes” [30].

Segundo Machado [19], existe uma forte relacdo entre o intestino e a
salude, em que a absorcdo de nutrientes pode ser alterada devido a varias
causas como: interacdo entre nutrientes, ingestdo de medicamentos
(antibiéticos), mudancas na alimentacdo (dieta desequilibrada), alteracdo da
permeabilidade da mucosa intestinal, 0 que pode evoluir para uma disbiose

intestinal.

A alimentacdo adequada da suporte a integridade intestinal, que se relaciona a
funcdo Unica do intestino de atuar como um canal entre os nutrientes e a
circulagdo sistémica e como barreira contra toxinas de uma variedade de fontes
[30].

O desequilibrio da microbiota intestinal € chamado de disbiose, o que leva
a perda da homeostasia entre hospedeiro e microrganismos, ocorrendo o
predominio das bactérias patogénicas sobre as bactérias benéficas. Essa
desregulacédo da microbiota produz efeitos prejudiciais, como: destruicdo de
vitaminas, inativacao de enzimas, producao de toxinas cancerigenas (toxinas se

combinam com proteinas formando peptideos perigosos) e destruicdo da
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mucosa intestinal, submetendo o organismo a uma menor absorc¢ao e sintese de
nutrientes [19].

Uma das principais causas de desequilibrio da microbiota intestinal é o
estilo de vida ocidental, principalmente a ingestdo de dietas ricas em calorias,
gorduras saturadas, carboidratos simples e pobre em fibras [29].

Um fator consideravel no desequilibrio da microbiota intestinal € a
obesidade, que interfere na populacdo de dois filos principais de bactérias
presentes no intestino delgado e grosso, as Firmicutes e os Bacteroidetes.
Sendo a microbiota intestinal um importante regulador de peso corporal e de
doencas associadas a obesidade, pois o metabolismo destas bactérias facilita a

extracdo ou estocagem de calorias ingeridas na dieta [32].

O alimento é um substrato para o crescimento da microbiota intestinal e afeta
diretamente sua composicdo. E dependendo dos nutrientes oferecidos, podem
aumentar ou diminuir os micro-organismos benéficos. O aumento do consumo
de acucares refinados, gorduras saturadas e sodio, em detrimento de fibras,
vitaminas, minerais e compostos antioxidantes leva a altera¢cdes significativas no
ecossistema intestinal ao longo dos anos, podendo resultar no aumento de
doencas cronicas, tais como obesidade [21].

Para minimizar os efeitos do desequilibrio da microbiota e garantir um bom
funcionamento, recomenda-se o uso de substancias funcionais como O0s
probidticos, pois possuem bactérias benéficas para o organismo diminuindo a
concentracdo de bactérias patogénicas [19].

Os alimentos sdo vistos como o principal meio para a salude e o bem-
estar, principalmente os alimentos conhecidos como funcionais. “Qualquer
alimento ou ingrediente alimentar que possa exercer efeito benéfico no
organismo pode ser considerado alimento funcional” [33].

Uma alimentacdo equilibrada, com todos 0s macronutrientes e
micronutrientes em quantidades adequadas para o individuo, resultam em um
bom funcionamento do organismo, promovendo a preven¢ao, a manutencao e o

tratamento de diversas patologias.

2.6- Efeitos benéficos dos probidticos

Atualmente varios estudos clinicos vém sendo realizados com o objetivo de
verificar possiveis aplicacdes de bebidas lacteas probidticas na reducdo da
infeccao por Helicobacter pylori, na reducao dos sintomas alérgicos, no alivio da
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constipagdo intestinal, na diminuicdo dos sintomas da sindrome do coélon
irritdvel, na melhora do metabolismo mineral (particularmente na absorcéo do
calcio, o que da estabilidade e melhora a densidade 0ssea), na prevencao do
cancer coloretal, na diminuicdo da concentracdo de colesterol totais e de
triglicerideos plasmaticos, na prevencao e/ou tratamento diversos tipos de
diarreia, no beneficio na melhora da artrite reumatoide, na prevencdo e
tratamento do eczema atopico, rinite e asma e no tratamento da recolite

ulcerativa e no tratamento da obesidade [20].

2.6.1- Diarreia

Cada vez mais vem surgindo novos estudos sobre os efeitos do uso de
probidticos na reducdo dos episodios de diarreia. Os Lactobacillus casei, L.
acidophilus, L. brevis, L. bulgaricus, L. plantarium e E. faecium demostram-se
eficiéncia na prevencdo e no tratamento de diversas diarreias associadas a
contaminacao de alimentos por E. coli, Shigella, Salmonella, B. cereus e V.
cholarae, na diarreia viajante e na antibioticoterapia. Os efeitos beneficos se da
pela producdo de substancias antimicrobianas como acidolina, acidofilina e
bacteriocina, lactobrevina, lactobacilina, lactolina e bulgaricina, que atuam
inibindo o crescimento de bactérias patogénicas, também séo responsaveis pela
producdo de substancias como acido acético, &cido lactico, acido formico e
peroximo de hidrogénio, que melhora a integridade da mucosa intestinal.
Diversas bactérias probidticas estdo associados com a prevencao e o tratamento
da diarreia associada ao uso de antibiéticos; ainda reduzem o tempo de diarreia
durante enterites provocadas por rotavirus em criancas, sobretudo quando
administradas precocemente e em doses acima de 108 UFC/ml. Os Lactobacillus
rhamnosus GG sao os probidticos mais efetivos na prevencao e no tratamento
das diarreias [5].

Um estudo realizado por Wenus et al. [34], em um hospital universitario do
Norte da Noruega, com 87 pacientes com quadro de diarreia, os quais, foram
submetidos ao tratamento com ingestao diaria de leite fermentado contendo
probidticos ou placebo com bactérias mortas pelo calor, durante um periodo de
14 dias. Concluiu-se que o grupo que recebeu a bebida lactea probidtica teve
uma reducdo significativa no quadro de diarreia, indicando que o leite fermentado
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com probidticos, pode diminuir o quadro de diarreia em pacientes adultos
hospitalizados.

