1 INTRODUGAO

A crescente preocupagao com a saude e a qualidade de vida tornou a alimentacao
importante tema das pesquisas cientificas. Neste contexto merecem destaque os
microrganismos probidticos, considerados aliados de quem almeja bem-estar e
minimizar os riscos de ocorréncia de enfermidades.

A alimentagcao tem correlagdo direta com a saude, fato que justifica a procura dos
consumidores por fontes de proteina animal de melhor qualidade e produtos
processados que ndo possuam elevadas quantidades de aditivos quimicos. Sendo
assim, aumenta também a preocupacao dos fabricantes de alimentos em elaborar
produtos mais saudaveis e que atendam aos parametros de qualidade e seguranga
exigidos pelos consumidores e pela legislagéo.

Deste modo, surgiu o conceito de alimentos funcionais, néo sé para os seres humanos
como para os animais, constituindo produtos alimenticios que exercem fungdes além
da nutricdo, sendo capazes de produzir efeitos metabdlicos e fisioldgicos, garantindo
a saude e o bem estar através da prevencgao de algumas doencas.

A industria de laticinios € a que apresenta maior possibilidade de crescimento no
fornecimento de produtos funcionais, em especial no segmento de leites fermentados,
por meio da utilizagao de culturas probidticas, como microrganismos dos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium, e de substancias prebidticas.

Bactérias laticas sao tradicionalmente utilizadas na producdo de alimentos e de
bebidas fermentados, contribuindo para o desenvolvimento de sabor, e com potencial
em inibir microrganismos indesejaveis pela capacidade de produzir substancias

inibitoérias.
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Os iogurtes e leites fermentados tém sido usados como veiculo para incorporagao de
organismos probidticos. A incorporagao de probioticos nos leites fermentados n&o
requer grandes investimentos tecnoldgicos para o desenvolvimento do produto, uma
vez que a tecnologia de fabricagao ndo apresenta mudangas significativas. Entretanto
para obter-se o efeito benéfico desejavel, conforme exigéncia da legislagdo, deve
conter um numero minimo de bactérias viaveis, geralmente 108 ou 10”7 UFC/g de
produto (BRASIL, 2007).

As culturas probidticas sdo suplementos microbianos que aumentam de maneira
significativa o valor nutritivo e terapéutico dos alimentos, além de contribuir para
melhorar as caracteristicas sensoriais do produto final.

A contaminagdo microbiana de alimentos assume destacada relevancia tanto para
industria quanto para Saude Coletiva, visto que interfere na qualidade final do produto
e pela possibilidade de veicular microrganismos patogénicos. Logo, as industrias
utilizam diversos recursos para eliminar esses microrganismos ou controlar o
desenvolvimento nos alimentos, incluindo tratamento térmico, adicdo de conservantes
quimicos, conservacgao pelo frio, entre outros. Cientificamente ha relatos de que tais
procedimentos interfferem na qualidade nutricional dos alimentos e que os
conservantes quimicos podem ser perigosos para a saude; como também a existéncia
de microrganismos tolerantes ao frio representa uma grande preocupacgéo para a
industria.

Uma das estratégias utilizadas pelas industrias de alimentos € a bioconservagao que
consiste na exploragdo da capacidade dos microrganismos indcuos, naturalmente
presentes nos alimentos ou artificialmente adicionados, de inibir microrganismos
considerados indesejaveis.

As bacteriocinas, substancias antimicrobianas produzidas por bactérias, apresentam
importante valor como aditivos alimenticios ao serem ativas frente a microrganismos
deteriorantes e/ou patdégenos presentes nos alimentos.

O estudo do efeito de probidticos sobre a inibicdo de patdgenos € de grande
relevancia, uma vez que o leite e derivados tem sido relatados como alimentos
veiculadores de microrganismos.

Com base nos fatos supracitados, no presente trabalho objetivou-se:
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° avaliar in vitro a agao antagonista de estirpes de Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus frente aos microrganismos
patogénicos Listeria monocytogenes, Escherichia coli e Staphylococcus aureus;

° avaliar in vitro a agao antagonista de estirpes de Lactobacillus acidophilus
sobre os microrganismos patogénicos Listeria monocytogenes, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus;

° elaborar leite fermentado com as bactérias laticas supracitadas e observar a
viabilidade destas durante o prazo de estocagem do produto sob refrigeragao;

) inocular as cepas patogénicas estudadas nos leites fermentados elaborados e
analisar a atividade antimicrobiana das bactérias laticas durante a estocagem do
produto;

° realizar analises fisico quimicas para determinacéo da acidez, teor de proteina

e teor de gordura dos leites fermentados elaborados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ALIMENTOS FUNCIONAIS

O interesse dos consumidores em alimentos especificos ou componentes alimentares
fisiologicamente ativos, também denominados alimentos funcionais ¢é justificado pela
necessidade de melhoria da saude. Durante a ultima década, o termo funcional,
aplicado aos alimentos, assumiu diferente conotagao que é a de proporcionar um
beneficio fisiolégico adicional, além daquele de satisfazer as necessidades
nutricionais basicas (HASLER, 1998). A definicdo legal de alimento funcional foi
estipulada em 1991, quando da criagdo de uma legislagcéo especifica, caracterizada
pela “Foods for Specified Health Use” (FOSHU), referente a alimentos para uso
especial da saude (SANDERS, 1998).

A denominacdo “alimentos funcionais” foi inicialmente definida no Japdo como
alimentos similares em aparéncia aos alimentos convencionais, usados como parte
da dieta normal, que apresentam beneficios fisioldgicos e reduzem o risco de doengas
crénicas, além das fungdes nutricionais basicas (BRANDAO, 2002; KOMATSU, et al.,
2008; PORTUGAL et al., 2001).

Os alimentos funcionais ingeridos devem exercer no organismo uma fungéo
especifica, que permita a regulagdo de algum processo corporal concreto como:
aumento dos mecanismos bioldgicos de defesa, controle das condigbes fisicas e
mentais e retardo dos processos de envelhecimento (MENRAD, 2003; SOUZA et al.,
2003).
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A origem dos alimentos funcionais data de 1930, quando o médico Minora Shirota, ao
trabalhar junto aos pobres e mal nutridos, descobriu os beneficios da bactéria
Lactobacillus casei para a regulacdo do transito intestinal. Shirota fundou a
Companhia Yakult Honsha em 1955 e comecgou a produzir as garrafas de 65 mililitros
de leite fermentado que se tornaram progressivamente sucesso mundial (RAUD,
2008).

Com o aumento da expectativa de vida dos brasileiros e ao mesmo tempo o
aparecimento de enfermidades crénicas como obesidade, hipertensao, osteoporose,
diabetes e cancer, promovendo o aumento da mortalidade em idades cada vez mais
precoce, € crescente a preocupacdo com alimentagao saudavel para prevenir a
ocorréncia de doencas. Os consumidores acreditam nos beneficios oferecidos por
alimentos e por bebidas, incluindo melhoria no funcionamento cardiaco, manutencao
da energia ou o aumento do vigor fisico, melhora da saude digestiva e da fung¢ao do
sistema imunologico; fornecendo niveis mais elevados de saciedade e reduzindo o
risco de doengas especificas, entre outros (ABIA, 2005; HASLER, 1998).
Acompanhando o processo de urbanizagdo e modernizag¢ao, as pessoas mudaram os
habitos, passando a consumir dietas mais caléricas, comidas prontas ou semi-prontas,
lanches rapidos preparados com maior quantidade de carboidratos, gorduras
saturadas, insaturadas e colesterol, aliados a pratica cada vez menor de atividades
fisicas acarretando alteracdes do estado nutricional que podem ser causadoras da
elevada incidéncia de doencas crénico degenerativas (BRANDAO, 2007).

Associado a tal fato, o avango tecnolégico no setor de produtos alimenticios
industrializados e o acesso a novos conhecimentos cientificos tem promovido
mudancas nos conceitos de nutricdo. O setor de alimentos vem, ao longo dos ultimos
anos, despertando a atengao de governos, industrias, economistas e, principalmente,
consumidores, sobre a importancia que os alimentos devem representar para a saude
da populagdo. Atualmente, um numero significativo de consumidores menciona a
preocupacao com a saude; além da procura pelo sabor, preco e conveniéncia no
momento de decisdo pela compra de um alimento ou bebida (ABIA, 2005).

O carater funcional pode ser atribuido a qualidade inerente a matéria prima ou a
caracteristica implementada através de tecnologias de processamento inovadoras ou
a adigao de ingredientes promotores da saude como os probidticos a matriz alimentar
(BISTROM; NORDSTROM, 2002; OLIVEIRA, et al., 2002).
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Produtos lacteos fermentados podem ser incluidos na categoria de alimentos
funcionais devido ao elevado conteudo de calcio, que pode reduzir a osteoporose,
hipertensdo e cancer de colon, e outros componentes benéficos a saude. A
funcionalidade de alimentos lacteos também pode ser atribuida a componentes como
antioxidantes e microrganismos probiéticos (PRADO, 2007).

O termo prebidtico é utilizado para designar ingredientes alimentares nao digeriveis e
absorviveis pelo organismo, que beneficiam o hospedeiro por estimular seletivamente
o crescimento e atividade metabdlica de uma ou um numero limitado de espécies
bacterianas no colon (FERNANDES, et al., 2008; FRANCO et al, 2006).

Dentre os alimentos prebidticos os mais utilizados sdo a inulina, lactulose e os
frutooligossacarideos, resistentes a acdo das enzimas salivar e intestinal, atingindo o
colon intactos e atuando como substrato especifico para as bactérias probidticas
(FRANCO et al, 2006; REIS et al, 2007).

Os microrganismos probidticos ao agirem sobre os prebioticos permitem maior agéo
bioterapéutica ao hospedeiro, sendo esta relagdo denominada de simbiose (FRANCO
et al, 2006). Assim, a ingestao simultanea de prebibticos e probidticos no alimento
tornando-o um simbidtico, fornece expectativas maiores de efeitos benéficos quando
0s mesmos atingirem o intestino, incluindo-os na classificagao de alimentos funcionais
(REIS et al, 2007).

Entretanto, salienta-se que o alimento funcional possui potencial para promover a
saude, por meio de mecanismos nao previstos pela nutricido convencional, € ndo a
cura de doencgas. O objetivo primario dos alimentos funcionais € melhorar, manter e
reforcar a saude dos consumidores via alimentacdo (KOMATSU et al., 2008;
OLIVEIRA et al., 2002).

No Brasil a alegagcdo de propriedade funcional é relativa ao papel metabdlico ou
fisiologico que o nutriente ou n&o nutriente tem no crescimento, desenvolvimento,
manutengdo e outras fungdes normais do organismo humano. A legislagdo sobre
alimentos funcionais é regulamentada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
do Ministério da Saude (ANVISA), que possui uma Comissdo de Assessoramento
Técnico-Cientifica em Alimentos Funcionais e Novos Alimentos para avaliar os
relatorios técnico cientificos exigidos e as alegagdes de propriedades funcionais. Na
Resolugcdo numero 18, de 30 de abril de 1999, foi aprovado o regulamento técnico

onde constam as diretrizes basicas para analise e comprovacdo de propriedades
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funcionais e/ou de saude alegadas na rotulagem de alimentos (BRASIL, 1999a). E na
Resolugdo numero 19, de 30 de abril de 1999, estdo regulamentados os
procedimentos para o registro de alimento com alegacao de propriedades funcionais
e de saude na rotulagem (BRASIL, 1999b).

2.2 PROBIOTICO

O termo probidtico, de origem grega, significa “para vida”, sendo inicialmente proposto
como descritivo de compostos ou extratos de tecidos capazes de estimular o
crescimento microbiano. Posteriormente, os agentes probioticos foram definidos como
microrganismos viaveis, o que inclui bactérias lacticas e leveduras na forma de células
liofilizadas ou de produto fermentado, que exibem um efeito benéfico sobre a saude
do hospedeiro apos a ingestao, devido a melhoria das propriedades e o equilibrio da
microbiota indigena (FERNANDES et al., 2008; FRANCO et al., 2006; REIS et al.,
2007).

Segundo a legislagdo, seguindo determinagdées da Organizagdo Mundial da Saude
(OMS), probidticos sdo microrganismos vivos capazes de melhorar o equilibrio
microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos a saude do individuo (BRASIL,
2002).

Diversos autores, ao elaborarem uma definicAo mais completa, afirmam serem
microrganismos isolados da microbiota intestinal do hospedeiro potencial e que devem
ser capazes de sobreviver e colonizar o intestino, manter viabilidade e atividade no
alimento carreador antes do consumo, melhorando o equilibrio microbiano intestinal e
produzindo efeitos benéficos a saude do consumidor (ALVES et al., 2005; MARTINS
et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2002; PINTO et al., 2003).

Todavia, ha probidticos com diferentes composi¢cdes de microrganismos € mesmo
aqueles pertencentes a mesma espécie podem ter diferentes cepas. A eficacia dos
produtos é estritamente dependente da quantidade e caracteristicas das cepas do
microrganismo usado na elaboragdo, além disso, quando as bactérias com
capacidade probidtica sao isoladas do seu habitat convencional e subcultivadas ou

liofilizadas, algumas de suas propriedades sao perdidas (FRANCO et al., 2006).
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Os géneros mais utilizados como probidticos tanto para animais como para humanos
sdo: Bifidobacterium, Bacillus, Streptococcus, Saccharomyces, Aspergillus,
Enterococcus e Pediococcus (BARRANTES et al., 2004).

Na lista da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estdo determinados
como probidticos Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei shirota, Lactobacillus
casei variedade rhamnosus, Lactobacillus casei variedade defensis, Lactobacillus
paracasei, Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animallis
(incluindo a subespécie B. lactis), Bifidobacterium longum, Enterococcus faecium.
Foram retirados da listagem os microrganismos Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus e Streptococcus thermophillus por serem espeécies necessarias para
producdo de iogurte e ndo possuirem efeito probidtico cientificamente comprovado
(BRASIL, 2002, BRASIL, 2008b).

As bactérias classicas utilizadas na elaboragao de iogurte ndo resistem as condigdes
adversas do trato digestorio, pois sdo sensiveis a bile, e sdo incapazes de colonizar o
intestino humano. Ao contrario, as culturas probiodticas, fornecem efeitos terapéuticos
ao homem ao se fixarem na parede do colon (ANTUNES et al., 2004).

Entretanto, Hauly et al. (2005) ao elaborarem iogurte de soja com suplementacgéo de
prebiotico, oligofrutose e inulina, observaram que L. delbrueckii subsp. bulgaricus e S.
thermophilus apresentaram resisténcia ao acido cloridrico e a bile, além de
permanecerem viaveis em quantidades suficientes para caracterizar o iogurte como
alimento probidtico.

Os microrganismos probidticos mais empregados, principalmente na industria de
laticinios, sdo os dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium, isolados de todas as
por¢des do trato gastrointestinal humano saudavel, sendo o ileo terminal e o célon,
respectivamente, o local de preferéncia para a colonizagcéo (BIELECKA et al., 2002;
BOYLSTON et al., 2004; KEMPKA et al., 2008). Convém salientar que o efeito de uma
bactéria é especifico para cada cepa, nao podendo ser extrapolado, inclusive para
outras cepas da mesma espécie (BIELECKA et al., 2002).

Algumas caracteristicas sdo necessarias para que uma cultura seja considerada
probidtica como: seguranga para o uso; adesao a mucosa epitelial do intestino;
resisténcia a acidos, enzimas pancreaticas e digestivas, tolerancia a bile; velocidade
especifica de crescimento elevada; imunomodulagdo sem efeito pré inflamatério;

diminuicdo ou eliminacdo de microrganismos patogénicos do epitélio intestinal;
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auséncia de patogenicidade e carcinogenicidade; auséncia de genes determinantes
de resisténcia; capacidade de colonizagdo e persisténcia no trato gastrointestinal;
capacidade para produgao de substancias que levem ao antagonismo do crescimento
de patégenos beneficiando a microbiota intestinal (BRANDAO, 2007; DANIEL, et al.,
2006; HOLZAPFEL, SCHILLINGER, 2002; OLIVEIRA et al., 2002; SAARELLA et al.,
2000).

Na produgdo de um alimento probidtico € fundamental, também, que o microrganismo
possa ser cultivado em escala industrial, apresente estabilidade, resisténcia a fagos e
viabilidade no processo e estocagem. O sucesso da adi¢cado de culturas probidticas é
dependente das espécies e linhagens usadas, das interagdes metabdlicas com
bactérias laticas, das condi¢des de fermentagao, do pH do produto, da presenca de
oxigénio e da temperatura de estocagem. O produto final deve ter prazo de estocagem
satisfatério e propriedades sensoriais como cor, aroma, sabor e textura aceitaveis,
além de um numero de células viaveis presentes durante toda a validade comercial,
maior do que 6 log UFC/ mL ou g (FARIA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2002;
SAARELLA et al.,2000; ZACARCHENCO; MASSAGUER-ROIG, 2004).