2.6.2- Intolerancia a lactose

De acordo com Paschoal et al. [20], mais de 70% da populacdo mundial é
atingida pela intolerancia alactose, a qual ocorre quando a quantidade de lactose
ingerida é superior a capacidade tolerada pelo intestino delgado, o qual nao
consegue hidrolisa-las totalmente, deixando-as chegarem até o célon, onde seré
fermentada, gerando acidos orgéanicos, di6xido de carbono e hidrogeno,
causadores de diarreias tipicas em casos de intolerdncia. As bactérias
probidticas, como os Lactobacillus acidophilus, auxiliam na hidrélise da lactose,

diminuindo os sintomas.

2.6.3- Sistema imunolégico

Inimeros estudos comprovam que uma microbiota intestinal saudavel auxilia no
desenvolvimento adequado do sistema imune, além disso, mantem
fisiologicamente normal o tecido linfoide associado & mucosa na vida adulta.
Lammers et al. [35], durante seus estudos notou que as bactérias probidticas
aumentam os linfécitos circulantes, a producao de IFN-y, IL-1, IL-8 e citocinas
gue instigam a fagocitose.

Ainda h& estudos que indicam, que o tratamento com microrganismos
probidticos sdo extremamente benéficos ao sistema imune dos praticantes de
atividade fisica. Wang et al. [4], verificaram que os atletas que realizavam
atividade fisica anaerdbica e receberam como forma de tratamento Lactobacillus
casei apresentaram maior concentracao de células de defesas se comparado
com outro grupo que ndo havia recebido a suplementacdo de bactérias
probidticas.
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2.6.4- Sindrome do intestino irritavel

A Sindrome do intestino irritavel € considerada uma desordem gastrointestinal
funcional de maior prevaléncia no mundo. Os portadores desta sindrome
apresentam uma microbiota intestinal bastante instavel e em constante
modificagdo, o que leva a uma disbiose intestinal e ao aumento da fermentagéao,
0 que pode causar inflamacgédo na parede intestinal, o uso de bactérias probio6ticas
vem sendo utilizadas como forma de tratamento, melhorando o sistema
imunolégico e o transito coldnico [20].

Em um estudo realizado por O"Sullivan e O"Morain [36], com 24 pacientes
com a Sindrome do intestino irritavel, dos quais, alguns receberam o probidtico
e outros placebo. Notou-se que o grupo que recebeu as bactérias probidticas
apresentou melhora no sintoma de diarreia, indicando que a cepa pode trazer
beneficios ao paciente portador desta sindrome.

Outro estudo realizado com bactérias probidticas (Lactobacillus plantarum
299V), tiveram resultados varidveis. Alguns obtiveram melhora da distenséo
abdominal, melhora na sintomatologia geral em 95% dos pacientes analisados e
uma tendéncia a normalizacdo no numero evacuacdo dos pacientes
constipados. No entanto, outros colaboradores obtiveram diminuicdo na
producéo de hidrogénio no célon, mas esta nao foi significativa para ter eficacia
[37].

Bazzocchi et al. [38], conduziram um outro estudo, que utilizou um
suplemento probidtico contendo oito culturas, chamado VSL (lactobacilos,
bifidobactérias e estreptococos). Os pacientes portadores Sindrome do intestino
irritdvel apresentaram uma melhora de 81% dos sintomas e uma reducao

significativa no numero de evacuacodes.

2.6.5- Constipacao intestinal

Segundo Saad [39], individuos com constipacao intestinal podem ter alteracdes
na composicado de microbiota do intestino grosso, que é caracterizada por uma
diminui¢cdo no numero de bactérias intestinal benéficas e um grande aumento na
guantidade de microrganismos potencialmente patogénicos e fungos. Esta

desordem pode alterar o ambiente metabdlico no intestino, causando mudancas
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na concentracdo de substancias fisiologicamente ativas que podem modificar as
funcbes secretérias e a motilidade intestinal. Estes sintomas podem ser
minimizados com a administracao de probioticos, com objetivo de normalizar a
flora intestinal e estimular a atividade motora do intestino.

Nobrega [2], relata que para assegurar o efeito continuo, os probiéticos
devem ser consumidos diariamente. Para garantir um efeito benéfico na
composi¢cdo da microbiota intestinal recomenda doses de 100g de produtos
alimenticios, contento 10° unidades formadoras de colénia (UFC) de
microrganismos probidticos, ou suplemento probidtico contendo pelo menos 10°
UFC.

2.6.6- Obesidade

A obesidade é considerada um dos mais graves problemas de saude publica
atual, pois eleva os riscos de varias enfermidades associadas, como hipertensao
arterial, dislipidemias, doencas cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2,
doencas da vesicula biliar, alguns tipos de céncer, esteatose hepatica,
osteoartrite, apneia do sono e outras [17].

Recentemente foram demonstrados indicios de que o aumento de peso
esta relacionado ao desequilibrio da microbiota intestinal, a chamada disbiose,
ou seja, quando ha um aumento de microrganismos patogénicos e reducédo da
microbiota saudavel, o que leva ao desenvolvimento da permeabilidade

intestinal, a um processo inflamatério, e consequentemente a obesidade [40]

Mudancas dindmicas na microbiota, bem como comportamentos e
predisposi¢fes genéticas, trabalham em conjunto para determinar a resposta de
cada individuo ao aumento do acumulo de tecido adiposo. O metagenoma
intestinal, que consiste na andlise da sequéncia de DNA microbiano, deve ser
considerado como fator de risco juntamente com fatores classicos como, por
exemplo, a genética do hospedeiro e fatores ambientais para o desenvolvimento
de doencas metabdlicas [22].

Spezia et al. [41], apontam que o tratamento da obesidade é dividido em
cinco intervencles: pratica de atividade fisica frequente, acompanhamento
psicolégico, uso de farmacos, intervencgdo cirargica e tratamento nutricional.

Para a melhor eficacia do tratamento nutricional convencional (dieta

hipocaldrica), que apenas controla o balango energético, deve se associar a
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modulacao da qualidade e a quantidade dos microrganismos intestinais por meio
da utilizacdo de substancias benéficas, como probioticos [18].

A ingestao regular de probidticos promove varios beneficios para a saude
do hospedeiro, como: tornar o meio intestinal desfavoravel ao crescimento de
microrganismos patogénicos e ajudar na destruicdo dos mesmos; reduzir a
concentracdo sanguinea de lipidios; agir como imunomoduladores; reduzir a
gordura corporal (visceral e subcutanea), IMC, a sensibilidade a insulina e a
inflamacdo. “Estes microrganismos, devem necessariamente, sobreviver as
condicdes acidas do estdbmago e da bile, ser capaz de aderir a mucosa intestinal

e de colonizar o intestino, mesmo que transitoriamente” [21].

Varias espécies de Lactobacilos foram testadas como uma abordagem
probiética em modelos experimentais de obesidade e em seres humanos. Cepas
especificas de Lactobacillus plantarum e Lacto-bacillus paraceseispp reduziram
o tamanho dos adipécitos e células de gordura corporal em ratos alimentados
com dieta rica em gordura [22].

Brancher [18], aponta que os probiéticos que apresentam efeitos mais
consistentes no tratamento da obesidade s&o os géneros Lactobacillus gasseri
utilizado em leite fermentado (200 g/dia) e o Lactobacillus rhamnosus
administrado na forma de capsulas em dosagem de duas vezes/dia. Pois estes
reduzem a gordura corporal total, gordura visceral e subcutanea abdominal,
circunferéncia da cintura e do quadril, razdo cintura-quadril, percentual de

gordura e massa gorda. Porém, o consumo deve ser frequente e em longo prazo.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- Leites fermentados

Foram utilizados leites fermentados adquiridos em supermercados da regidao do
noroeste paulista. Foram selecionadas doze marcas cujas embalagens eram de
plastico contendo seis unidades de 80g, apresentando informacdes, tais como
data de fabricacéo, data de vencimento, lote, presenca de Lactobacillus vivos,
composicao nutricional, temperatura de armazenamento (entre 1 a 10°C) e
namero de registro no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento [24].

As amostras de leite fermentado foram selecionadas pela data de
fabricacdo e pelo lote mais proximo a data de fabricacdo, sendo que estes
deviam ser as mesmas para marca a ser avaliada. Na amostragem foi
considerado o tempo transcorrido entre data de fabricacdo e a aquisicdo do
produto, o qual ndo poderia ser superior a sete dias.

Para o transporte das amostras foram empregadas caixas isotérmicas
contendo gelo, sendo que a temperatura interna aferida foi de 2° C. Durante toda
a fase experimental os leites fermentados foram mantidos em temperaturas de
5° C e 15° C, por um periodo de oito semanas, das quais cinco semanas
corresponderam ao prazo de validade e trés fora do prazo de validade. Os leites
fermentados foram avaliados, semanalmente, quanto ao pH e a determinacao

de células viaveis das bactérias acido lacticas (BAL).

3.2- Andlise da viabilidade de bactérias acido lacticas

Os procedimentos que precederam a analise microbioldgica foram realizados em
condicdes assépticas. As embalagens foram sanitizadas com alcool etilico 70%
e transferidas para capela de fluxo laminar vertical, o qual foi descontaminado
previamente.

As analises microbioldgicas realizadas seguiram os protocolos propostos
por American Public Health Association [42] e Silva [43]. Para a contagem total
de bactérias acido lacticas viaveis, 25g de cada amostra foram homogeneizadas
em 225mL de diluente estéril (Agua peptonada, 0,1%), obtendo-se a diluicdo 10
1, A partir da diluicdo inicial (10't) foram realizadas diluicbes decimais seriadas
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até 10°. Aliquotas de 1mL das diluicGes selecionadas foram inoculadas em
placas de Petri estéreis vazias e, em seguida, o meio de Man Rogosa & Sharpe
(MRS) acidificado, foi adicionado pela técnica de Pour Plate, Pereira et al. [44],
e o material foi homogeneizado.

Os controles, positivo e negativo das culturas foram obtidos com a
semeadura de uma aliquota do leite fermentado sem diluicdo e de 4gar MRS
sem leite fermentado, respectivamente. Todo o experimento foi realizado em
triplicata. A temperatura de incubacéo foi 37°C £ 1°C por 72 horas, sob condi¢cdes
de anaerobiose em jarra de anaerobiose contendo gerador de anaerobiose
(OXOID, PROBAC). Em seguida, e esse periodo, a enumeracdo dos
microrganismos foi feita por meio da contagem do nimero de coldnias formadas
nas placas, sendo este numero multiplicado por 10 e também pelo inverso da
diluicdo, os valores obtidos foram expressos como UFC mL*? (unidades

formadoras de col6onias)

3.3- Determinacéo do pH de leites fermentados

A mensuragdo do pH inicial e durante a fase experimental foi realizada em
triplicata, e nas temperaturas de 5° C e 10° C. Cada embalagem foi agitada
manualmente por 15 segundos, coletando-se trés amostras de 15 mL de cada
marca. Foi utilizado um potencidmetro e eletrodo de vidro combinado (Tecnal,
Piracicaba, SP, Brasil), previamente calibrado com soluc¢des padréo pH 7,0 e pH
4,0, antes de cada leitura. A leitura das amostras foi realizada introduzindo o

eletrodo de vidro diretamente nas amostras.

3.4- Anélise estatistica

Os dados foram avaliados pela andlise descritiva da viabilidade das bactérias
acido laticas (BAL) isoladas de diversos leites fermentados, de acordo com o
periodo de validade (durante e apds) e com a temperatura (5 °C e 15 °C).

Posteriormente foi aplicado o teste de Mann-Whitney (P<0,05) para
comparacdo da viabilidade das BAL em relagdo ao periodo de validade e
temperatura empregadas no estudo.
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Foi aplicacdo também o teste de Andlise de Variancia com teste de
comparacao multipla de Games-Howell (P<0,05), para a comparacdo da
viabilidade das BAL entre as marcas considerando somente o periodo durante a
validade.