A quantidade minima viavel para os probiéticos, exigida pela legislagdo do Ministério
da Saude, é situada na faixa de 108 a 10° UFC/g de alimento, na recomendacgao diaria
do produto pronto para o consumo conforme indicacdo do fabricante, podendo ser
aceito valores menores desde que a empresa comprove a eficacia (BRASIL, 2008b).
Gomes e Malcata (1999) afirmaram que a necessidade de manter um numero elevado
de microrganismos viaveis no produto final é decorrente da dose diaria minima
recomendada, e que devem ser consumidos regularmente para manter o nivel
populacional adequado e o efeito dos microrganismos na composi¢ao da microbiota
intestinal.

E necessario considerar que as evidéncias cientificas acumuladas até o momento
também ndo sao claras quanto a colonizagao do intestino pelos géneros Lactobacillus
e Bifidobacterium administrados oralmente, o que justifica a necessidade de uma
suplementagdo com microrganismos viaveis continua na dieta para que os beneficios
de longo prazo a saude possam ocorrer (BARRETO et al., 2006).

O fornecimento de bactérias probidticas para a alteragdo da microbiota intestinal
estabelecida em criangas e individuos adultos € um processo complexo visto que

estes microrganismos tém se deparado com a estabilidade do ecossistema intestinal.
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Uma vez que os nichos ecoldgicos do trato gastrintestinal estejam ocupados por
comunidades bacterianas que se auto regulam, se torna extremamente dificil uma
nova bactéria aderir-se e estabelecer-se no sistema. Pesquisadores, que realizam
estudos com probidticos, tem demonstrado que apesar da aderéncia ao trato
gastrintestinal, a permanéncia ocorre apenas enquanto a suplementagao € mantida
(REDONDO, 2008).

2.2.1 Agao e Beneficios dos Probiéticos

A ecologia intestinal exerce funcdo fundamental em beneficiar o hospedeiro,
entretanto, apesar do empenho de pesquisadores em esclarecer as propriedades
nutritivas e terapéuticas de alimentos funcionais incorporando bactérias probidticas,
alguns resultados s&o altamente variaveis e por vezes inconsistentes (GOMES;
MALCATA, 2000).

Trés possiveis mecanismos de atuacao dos probidticos sdo relatados na literatura,
sendo o primeiro relacionado a supressdo do numero de células bacterianas viaveis
mediante producao de compostos com atividade antimicrobiana, a competicao por
nutrientes e a competicao por sitios de adesao. O segundo desses mecanismos seria
a alteracdo do metabolismo microbiano, pelo aumento ou diminuicdo da atividade
enzimatica. O terceiro seria o estimulo da imunidade do hospedeiro, por meio do
aumento dos niveis de anticorpos e o aumento da atividade dos macréfagos
(OLIVEIRA et al., 2002). Determinados autores ressaltam ainda a modifica¢gdo do pH
do meio intestinal, 0 aumento da secre¢ao da mucosa, a inativacao das toxinas e dos
receptores (MADSEN, 2001; MATSUMOTO et al., 2005).

O principal objetivo da utilizagdo dos probidticos € aumentar o numero e a atividade
dos microrganismos intestinais com propriedades uteis ao hospedeiro (FULLER,
1989). De modo geral, o espectro de atividade dos probidticos pode ser dividido em
efeitos nutricionais, fisiologicos e antimicrobianos (FERNANDES et al., 2008;
FRANCO et al., 2006).

Sao necessarias 40 bactérias patogénicas para recobrir a superficie de uma célula
intestinal, possuindo fimbrias que sao estruturas de aderéncia, compostas por
fosfoglicoproteinas, que se projetam por todo corpo bacteriano e apresentam
receptores especificos que diferem entre espécies e os diferentes locais ao longo do
trato intestinal (FRANCO et al., 2006).
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A capacidade de ocupacao fisica dos sitios intestinais e colonizagao por bactérias
probidticas, especialmente Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp, bloqueia os
sitios de ligagao ou receptores celulares na mucosa entérica, reduzindo a area de
interacdo e formando uma barreira para as bactérias patogénicas; que sdo excluidas
por competicdo (FRANCO et al., 2006; JATOBA et al., 2008; ROSTAGNO et al., 2003).
A exclusdo competitiva, em que o probidtico competiria com os patégenos por sitios
de fixagao e nutrientes, impedindo sua acgéao transitoriamente; justifica a necessidade
da administragdo continuada e a elevadas doses dos probidticos para manifestar os
efeitos desejados (COPPOLA; GIL-TURNES, 2004).

Além da ocupacgao dos sitios, a microbiota intestinal e os probidticos produzem e
liberam substéncias antibacterianas, como bacteriocinas, acidos orgéanicos e peroxido
de hidrogénio, podendo também secretar algumas enzimas, com agao frente aos
patégenos (COPPOLA; GIL-TURNES, 2004; FERNANDES et al., 2008; FRANCO et
al., 2006).

As bactérias acido laticas produzem nisina, diplococcinas, lactocidina, bulgaricina e
reutina, substancias que inibem patdégenos Gram positivos e Gram negativos. Em
estudos foi revelado que bacteriocinas produzidas por diferentes espécies de
Lactobacillus tiveram acgao inibitéria sobre Salmonella spp., Escherichia coli,
Campylobacter spp., Staphylococcus spp. e Listeria spp., corroborando que as
diferentes espécies de Lactobacillus sdo fundamentais na composicdo dos
probidticos. Com base nos processos de assimilagdo de alimentos, os ingredientes
nao absorvidos integralmente pelo hospedeiro, denominados prebidticos, sao
metabolizados pelos probidticos que sintetizam alguns acidos organicos (propidnico,
acético, butirico e latico) e perdxido de hidrogénio, que agem inibindo o crescimento
de patégenos Gram negativos (FERNANDES et al., 2008; FRANCO et al., 2006).

As bactérias dos alimentos probioticos se nutrem de ingredientes que foram
parcialmente degradados pelas enzimas digestivas normais ou que foram
intencionalmente adicionados a dieta como prebidtico. Metabolizam rapidamente
carboidratos, vitaminas, aminoacidos; ocorrendo competi¢ao por nutrientes, tornando-
os indisponiveis constituindo fator limitante para o desenvolvimento das bactérias
patogénicas (FRANCO et al., 2006).

Em referéncia aos efeitos nutricionais e fisiologicos s&o relatados na literatura a

ocorréncia do aumento da digestibilidade das proteinas e gorduras; a absorgéo
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acrescida de calcio e ferro; o equilibrio do conteudo em varias vitaminas,
principalmente K e as do grupo B; a presencga de alguns metabdlitos secundarios; a
reducao da producdo de amoniaco e auxilio na eliminagdo de aminas biogénicas
toxicas; a protecao as vilosidades e as superficies absortivas contra toxinas irritantes
produzidas por patdogenos, permitindo regeneracdo da mucosa intestinal lesada e
restauracao da microbiota na antibioticoterapia (FERNANDES et al., 2008; FRANCO
et al., 2006).

As bactérias lacticas e as bactérias bifidas sao as principais bactérias saprofitas
comprometidas pelo uso de antimicrobianos. Quando, por algum modo, a microbiota
intestinal foi desbalanceada por tratamentos com antimicrobianos, quimioterapia,
radioterapia ou por situagdes de estresse, os tratamentos adotados podem causar
reacbes diversas. Uma das reacbes pode ser a diarréia, que elimina os
microrganismos benéficos, importantes para o equilibrio da microbiota intestinal. Por
isso, as bactérias lacticas em conjunto com as bactérias bifidas agem no organismo
de maneira benéfica e completa (BISCAIA et al., 2004).

Uma funcgao vital das bactérias lacticas na microbiota intestinal é produzir a enzima -
D-galactosidade (galactosidase), auxiliando a quebra da lactose no intestino. Essa
acao, associada a fermentacao da lactose pelas bactérias e a menor velocidade de
esvaziamento gastrico proporcionada pelos leites fermentados, é fundamental
particularmente no caso de individuos com intolerdncia a lactose, os quais séo
incapazes de digeri-la adequadamente, o que resulta em desconforto abdominal em
grau variavel (LOURENS-HATTINGH; VILJOEN, 2002).

Diversos autores, realizando estudos com bactérias acido laticas, demonstraram que
os probidticos tem efeito imunoestimulante em animais e no ser humano, apesar de
ainda n&o estarem esclarecidos os mecanismos referentes ao estimulo. O efeito pode
estar relacionado a capacidade dos microrganismos do probiotico interagirem com as
placas de Peyer e as células produtoras de IgA e a migragao de células T do intestino.
Também tem sido demonstrado que os probiéticos favorecem a atividade fagocitica
inespecifica dos macréfagos alveolares, sugerindo uma agao sistémica por secregao
de mediadores que estimulariam o sistema imune (COPPOLA; GIL-TURNES, 2004;
FERNANDES et al.; 2008).

Nas criagdes de animais, como por exemplo aquicultura e avicultura, os probidticos

sao alternativa para reduzir a utilizacdo de antimicrobianos no controle de
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enfermidades bacterianas, evitando a indesejavel selegao de estirpes resistentes. Os
probioticos podem melhorar a saude do animal agindo na prevencéo de doengas,
diminuindo a carga microbiana por exclusao competitiva ou produgéo de substancias
inibidoras; e podem estimular o sistema imunolégico dos animais (JATOBA et al.,
2008).

Pesquisadores tém evidenciado a influéncia do consumo de Bactérias Acido Laticas
(BAL) e produtos fermentados de leite sobre a atividade enzimatica, principalmente
da R glucuronidase, nitrorredutase e azorredutase, da microbiota intestinal associada
com a carcinogénese do célon por converterem procarcindgenos em carcindgenos ou
formarem aminas nocivas ao organismo (SAARELA et al., 2000). Alguns probiéticos,
como Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium spp., possuem a capacidade de
reduzir os niveis de enzimas bacterianas fecais que ativam compostos pro
carcinogénicos (COPPOLA e GIL-TURNES, 2004; FERNANDES et al., 2008;
FERREIRA, 2003). O mecanismo de inibicdo pode também estar associado a
alteragcdes das condicdes fisiolégicas do coélon; ligacdo e ou degradacédo de
carcindégenos potenciais; alteracbes qualitativas e quantitativas da microbiota
intestinal; alteracdes das condic¢des fisico-quimicas do cdélon, como reducgao do pH;
efeitos na fisiologia do hospedeiro, ocasionados pela agdo da microbiota probidtica
(BEDANI, 2008).

Também em estudos, ainda controversos, foi descrito o efeito hipocolesterolémico dos
probidticos, segundo mecanismos que envolvem a producgéo de inibidores da sintese
de colesterol (propionato), utilizagdo do colesterol por assimilagdo e precipitacéo
através das enzimas sintetizadas pelas bactérias lacticas que desconjugam ou
desidroxilam os sais biliares. Os sais biliares desconjugados sdo menos soluveis em
pH baixo e precipitam, induzindo uma co-precipitagcao do colesterol, desta forma séo
eliminados nas fezes, e assim mais colesterol é requerido para sintese de novos sais
biliares no figado, diminuindo o nivel de colesterol sanguineo, principalmente o
colesterol “low density lipoprotein” (LDL) (FERNANDES et al., 2008; FERREIRA,
2003; MACHADO et al., 2003).

Dentre as substdncias com atividade biolégica benéfica produzidas por alguns
probidticos, destaca-se a produgdo do acido linoléico conjugado (CLA) que possui
acao anticarcinogénica e antioxidante, capacidade de diminuir a quantidade de

lipoproteina de baixa densidade evitando as lesdes arterosclerdticas e de alterar a
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composi¢cdo corpérea reduzindo a gordura e aumentando a massa muscular
(MIYOSHI et al., 2009).

Entre os beneficios atribuidos aos probidticos, os que possuem fundamento cientifico
sdo: diminuigdo da incidéncia, duragao e gravidade de doengas gastricas e intestinais
com ingestéo diaria de 10'°a 10" de bactérias lacticas; preservagao da integridade
intestinal e atenuacao dos efeitos de outras doencas intestinais como a diarréia infantil
induzida por rotavirus, a diarréia associada ao uso de antibioticoterapia, a doenca
intestinal inflamatodria e a colite; redugdo da gravidade da hepatopatia alcodlica
experimental; inibicdo da colonizagdo gastrica com Helicobacter pylori que é
associado a gastrite, uUlcera péptica e cancer gastrico; enfermidades cardiovasculares;
osteoporose e diabetes mellitus ndo insulinodependente (FRANCO et al., 2006;
SANTOS; SA, 2007).

Nao se pode afirmar que todas as linhagens de probidticos produzem os mesmos
efeitos desejaveis a saude. Além do mais, as bactérias probidticas somente
apresentam efeitos bioldgicos no trato intestinal se atingirem uma concentragéo
recomendada aproximada de 107 a 108 UFC/mL de produto e se estiverem viaveis no
momento da compra. A viabilidade depende de fatores como o pH, a presenca de
microrganismos competitivos, a temperatura de armazenagem e a presenca de
inibidores bacterianos no alimento como o cloreto de sddio e o peréxido de hidrogénio
(FRANCO et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2002).

Os probidticos normalmente tem pouco tempo de vida e ag¢ao, devendo ser mantidos
sob refrigeragao. Ao serem ingeridos através dos alimentos, vao para o intestino e ali
se somam a microbiota ja existente, sem se fixarem, equilibrando-a e auxiliando o
trabalho de absorgdo dos nutrientes (BRANDAO, 2007).

2.2.2 Aspectos Tecnoldgicos dos Probidticos

Existe a necessidade de selecdo cuidadosa das estirpes a serem utilizadas pelas
industrias alimentares e o monitoramento constante ao longo de todo processo de
manufatura, de forma a assegurar um controle mais eficaz dos produtos de
fermentacado, em termos do pH final (FERNANDES et al., 2008).
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As estirpes probidticas podem ser adicionadas como cultura unica, ou em conjunto
com outras bactérias lacticas, durante a fermentagdo, ao produto final ja fermentado
ou ainda ao produto fresco antes da distribuicado (GOMES; MALCATA, 2000).
Deve-se considerar que a sobrevivéncia e a viabilidade celular das bactérias
probioticas sdo dependentes da espécie e da tecnologia de produg¢do, sendo comum
a utilizacado de duas bactérias para a fermentacao do substrato; uma bactéria suporte
e outra probidtica. A bactéria suporte tem a funcéo de conferir corpo ao produto pela
sintese de exopolissacarideos, reduzir o pH e promover o crescimento das
probidticas. Porém ha relatos que comprovam que produtos elaborados somente com
bactérias probidticas apresentam maior estabilidade microbioldgica (NEVES, 2005).
E importante o conhecimento e o controle na associacdo do uso das culturas.
Bifidobacterium spp. combinado com culturas de L. acidophilus ou com culturas de
outras bactérias lacticas, como Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e
Streptococcus thermophilus, oferecem algumas vantagens como melhores taxas de
crescimento, redugcao do tempo de fermentacdo, auséncia de certos defeitos
sensoriais e aumento do valor nutritivo dos produtos finais (GOMES; MALCATA, 2000;
OLIVEIRA et al., 2002; ROBINSON; TAMINE, 1990).

O estudo da influéncia das condicdes da cultura sobre as cinéticas de crescimento e
acidificagao permite a obtencao de informagdes interessantes a respeito da fisiologia
das estirpes bacterianas utilizadas industrialmente. Dentre estas condicbes, a
temperatura, o pH e as concentracbes em substrato e em produtos, sdo as que
exercem maior influéncia sobre a fase de crescimento exponencial das bactérias
lacticas. As caracteristicas do inéculo, a atividade de agua (Aa), a osmolaridade, as
concentragdes de oxigénio e de substancias inibitérias do meio também séao fatores
importantes (OLIVEIRA; DAMIN, 2003).

As propriedades fisico-quimicas dos alimentos tem influenciado a sobrevivéncia de
estirpes probidticas durante o transito intestinal, sendo a capacidade tamponante e o
pH do meio carreador fatores relevantes. Formulacdes de alimentos com pH entre 3,5
e 4,5 como iogurtes, queijos e leites fermentados tem alta capacidade tamponante e
podem aumentar o pH do trato gastrico e, assim, melhorar a estabilidade da estirpe
probidtica. Os probidticos devem ser veiculados em produtos selecionados que sejam

de facil aceitagdo pelo consumidor, nos quais 0 microrganismo seja conservado na
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forma viavel. Neste contexto, o leite e derivados oferecem muitas possibilidades para
serem utilizados como adjunto dietético (BADARO et al., 2009).

Os leites fermentados podem apresentar propor¢do maior de aminoacidos livres
devido a atividade proteolitica das culturas lacticas, que hidrolisa parcialmente as
proteinas durante a fermentacdo. Os teores de vitaminas mais altos no produto final
podem ser observados porque algumas culturas tem a capacidade de sintetizar
vitamina B e acido fdlico durante a fermentagdo (BUTTRISS, 1997; GOMES;
MALCATA, 1999).