O Teste de t foi utilizado para amostras independentes e teste t para
amostras emparelhadas (P<0,05), para comparar o pH de acordo com a
temperatura e com o periodo de validade, respectivamente.

A aplicacdo do teste de Analise de Variancia com teste de comparagéo
multipla de Tukey (P<0,05), para a comparacdo do pH entre as marcas
considerando somente o periodo durante a validade.

Todos os testes estatisticos foram aplicados com nivel de significancia de
5% (P<0,05). O Software utilizado foi Minitab 17 (Minitab Inc.).
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo consistiu na quantificacdo das bactérias acido laticas viaveis em leites
fermentados em dois periodos: um periodo referente ao prazo de validade,
referente a cinco semanas, e o periodo fora do prazo de validade, referente a
trés semanas. Além dos periodos de andlise, a quantificacdo da viabilidade das
bactérias acido laticas, foi avaliada em duas diferentes temperaturas: 5 °C e 15
°C. Adicionalmente a quantificacdo das bactérias lacteas, o pH do leite
fermentado nesses tratamentos mencionados também foi analisado como forma
de observar a presenca de diferencas significativas na comparacéo dos prazos
de validade e nas temperaturas empregadas.

Em um primeiro momento foi realizado um estudo da quantificacdo das
bactérias lacteas em dois periodos: no prazo de validade e ap6s o prazo de
validade, assim como em duas temperaturas, 5 °C e 15 °C, perfazendo quatro
tratamentos para cada marca. Vale ressaltar que foram avaliadas doze marcas
de leite fermentado.

Segundo Gon [1], para que o leite fermentado alcance sua funcionalidade
probidtica é necessario que atenda uma série de requisitos, sendo o principal a
viabilidade das bactérias lacteas. Para que isso aconteca 0s microrganismos
probidticos devem apresentar quantidades minimas exigidas pela legislacdo
brasileira, de acordo com Regulamento técnico de identidade e qualidade de
leites fermentados, n° 46, de 23 de outubro de 2007, até o momento do consumo
do produto, sendo que a contagem total de bactérias &cido laticas viaveis deve
ser no minimo de 10’ UFC/mL! no produto final, durante o prazo de validade
[24].

A Tabela 5 apresenta os resultados da quantificacdo das bactérias acido
laticas de cada uma das marcas avaliadas (M1 a M12), em relagcéo aos periodos
de validade dos leites fermentados e as temperaturas. Em um primeiro momento,
0s testes comparativos apresentaram como objetivo comparar as diferencas na
guantificacdo das bactérias lacticas (BAL) entre os periodos de validade,
restringindo a temperatura e, em um segundo momento, a comparacao se deu

entre as temperaturas, considerando o0 mesmo prazo de validade.
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Prazo de validade

Marca Temperatura Durante Apos Valor P!
MédiatDP Md MédiatDP Md

5°C 6,3.10%+4,8.10° 9,0.10° 1,4.10'+2,5.107 5,0.10° <0,001

M1 15°C 2,8.10°+4,9.10° 1,2.108 3,56.10'+5,1.10! 1,0 <0,001
Valor P 0,038 <0,001

50°C 6,7.108+2,3.108 6,2.108 4,1.105+5,1.10° 1,5.106 <0,001

M2 15°C 7,3.108+1,0.10° 1,0.107 4,9+6,9 1,0 <0,001
Valor P 0,360 <0,001

50C 2,1.108+3,1.108 1,0.108 7,5.10%+4,9.10* 1,0.10° <0,001

M3 15°C 1,8.108+3,2.108 1,9.106 2,0.10%+3,0.10? 0,0 <0,001
Valor P 0,064 <0,001

M4 50C 1,2.10%+2,1.10° 4,0.107 1,9.10°+2,3.10° 7,0.10* <0,001

15°C 6,9.108+1,3.10° 4,3.107 1,7.10'+2,5.10! 0,0 <0,001
Valor P 0,360 <0,001

1 Valor P referente ao teste de Mann-Whitney a P<0,05.
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Prazo de validade

Marca Temperatura Durante Apos Valor P!
MédiatDP Md MédiatDP
50C 1,3.10%+1,7.10% 3,3.10°8 0,0+0,0 2
Mo 15°C 9,3.10%+1,8.10* 1,0.10? 0,0+0,0 -2
Valor P 0,060 -2
5°0C 1,3.10%1,5.10° 2,1.108 3,7.10°+3,7.10° <0,001
Mo 15°C 7,6.108+1,3.10° 1,4.108 1,0£1,5 <0,001
Valor P 0,479 <0,001
M7 50°C 3,4.100+2,5.10° 3,4.108 5,5.10%+6,5.10* <0,001
15°C 1,5.106+3,1.108 4,3.10° 0,0+0,0 2
Valor P 0,004 2
M8 5¢°C 2,0.106+3,3.10° 8,8.10° 1,2.10%+1,7.10* <0,001
15°C 1,7.106+3,5.108 2,4.108 0,0+0,0 2
Valor P 0,010 2

! Valor P referente ao teste de Mann-Whitney a P<0,05. 2 Valor P ndo possivel de ser computado devido

a auséncia de variabilidade dos dados de um ou mais tratamentos (desvio padréo nulo).
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Prazo de validade

Marca Temperatura Durante Apos Valor P!
MédiatDP Md MédiatDP Md
50°C 4,8.105+3,7.10° 3,3.108 8,6.10%+1,2.10° 7,0.108 <0,001
M9 15°C 2,0.106+4,1.10° 5,6.10° 0,0+0,0 0,0 2
Valor P 0,003 2
50C 9,4.108+1,3.10° 3,4.108 2,9.106+4,1.10° 2,7.10° <0,001
M10 15°C 7,8.10%+1,6.10° 3,9.10° 0,3+0,5 0,0 <0,001
Valor P 0,005 <0,001
M1l 50C 6,5.108+7,2.108 2,9.108 6,2.106+9,3.10° 5,0.10° <0,001
15°C 3,9.108+8,1.108 8,0.10° 0,3+0,5 0,0 <0,001
Valor P 0,004 <0,001
M12 5°C 3,9.106+3,2.10° 3,4.108 1,0.10%+1,5.10* 5,0.10% <0,001
15°C 1,7.106+3,7.108 6,0.10? 0,0+0,0 0,0 2
Valor P 0,005 2

! Valor P referente ao teste de Mann-Whitney a P<0,05. 2 Valor P ndo possivel de ser computado devido

a auséncia de variabilidade dos dados de um ou mais tratamentos (desvio padréo nulo).
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Os resultados da Tabela 5 evidenciam que, em todos os casos referentes
a comparacédo da viabilidade das BAL entre os periodos de validade (durante e
apos), quando possiveis de serem efetuados, comprovou-se a menor viabilidade
das BAL no periodo ap6s o prazo de validade, ou seja, os leites fermentados
guando, encontram-se no periodo apés o prazo de validade estabelecido no
rétulo perdem quantidades significativas de bactérias &cido laticas. Desse modo,
€ possivel sugerir que, para todas as marcas, a viabilidade das BAL é
significativamente menor ap0s o prazo de validade quando comparada a
viabilidade das BAL durante o prazo de validade. Nesse contexto, para que o
leite fermentado proporcione suas fungbes probidticas, € necessario que seja
consumido durante o periodo de validade.

Resultado semelhante foi observado no estudo de Varga, Sile e Nagyt
[45], a0 monitorar a viabilidade dos Lactobacillus durante o armazenamento por
42 dias, verificaram que durante o armazenamento houve uma diminuicdo
significativa destes microrganismos, ficando patente que, para o melhor
aproveitamento de suas funcionalidades probiéticas, o produto deve ser
consumido sempre dentro do prazo de validade.

Souza et al. [46], também ao investigar a viabilidade celular de
Bifidobacterium longum 51A nos leites fermentados, verificaram durante o
estudo, que até 14 dias de armazenamento as bactérias acido laticas
encontravam-se em grandes quantidades. No entanto, apds esse periodo de
armazenamento a viabilidade celular diminuiu significativamente, atingindo
valores inferiores a 3 unidades log, até o final do periodo de armazenamento
refrigerado, comprovando que quanto maior o tempo de armazenamento, menor
€ numero de microrganismos presente nos leites fermentados.

Em outro estudo dos autores Thu, Tuan e Van [47], ao avaliar a viabilidade
dos probioticos selecionados no leite de soja, verificaram que a quantidade de
microrganismos manteve-se estavel durante as quatro primeiras semanas,
aproximadamente 107 UFC/mL* e. No decorrer do estudo a quantidade de
bactérias foram diminuindo, e ao final da sexta semana de analise apresentava
cerca de 10° UFC/mL!, comprovando que ao longo do periodo de
armazenamento ha uma reducdao significativa no nimero de bactérias lacteas, o

gue reduz a qualidade dos produtos probi6ticos.
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Também no estudo de Oliveira, et al. [48], ao avaliar viabilidade das
bactérias probiéticas em bebidas lacteas ao longo do armazenamento, verificou-
se que no inicio das andlises as contagens de microrganismos viaveis eram em
torno 10® UFC/mL e durante quatorze dias de armazenagem as contagens
permaneceram estaveis, mas apés vinte um dias de armazenagem pode-se
observar que a concentracdo de bactérias foi afeta, ocorrendo uma diminuicao
significativa e que apds 28 dias as contagens de bactérias probidticas reduziram
1,74 unidades log.

Em estudo realizado por Hungria e Longo [49], foi verificada grande
reducdo do numero de bactérias &cido laticas viaveis, conforme evoluiu o tempo
da vida-de-prateleira e 10 dias ap6s o prazo de validade, apesar das
caracteristicas organolépticas dos produtos encontrarem-se inalteradas, o
namero de microrganismos sobreviventes ndo atingia o minimo exigido pela
atual legislacéo, indicando que o consumo de tais alimentos, apds o vencimento,
ndo confere os beneficios probidticos esperados. Na presente pesquisa
observaram-se resultados semelhantes de reducdo de microrganismos no
periodo de validade assim como fora do mesmo (tabela 5)

Restringindo a comparacao das temperaturas em relacdo ao periodo
durante o prazo de validade, foi possivel observar diferengas significativas na
viabilidade das BAL em 7 marcas: M1, M7, M8, M9, M10, M11 e M12; sendo que,
em todas elas foi possivel observar menor viabilidade das BAL em temperaturas
superiores, ou seja, de 15 °C. Sendo assim, é interessante que os leites
fermentados sejam mantidos a temperatura de refrigeracdo para que a
viabilidade das BAL nao seja prejudicada. Para as marcas M2, M3, M4, M5 e
M6, a temperatura nao foi fator significativo para determinar menor viabilidade
das BAL, ou seja, nao houve diferencas significativas entre a contagem das BAL
guando as temperaturas de 5 °C e 15 °C foram comparadas.

Resultado semelhante foi possivel de ser observado na comparacao da
viabilidade das BAL em diferentes temperaturas em relagéo ao periodo apés a
validade. A viabilidade das BAL foi significativamente inferior na temperatura de
15 °C quando comparada a viabilidade das BAL a 5 °C. Sendo assim, tanto
durante como apdés o prazo de validade, a viabilidade das BAL foi
significativamente inferior na temperatura de 15 °C. Resultados semelhantes
foram observos por Varga, Siule e Nagyt [45], ao monitorar a viabilidade dos
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Lactobacillus durante 42 dias, observaram que quando os produtos eram
armazenados em temperatura a 4 ° C, relativamente baixa, a diminuicdo das
bactérias acido laticas era mais lenta, comprovando que se os alimentos
probidticos forem armazenados em uma temperatura menor, melhor sera sua
viabilidade.