Segundo Oliveira e Damim (2003) as bactérias probidticas crescem lentamente no
leite devido a falta de atividade proteolitica, sendo a pratica mais comum a adi¢ao de
bactérias do iogurte para melhorar o processo de fermentacao para a fabricacéo de
leites fermentados contendo probiéticos. Entretanto, Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus produz acido lactico durante o armazenamento sob refrigeragdo. Este
fenbmeno conhecido por pos acidificagcdo, afeta a viabilidade das bactérias
probidticas, podendo ser evitado com o uso de culturas iniciadoras isentas de
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (SILVA, 2007; VICTAL; KNIGHT, 2009;
ZACARCHENCO; MASSAGUER-ROIG, 2004).

Outra possibilidade de melhorar a capacidade dos alimentos veicularem os probidticos
€ adicionar fontes energéticas, como por exemplo glicose, fatores de crescimento,
como extrato de levedura e proteina hidrolisada, ou certos tipos de antioxidantes,
minerais e vitaminas (NEVES, 2005).

As caracteristicas sensoriais sao de extrema importancia na aceitagao do produto pelo
consumidor. Compostos como acetaldeido, diacetil, etanol, acetona e 2-butanona
conferem aroma e sabor a diversos produtos lacteos. Dentre estes, o acetaldeido é
considerado o composto mais proeminente para o aroma tipico do iogurte. A
estabilidade do aroma € maior quando sdo empregadas co-culturas contendo L.
delbrueckii subsp. bulgaricus. Entretanto, produtos lacteos contendo L. acidophilus
sdo caracterizados como deficientes em sabor e aroma porque 0 microrganismo
sintetiza a enzima alcool desidrogenase que converte acetaldeido em etanol
(OLIVEIRA et al., 2002; ROBINSON; TAMINE, 1990). Segundo Robinson e Tamine
(1990) a desvantagem no sabor e aroma pode ser solucionada com a adi¢ao de
proteinas do soro lacteo e treonina ao leite. Os autores relataram que nessas

condigdes, a treonina em excesso é clivada em acetaldeido via glicina, porém nao ha
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aumento na quantidade da enzima alcool desidrogenase permanecendo o acetaldeido
adicional.

Na industria de alimentos os exopolissacarideos de origem microbiana sao
amplamente empregados como agentes espessantes, geleificantes e estabilizantes.
Na fabricacio de leites fermentados os exopolissacarideos produzidos por bactérias
lacticas sdo muito utilizados devido as propriedades reoldégicas que proporcionam aos
produtos (PRADO, 2007).

Outra caracteristica explorada pelas industrias alimenticias € a capacidade dos
microrganismos probidticos inibirem os indesejaveis, quer sejam deteriorantes ou
prejudiciais a saude. O processo denominado bioconservacdo tem crescente
aplicacdo na industria alimenticia, sendo as bactérias lacticas os microrganismos mais
adequados para uso como bioconservadores; devido as caracteristicas antagdnicas
ao crescimento bacteriano por meio de diversos mecanismos como competicao por
oxigénio, por sitios de ligacdo e produgdo de substancias antimicrobianas,
especialmente bacteriocinas. Também alguns acidos, principalmente acido latico e
acético, tem sido utilizados como conservantes de alimentos, juntamente com a queda
do pH, inibindo o crescimento de microrganismos contaminantes e patogénicos (DE
MARTINIS et al., 2003; PEREIRA; GOMEZ, 2007).

As bacteriocinas podem ser utilizadas como barreiras bactericidas e ajudar a reduzir
a susceptibilidade de alimentos a multiplicagdo de microrganismos patogénicos;
sendo consideradas uma tecnologia biolégica (DE MARTINIS et al., 2002).

A nisina é a unica bacteriocina disponivel comercialmente para utilizacdo em
alimentos e reconhecida como aditivo alimentar pela Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) em 1969, com o limite maximo de ingestao de 33.000 UI/Kg de peso corporeo.
Diversos paises permitem o uso em produtos como leite, queijo, produtos lacteos,
tomates e outros vegetais enlatados, sopas enlatadas, maionese e alimentos infantis.
A aplicacdo de bacteriocinas em alimentos tende a ser mais eficiente quando as
estirpes produtoras sao isoladas do proprio produto em que se pretende utiliza-las (DE
MARTINIS et al., 2003).

2.3 BACTERIAS ACIDO LATICAS (BAL)
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As bactérias acido laticas possuem interesse industrial e grande importancia
econdmica, sejam encontradas na forma natural ou adicionadas intencionalmente aos
alimentos, por serem fundamentais no processamento de fermentados. A adigao
direta de culturas selecionadas tem representado um avango na elaboracao de
produtos fermentados, resultando em alto grau de controle sobre o processo
fermentativo e de padronizagao do produto final (LEROY; DE VUYST, 2004).
Segundo Oliveira et al. (2002), o emprego de bactérias laticas em alimentos € de longa
data e a maioria das estirpes empregadas € considerada como microrganismo
comensal, ou seja, sem potencial patogénico. Entretanto, Jay (2005) relata a
existéncia de doengas humanas envolvendo Lactobacillus spp., Leuconostoc spp.,
Pediococcus spp. e Enterococcus spp., associados a infecgcdes nasocomiais por
serem consideradas microrganismos oportunistas.

Dentre os microrganismos utilizados, as bactérias pertencentes ao género
Lactobacillus sao mais frequentemente consideradas seguras, “status” referido como
“Generally Recognized As Safe” (GRAS) (OLIVEIRA et al., 2002).
As atividades metabdlicas da microbiota GRAS contribuem para o desenvolvimento
das caracteristicas sensoriais desejaveis no produto, como também permitem
conservar ou aumentar o valor nutritivo da matéria-prima. Além de proporcionarem
sabor, textura e incrementarem o valor nutricional dos alimentos podem interferir com
a multiplicagdo de bactérias deteriorantes e patogénicas por competi¢cao direta por
nutrientes e pela produgédo de compostos antagdnicos como acidos organicos, diacetil,
peréxido de hidrogénio e bacteriocinas (ALEXANDRE et al., 2002; CHESCA et al.,
2009; FONTES et al., 2005; GUERRA; BERNADO, 2005; MARTINEZ et al. 2003;
MARTINIS et al., 2003).
Todos os membros do grupo apresentam a mesma caracteristica de produzir acido
lactico a partir de hexoses. Por serem microrganismos fermentadores, ndo possuem
sistemas hemeligados funcionais de transportes de elétrons ou de citocromos,
obtendo energia a partir da fosforilagdo de substratos durante a oxidagdo de
carboidratos; n&o realizando o ciclo de Krebs. Sao classificadas em
homofermentativas e heterofermentativas de acordo com os produtos finais formados
do metabolismo dos carboidratos presentes nos alimentos (FRANCO; LANDGRAF,
2005; JAY, 2005).
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A capacidade de produzir grande quantidade de acidos orgéanicos, fundamentalmente
acido latico, e consequentemente reduzir pH, é o fator primario em que se baseia a
atividade antimicrobiana das bactérias lacticas; constituindo uma importante
caracteristica que favorece ao desenvolvimento de probidticos a partir desse grupo
bacteriano (ALEXANDRE et al., 2002; JATOBA et al., 2008).

Segundo Jay (2005), o grupo das bactérias acido lacticas € composto por doze
géneros: Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus, Vagococcus, Lactobacillus,
Pediococcus, Leuconostoc, Carnobaterium, Lactosphaera, Oenococcus,
Tetragenococcus e Weissella.

Pertencem ao grupo de bactérias Gram positivas, bastonetes curvos e curtos, as
vezes na forma de cocos ou bacilos, geralmente imodveis, ndo formadoras de esporos,
sdo estritamente fermentativas, anaerdbicas, porém, aerotolerantes, e geralmente
catalase negativas (KANDLER; WEISS, 1986).

Quanto as necessidades para o crescimento destaca-se o requerimento de
aminoacidos, vitaminas B, bases puricas e pirimidicas. Embora mesofilicas, algumas
podem crescer sob temperaturas abaixo de 5°C ou acima de 45°C. Com relacéo ao
pH, algumas se desenvolvem abaixo de 3,2, outras acima de 9,6, mas a maioria na
faixa de pH entre 4,0 e 4,5. Sdo consideradas pouco proteoliticas e lipoliticas (JAY,
2005).

O género Lactobacillus € o maior do grupo das bactérias lacticas, descrito inicialmente
em 1901 por Beijirinck, € composto por mais de 60 espécies, as quais apresentam
grande variedade de caracteristicas fenotipicas, bioquimicas e fisiolégicas. Encontra-
se amplamente difundido na natureza; apresenta espécies homolacticas e
heterolacticas, sendo a maioria termodurica. Sdo utilizados na industria de alimentos
como culturas iniciadoras em leites fermentados, queijos, soro de leite, entre outros
(CHIODA et al., 2007; FRANCO; LANDGRAF, 2005; NASCIMENTO et al., 2008).
Espécies do género Lactobacillus sdo células longas e finas, apresentam-se na forma
de bacilos ou cocobacilos, isolados ou em cadeias, requerem nutrientes complexos,
sao anaerobicos ou microaerdfilos e acidofilicos, com pH 6timo de crescimento entre
5,5 e 6,2. Entretanto, o desenvolvimento geralmente ocorre em pH menor ou igual a
5,0; em pH neutro ou levemente alcalino a taxa de crescimento é reduzida.
Multiplicam-se em largo espectro de temperatura, de 2 a 53 °C; sendo geralmente a

temperatura 6tima de crescimento de 30-40°C. Sao encontrados nos mais diversos
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habitats, tais como mucosas de humanos e animais (cavidade oral, intestino e vagina),
em plantas ou material de origem vegetal, nas fezes e em substratos manipulados por
humanos, como esgoto e alimentos fermentados. Raramente apresentam
patogenicidade (KANDLER; WEISS, 1986). O crescimento € afetado por varios fatores
ambientais, como: pH, tensdo de oxigénio, nivel de substrato disponivel, presenca de
secregdes e interacdes com outros microrganismos (BRANDAO, 2007).

Quanto ao metabolismo fermentativo sdo obrigatoriamente sacaroliticos, tendo o
lactato como no minimo metade de seu produto final sob o carbono. Outros produtos
adicionais podem ser acetato, etanol, diéxido de carbono, formato ou succinato.
Raramente reduzem o nitrato, ndo liquefazem gelatina, sendo catalase e citocromo
negativos (KANDLER; WEISS, 1986).

O Lactobacillus delbrueckii € homofermentativo e apresenta trés subespécies:
delbrueckii, bulgaricus e lactis. L. delbrueckii subsp. bulgaricus fermenta apenas os
seguintes carboidratos: frutose, glicose, lactose, manose e sorbitol (ibid.). E um
microrganismo oriundo do leite que compete com os lactobacilos probiéticos no
processo de fermentacdo e, durante o armazenamento sob refrigeragdo, produz
peréxido de hidrogénio e acido latico, que também afetam a sobrevivéncia de
bactérias probidticas. Outro inconveniente é a pds-acidificacdo do produto. Entretanto,
quando a cultura “starter” esta ausente de L. delbrueckii subsp. bulgaricus, o tempo
de fermentacao é de duas a trés vezes maior, uma vez que a acao proteolitica dessa
bactéria estimula a acidificagdo por S. thermophilus (LUCAS et al., 2004; OLIVEIRA,;
DAMIN, 2003).

Em 1990, Moro foi o primeiro a isolar espécies alongadas anaerodbicas facultativas de
fezes de recém-nascidos, a qual denominou Bacillus acidophilus, como sendo um

nome genérico para Lactobacillus intestinais (BRANDAO, 2007). E um microrganismo

comensal do trato gastrointestinal humano, sendo resistente ao acido gastrico o que
permite persistir por mais tempo no estbmago do que outras bactérias (BATHIA et al.,
1989).

Lactobacillus acidophilus sdo bacilos em forma de bastdo com as extremidades
arredondadas, geralmente medindo de 0,6-0,9 X 1,5-6,0 um (micrémetros), crescendo
isolado, em pares ou formando curtas cadeias; tendo como temperatura étima de

crescimento, com raras excecgdes, 45°C (ibid.). E considerado um homofermentador
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obrigatério e um microrganismo microaerofilo, sendo que o desenvolvimento é
geralmente favorecido pela anaerobiose (VIEGAS, 2008).

Tem sido utilizado pela industria de laticinios como probidtico na elaboracao de varios
produtos, os quais podem apresentar inumeras aplicacdes na nutricdo humana como
suplementos alimentares, suspensdes orais, comprimidos, iogurtes e leites
fermentados (CHIODA et al., 2007).

As bactérias do género Streptococcus sdo Gram positivas, células esféricas ou
ovoides, medindo de 0,5-2,0 ym de didmetro, ocorrendo aos pares ou em cadeias
quando em meio de crescimento liquido. Ndo apresentam motilidade e ndo formam
esporos. S3o anaerdbias facultativas, requerem meio para crescimento rico em
nutrientes e podem necessitar de 5% de dioxido de carbono. Sao catalase negativo e
possuem metabolismo fermentativo, produzindo predominantemente acido latico,
porém sem producao de gas. Pequenas quantidades de acidos acético e férmico,
etanol e dioxido de carbono também podem ser produzidas. Todas as espécies
fermentam a glicose, resultando principalmente em acido latico. A utilizagao de outros
carboidratos é util para a identificacdo entre as espécies. A faixa de temperatura de
crescimento é 25-45°C, sendo a 6tima 37°C. Muitas sdo comensais ou parasitas em
seres humanos ou animais, principalmente da cavidade oral e trato respiratorio.
Algumas espécies sao patogénicas e uma pequena quantidade é sapréfita e ocorre
no meio ambiente (HARDIE, 1986; HARDIE; WHILEY, 1997).

O Streptococcus thermophilus é utilizado com predominancia em associagao com

outras culturas “starter” na elaboragao de queijos e iogurtes (TAMINE, 1990).

2.4 PROCESSO DE FERMENTAGAO

A fermentacdo € um método de preservacao utilizado desde os primoérdios da
civilizagado, devido a auséncia de métodos de refrigeracdo ou pasteurizagao (FARIA
et al., 2006). E definida como processo no qual transformagdes quimicas s&o
realizadas em substrato organico pela acdo de enzimas produzidas por
microrganismos. Sob o aspecto bioquimico, é o processo metabdlico no qual
carboidratos e compostos relacionados sao parcialmente oxidados, resultando em
liberagao de energia, sem qualquer aceptor de elétrons externo. Os aceptores finais

de elétrons sdo compostos orgénicos produzidos diretamente da quebra de
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carboidratos. Consequentemente ocorre oxidagcado incompleta do composto original,
resultando em liberagdo de pequena quantidade de energia e reduzidos compostos
organicos (JAY, 2005).

Um tipico exemplo de conservacado de alimentos por fermentagao acido lactica € a
elaboragao de produtos lacteos fermentados como queijos, iogurtes, leite acidofilo e
manteiga; e por fermentagao acido latica e alcdolica o kefir e o kumiss. Os processos
de fermentacdo constituem no resultado da presengca de bactérias, bolores e
leveduras, isolados ou em associacdo, e das enzimas sintetizadas pelos
microrganismos no leite (TAMINE, 1990).

A preservacdo € conferida principalmente pela formagdo de acido lactico
proporcionando a redug¢do do pH normal do leite, 6,6, para tipicamente valores
menores que 4,0, em processamento de iogurtes, e menores que 4,6 em leites
fermentados. Esse processo € mediado por culturas especiais denominadas lacticas
ou “starter”, contendo variedade de espécies de BAL, basicamente de dois tipos:
termofilicas, com temperatura 6tima de crescimento em torno de 45°C, e mesofilicas
em torno de 30°C (COGAN; ACCOLAS, 1990).

A fermentacao envolve a coagulagao das proteinas do leite por microrganismos que
acidificam o meio, obtendo-se um produto final com caracteristicas e propriedades
fisico-quimicas diferentes da matéria prima. Entretanto, a fermentacao natural é de
dificil controle, uma vez que, o tipo e a quantidade de microrganismos no leite variam,
podendo ocasionar efeitos indesejaveis e comprometer a qualidade do produto final.
Para o controle do processo, empregam-se culturas de microrganismos simples ou
mistas que uma vez adicionadas ao leite sob condi¢des especificas irdo promover as
modificagdes desejaveis esperadas (FERREIRA, 2001; TAMINE, 1990).

Os cultivos iniciadores ou “starters” podem ser definidos como preparagao microbiana
de grande numero de células de pelo menos um microrganismo, com o objetivo de ser
acrescentado a matéria-prima e produzir um alimento fermentado, acelerando e
controlando o processo de fermentacdo (LEROY; DE VUYST, 2004). O
desenvolvimento e a otimizagdo de um cultivo “starter” podem ser aperfeicoados
através da engenharia genética. A técnica pode ser utilizada para a introdugao de
genes, codificados com determinadas propriedades que estdo presentes em outros
microrganismos, como por exemplo, em um determinado cultivo iniciador competitivo
(SANTO, 2003).
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Tamine (1990) citou como exemplos de culturas “starter” utilizadas pela industria de
laticinios os géneros Streptococcus, Leuconostoc e Lactobacillus. Convém ressaltar
que cuidados basicos devem ser adotados na selecdo e no manuseio das culturas
“starter” comerciais, visto que podem ter o crescimento e a produgao de acido inibidos
pela presenga de componentes inibidores naturais do leite, residuos de
antimicrobianos resultantes da adogao de terapias no animal, residuos de detergentes
e desinfetantes utilizados na limpeza de equipamentos, contagem de células
somaticas elevada e bacteriéfagos (COGAN; ACCOLAS, 1990; TAMINE, 1990).