Nesse contexto, de uma forma geral, na Tabela 5 evidencia-se que a
viabilidade das BAL diminuiu com o aumento do prazo de validade e com o
aumento da temperatura. Sendo assim, € necessario que o consumidor ingira o
leite fermentado refrigerado e no prazo de validade para que usufrua dos
beneficios dos probidticos ali existentes.

As figuras 2, 3, 4, 5, 6 e 7 evidenciam os valores individuais da contagem

das BAL, sendo as medianas delimitadas pelos pontos em vermelho.
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Figura 2: Distribui¢cdo da viabilidade das BAL nas marcas 1 e 2 em ambas temperaturas e
ambos os periodos.
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Figura 3: Distribui¢cdo da viabilidade das BAL nas marcas 3 e 4 em ambas temperaturas e
ambos os periodos.
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Figura 4: Distribui¢cdo da viabilidade das BAL nas marcas 5 e 6 em ambas temperaturas e
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Figura 5: Distribui¢cdo da viabilidade das BAL nas marcas 7 e 8 em ambas temperaturas e
ambos os periodos.

4000000000 Marca 9 Marca 10 &
v
3000000000
3
©
©
= 2000000000
Ko}
O
>
1000000000
[ ]
[ ]
®
o] @ -» [ -t w w» - aon
o (o) o (o) o (o) o (o)
& & & & & & & &
Q}O %0 Q}O %0 Q}O %0 o %0
& S X 8 & S & S
& Q & Q Q Q
b& oofzr &;\ oofzr b‘)@ oofzr b‘)@ oofzr
L & K & & K
N “ N

Figura 6: Distribuicdo da viabilidade das BAL nas marcas 9 e 10 em ambas temperaturas e
ambos os periodos.
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Figura 7: Distribuicdo da viabilidade das BAL nas marcas 11 e 12 em ambas temperaturas e
ambos os periodos.

A Tabela 6 apresenta os resultados da viabilidade das BAL considerando
somente o que foi quantificado durante o prazo de validade a fim de comparar
as marcas de acordo com as duas temperaturas abordadas.

Os resultados da Tabela 6 sugerem que a marca 1 (M1) apresentou a
maior viabilidade de BAL dentre as marcas avaliadas, pois a contagem
microbiana foi superior as demais marcas nas temperaturas de 5 °C e 15 °C.
Nesse contexto, a marca M1 se destacou frente as demais marcas,

apresentando a maior viabilidade de BAL.
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Tabela 6: Viabilidade das bactérias lacticas conservadas a 5°C e 15°C em relagéo as marcas
avaliadas durante o prazo de validade.

Viabilidade

Temperatura Marcas VédiazDpP? Vd Valor P
M1 6.3.10°%4,8.10°a 9.0.10°
M2 6,7.10°+2,3.10° b 6,2.10°
M3 2.1.10°+3,1.10° b 1,0.10°
M4 1,2.10%2,1.10%b 4,0.107
M5 1,3.10%+1,7.10°b 3,3.10°
M6 1,3.10%1,5.10%b 2.1.10°
5°%C M7 3,4.10°42,5.100 b 34100 0,001
M8 2.0.10°43,3.10°b 8,8.10°
M9 4,8.10543,7.10°b 3,3.10°
M10 9,4.10°%+1,3.10%b 3,4.10°
M11 6,5.10°+7,2.10° b 2.9.10°
M12 3,9.100+3,2.10°b 3,4.10°
M1 2.8.10°44.9.10°a 1,2.10°
M2 7.3.10°+1,0.10° b 1,0.107
M3 1,8.10%+3,2.10%b 1,9.10°
M4 6,9.10%1,3.10%b 4,3.107
M5 9,3.10%1,8.10°b 1,0.102
M6 7.6.10°+1,3.10°b 1,4.108
15°C M7 1,5.10°+3,1.105b 43100  ~0.001
M8 1,7.10643,5.10°b 2.4.10°
M9 2.0.10°+4,1.105b 5,6.10°
M10 7.8.10%41,6.10%b 3,0.10°
M11 3,0.10°%+8,1.10%b 8,0.10°
M12 1,7.10643,7.10°b 6,0.102

! Valor P referente ao teste de Andlise de Variancia a P<0,05. ? Letras
diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas de acordo com o
teste de comparacdo multipla de Games-Howell a P<0,05.

Na Tabela 7 sdo apresentados os resultados do pH de cada um dos leites
fermentados referentes as marcas avaliadas (M1 a M12) em relacao ao periodo
de validade e as temperaturas de conservacgao. De acordo com Thamer e Penna
[14], na producdo de leites fermentados o pH final ideal € de aproximadamente
4,7. Sendo necessario atingir esse média em no maximo 24h para garantir a
seguranca microbiolégica do alimento durante sua vida util de prateleira e para
evitar que o pH tenha um declinio muito rdpido durante o periodo de
armazenagem. O pH abaixo do indicado para alimento interfere na viabilidade

das colbnias probioticas, reduzindo assim a contagem das (BAL).



Tabela 7: Estatisticas descritivas do pH de acordo com os periodos avaliados e as
temperaturas em relacdo a cada marca avaliada.