A fermentagdo acido latica constitui uma reacdo derivada da energia na qual as
bactérias acido lacticas atuam como catalisadoras bioldgicas no processo de
transformacdo de carboidratos em acidos organicos e compostos protéicos. As
bactérias lacticas sdo caracterizadas pela producao de diferentes isdbmeros do acido
lactico mediante a fermentagdo da glicose; podendo produzir acido lactico L(+)
dextrorotatério ou L(-) levorotatorio ou a mistura de ambos DL (CARR et al., 2002).

A homofermentacéo é a principal rota de catabolismo da glicose, conhecida como
glicélise ou via de Embdem-Meyerhof-Parnas (EMP), onde um mol de glicose ou
qualquer substrato glucosidico é degradado a dois moles de acido lactico, sem
presencga de oxigénio molecular (FRANCO; LANDGRAF, 2005; JAY, 2005; WILLET,
1989). E constituida por duas fases, sendo que na primeira a glicose é fosforilada por
moléculas de ATP e clivada para formar gliceraldeido fosfato. Na segunda fase, o
gliceraldeido fosfato é convertido a acido lactico numa série de reagdes de oOxido-
reducdo, que estdo acopladas por meio de moléculas de NADH e NAD a fosforizacao
do ADP para permitir a continuidade dos ciclos de fermentagcdo subsequentes. O
piruvato formado durante a reacado é reduzido a acido lactico pela acdo da enzima
lactato-desidrogenase (WILLET, 1989).

Esta via de fermentacdo é realizada por todos os membros dos géneros
Streptococcus, Pediococcus e muitas espécies de Lactobacillus (CARR et al., 2002).
Por sua vez, a heterofermentacdo ocorre pela via das pentoses-fosfato ou via de
Dickens, é efetuada por alguns géneros de bactérias lacticas como Leuconostoc e
algumas espécies de Lactobacillus. Caracteriza-se pela fermentagdo da glicose via
pentose-fosfato a acido lactico numa porcentagem de 50% e o restante originando
diéxido de carbono (COy), alcool, acido acético, formico, entre outros, paralelamente

com duas moléculas de ATP e NADH2NAD para permitir a continuagao do processo
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de fermentacédo. A liberacdo do carbono um (C1) como diéxido de carbono é
caracteristica dos organismos heterofermentativos (HAMMES; VOGEL, 1995;
WILLET, 1989). As bactérias heterolacticas sdo mais importantes na produgcao de
componentes de aroma e sabor tais como diacetil e acetaldeido (FRANCO;
LANDGRAF, 2005; JAY, 2005).

Durante a fermentagao as bactérias do iogurte, S. thermophilus e L. delbrueckii subsp.
bulgaricus, crescem em simbiose, ou seja. estimulam-se mutuamente,
complementando o crescimento uma da outra. Produzem acido latico a partir da
lactose e compostos aromaticos, além de formar coagulo, sendo a temperatura ideal
para o desenvolvimento da cultura latica 42°C. Diversos estudos tem sido realizados
para estabelecer a melhor propor¢ao entre cocos e bastonetes na cultura mista a ser
empregada, a tendéncia é a relagcédo 1:1 (LACERDA et al. , 2007; RODAS et al., 2001).
No inicio da fermentacao, o pH do leite em torno de 6,5 favorece o desenvolvimento
do Streptococcus thermophilus, iniciando a producao de acido no meio devido a
conversao da lactose. Com o aumento da acidificacdo ocorre o crescimento do
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus que sao proteoliticos, obtém aminoacidos
a partir da degradacao da caseina (glicina, histidina, valina) e ativam o crescimento
do Streptococcus spp. que, por sua vez, estimula o crescimento dos lactobacilos, com
a produgdo de acido férmico e gas carbbnico. Procura-se manter o equilibrio
adequado das bactérias, para que o produto permaneca suficientemente acido e
aromatico (REIS et al., 2007; RODAS et al., 2001; TAMINE; DEETH, 1980;
VEISSEYRE, 1988).

Os microrganismos utilizados em fermentagdo de alimentos provocam modificagdes
benéficas, geralmente melhorando o sabor, 0 aroma e a textura; e muitas vezes,
acumulando vitaminas, co-fatores, além de acidos organicos. Atuam parcialmente
sobre um ou mais dos componentes basicos dos alimentos como hidratos de carbono,
proteinas e lipidios, melhorando a digestibilidade. Entretanto, por deficiéncia no
metabolismo, sdo incapazes de oxidar totalmente os componentes, originando
metabalitos que contribuem para formagéo de sabor e das caracteristicas reoldgicas
do substrato, além de terem efeito de conservacdo (FERREIRA, 2001; OLIVEIRA et
al., 2002).

As propriedades profilaticas e terapéuticas dos produtos fermentados estédo

relacionadas, principalmente, a antibiose proporcionada pelos acidos organicos
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produzidos na fermentagdo, ao potencial de oxido-redug¢do, as bacteriocinas e as
substancias antimicrobianas (CHANDAN; SHAHANI, 1993).

2.5 PRODUTOS DO METABOLISMO DAS BACTERIAS LATICAS

Os produtos do metabolismo das BAL contribuem para o desenvolvimento das
caracteristicas sensoriais desejaveis no produto final e para a conservagédo pela
formacgao de compostos antagbnicos (ALEXANDRE et al., 2002; CHESCA et al., 2009;
FONTES et al., 2005; GUERRA; BERNADO, 2005; MARTINEZ et al. 2003; MARTINIS
et al., 2003).

As atividades metabdlicas das BAL tem importancia comercial pela producao de acido
latico a partir da lactose, pela conferéncia de sabor e aroma pelo diacetil, acetato, CO2
e acetaldeido, e pela formacdo de aminoacidos e peptideos resultante da hidrdlise
das proteinas. Os compostos diacetil, acetato e CO2 sdo originados da fermentagao
do citrato, enquanto o acetaldeido do metabolismo da treonina e demais agucares
(COGAN; ACCOLAS, 1990).

Um dos principais produtos do metabolismo € o acido latico, resultante do processo
de fermentacdo, que além de ser responsavel pela estabilidade do produto
fermentado, contribui para o desenvolvimento do sabor, aroma e textura. Também
possui propriedades como otimizar a digestibilidade das proteinas precipitando-as em
finas particulas, estimular a secregao e estabelecer o pH do suco gastrico acelerando
o0 esvaziamento do estbmago, melhorar a absorgdo de calcio, fésforo e ferro
(FERREIRA, 2001; PIARD et al., 1997).

O mecanismo de inibigdo do crescimento de microrganismos indesejaveis esta
baseado na dissociagcdo dos acidos organicos no meio, provocando um gradiente de
protons que excede a capacidade tamponante do citoplasma desequilibrando a
bomba de protons, ocasionando como consequéncia a desnaturagdo dos
componentes estruturais ou o esgotamento das reservas energeéticas da célula
interferindo com a viabilidade (TORO, 2005).

A produgédo de peroxido de hidrogénio (H202) pela acdo das oxidases ou NADH
peroxidases constitui um mecanismo de protecgédo frente ao oxigénio, sendo o acumulo
desta molécula nos produtos fermentados justificado pelo fato que os lactobacilos néo
possuem a enzima catalase (DAESCHEL,1989; TORO, 2005). A agao bactericida do
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H2O2 é atribuida a capacidade oxidante, proporcionando a peroxidagédo dos lipideos
da membrana e a destruicido da estrutura basica molecular das proteinas celulares
(DAHL et al., 1989).

Bactérias lacticas com capacidade para realizar fermentacdo butanodidlica e de
fermentar o citrato produzem diacetil (2-3 butanodieno) responsavel pelo aroma e que
em elevadas concentragdes também possui efeito antimicrobiano (DAESCHEL, 1989;
LINDGREN; DOBROGOSZ, 1990; TORO, 2005).

A fermentacdo de agucares com producdo de CO,, por bactérias laticas
heterofermentativas, contribui para a inibicdo de microrganismos através de dois
fatores: a respiracdo dos tecidos (alimentos) que pelas condi¢des anaerdbicas
formadas inibe microrganismos aerobios obrigatorios e o aumento da presséao parcial
do didéxido de carbono, inibindo de forma parcial, determinado tipo de microrganismo.
A sensibilidade ao CO2 ndo é comum a todos os microrganismos. Mofos e bactérias
Gram negativas sao mais suscetiveis, enquanto que, lactobacilos e algumas
leveduras possuem alta tolerancia. O mecanismo de inibicdo € complexo e envolve
uma combinacgao de efeitos, como a reducao do pH intracelular, a inibicao de reagdes
enzimaticas e a interagdo com a membrana celular impedindo o transporte de solutos.
A inibicdo de microrganismos por CO2 pode ser comprovada atualmente com a
utilizacdo em escala comercial de embalagens para produtos alimenticios utilizando
atmosfera modificada (SANTO, 2003).

Determinadas bactérias lacticas sdo capazes de sintetizar compostos protéicos
denominados de bacteriocinas com atividade letal contra outras bactérias. Estes
compostos geralmente atuam na despolarizacdo da membrana celular alvo ou pela
inibicdo da sintese da parede celular (PRADO, 2007).

2.5.1 Bacteriocinas

A producéao de bacteriocina tem despertado grande interesse no campo pratico, sendo
amplamente utilizada no controle de patégenos de alimentos, atuando como agentes
terapéuticos em infec¢des bacterianas de dificil controle e no controle biolégico de
bactérias fitopatogénicas (JACK et al., 1995; LEWUS et al., 1991).

Sao peptideos ou proteinas com atividade antibacteriana, com elevado peso

molecular, sintetizadas em nivel de ribossomas celulares, e, portanto, podem ser
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inativadas por algumas enzimas proteoliticas. Possuem pequeno espectro de agao
centrado nas espécies relacionadas, ligando-se a receptores celulares especificos,
sendo a célula hospedeira considerada imune. Os determinantes genéticos que
codificam a produgdo, geralmente, sdo de natureza plasmidial podendo ser
transferidos por conjugacao, transformagao ou transdugéao (JACK et al., 1995; TAGG
et al., 1976).

As bacteriocinas de bactérias lacticas apresentam propriedades bioquimicas comuns
como sensibilidade a agdo das enzimas proteoliticas, por exemplo as de origem
pancreatica e gastrica, tolerancia a pH acidos ou neutro e termo resisténcia
relacionada a estrutura molecular normalmente composta por peptideos pequenos
(PIARD; DESMAZEAUD, 1992).

As primeiras bacteriocinas foram caracterizadas em E. coli, sendo denominadas
colicinas, e sao as mais estudadas. A partir da década de 90, comecaram também a
ser estudadas em bactérias Gram-positivas como, por exemplo, as produtoras de
acido lactico devido a grande importancia econémica na industria alimenticia (JACK
et al., 1995).

Quatro classes diferentes de bacteriocinas produzidas pelas bactérias lacticas foram
definidas. Os lantibidticos sdo peptideos pequenos pertencentes a classe |, menores
que 5000 Da (19 a 38 aminoacidos), que contém aminoacidos atipicos na estrutura,
modificados pos tradugédo, tais como lantionina, metillantionina, lacticina; sendo o
principal representante a nisina. Os pequenos, menores que 10000 Da, pertencem a
classe Il; sao termoestaveis, hidrofobicos, com modificacbes na cadeia de
aminoacidos e atuam sobre a membrana celular. As bacteriocinas mais comuns
produzidas pelas bactérias lacticas, pertencem a esta classe. Alguns exemplos destas
bacteriocinas sdo Lactococin A, Lactacin F, Pediocin PA-1 e Pediocin AcH. A classe
Il é referente as proteinas termolabeis de peso molecular superior a 30000 Da como
a Helveticina J, Helveticina V-1829, Acidofilucina A e Lactacinas A e B. E a classe IV
€ constituida por bacteriocinas que formam grandes complexos com uma mistura
indefinida de proteinas, lipidios e carboidratos que sdo requeridos para sua atividade,
sendo exemplos a Plantaricina S, Leuconocina S, Lactocina 27 e Pediocina SJ1
(CAPLICE; FITZGERALD, 1999; CLEVELAND et al., 2001; REDONDO, 2008; SANTO,
2003).
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Cleveland et al. (2001), enfatizaram que, além da aplicagdo das bactérias lacticas
como probidticos, as bacteriocinas também sao utilizadas na conservagao de
alimentos, sendo a nisina a unica produzida comercialmente. Legalizada em 1988 nos
Estados Unidos quanto a seguranga como GRAS pelo “Food and Drug Administration”
(FDA), tem o uso aprovado em alimentos em mais de 50 paises; sendo empregada
em larga escala na industria de alimentos como agente antimicrobiano em queijos,
ovo liquido, molhos e alimentos enlatados. E permitida no Brasil em queijos com limite
de 12,5mg/kg de produto final.

De acordo com Cleveland et al. (2001) e Nascimento et al. (2008) a nisina é
classificada como um lantibidtico, por conter o0 aminoacido lantionina, com capacidade
de inibir o crescimento de bactérias Gram-positivas, incluindo patégenos como Listeria
monocytogenes, S. aureus, S epidermidis e Clostridium botulinum (CLEVELAND et
al., 2001; NASCIMENTO et al., 2008). Entretanto, foi demonstrado em pesquisas que
a ingestéo de nisina n&o interfere sobre a microbiota gastrintestinal, uma vez que o
peptideo antimicrobiano € susceptivel a protedlise por tripsina e quimiotripsina
(SCHULZ et al., 2003).

Mello et al. (2006) demonstraram a eficiéncia da agc&o da nisina utilizada em
embalagens ativas em inibir o crescimento de Staphylococcus spp. durante o periodo
de armazenamento. Nascimento et al. (2008) observaram que a agao antimicrobiana
da nisina produzida por Lactococcus lactis subsp. lactis depende da espécie e cepa
do microrganismo alvo, sendo que 100% das cepas de L. monocytogenes e S. aureus
avaliadas apresentaram sensibilidade a bacteriocina, enquanto apenas 40% das
cepas de B. cereus foram sensiveis.

Apesar do espectro de agdo das bacteriocinas produzidas por bactérias laticas ser
limitado as bactérias Gram positivas, € relatado na literatura a inibicado de espécies
Gram negativas tais como Escherichia coli, Salmonella spp., Proteus spp.,
Enterobacter spp., Pseudomonas spp. e Vibrio cholerae (BEDANI, 2008). O fato &
justificado pelo uso de agentes quelantes como Acido Etilenodiamino Tetra Acético
(EDTA), acidos graxos ou a aplicacdo de estresse subletal, como calor ou
congelamento, ocasionando o rompimento da camada de lipopolissacarideo da
parede celular das bactérias Gram negativas, aumentando a sensibilidade em relagao
as bacteriocinas (BROMBERG et al., 2006).
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O mecanismo de acao é caracteristico para cada tipo de bacteriocina, entretanto, o
principal € a alteragcao da permeabilidade celular ou inibi¢do da sintese do DNA, RNA
e outras macromoléculas. Uma caracteristica importante € a capacidade do
microrganismo produtor de bacteriocina sobreviver a agao da sua propria bacteriocina
através do mecanismo de imunidade especifica, que consiste na producido de uma
proteina imune (CLEVELAND et al., 2001; JACK et al.,1995; TAGG et al., 1976). Os
genes responsaveis pela produgdo e imunidade de muitas bacteriocinas estédo
agrupados e organizados em um ou até dois operons e geralmente o gene que codifica
a imunidade especifica esta muito proximo do gene de produgédo (CLEVELAND et al.,
2001; KOLTER; MORENO, 1992).

Segundo Klaenhammer (1993) existem dois mecanismos principais de imunidade com
base na agao de bacteriocinas: o fator de imunidade pode interagir com o receptor da
bacteriocina ou as bacteriocinas podem ser importadas e inativadas pela célula.
Antes de serem liberadas, as bacteriocinas sdo acumuladas no citoplasma onde serao
transportadas na forma soluvel. Contudo, o transporte das bacteriocinas depende da
expressdo de um gene que codifica a proteina de liberagdo de bacteriocina
denominada de proteina de lise. Geralmente, o operon da bacteriocina codifica trés
proteinas: a bacteriocina, a proteina de imunidade e a proteina de lise. A proteina de
imunidade tem a fungéo de proteger a célula da agao letal da sua propria bacteriocina
e a proteina de lise de auxiliar na liberagdo da bacteriocina (CLEVELAND et al., 2001;
JACK et al., 1995).