Prazo de validade

Marca Temperatura Durante Apos Valor P?
MédiatDP Md MédiatDP Md
M1 5°C 4,60+0,09 4,68 4,27+0,07 4,28 <0,001
15°C 3,87+0,51 3,92 2,73+0,19 2,70 <0,001
Valor P! <0,001 <0,001
M2 5°C 4,14+0,08 4,20 3,74+0,17 3,80 <0,001
15°C 3,86+0,25 3,90 3,14+0,09 3,15 <0,001
Valor P! 0,001 <0,001
M3 5°C 3,58+0,37 3,75 2,81+0,24 2,95 <0,001
15°C 3,34+0,40 3,12 2,55+0,15 2,45 <0,001
Valor P! 0,103 0,016
M4 5°C 4,26+0,07 4,30 3,57+0,32 3,60 <0,001
15°C 3,80+0,38 3,83 2,730,336 2,96 <0,001
Valor P! <0,001 <0,001
M5 5°C 2,76+0,27 2,90 2,17+0,06 2,20 <0,001
15°C 2,64+0,34 2,70 2,14+0,11 2,20 <0,001
Valor P! 0,308 0,537
M6 5°C 3,34+0,22 3,25 2,86%0,05 2,90 <0,001
15°C 3,26+0,30 3,15 2,73+0,13 2,80 <0,001
Valor P! 0,443 0,018
M7 5°C 3,77£0,15 3,80 2,80+0,39 2,96 <0,001
15°C 3,45+0,33 3,50 2,57+0,21 2,55 <0,001
Valor P! 0,004 0,154
M8 5°C 3,35+0,11 3,45 3,06%0,05 3,10 <0,001
15°C 3,21+0,17 3,15 2,52+0,36 2,35 <0,001
Valor P! 0,011 0,002
M9 5°C 3,14+0,02 3,15 3,00+0,15 3,10 0,013
15°C 3,01+0,12 3,00 2,43+0,16 2,35 <0,001
Valor P! 0,002 <0,001
M10 5°C 4,26+0,03 4,28 4,01+0,10 4,00 <0,001
15°C 3,97+0,24 4,00 3,28+0,14 3,29 <0,001
Valor P! 0,001 <0,001
M11 5°C 4,18+0,05 4,22 3,42+0,30 3,25 <0,001
15°C 3,72+0,34 3,72 3,06%0,11 3,00 <0,001
Valor P! <0,001 0,007
M12 5°C 3,25+¥0,08 3,30 3,00+0,00 3,00 -3
15°C 3,19+0,24 3,13 2,71+0,14 2,75 <0,001
Valor P! 0,371 3

! Valor P referente ao teste t para amostras independentes a P<0,05. ? Valor P

referente ao teste t para amostras pareadas a P<0,05. 3 Valor P n&o calculado

devido a falta de variabilidade do pH apds o prazo de validade a 5 °C (desvio
padréo nulo).
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Segundo Odamaki, et al. [50], o pH dos leites fermentados analisado em
seu estudo, que tinha como principal objetivo melhorar a sobrevivéncia de
bifidobactérias no leite fermentado, diminuiu cerca de 0,2 na primeira semana e
consequentemente nas fases posteriores de armazenamento, comprovando que
durante o tempo de armazenamento ha uma diminuicdo significativa no pH.
Casarotti, Carneiro e Penna [51], estudando apés acidificacdo do leite
fermentado armazenado em temperatura a 4 ° C por 28 dias, observaram que o
pH diminuiu de 0,28 para 0,38 durante esse periodo de armazenamento,
demonstrando que quanto maior o tempo de prateleira menor o pH. Resultados
semelhantes foram observados no presente estudo, verificou-se que houve
variacao significativa do pH em relacdo ao tempo de prateleira em ambas as
temperaturas de conservacéo (Tabela 7).

No entanto, Ramos, et al. [52], ao avaliar o pH de trés formulacdes de
bebidas lacteas durante 28 dias de armazenamento em temperatura de 4°C,
observaram que todas as bebidas lacteas mantiveram pH sem grandes
alteracbes, concluindo que é possivel manter o pH ideal em temperaturas
menores.

A legislacéo determina que a as bebidas lacteas fermentadas para fim de
comercializacdo deverdo permanecer armazenadas em refrigeradores em
temperatura ndo superior a 10°C, para que estas se mantenham viaveis ao
consumo [24].

JA& no presente estudo quando se restringe a comparacao das
temperaturas em relacdo ao periodo durante o prazo de validade, foi possivel
observar diferencas significativas no pH em 8 marcas: M1, M2, M4, M7, M8, M9,
M10 e M11; sendo que, em todas elas, foi possivel verificar menor pH na
temperatura de 15 °C. Para as marcas M3, M5, M6 e M12, a temperatura néo foi
fator significativo para determinar menor pH, ou seja, ndo houve diferencas
significativas entre o pH dos leites fermentados dessas marcas mencionadas
guando as temperaturas de 5 °C e 15 °C foram comparadas.

Resultado semelhante foi possivel de ser observado na comparacao do
pH em diferentes temperaturas em relacdo ao periodo apés a validade. Para
todas as marcas, exceto para as marcas M5 e M7, o pH foi significativamente
inferior na temperatura de 15 °C quando comparado ao pH a 5 °C. Sendo assim,



52

tanto durante como apos o prazo de validade, o pH de todos os leites
fermentados avaliados foi significativamente inferior na temperatura de 15 °C.

Gonzalez-Olivares, et al. [53], concluiram que os leites fermentados
armazenados em refrigeradores para serem comercializados, seguem um
padrdo em cascata, ou seja, quanto maior o tempo de prateleira, maior acidez,
diminuindo assim o pH do produto, consequentemente reduzindo o nimero de
bactérias acido laticas, as quais apresentam dificuldades em sobreviver em pH
abaixo do ideal. Portanto é de suma importancia que o leite fermentado seja
consumido durante o periodo de validade, para evitar a ingestdo deste produto
em condic¢des desfavoraveis ao consumidor.

Nas Figuras 8, 9, 10, 11, 12 e 13 estdo representados os valores

individuais do pH, sendo as médias delimitadas pelos pontos em azul.
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Figura 8: Distribuicdo do pH nas marcas 1 e 2 em ambas temperaturas e ambos os periodos.
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Figura 9: Distribuicdo do pH nas marcas 3 e 4 em ambas temperaturas e ambos os periodos.
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Figura 10: Distribui¢cdo do pH nas marcas 5 e 6 em ambas temperaturas e ambos os periodos.
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Figura 11: Distribuicdo do pH nas marcas 7 e 8 em ambas temperaturas e ambos os periodos.
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Figura 12: Distribuicdo do pH nas marcas 9 e 10 em ambas temperaturas e ambos 0s
periodos.
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Figura 13: Distribui¢do do pH nas marcas 11 e 12 em ambas temperaturas e ambos 0s
periodos.