Existem diversas técnicas para se detectar a produgdao de bacteriocina, a maioria
baseada na inibigcdo do crescimento de um microrganismo indicador (sensivel) por
uma cepa teste (produtora). As cepas com atividade antagonistica potencial devem
ser submetidas a testes confirmatérios da atividade inibitoria com a finalidade de se
excluir a possibilidade da inibi¢ao ter sido devido a produc¢do de acidos organicos ou
peréxido de hidrogénio ou a presenga de bacteriéfagos liticos (DE MARTINIS et al.,
2002). Grande parte dos testes esta baseada na difusao de bacteriocinas em meio de
cultura solido e semi-solido a fim de se inibir o crescimento de um microrganismo
sensivel, como ocorre nos métodos de difusdo em pocos, “flip-streak” e “spot on the
lawn” (LEWUS; MONTVILLE, 1991).
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2.6 LEITE FERMENTADO

A origem dos leites fermentados € baseada no histérico do habito das comunidades
ndmades em preservar o leite estocado em recipientes de peles de animais e potes
de barro, possibilitando o desenvolvimento da fermentagdo e consequente aumento
da viscosidade (ROBINSON; TAMINE, 1990).

Em 1907, o pesquisador Metchnikoff, do Instituto Pasteur de Paris, foi o primeiro a
relatar a influéncia dos leites fermentados na saude humana, quando observou a
longevidade dos camponeses bulgaros, atribuindo o fato a dieta basica de leite
fermentado. ApOs isolar o Lactobacillus bulgaricus de amostras de leite, associou ao
microrganismo a capacidade de melhorar o ecossistema intestinal, fortalecer a saude
e aumentar a expectativa de vida do ingestor. Tal afirmativa foi posteriormente
corroborada por outros pesquisadores que fizeram referéncia a implantagdo do
Lactobacillus acidophilus no trato intestinal. A partir das descobertas, varias culturas
lacticas foram isoladas e caracterizadas, bem como o processo de fermentacao
passou a ser controlado e padronizado pelas industrias (LODDI, 2001; VIEGAS,
2008).

Os leites fermentados sao definidos como produtos resultantes da fermentacdo do
leite pasteurizado ou esterilizado, por fermentos laticos proprios, que devem ser
viaveis, ativos e abundantes no produto final durante o prazo de validade. O leite
utilizado na fabricagao de leites fermentados podera ser em natureza ou reconstituido,
adicionado ou nao de outros produtos de origem lactea. Os tipos de leites fermentados
regulamentados sao: iogurte, leite fermentado ou cultivado, leite acidéfilo, “kefir”,
“kumys” e coalhada (BRASIL, 2007).

Segundo Robinson e Tamine (1990) as variedades de leite fermentado sé&o
classificadas de acordo com o método de fermentagdo por microrganismos
especificos e com o processamento tecnoldgico.

A utilizagao dos probidticos nos produtos lacteos fermentados data do surgimento da
civiizagdo e sdo mencionados na Biblia e nos livros sagrados do Hinduismo.
Provavelmente o ambiente e as condicdes climaticas favoraveis tiveram influéncia no

desenvolvimento de muitos produtos fermentados tradicionais, que eram utilizados
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terapeuticamente antes do reconhecimento dos microrganismos, pela importancia dos
alimentos contendo probidticos na promogéo da saude humana (SHORTT, 1999).
Devido a propagacao lenta das bactérias probidticas em leite, que se reflete na falta
de competitividade quando em presenca de outros microrganismos, recomenda-se a
producdo das estirpes selecionadas em larga escala sob condi¢gbes processuais de
padrées de higiene; sendo conveniente a utilizacdo de culturas liofilizadas ou
ultracongeladas para inoculagéo direta, com capacidades de concentragéo até 10" a
10" UFC/g no fabrico de lacticinios a escala comercial, de modo a permitir uma maior
flexibilidade no controle das qualidades sensorial e microbiolégica, garantindo o efeito
benéfico do produto (FARIA et al., 2006; REIS et al., 2007).

Também é aconselhavel a adogao de tratamento térmico rigoroso e controle da acidez
final do produto, que deve ter prazo comercial satisfatorio, variando de um a trinta dias
com caracteristicas sensoriais agradaveis e os microrganismos permanecendo viaveis
e em numero elevado (FARIA et al., 2006).

Segundo Gomes e Malcata (2000) € inviavel, do ponto de vista econdmico e comercial,
a fermentagdo utilizando apenas microrganismos probidticos; sendo indicado o
emprego de microrganismos da cultura tradicional de iogurte em combinag&o para
reduzir o tempo de fermentacéo, melhorar a taxa de crescimento, melhorar o sabor e
a textura do produto final e aumentar o valor nutritivo. Uma das alternativas adotadas
pela industria € o uso de culturas de Bifidobacterium spp. combinadas com culturas
de L. acidophilus ou de outras bactérias lacticas, por exemplo Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus (GOMES; MALCATA, 2000; SILVA,
2007).

Entretanto, € importante salientar que diversos fatores podem prejudicar a
multiplicacdo das bactérias probidticas durante a elaboragao desses produtos, bem
como a sobrevivéncia desses microrganismos durante o periodo de armazenamento;
entre eles a composicdo do meio de fermentacdo e a quantidade de oxigénio
dissolvido. Assim, a adicdo de hidrolisados protéicos de caseina ou de soro, extrato
de levedura, glicose, vitaminas e minerais, sempre em proporgdes compativeis com a
legislagao, pode estimular a multiplicacéo e a sobrevivéncia das culturas probioticas
e desenvolver a textura dos produtos. A adicdo de proteinas resulta, também, no
aumento da capacidade tamponante do leite fermentado e pode retardar a queda de

pH e impedir modificagcdes desse parametro durante o armazenamento do produto,
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permitindo, assim, maior sobrevivéncia das cepas probidticas (KOMATSU et al.,
2008).

O crescimento e a viabilidade de bactérias benéficas no leite fermentado também
podem ser aumentados pela incorporagdo de diéxido de carbono (200-800mg/Kg),
soro em po no caso de bebidas lacteas fermentadas, frutooligossacarideos e outros
prebidticos (PEREZ, et al., 2007; REIS et al., 2007). A ingestdo de prebidticos e
probidticos em um sé alimento tornando-o um simbidtico, fornece expectativas
maiores de efeitos benéficos quando os mesmos atingirem o intestino (REIS et al.,
2007).

O regulamento técnico de identidade e qualidade do leite fermentado determina como
ingredientes obrigatorios no produto: leite e/ou leite reconstituido padronizado no
conteudo de gordura, cultivos de bactérias lacticas e/ou cultivos de bactérias lacticas
especificas. Como ingredientes opcionais € permitido o uso de: leite concentrado,
creme, manteiga, gordura anidra de leite ou “butter oil”, leite em pd, caseinatos
alimenticios, proteinas lacteas,outros solidos de origem lactea, soros lacteos,
concentrados de soros lacteos, frutas em forma de pedacos, polpas, sucos e outros
preparados a base de frutas, maltodextrinas; e outras substancias alimenticias (mel,
coco, cereais, vegetais, frutas secas, chocolate, especiarias, café e outras) isoladas
ou combinadas, agucares e/ou glicidios (exceto polialcodis e polissacarideos); cultivos
de bactérias lacticas subsidiarias; amidos ou amidos modificados em uma proporg¢ao
maxima de 1% (m/m) do produto final. Os ingredientes opcionais nao lacteos, sés ou
combinados deverao estar presentes em uma propor¢gao maxima de 30% (m/m) do
produto final (BRASIL, 2007).

As caracteristicas sensoriais do produto com relacdo ao aspecto devem ser fluido,
pastoso ou geleificado; de coloragdo branca ou de acordo com as substancias
permitidas adicionadas; odor e sabor acidulado e de acordo com as substancias
adicionadas (ibid.).

Referente aos requisitos fisico quimicos, no que diz respeito a acidez é preconizado
para o iogurte 0,6 a 1,5 g acido latico/100g; leite cultivado ou fermentado 0,6 a 2,0 g
acido latico/100g, leite aciddéfilo 0,6 a 2,0 g acido latico/100g; “Kefir” 0,5 a 1,5 g acido
latico/100g; “Kumys” maior que 0,7 g acido latico/100g e coalhada 0,5 a 1,5 g acido
latico/100g (BRASIL, 2007).
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2.7 IOGURTE

logurte € definido na legislagdo como o produto adicionado ou n&o de outras
substéncias alimenticias, obtido por coagulacédo e diminuicdo do pH do leite, ou leite
reconstituido, adicionado, ou ndo, de outros produtos lacteos, por fermentacao lactea
mediante a acdo protosimbidtica de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e
Streptococcus thermophilus, aos quais pode se acompanhar, de forma complementar,
outras bactérias acido lacticas que, pela atividade metabdlica, contribuem para a
determinagao das caracteristicas do produto final (BRASIL, 2008 a; BRASIL, 2007).
O leite empregado no processamento do iogurte deve ser de boa procedéncia e
qualidade, pois é responsavel pelo valor nutricional, tendo que ser submetido a
tratamento térmico (pasteurizagao ou tratamento UAT — Ultra Alta Temperatura), a fim
de eliminar microrganismos patogénicos e destruir as substancias inibidoras do
crescimento bacteriano presentes no leite cru como as aglutininas (VEISSEYRE,
1988).

O tratamento térmico do leite para fabricagdo de iogurte deve ser mais severo do que
o utilizado na pasteurizagdo convencional. O aquecimento térmico de 85°C por 30
minutos ou 95° por 5 a 10 minutos proporciona a eliminacdo de todos os
microrganismos patogénicos nao-esporulados; a redugdo da carga microbiana
competidora; a redu¢do da quantidade de oxigénio do leite, facilitando o crescimento
das culturas laticas microaerdfilas; a quebra dos constituintes do leite, especialmente
proteinas, liberando peptonas e grupos sulfidrilas favorecendo as condi¢gées de
crescimento das culturas “starter”; desnaturacdo e coagulagdo das albuminas e
globulinas do leite 0 que aumenta a viscosidade e a estabilidade do gel do produto
(CHANDAN; SHAHANI, 1993; ORDONEZ, 2005; ROBINSON; TAMINE, 1990).

O pH e a temperatura 6timos para o desenvolvimento do Streptococcus thermophilus
sao 6,8 e 38°C respectivamente, enquanto que o L. delbrueckii subsp. bulgaricus
estdo compreendidos em 6,0 e 43°C. O primeiro microrganismo cresce elevando a
acidez até 90°D, por sua vez o lactobacilo chega a 140°D. Entretanto, a cultura

“starter” do iogurte deve conter uma porcentagem igual dos dois microrganismos, do
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contrario ndo se obtera a consisténcia e a caracteristica sensorial desejavel no
produto industrializado (BEHMER, 1999).

Segundo Tamine e Deeth (1980) a relagao simbidtica 6tima entre cocos e bacilos para
o desenvolvimento do sabor e aroma caracteristicos do produto € dependente das
propriedades das estirpes utilizadas, sendo aconselhavel 1:1, pois a predominancia
de qualquer uma das espécies por fatores como temperatura, tempo de incubagao e
porcentagem do indculo, pode acarretar em defeitos para o produto final.

Durante o processo de produgao do iogurte, que normalmente ocorre em média 4 a 5
horas de incubagao em temperaturas de 40 a 44 °C, o leite liquido tem a consisténcia
alterada, em virtude da coagulagdo das proteinas. A redugédo de pH a 5,1- 5,2,
resultante da producdo de acido latico durante a fermentagdo, causa a
desestabilizagdo das micelas de caseina e a coagulagdo completa ocorre em pH de
4,6, correspondente ao ponto isoelétrico da proteina. Quando o pH desejado é
atingido, o leite coagulado € resfriado rapidamente, para que a fermentacédo seja
praticamente interrompida (VAN DE WATER, 2003).

O pH de um iogurte pode alcangar valores de 3,8 a 4,0, e apesar de ndo haver um
padrao especifico para o pH do iogurte na legislagédo, a técnica de fabricagao tipica
consiste na obtencéo de um produto com pH final entre 4,2 e 4,5 (ORDONEZ, 2005).
As culturas tradicionais utilizadas na fermentacdo do iogurte ndo pertencem a
microbiota intestinal, por isso n&o sobrevivem por um longo tempo no trato intestinal
em concentragbes compativeis para exercerem efeitos probidticos in vivo. A
caracteristica torna duvidoso o carater probiético dos microrganismos do iogurte, uma
vez que melhoram a digestdo de lactose e eliminam sintomas de intolerancia ao
dissacarideo (VAN DE WATER, 2003).

Diversos autores consideram que o Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e 0
Streptococcus thermophilus atuem apenas como culturas bioajustadoras de pH,
geralmente empregadas na fabricacdo de produtos lacteos fermentados junto a
microrganismos probidticos, para atingirem uma acidez segura no periodo aceitavel,
em contrapartida outros propdéem que as preparagdes frescas do iogurte podem ser
consideradas produtos probidticos porque conferem beneficios comprovados a saude
do hospedeiro. Em recente estudo envolvendo 13 individuos comprovou-se que a
ingestédo de iogurte fresco durante duas a trés semanas proporcionou contagens de

bactérias lacticas superiores a 10* ufc/g nas fezes dos individuos, o que sugere que
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as bactérias do iogurte, quando em alta concentragdo, vencem a acidez do trato
gastrintestinal e colonizam o intestino humano, promovendo efeitos probidticos no
hospedeiro (BRANDAO, 2007).

Vinderola e Reinheimer (2003) relatam que tanto no caso das culturas probidticas
quanto das culturas “starter”, as caracteristicas probidticas e a resisténcia as barreiras
bioldgicas sao variaveis para diferentes espécies e mesmo para diferentes cepas de
uma mesma especie.

Tal fato reafirma a necessidade da adigdo de outras culturas de bactérias com o intuito
de melhorar o valor nutricional do produto em questido. As bactérias mais comumente
utilizadas para a suplementacdo do iogurte s&o Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium bifidum, que podem ser isoladas do proéprio trato intestinal do ser
humano e dos animais (REIS et al., 2007; SILVA, 2007).

O iogurte, um dos mais antigos alimentos funcionais consumidos pelos humanos,
apresenta algumas propriedades nutricionais de alto valor, como conter baixo teor de
lactose, protedlise pela agao das bactérias laticas e melhora da digestao, variedade
de vitaminas e minerais, incluindo elevada biodisponibilidade do célcio (VARAVALLO
et al., 2008).

Quanto ao teor de gordura o iogurte pode ser classificado como: com creme (minimo
de 6% de gordura); integral (minimo de 3% de gordura); parcialmente desnatado
(maximo de 2,9% de gordura) e desnatado (maximo de 0,5% de gordura) (BRASIL,
2007).

Dependendo da natureza fisico-quimica do coagulo o iogurte pode ser dividido em
tradicional (textura firme), batido (textura cremosa, resultante da quebra da massa
apos o resfriamento) ou liquido (quebra da massa antes do resfriamento). Quanto ao
sabor e aroma, pode ser natural (sem adi¢ao de flavorizantes), com frutas

ou aromatizado com flavorizantes (ORDONEZ, 2005).

Sendo o iogurte um produto biolégico e de grande valor dietético, o emprego de
conservantes ou inibidores quimicos de fermentacio deve ser excluido da elaboragao,
pois podem eliminar totalmente o valor terapéutico e torna-lo um produto de dificil
digestao (BEHMER, 1999).

Parametros para avaliacdo do prazo comercial de bebidas fermentadas foram
estudados por diversos autores que sugeriram duas a quatro semanas armazenadas

a 5°C. Ressaltam ainda, que para ampliar a validade comercial e a manutencao dos
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parametros fisico-quimicos e microbiolégicos do produto, além da conservagao nunca
superior a 5°C, & essencial um nimero minimo de microrganismos de 108 UFC/g de
produto (SOAVE; LACERDA, 2007).

As principais fases do processamento tecnoldgico do iogurte estao representadas no
fluxograma seguinte (Figura 1); no qual, os diferentes meétodos de producgéo

basicamente se restringem ao tipo de incubacao adotado.
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2.8 MICRORGANISMOS PATOGENICOS VEICULADOS POR ALIMENTO

Ha grande preocupacao das autoridades sanitarias pela inocuidade dos alimentos
comercializados em todo o pais. A seguranga alimentar tem sido alvo de muitas
pesquisas cientificas devido a probabilidade de grande parte dos alimentos
comercializados se encontrar fora dos padrdes higiénicos sanitarios estabelecidos por
lei, para garantir a saude publica (LIMA et al., 2009).

De acordo com as estatisticas apresentadas pela Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) as enfermidades transmitidas por alimentos sdo mais frequentes do que o
relatado, e os principais patdégenos incriminados sado Escherichia coli O157:H7 e
Listeria monocytogenes (BARRANTES et al., 2004).

Em estudos realizados, demonstraram-se que a Escherichia coli O157:H7 ocupa o
segundo lugar entre as bactérias enteropatogénicas responsaveis por casos de
diarréia nao especifica, e € o0 microrganismo mais frequente em diarréia
sanguinolenta. Por outro lado, Listeria monocytogenes é considerado o agente
bacteriano transmitido por alimentos associado a enfermidades com 20-30% de
letalidade (ibid.).

Apesar de todas as inovagdes técnicas, o iogurte pode estar sujeito a contaminagao
microbiana, quando nao atendidas as condigbes elementares de higiene e sanidade.
Tal contaminacdo pode estar representada principalmente por leveduras,
psicrotréficos, coliformes, coliformes termotolerantes, Staphylococcus aureus e
bolores (BRAZAL GARCIA et al., 1986; HOFFMANN et al., 1997).

A fim de garantir produtos em condi¢des sanitarias satisfatorias e a seguranga do
consumidor, s&o estabelecidos em legislacdo padrées microbioldgicos aos alimentos
destinados ao consumo humano. Com relagao a leites fermentados é preconizado o
maximo de 10NMP de Coliformes a 45°C/g de alimento (BRASIL, 2001).

A capacidade de multiplicagdo e sobrevivéncia de microrganismos patogénicos ou
deteriorantes em alimentos é determinada por fatores intrinsecos (pH, sal, atividade
de agua, potencial de oxi-redugao, conservadores, fatores antimicrobianos naturais) e
extrinsecos (periodo de armazenamento, temperatura ambiental, atmosfera de
embalagens) que interagem e atuam como barreiras para o desenvolvimento
microbiano. O conhecimento e a utilizagdo adequada e simultanea desses fatores em
alimentos constituem os fundamentos da teoria da tecnologia dos obstaculos (“hurdle

technology”), que objetiva a obtencdo de produtos alimenticios estaveis, de
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prolongado prazo comercial e seguros a saude do consumidor (DE MARTINIS et al.,
2003; FRANCO; LANDGRAF, 2005).

2.8.1 Listeria monocytogenes

As bactérias do género Listeria sao bastonetes Gram positivos curtos, ndo formadores
de esporos, anaerdbios facultativos; podem ocorrer isoladamente em cadeias curtas
ou arranjados em angulos formando “V” entre si ou em grupos que se mantém
paralelos ao longo dos eixos (SEELIGER; JONES, 1986).

Apresentam movimento caracteristico denominado tombamento ou turbilhonamento
devido a flagelos peritriquios, que auxilia na identificagdo. A principal caracteristica é
a habilidade de se multiplicar em temperatura de refrigeragao e resistir a sucessivos
congelamentos e descongelamentos. A faixa de temperatura para multiplicar-se € de
2,5 - 44°C (FRANCO; LANDGRAF, 2005; GERMANO; GERMANO, 2001).

O género Listeria compreende seis espécies: L. monocytogenes, L. ivanovii, L. grayi,
L. seeligeri, L. innocua e L. welshimeri (ibid.). Listeria monocytogenes, agente
causador da listeriose, foi reconhecida como patégeno animal em 1924, em
Cambridge, por Murray e é inquestionavelmente patogénica para o homem, sendo
considerada microrganismo de distribuicdo ubiquitaria, encontrando-se disseminado
na natureza e em diversos tipos de alimentos in natura ou processados (GERMANO,;
GERMANO, 2001; JAY, 2005; LOGUERCIO et al., 2001; MENG et al., 2001).

O primeiro grande surto envolvendo o microrganismo, que despertou o interesse de
microbiologistas, ocorreu no Canada em 1981 e o alimento incriminado foi salada de
repolho industrializada. Depois desse episddio, em 1988 a Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) finalmente reconheceu que o consumo de alimentos contaminados € a
rota primaria de transmiss&o da L. monocytogenes em humanos (DELBONI, 2009).
A listeriose € uma zoonose de relevancia em saude coletiva devido a gravidade da
manifestagdo clinica que pode ocorrer de duas formas: invasiva e ndo invasiva
(gastrintestinal). A listeriose invasiva € a mais severa, pois a taxa de mortalidade é
alta (20-30%), principalmente para pessoas susceptiveis a adquirir a infecgdo, como
gestantes, recém-nascidos, idosos, pacientes submetidos a hemodialise, a terapias
prolongadas e individuos com sistema imunolégico deprimido (GAHAN; HILL, 2005;
LOGUERCIO et al., 2001; MCLAUCHLIN et al., 2004; MENA et al., 2004). A listeriose
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nao-invasiva pode causar infec¢gdes brandas, semelhantes a uma gripe, até surtos de
gastrenterite febril em individuos saudaveis, mas normalmente nao evolui para 6bito
(GAHAN; HILL, 2005; MCLAUCHLIN et al., 2004; MENA et al., 2004).

Os sintomas iniciais da forma n&o invasiva sao febre, fadiga, mal-estar, nausea,
colicas, vémitos e diarréia; enquanto que a invasiva caracteriza-se pela ocorréncia de
meningite, encefalite e septicemia (DONELLY, 2001; WALLS; BUCHANAN, 2005).

O periodo de incubacdo da listeriose varia de horas a semanas, contudo a dose
infectante de L. monocytogenes para causar a doenga ainda néo esta bem definida;
havendo relatos de 103-10° UFC/g, apesar de surtos com contaminag&o muito baixa
(BORGES et al, 2009).

Os mecanismos pelos quais L. monocytogenes causa a listeriose ainda nao estao bem
definidos, porém é um patégeno intracelular com habilidade de penetrar, multiplicar-
se no interior do citoplasma da célula do hospedeiro (macréfagos, fibroblasto,
eritrécitos) e invadir células adjacentes (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001).

L. monocytogenes tem sido isolada de diferentes alimentos como leite cru e
pasteurizado, queijos, carne bovina, suina, de aves, peixes, embutidos, produtos
carneos crus e termoprocessados, produtos de origem vegetal e refei¢ées preparadas
(FRANCO; LANDGRAF, 2005). A ocorréncia em leite e produtos lacteos é relatada
em muitos estudos, sendo os queijos, principalmente os de alta e média umidade, os
mais comumente contaminados por essa bactéria (BORGES et al., 2009; GERMANO,;
GERMANO, 2001; JAY, 2005). .

Importantes surtos ocorridos nos Estados Unidos, os alimentos incriminados foram o
leite pasteurizado e queijo. No surto causado pelo leite pasteurizado 49 individuos
foram acometidos, ocorrendo indice de mortalidade de 29% (FRANCO; LANDGRAF,
2005).

Na industria de laticinios, as principais vias de introdug&o do patdégeno séo o leite cru,
os utensilios e os equipamentos contaminados, o ar, o sistema de ventilagao, a agua
e 0 manipulador. Vale ressaltar que algumas estirpes podem permanecer no ambiente
de processamento durante meses ou anos, representando focos de contaminacéo do

produto apds a pasteurizacao do leite (BORGES et al., 2009).

2.8.2 Staphylococcus aureus
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O Staphylococcus aureus é pertencente a familia Micrococcaceae, coco Gram
positivo, sdo células esféricas medindo de 0,5-1,0um de diametro, anaerdbio
facultativo e algumas estirpes produzem enterotoxina, proteina altamente termo
estavel, responsavel pelos quadros de estafiloenterotoxicose. Multiplica-se entre 7-
48°C, sendo 37°C a temperatura otima de crescimento; entretanto, a toxina €&
produzida entre 10-46°C, sendo a faixa de 40-45°C considerada a 6tima para a
producao (KLOOS; SCHILEIFER, 1986). A faixa de pH para crescimento varia entre
4,0-9,8, sendo o pH 6timo proximo de 6,0 a 7,0; entretanto a producéo da enterotoxina
esta associada a pH entre5,0-8,0. Sdo tolerantes a concentragdes de 10-20% NaCl,
desenvolvendo-se em ambientes com atividade de agua de 0,83-0,99 (FRANCO;
LANDGRAF, 2005; HAIDENWURCEL, 2004).

Os humanos e os animais sdo os principais reservatorios de Staphylococcus aureus,
habitantes usuais da pele, mucosas e trato respiratério superior; por isso a importancia
do controle dos portadores assintomaticos na produgdo de alimentos
(HAJDENWURCEL, 2004).

Entre as espécies de Staphylococcus enterotoxigénicos coagulase positiva, S. aureus
esta mais relacionado com casos e surtos de intoxicagao alimentar pela habilidade de
produzirem exotoxinas superantigénicas (PTSAg), como as enterotoxinas que
estimulam a proliferagcado nao-especifica de células T (DINGES et al., 2000).
Causador de intoxicagdo provocada pela ingestdo de alimentos com a toxina pré-
formada, o periodo de incubagédo é de uma a oito horas (duas a quatro horas em
média) e os sintomas comuns sao nausea, cefaléia, dores abdominais, vomitos e
diarréia. Geralmente sdo necessarias concentragbes minimas de 10°-10° UFC/g de
alimento e condi¢cdes adequadas de temperatura, pH, atividade de agua e oxigénio
para que a toxina seja formada em niveis capazes de provocar intoxicagao. Ja foram
descritos 18 tipos de enterotoxinas distintas, entretanto a quantidade para causar a
doenca ainda nao esta bem estabelecida, mas sabe-se que depende da
susceptibilidade do individuo, do peso corporal e estado de saude da pessoa
acometida (BORGES et al., 2008; HAJDENWURCEL, 2004).

Os alimentos comumente implicados em surtos de intoxicacdo estafilococica sao
carnes cozidas, aves, queijos, leite, tortas cremosas e ovos (FRANCO; LANDGRAF,
2005; GERMANO; GERMANO, 2001; HAJIDENWURCEL, 2004).
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Estrada et al. (1999) relataram que produtos lacteos contaminados com S. aureus
constituem sério problema de saude publica em alguns paises subdesenvolvidos e
desenvolvidos, fato associado as precarias condi¢des higiénicas na obtencgao do leite,
a inadequada conservacao do leite e ao consumo de lacteos elaborados com leite nao
pasteurizado.

Segundo Borges et al. (2008) no Japéao, entre 1987 e 1996, ocorreram 32 casos de
doengas de origem alimentar atribuidos a S. aureus, em escolas e bergarios
escolares, afetando 2.846 criancas; e em julho de 2000 houve outro surto de
intoxicagdo pelo consumo de iogurte contaminado com enterotoxina A, envolvendo
13.420 notificagoes.

Hoffmann et al. (1997) ao analisarem 18 amostras de iogurtes obtidas de
supermercados em uma regiao de Sao Paulo, detectaram que 33,3% apresentaram
resultados variando de 1,0 x 10" a 5,0 x 10" UFC/mL para contagem de
Staphylococcus aureus.

E descrito na literatura que a presenca de microbiota competitiva importante inibe o
crescimento do microrganismo assim como favorece a degradagao das enterotoxinas,
como por exemplo, cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis e L. lactis subsp.
cremoris (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

As medidas preventivas da transmissdao do patégeno através do alimento sao
basicamente praticas adequadas de higiene e sanificagdo, controle da mamite no
rebanho leiteiro, tratamento térmico adequado e refrigeragdo dos alimentos
(HAJDENWURCEL, 2004).

2.8.3 Escherichia coli

Escherichia coli € a espécie predominante entre os diversos microrganismos
anaerobios facultativos que fazem parte da microbiota intestinal de animais de sangue
quente. O significado da presengca em alimentos deve ser avaliado por indicar
contaminagdo microbiana de origem fecal, portanto condigdes higiénicas
insatisfatorias, e eventual presenga de enteropatdogenos. Outro aspecto a ser
considerado é que diversas linhagens sdo comprovadamente patogénicas para o
homem e animais, dentre essas a E. coli O157, implicada como agente etiolégico da
colite hemorragica e sindrome urémica hemolitica (FRANCO; LANDGRAF, 2005).
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Membro da familia Enterobacteriaceae, dentre as principais caracteristicas destacam-
se: bacilos Gram negativos, ndo esporulados, capazes de fermentar a glicose com
producao de acido e gas, e a maioria também fermenta a lactose (MENG et al., 2001).
Considerado mesofilo tipico por ser capaz de se desenvolver entre 7-46°C, sendo
37°C a temperatura 6tima, embora existam algumas cepas que possam se multiplicar
e resistir por longo tempo em temperaturas de refrigeracdao (FRANCO; LANDGRAF,
2005; GERMANO; GERMANO, 2001).

Apresenta antigenos somaticos O, relacionados com polissacarideos da membrana
externa; antigenos flagelares H, relacionados com as proteinas de flagelos; e
antigenos K correspondentes aos polissacarideos capsulares. Essas trés variedades
de antigenos determinam os grupos e tipos sorolégicos da espécie. O antigeno O
identifica o sorogrupo da estirpe e a combinagdo do antigeno O e H identifica o
sorotipo (MENG et al., 2001).

Com base nos fatores de viruléncia, manifestagdes clinicas, epidemiologia e
sorotipagem, as estirpes de E. coli consideradas patogénicas s&o divididas em
classes: E. coli Enteropatogénica Classica (EPEC), E. coli Enterotoxigénica (ETEC),
E. coli Enteroinvasiva (EIEC), E. coli Enterohemorragica (ECEH), E. coli
Difusivamente Aderente (DAEC) e E. coli Enteroagregativa (EAggEC) (FRANCO;
LANDGRAF, 2005; GERMANO; GERMANO, 2001; JAY, 2005).

No caso particular da E. coli O157:H7, a de maior risco para o ser humano, capaz de
produzir citotoxinas, responsavel pela forma enterohemorragica da infecgdo, sao
observadas condi¢cdes peculiares favoraveis ao desenvolvimento, inclusive a
sobrevivéncia por longos periodos em alimentos fermentados ou acidos (GERMANO;
GERMANO, 2001).

A E. coli patogénica e nao patogénica desenvolvem resposta ao “stress” quando
submetidas a condi¢cdes ambientais desfavoraveis, porém sabe-se que EIEC, EPEC
e EHEC séo significativamente mais acido tolerantes que as cepas nao patogénicas;
e E. coli O157:H7 é considerado um dos sorotipos mais acido resistentes (CHUNG et
al., 2006).

As principais vias de transmissdo sao os alimentos de origem animal e vegetal,
principalmente quando consumidos crus ou insuficientemente cozidos. O gado é o
reservatorio natural de EHEC, raz&o pela qual os alimentos de origem animal,

destacando-se a carne bovina, sdao considerados o0s principais veiculos de
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transmissao do patégeno. A carne bovina moida, especialmente o hamburguer, é a
maior responsavel pela ocorréncia de surtos de E. coli; sendo a causa mais comum
das infec¢des enterohemorragicas e enteroinvasivas (GERMANO; GERMANO, 2001;
FRANCO; LANDGRAF, 2005).

Os produtos lacteos, principalmente o leite cru e os queijos, sao vias de transmisséo
importantes para o patdégeno. A pasteurizagdo é eficiente para a eliminagdo do
microrganismo, porém uma contaminagao pds-pasteurizacdo pode comprometer a
qualidade bacteriolégica do alimento produzido, tornando-o impréprio para 0 consumo
humano devido aos riscos de desenvolver doengas de origem alimentar. A agua
contaminada com despejos de esgoto € uma das mais importantes vias de
transmissdo do agente na natureza, desta forma, qualquer alimento exposto a
contaminagao fecal, seja através da agua de preparo ou dos manipuladores
infectados, é capaz de veicular E. coli (GERMANO; GERMANO, 2001).

Apesar dos alimentos fermentados serem considerados produtos com bom nivel de
segurancga, existem relatos de surtos alimentares na literatura, como os ocorridos nos
Estados Unidos e na Australia ocasionados por E. coli O157:H7 envolvendo salame e
linguica fermentados (GETTY et al., 2000).

No Reino Unido, o produto incriminado no surto, que acometeu principalmente
criangas que desenvolveram a sindrome urémica hemolitica por infecgao por E. coli
0O157:H7, foi o iogurte de fabricagao local. Ao se avaliar o processo de produgao do
iogurte, foram detectados pontos de contaminagao cruzada; higienizagao e limpeza
precarias dos funcionarios, instalagcbes, equipamentos e utensilios (MORGAN et al.,
1993).

Hoffmann et al. (1997) analisaram 18 amostras de diferentes tipos de iogurte obtidas
em supermercados em Sao José do rio Preto-SP e observaram a auséncia de
coliformes totais e termotolerantes (Escherichia coli) nas amostras avaliadas.

Lima et al. (2009) ao avaliarem a qualidade microbiolégica de bebidas lacteas
fermentadas comercializadas no Recife, demonstraram que das 18 amostras
avaliadas para coliformes totais e termotolerantes apenas duas apresentaram
contaminacgao. Justificaram o resultado encontrado possivelmente pela agcao do baixo
pH do produto ocasionando estresse bacteriano, ndo permitindo a deteccdo dos
microrganismos nas analises; ou pelas boas condi¢des higiénico-sanitarias durante o

processo de elaboracao das bebidas.
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Outros alimentos envolvidos em surtos de infeccdo alimentar sao rosbife, salsichas,
salame, saladas, espinafre, suco e sidra de magca, leite cru, iogurte, maionese e broto
de alfafa (GETTY et al., 2000; MORGAN et al., 1993).