A Tabela 8 apresenta os resultados da comparacdo do pH entre as
marcas avaliadas de acordo com as temperaturas de conservacgao (5°C e 15°C).
Os resultados indicam a presenca de diferencas significativas entre o pH das
marcas avaliadas tanto na temperatura de 5 °C como na temperatura de 15 °C
(p<0,001).
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Tabela 8: Estatisticas descritivas do pH nas temperaturas de 5° C e 15° C em relagao as
marcas avaliadas durante o prazo de validade.

pH
Temperatura Marcas VédiazDP? Vd Valor P
M1 4,60+0,09 a 4,68
M2 4,14+0,08 b 4,20
M3 3,58+0,37 ¢ 3,75
M4 4,26+0,07 b 4,30
M5 2,76+0,27 f 2,90
M6 3,34+0,22 d 3,25
5°%C M7 3,77+0.,15 ¢ 3,80 <0,001
M8 3,35+0,11 d 3,45
M9 3,14+0,02 e 3,15
M10 4,26+0,03 b 4,28
M11 4,18+0,05 b 4,22
M12 3,25+0,08 de 3,30
M1 3,87+0,51 a 3,92
M2 3,86+0,25 a 3,90
M3 3,34+0,40 cde 3,12
M4 3,80+0,38 ab 3,83
M5 2,64+0,34 f 2,70
M6 3,26+0,30 de 3,15
15°C M7 3,45+0,33 bed 3,50 <0,001
M8 3,21+0,17 de 3,15
M9 3,01+0,12 ef 3,00
M10 3,97+0,24 a 4,00
M11 3,72+0,34 abc 3,72
M12 3,19+0,24 de 3,13

L valor P referente ao teste de Andlise de Varidncia a P<0,05. ? Letras diferentes na
mesma coluna indicam diferencas significativas de acordo com o teste de comparagdo multipla
de Tukey a P<0,05.

Para a temperatura de 5 °C, as marcas M1, M2, M4, M10 e M1l
apresentaram maiores valores de pH (acima de 4,0), a marca M5 foi a Gnica que
apresentou pH abaixo de 3,0 e as demais marcas (M3. M6, M7, M8, M9 e M12)
apresentaram valores de pH intermediarios, na faixa entre 3,0 e 4,0. Dentre as
amostras com maior pH (acima de 4,0), a amostra M1 foi a que apresentou valor
significativamente superior em relacao as demais (Figura 14).

Para a temperatura de 15 °C, ndo houve marcas com valores de pH acima
de 4,0, sendo a marca M5 a Unica que apresentou pH abaixo de 3,0, as demais
apresentaram valores de pH intermediarios. Dentre as marcas com valores de
pH intermediario (entre 3,0 e 4,0), as marcas M1, M2 e M10 apresentaram

valores de pH superiores, seguidas das marcas M4 e M11 (Figura 14).
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Liu et al. [54], avaliaram a capacidade de sobrevivéncia de 29 espécies
de microrganismos, em condi¢cdes de pH baixo, e constataram que vinte e cinco
espécies (86%) foram capazes de crescer bem em pH 3,0 durante 3 h; no
entanto, apenas 7 destas podia tolerar acidez inferior a pH 2,0 durante 3 h.
Quando mais testes foram realizados, apenas 4 das 7 cepas apresentaram-se
melhor tolerdncia a acidez, demostrando que quanto menor o pH, menor as
chances de sobrevivéncia das bactérias. Pelos resultados obtidos na presente
pesquisa verificou-se que a maioria das marcas avaliadas apresentaram pH
intermediarios (entre 3,0-4,0), tanto na temperatura de 5 °C como na temperatura
de 15 °C, possibilitando assim a sobrevivéncia dos microrganismos.

Wang, et al. [55], estudando as caracteristicas de fermentacdo e
tolerancia dos Lactobacillus caseli, presentes nos leites fermentados de soja e
bovino, durante o armazenamento, verificaram diminui¢do continua do pH em
ambos os leites, durante o tempo de prateleira, também uma maior acidificacao,
devido a producdo continua de &cido latico, essa p0Os acidificacdo, pode ter
provocado a reducdo do pH para valores abaixo de 4,0, sendo que um pH muito
baixo influencia de forma negativa na sobrevivéncia dos microrganismos,
acarretando um declinio acentuado no namero de bactérias lacteas viaveis.

Thu, Tuan e Van [47], afirmam que além do tempo de armazenamento, 0
pH do leite fermentado também pode sofrer mudancas dependendo das
espécies de microrganismos probidticos empregadas no produto, o qual foi
observado no presente estudo (Tabela 8 e Figuras 14 e 15). Verificou-se que,
guanto maior o tempo de prateleira maior o efeito sobre a acidez do leite

fermentado.
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5- CONCLUSAO

De acordo com a metodologia utilizada e pelos resultados obtidos verificou-se,
durante o periodo de validade, que algumas marcas de leite fermentado
apresentaram concentragcbes de microrganismos inferiores ao minimo
preconizado pela legislagdo, como a marca M5 que apresentou menor
viabilidade, seguido das marcas M7, M8, M9 e M12. Além disso, houve uma
diminuic&o significativa na quantidade de bactérias laticas probioticas, conforme
a progressao do tempo de prateleira, indicando que o consumo de tais produtos
deve obedecer a data de vencimento estipulada.

As andlises demonstraram que tanto a temperatura de conservacao,
qguanto o pH e o tempo de prateleira, influenciam diretamente na viabilidade das
bactérias laticas, e a diminui¢do do pH dos leites fermentados esta diretamente
relacionado com tempo de prateleira e com a temperatura de conservagao.

Diante disso, conclui-se que os leites fermentados devem ser
armazenados em temperaturas abaixo de 10°C, de acordo com a legislagcéo
vigente, para melhor viabilidade e conservacgéo do pH. Para que seus beneficios
e suas funcionalidades probidticas sejam atingidas, esses produtos devem ser
consumidos dentro do prazo de validade, evitando assim, quaisquer

desconfortos a saude do consumidor.
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