2.9 ACAO ANTAGONISTA DAS BAL

Os mecanismos das relagdes antagdnicas que se estabelecem entre microrganismos
colonizadores nos alimentos tem importante significado tecnolégico e em Saude
Publica, evitando, muitas vezes, os perigos decorrentes da presenga de
microrganismos patogénicos (GUERRA; BERNARDO, 2005).

Apesar da cultura mista utilizada na elaboragao do iogurte ndo ser considerada como
probiotico, por ndo resistir a bile e consequentemente ndo sobreviver na passagem
pelo trato gastrointestinal, possui efeitos positivos como acgao inibidora contra
microrganismos patogénicos (SILVA, 2007).

Estudos a respeito da atividade inibitoria de estirpes probidticas tem sido realizados e
comprovados por diversos pesquisadores. Bathia et al. (1989) estudaram in vitro o
efeito inibitério do Lactobacillus acidophilus e seus metabdlitos sobre o crescimento
de Campylobacter pylori. Tantillo et al. (2002) observaram, pelo método do
antagonismo, que cepas de Lactobacillus sakei foram capazes de inibir o crescimento
de Listeria innocua, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Por sua vez,
Alexandre et al. (2002) avaliando a capacidade antimicrobiana de bactérias lacticas
isoladas de queijo minas frescal, relataram a acédo destas frente ao Lactobacillus
sakei, Listeria innocua, Listeria monocytogenes Scott A, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus carnosus, Salmonella enterica subsp. enterica var. typhimurium.
Entretanto, nenhuma das cepas isoladas foi capaz de inibir o microrganismo
Escherichia coli.

Chioda et al. (2006; 2007) avaliaram a atividade inibitéria in vitro de cinco cepas de
Lactobacillus acidophilus sobre Escherichia coli e Listeria monocytogenes, e
observaram atividade antagonista de todas as cepas através da formacéao de halo de
inibicdo em meio de cultura especifico. Buriti e Saad (2007) verificaram que
Lactobacillus paracasei em co-cultura com Streptococcus thermophilus contribuiram
para a bioconservagao de queijos frescos cremosos probidticos e simbidticos, tendo

sido efetivos na inibicao de contaminantes, incluindo coliformes totais, Staphylococcus
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spp. e Staphylococcus DNAse positivos, o que n&o foi observado para os queijos que
nao continham Lactobacillus paracasei. Pereira e Goméz (2007) determinaram que
cepa de Lactobacillus acidophilus produziu uma substancia extracelular e difusivel,
que apresentou agao inibidora sobre as cepas de Escherichia coli e Staphylococcus
aureus. Poppi et al. (2008) analisaram o efeito de inibicao das células de Lactobacillus
spp. sobre Listeria monocytogenes e observaram que ocorria devido principalmente a
presenca de acidos organicos, mas também pela produgao de peréxido de hidrogénio
e bacteriocinas. De modo similar, Moreno et al. (1999) demonstraram que as
bacteriocinas produzidas por L. lactis subsp. lactis apresentaram ac¢ao bactericida,
provocando a lise de células de Listeria innocua.

Barrantes et al. (2004) elaboraram iogurte somente com cultura “starter” tradicional e
outro com adi¢do de cultura probidtica, e observaram que no iogurte com os
probidticos Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus casei a inibicdo do crescimento
de Listeria monocytogenes e Escherichia coli O157:H7 ocorreu em um periodo mais
curto do que quando os microrganismos patogénicos foram inoculados em iogurte
apenas com Streptococcus termophilus e Lactobacillus delbruekii subsp. bulgaricus.
Calderdn et al. (2007) também relataram efeito similar em iogurte elaborado com
probidticos inibindo o desenvolvimento de Listeria monocytogenes, Escherichia coli
O157:H7 e Staphylococcus aureus. Victal e Knight (2009) coroboraram com os
autores anteriormente citados ao verificarem que em bebidas lacteas, elaboradas com
cultura mista e com probiéticos, houve inibicdo do desenvolvimento de coliformes
totais decorrente da acidez formada, entretanto a E. coli teve o crescimento inibido
apenas nas bebidas fermentadas com os probioticos.

Kayser (2007) observou que as bactérias lacticas naturalmente encontradas em
embutidos curados foram capazes de produzir compostos com atividades
antimicrobianas frente a L. monocytogenes, S. aureus e Salmonella spp.

Ruiz et al. (2009) testaram a sensibilidade de E. coli, patdbgeno de enfermidade
urogenital, frente a duas estirpes de Lactobacillus spp. e a antimicrobianos
usualmente utilizados no tratamento e observaram que os halos de inibicao formados
pelos lactobacilos, devido a produgao de bacteriocinas, foram significativamente
maiores que 0s provenientes dos antimicrobianos.

A acao antagonista das culturas laticas comprovada na literatura tem sido utilizada

com o objetivo de otimizar a qualidade sanitaria de produtos maturados e frescais néo
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somente na industria laticinista. Bactérias acido lacticas e as respectivas bacteriocinas
tem sido aplicadas com sucesso como antimicrobianos em carnes, diminuindo a
possibilidade do crescimento de microrganismos como Salmonella spp., Yersinia
enterocolitica, Escherichia coli enteropatogénica, Campylobacter jejuni, Listeria
monocytogenes e Clostridium botulinum. Além disso, podem atuar na reducéo de
nitrato e nitrito, utilizados como conservantes, até nitrogénio elementar, diminuindo
assim a formagao das nitrosaminas que sao consideradas compostos cancerigenos
(BALDUINO et al., 1999).

O efeito de cultivos probiodticos sobre microrganismos patogénicos tem resultados
divergentes visto que ha variagbes nos cultivos utilizados, assim como nas técnicas
de elaboracdo (BARRANTES et al., 2004).
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3 DESENVOLVIMENTO

3.1 ACAO ANTAGONISTA DE BACTERIAS LATICAS FRENTE AO CRESCIMENTO
DE ESTIRPES PATOGENICAS

RESUMO

As bactérias acido laticas possuem interesse industrial por serem fundamentais no
processamento de fermentados e inibir ou retardar a multiplicagdo de microrganismos
deteriorantes e patogénicos, através da competicdo por nutrientes ou produgao de
substancias antagonistas. No presente estudo avaliou-se in vitro, em placas de Petri
com agar MRS, a acgao antagonista de 30 repiques de Lactobacillus acidophilus e 30
repiques de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus
sobre estirpes patogénicas de E. coli, S. aureus e L. monocytogenes. Foi observado
formagdo de halos de inibicdo, variando de 6 a 18 mm de didmetro, frente aos
patégenos pelos repiques das culturas laticas testadas, indicando a possibilidade de
producdo de acidos organicos, bacteriocinas ou outras substancias inibidoras de
crescimento. Considerando o estudo dos 60 repiques de bactérias acido laticas
analisados frente a cada microrganismo patogénico, 46,7% apresentaram atividade

antagonista sobre S. aureus, 46,5% inibiram E. coli e 29,9% L. monocytogenes.

Palavras chave: halo de inibigdo, cultura latica, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes

ABSTRACT

Lactic acid bacterias are industrially attractive because they are fundamental in
fermented products processing and inhibit or retard the growth of spoilage and
pathogenic microorganisms through nutrient competition or antagonistic substances
production. In this study, the antagonistic action of Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus and Streptococcus thermophilus in
pathogenic strains of E. coli, S. aureus and L. monocytogenes was evaluated in vitro,
in Petri dishes with MRS agar. Formation of inhibition halos was observed against
pathogens by strains of lactic cultures tested, indicating the possibility of producing

organic acids, bacteriocins or other inhibitory growth substances.
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Keywords: inhibition halos, lactic culture, E. coli, S. aureus, Listeria monocytogenes.

INTRODUCAO

Com a crescente demanda por técnicas de bioconservacéao, a aplicagcado de bactérias
lacticas como cultura “starter”, ou seja, iniciadora de fermentagéo, tem sido uma
técnica extensivamente explorada pelas industrias.

As Bactérias Acido Laticas (BAL) pertencem ao grupo de bactérias Gram positivas,
bastonetes curvos e curtos, as vezes na forma de cocos ou bacilos, geralmente
iméveis, ndo formadoras de esporos, sao estritamente fermentativas, anaerdbicas,
porém aerotolerantes, e geralmente catalase negativas (KANDLER; WEISS, 1986).
As BAL compdem a microbiota normal que se desenvolve apds o processamento de
alguns alimentos e cujas atividades metabdlicas contribuem para as caracteristicas
sensoriais desejaveis nos produtos e para inibir ou retardar a multiplicacdo de
bactérias deteriorantes e patogénicas. Normalmente, agem por exclusdo competitiva
e sintese de substancias antagonistas como acidos organicos, diacetil, perdxido de
hidrogénio e bacteriocinas (ALEXANDRE et al., 2002; CHESCA et al., 2009; FONTES
et al., 2005; GUERRA; BERNADO, 2005; MARTINIS et al., 2003).

Os principais metabdlitos produzidos pelas bactérias lacticas s&o os acidos organicos,
destacando-se o acido lactico que pode diminuir o pH do meio, o que seria suficiente
para exercer efeito de inibicdo sobre muitos microrganismos (COGAN; ACCOLAS,
1990; REDONDO, 2008).

As bacteriocinas sao compostos protéicos sintetizados no ribossomo celular
bacteriano com atividade antimicrobiana, entretanto, a célula produtora é considerada
imune (JACK et al., 1995). Sdo utilizadas como bioconservantes, sendo a nisina a
unica produzida comercialmente e com uso aprovado em alimentos (CLEVELAND et
al., 2001; NASCIMENTO et al., 2008).

Os géneros Lactobacillus e Bifidobacterium sao os mais utilizados como culturas
probidticas, pois além de contribuirem para as caracteristicas sensoriais do produto
final, aumentam de maneira significativa o valor nutritivo e terapéutico dos alimentos,
proporcionando beneficios fisiolégicos ao consumidor (BIELECKA et al., 2002;
BOYLSTON et al., 2004; FRANCO et al., 2006; FULLER, 1989; KEMPKA, 2008).
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E notdrio que os alimentos possam ser veiculos de microrganismos capazes de
reduzir a validade do produto, assim como transmitir agentes etioloégicos de
determinadas enfermidades ao consumidor; destacando-se Listeria monocytogenes,
Escherichia coli O157 e Staphylococcus aureus.

A Listeria monocytogenes encontra-se disseminada na natureza e em diversos tipos
de alimentos in natura ou processados. Com o aumento do consumo de produtos
refrigerados tornou-se um dos mais importantes patégenos veiculados por alimentos
a partir da década de 80 (GERMANO; GERMANO, 2001; JAY, 2005; LOGUERCIO et
al., 2001; MENA et al., 2004).

A listeriose € uma zoonose de relevancia em saude coletiva devido a gravidade da
manifestagao clinica, resultante do comprometimento do sistema nervoso central, alta
mortalidade, longo periodo de incubagdo e prevaléncia particular em individuos
imunocomprometidos, idosos, criangas, recém-nascidos e gestantes (FRANCO;
LANDGRAF, 2005; JAY, 2005; LOGUERCIO et al., 2001).

Escherichia coli € a espécie predominante entre os diversos microrganismos
anaerobios facultativos que fazem parte da microbiota intestinal de animais de sangue
quente. O significado da presengca em alimentos deve ser avaliado por indicar
contaminagdo microbiana de origem fecal, portanto condigdes higiénicas
insatisfatorias, e eventual presenca de enteropatégenos. Outro aspecto a ser
considerado € que diversas estirpes sdo comprovadamente patogénicas para o
homem e animais, dentre essas a E. coli O157:H7, implicada como agente etiolégico
da colite hemorragica e sindrome urémica hemolitica (FRANCO; LANDGRAF, 2005).
Staphylococcus aureus é causador de intoxicagdo provocada pela ingestdao de
alimentos com a toxina pré-formada, com periodo de incubagao de uma a oito horas,
e sintomas como nausea, cefaléia, dores abdominais, vémitos e diarréia. Os principais
reservatorios sdo os humanos e os animais, visto que tem como habitat a pele,
mucosas e trato respiratério superior (HAJDENWURCEL, 2004).

O leite e derivados sao frequentemente incriminados em quadros de intoxicagao, nao
apenas pela contaminagao pés-processamento através da manipulagao ou utilizacao
de culturas “starters” contaminadas, mas pela contaminagao originaria da mastite
estafilococica do gado leiteiro, uma vez que a enterotoxina ndo € destruida na
pasteurizagao do leite (FRANCO; LANDGRAF, 2005; GERMANO; GERMANO, 2001).
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O presente trabalho teve como objetivo avaliar in vifro a agado antagonista de
Lactobacillus acidophilus, da cultura mista de Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus e Streptococcus thermophilus frente aos microrganismos patogénicos

Listeria monocytogenes, Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no laboratorio de Controle Microbiologico de Produtos de
Origem Animal, do Depto de Tecnologia de Alimentos da Faculdade de Veterinaria,
da Universidade Federal Fluminense (UFF)-Niter6i/RJ, onde foi avaliada in vitro a
atividade antagonista do Lactobacillus acidophilus (LAS Probiotic Culture Chr Hansen)
e da cultura lactea mista de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e
Streptococcus thermophilus (YF-L903 Thermophilic Yoghurt Culture Chr Hansen)
frente ao crescimento de estirpes patogénicas utilizadas como culturas indicadoras:
E. coli O157:H7 (E 40705-SH1 Public Health Laboratory Science), Listeria
monocytogenes (isolada de amostras de carne bovina - UFF) e Staphylococcus
aureus (culti loops lot 604736 ATCC25923). Os testes de inibigdo foram realizados
semeando-se em duplicata com trés repeti¢cdes, de acordo com modificacbes nas
técnicas de Tagg et al (1976) e Romeiro (2005), totalizando 180 cultivos semeados
em 30 pontos para cada estirpe antagonista e indicadora.

O L. acidophilus e a cultura lactica mista foram ativados em tubos contendo leite
desnatado reconstituido a 10% esterilizado e posteriormente em caldo MRS (Man
Rugosa Shape; Acumedia 7543A), incubados ambos a 37°C por 48 horas em jarras
de anaerobiose (Anaerobac). Apds ativacdo, foram confeccionados esfregacos e
realizada a coloracdo de Gram para posterior bacterioscopia e observacdo das
caracteristicas dos cultivos; assim como realizada a prova da catalase.

As culturas ativadas foram semeadas, quantidade de 30uL, em cinco pogos
equidistantes em placas contendo agar MRS e incubadas a 37°C em estufa
bacterioldgica por 48 horas em anaerobiose. Apds o periodo de incubagao, as placas
foram invertidas e adicionado a cada tampa papel de filtro esterilizado embebido com
1mL de cloroférmio por 20 minutos para inativagao das culturas. As cepas indicadoras
foram previamente ativadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI /Acumedia 7116A) a
37°C por 24 horas e também observadas quanto as caracteristicas em microscopia

de imersao apds confeccdo de laminas coradas pelo método de Gram. Inoculou-se
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0,1 mL de cada cepa indicadora em tubos contendo BHI semi-sélido que foram
vertidos sobre a superficie das placas de agar MRS com as culturas lacticas
inativadas; método denominado de semeadura sobrecamada. As placas foram

incubadas a 37°C por 72 horas em aerobiose.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos resultados obtidos na presente pesquisa, demonstrados na Tabela 1, dos 30
repiques de L. acidophilus testados frente a E. coli, em 26,6% (oito) foi observada
atividade antagonista confirmada pela produ¢do de halos de inibigdo variando de 6 a
18 mm de didmetro. Dos 30 cultivos de L. acidophilus avaliados com culturas de L.
monocytogenes, 13,3% (quatro) apresentaram zona de inibicdo de 12 mm; e com S.
aureus 16,6% (cinco) formaram halos de 12 mm e 3,3% (um) de 18 mm de didmetro.
No que concerne aos 30 repiques da cultura lactica mista tradicional (Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus) analisados sobre a E.
coli, 3,3% (um) houve formacao de halo de 10 mm e 16,6% (cinco) com halos de 12
mm de didmetro. Quanto a L monocytogenes, 16,6% (cinco) dos halos possuiam 12
mm de didmetro. Os mesmos cultivos confrontados com S. aureus 13,4% (dois)

produziram halos de 12 e também de 18 mm.

Repiques E. coli L. monocytogenes S. aureus
% / didmetro do halo % / didmetro do halo % | diametro do halo
L. acidophilus 26,6/6a18 mm 13,3/12 mm 16,6 / 12 mm
3,3/18 mm
Cultura lactica mista | 3,3/10 mm 16,6 / 12 mm 13,4/12 mm
16,6 / 12 mm 13,4/18 mm
TOTAL 46,5% 29,9% 46,7%

TABELA 1 Porcentagem de repiques de L. acidophilus e de cultura lactica mista (Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus e Streptococcus thermophilus) com os respectivos diametros dos halos de inibigdo formados frente as
estirpes de E. coli, L. monocytogenes e S. aureus.
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Considerando o estudo dos 60 repiques de bactérias acido laticas analisados frente a
cada microrganismo patogénico, 46,7% apresentaram atividade antagonista sobre S.
aureus, 46,5% inibiram E. coli e 29,9% L. monocytogenes. Dos repiques de BAL
testados no presente estudo, a cultura lactica mista (Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus e Streptococcus thermophilus) foi a que apresentou maior porcentagem de
formacgao de halo de inibigao frente as estirpes patogénicas.

Pesquisas similares foram encontradas na literatura consultada, como os de Carvalho
(1996) e Prado et al. (2000) que isolaram 336 cepas de bactérias lacticas e obtiveram
respectivamente 29,2% inibindo cepas de Staphylococcus aureus e 33,4% inibindo
Listeria monocytogenes. Os resultados também foram similares aos de Dabés et al.
(2001) que trabalharam com 288 cepas de bactérias lacticas isoladas de produtos
carneos fermentados, das quais 67 apresentaram atividade inibitoria frente a
Staphylococcus aureus e 74 frente a Listeria monocytogenes; induzindo a afirmativa
de que existe variacdo na sensibilidade dos microrganismos indicadores frente as
substancias produzidas e secretadas pelas bactérias lacticas. Entretanto, no presente
trabalho, ao contrario dos resultados dos autores supracitados, S. aureus foi o
microrganismo com maior porcentagem (46,7%) de halos de inibig&o.

Os achados desta pesquisa, também sao equiparados aos de Alexandre et al (2002)
que analisaram a atividade antimicrobiana de bactérias lacticas isoladas de queijo
minas artesanal e observaram que das 192 cepas isoladas 25% foram capazes de
inibir o crescimento in vitro de microrganismos indicadores, dentre os quais
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes. Porém, diferente dos 46,5%
repiques formadores de halo de inibicao frente a E. coli analisados neste estudo, os
autores anteriormente citados, observaram que nenhuma das cepas isoladas foi
capaz de inibir este microrganismo.

Os resultados deste experimento estdo em concordancia com os de Neto et al. (2005)
gue demonstraram a agao antagonista de bactérias acido lacticas e identificaram que
Lactobacillus spp. foi o que mais proporcionou inibicgdo de microrganismos
patogénicos testados, como Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e E. coli.
Por sua vez, Kayser (2007) demonstrou, através do teste de inibicdo direta por
bactérias lacticas, porcentagens superiores as encontradas neste estudo,
correspondentes a 95,23% de inibicdo para Staphylococcus aureus e 97,61% de

inibicdo para Listeria monocytogenes frente as estirpes testadas.
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Gonzalez et al. (2006) ao estudarem o efeito de inibicado de 395 estirpes de BAL
isoladas de queijo maturado sobre as estirpes indicadoras de Enterococcus faecalis,
S. aureus, Lactobacillus plantarum, Clostridium tyrobutyricum e L. monocytogenes,
consideraram atividade inibitéria positiva quando o halo formado apresentou diametro
maior que dois milimetros (2 mm). No presente trabalho os didmetros encontrados
foram maiores que 2 mm, considerando-se, com base nos resultados achados, que
as estirpes testadas tiveram efeito satisfatdrio de inibicado sobre os microrganismos
patogénicos indicadores.

Na atual pesquisa os didmetros dos halos de inibicdo mensurados variaram de 6 a 18
mm, corroborando com os valores relatados na literatura como Balduino et al (1999)
que observaram a formacao de halos medindo 7 € 8 mm para E. coli, e entre 6 e 9
mm para Staphylococcus aureus. De modo similar, Chioda et al (2007) observaram a
inibicdo de Escherichia coli BIA26 por todas as cepas de Lactobacillus acidophilus
testadas, pela presenca de halos variando de 9,0 a 15,0 mm de didmetro. Por sua vez,
Pereira e Goméz (2007) avaliaram a agao de Lactobacillus acidophilus sobre
Escherichia coli e Staphylococcus aureus e identificaram a produgdo de uma
substancia extracelular e difusivel ocasionando o aparecimento de halos de inibigao
de 14,75 e 15,0 mm de diadmetro respectivamente. Também Poppi et al. (2008)
analisaram a atividade antagonista de diferentes espécies de Lactobacillus sobre
Listeria monocytogenes em meio de cultura adicionado ou ndo de bicarbonato de
sodio; e observaram formacéao de areas de inibicdo variando de 6,0 a 11,5 mm para o
meio neutralizado e de 9,0 a 13,5 mm de didmetro no meio sem neutralizacao.

No presente trabalho ndo foi avaliada a natureza das substancias antagonistas
produzidas pelas culturas lacticas, porém as atividades inibitérias verificadas foram
justificadas, em literatura especifica, pela difusdo de substancias inibidoras no agar
que impediram o crescimento das culturas patogénicas indicadoras, conforme relato
de Pereira e Gomez (2007).

A atividade antimicrobiana direta produzida pela microbiota estudada nesta pesquisa
pode ser devida a varios fatores como, por exemplo, a produgéo de acidos organicos,
de perdxido de hidrogénio, de diacetil, de diéxido de carbono, de acetaldeido e de
bacteriocinas, entre outros.

Pinto (2008) observou que quanto maior a dose de fermento latico inoculado
aumentava-se a probabilidade de sobrepujar o crescimento de L. innocua e L.
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monocytogenes pela produgdo de compostos com efeitos antagbnicos ou pelo
decréscimo de pH, em concordancia com a ac&do antagonista verificada neste
trabalho. Por sua vez, Chesca et al. (2009) isolaram bactérias acido laticas de queijos
de baixa umidade e observaram significativa atividade inibitéria frente a L.
monocytogenes e S. aureus, sugerindo a produgcao de substancias como
bacteriocinas.

A atividade antagonista apresentada pelas bactérias laticas, encontrada na pesquisa
realizada, é considerada caracteristica desejavel em uma cultura probiotica;

conferindo grande relevancia para aplicagdes em alimentos.

CONCLUSAO

Com os resultados obtidos, concluiu-se que determinadas culturas laticas sao
capazes de inibir o crescimento de estirpes patogénicas, entretanto cepas da mesma
espécie podem apresentar variagdes na formacao de halos pela diferente quantidade
e variagao de substancias antimicrobianas produzidas, conferindo especificidade. A
atividade antagonista observada sobre estirpes patogénicas, pode constituir uma das

vantagens do uso de culturas laticas e probidticas na producéo de alimentos.
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3.2 AVALIAGAO DA VIABILIDADE E ACAO ANTAGONISTA DE BACTERIAS ACIDO
LATICAS EM IOGURTE FRENTE A ESTIRPES PATOGENICAS

RESUMO

Bactérias Acido Laticas (BAL) s&o tradicionalmente utilizadas na producédo de leites
fermentados, contribuindo para o desenvolvimento de sabor e aroma, e com potencial
em inibir o crescimento de microrganismos indesejaveis. No presente experimento foi
elaborado leite fermentado com cultura lactica mista de Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus (YF-L903 Thermophilic Yoghurt
Culture Chr Hansen). Apds a elaboragédo do produto inoculou-se, em determinadas
amostras, estirpes de E. coli O157:H7 (E 40705-SH1 Public Health Laboratory
Science), S. aureus (culti loops lot 604736 ATCC25923) e L. monocytogenes. Foram
analisados os teores de proteina, gordura e acidez do produto final. Durante o periodo
de 35 dias de armazenamento sob refrigeragcdo observou-se a acidez e a viabilidade
da cultura lactica mista tradicional e das estirpes patogénicas inoculadas. O iogurte
elaborado atendeu aos padrdes de qualidade no que concerne as caracteristicas fisico
quimicas avaliadas e a viabilidade da cultura lactica, que apresentou agao antagonista
total sobre E. coli O157:H7 e S. aureus. Entretanto, L. monocytogenes manteve-se
viavel durante todo o prazo de armazenamento do produto, com redug¢do de cinco

ciclos logaritmicos na curva de crescimento.

Palavras chave: cultura lactica mista, inibicdo, fermentacdo, bioconservacéo,

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus.

ABSTRACT

Lactic Acid Bacterias (BAL) are traditionally used in fermented milk production,
contributing to development of flavor and aroma, and with the potential to inhibit the
growth of undesirable microorganisms. In this study, fermented milk was produced with
mixed lactic culture of Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus and Streptococcus
thermophilus (YF-L903 Thermophilic Yoghurt Culture Chr Hansen). After development
of product, in certain samples were inoculated strains of E. coli O157:H7 (E 40705-
SH1 Public Health Laboratory Science), S. aureus (culti loops lot 604736 ATCC25923)
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e L. monocytogenes. Protein fat and acidity levels of final product were analyzed.
During storage of 35 days under refrigeration were observed the acidity and viability of
mixed lactic culture of traditional and of inoculated pathogenic strains. The produced
yogurt was in quality standards in physicochemical characteristics and viability of lactic

culture, that presented total antagonistic action against E. coli O157:H7 and S. aureus.

Keywords: mixed lactic culture, inhibition, fermentation, bioconservation Lactobacillus

delbrueckii subsp. bulgaricus and Streptococcus thermophilus.

INTRODUCAO

Um dos recursos utilizados pelas industrias para evitar que os alimentos sejam
veiculos de microrganismos deteriorantes e patogénicos € a bioconservagéo, que
consiste na utilizagdo de microrganismos ino6cuos, naturalmente presentes nos
alimentos ou intencionalmente adicionados, com capacidade de inibir o crescimento
dos considerados indesejaveis.

Cientificamente ha relatos de que os processos de conservacdo, usualmente
adotados pelas industrias, interferem na qualidade nutricional dos alimentos e que os
conservantes quimicos podem ser toxicos e prejudiciais a saude do consumidor.

O processo denominado bioconservacao tem crescente aplicacdo na industria de
laticinios, e as BAL sao os microrganismos mais adequados para uso como
bioconservadores devido as caracteristicas antagdnicas ao crescimento bacteriano.
Segundo Jay (2005), o grupo das bactérias acido lacticas € composto por doze
géneros: Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus, Vagococcus, Lactobacillus,
Pediococcus, Leuconostoc, Carnobaterium, Lactosphaera, Oenococcus,
Tetragenococcus e Weissella.

Os microrganismos componentes da microbiota fermentadora sdo denominados de
cultivos iniciadores ou “starters”, reconhecidos como “Generally Recognized As Safe”
(GRAS), constituindo um preparo de culturas selecionadas, de grande numero de
células de pelo menos um microrganismo, com vistas a ser acrescentado a matéria
prima e promover de maneira controlada o processo de fermentacao e a padronizagao
do produto final (LEROY; VUYST, 2004; OLIVEIRA, et al., 2002).
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A fermentacdo € um método de preservacao utilizado desde os primoérdios da
civilizagao, no qual lactose é transformada em acido lactico, o pH do leite se aproxima
do ponto isoelétrico das proteinas que se precipitam, formando assim a massa
caracteristica do iogurte (FARIA et al., 2006; TAMINE, 1990).

logurte € definido na legislagdo como o produto adicionado ou n&o de outras
substancias alimenticias, obtido por coagulagdo e diminuicdo do pH do leite, por
fermentacao lactea mediante a acido protosimbidtica de Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus, aos quais pode-se complementar
outras bactérias acido lacticas (BRASIL, 2008; BRASIL, 2007).

As atividades metabdlicas da microbiota GRAS contribuem para o desenvolvimento
das caracteristicas sensoriais desejaveis no produto, como também permitem
conservar ou aumentar o valor nutritivo da matéria-prima. Além de proporcionarem
sabor, textura e incrementarem o valor nutricional dos alimentos podem interferir com
a multiplicagdo de bactérias deteriorantes e patogénicas por competi¢cao direta por
nutrientes e pela produgédo de compostos antagdnicos como acidos organicos, diacetil,
peréxido de hidrogénio e bacteriocinas (ALEXANDRE et al., 2002; CHESCA et al.,
2009; GUERRA; BERNADO, 2005; MARTINIS et al., 2003; PEREIRA; GOMEZ, 2007).
As bactérias acido laticas s&o divididas em dois grupos com base nos produtos finais
do metabolismo da glicose; as designadas homofermentativas produzem acido lactico
como unico ou principal produto da fermentacdo pela via de Embden-Meyerhof-
Parnas (EMP), e as heterofermentativas produzem a mesma quantidade molar de
lactato, didxido de carbono e etanol a partir das hexoses (FRANCO; LANDGRAF,
2005; JAY, 2005).

Durante a fermentacao as bactérias do iogurte, S. thermophilus e L. delbrueckii subsp.
bulgaricus, crescem em simbiose. No inicio, o pH do leite em torno de 6,5 favorece ao
desenvolvimento do Streptococcus thermophilus, iniciando a producado de acido no
meio devido a conversdo da lactose. Com o aumento da acidificacdo ocorre o
crescimento do Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus que sao proteoliticos,
obtém aminoacidos a partir da degradagédo da caseina (glicina, histidina, valina) e
ativam o crescimento do Streptococcus spp. que, por sua vez, estimula o crescimento
dos lactobacilos, com a producado de acido férmico e gas carbdnico. Procura-se

manter o equilibrio adequado das bactérias, para que o produto permaneca
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suficientemente acido e aromatico (LACERDA et al., 2007; REIS et al., 2007; RODAS
et al., 2001; TAMINE; DEETH, 1980; VEISSEYRE, 1988).

Existem relatos de que o produto fermentado & incriminado em surtos alimentares
envolvendo patdogenos como E. coli, S.aureus e Listeria monocytogenes, apesar de
ser considerado como alimento seguro pelo baixo pH e capacidade da cultura lactica
de inibicado de microrganismos.

Em estudos realizados, demonstrou-se que a Escherichia coli O157:H7 ocupa o
segundo lugar entre as bactérias enteropatogénicas responsaveis por casos de
diarréia ndo especifica; € o microrganismo mais frequente em diarréia sanguinolenta
e agente etioldgico da sindrome urémica hemolitica (BARRANTES et al., 2004).

A confirmagao de varios casos esporadicos e surtos de listeriose na década de 80,
associados ao consumo, principalmente, de queijos e de vegetais crus, levou a
inclusdo de L. monocytogenes na lista de patdgenos causadores de doengas
transmitidas por alimentos. A partir dessa década, um grande numero de surtos e
casos de listeriose tem sido relatado na literatura, alguns relacionados a leite e
produtos lacteos, sendo considerado relevante pela gravidade da manifestagao clinica
e alta mortalidade principalmente no considerado grupo de risco (FRANCO;
LANDGRAF, 2005; JAY, 2005).

O S. aureus é causador de intoxicagado provocada pela ingestdo de alimentos com a
toxina pré-formada, o periodo de incubacdo € duas a quatro horas em média,
ocasionando sintomas como nausea, cefaléia, dores abdominais, vomitos e diarréia
(BORGES et al., 2008).

O presente trabalho teve como objetivos a elaboracdo de iogurte com cultura lactica
mista tradicional de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus
thermophilus, a analise da viabilidade dos microrganismos e acidez durante o periodo
de armazenamento, de acordo com a legislagdo; avaliagao fisico quimica do produto
final; inoculagdo das estirpes patogénicas de Escherichia coli O157:H7,
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes e a observagao da agao antagonista
da cultura lactica frente aos patégenos indicadores.
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MATERIAL E METODOS

O iogurte foi elaborado no laboratério de Tecnologia de Leite e Derivados, do
Departamento de Tecnologia dos Alimentos da Faculdade de Veterinaria, da
Universidade Federal Fluminense (UFF), Niteréi/RJ, respeitando as devidas praticas
higiénicas de fabricagdo. A matéria prima utilizada foi o leite UHT integral, previamente
analisado quanto a contagem de Bactérias Heterotroficas Aerdbias Mesdfilas,
pesquisa de Salmonella spp., pesquisa de S. aureus e pesquisa de E. coli
empregando-se o teste rapido Rida® Count, seguindo a metodologia do fabricante.
Realizou-se também a pesquisa de residuos de antimicrobianos com o teste Eclipse
(CAP-LAB), mensurou-se o pH e a acidez, com peagbmetro e pelo método de Dornic
respectivamente, e a crioscopia com auxilio de crioscopio eletronico (MC5400). As
analises microbioldgicas foram realizadas no laboratério de Controle Microbiolégico
de Produtos de Origem Animal, da mesma faculdade, e os resultados obtidos
atenderam ao padrao estipulado pelo regulamento técnico de identidade e qualidade
do produto (BRASIL, 1997). Os valores da crioscopia, do pH e da acidez foram
respectivamente -0,55°H, 6,5 e 18°Dornic (°D); confirmando a qualidade desejavel da
matéria prima para elaboragéo do iogurte.

A cultura latica mista de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus
thermophilus (YF-L903 Thermophilic Yoghurt Culture Chr Hansen) foi diluida em 500
mililitros (mL) de leite em p6 desnatado reconstituido esterilizado e imediatamente
usada em percentagem de inoculagcdo de 50Ul DVS para 500 litros de leite.
Elaboraram-se 25 litros de iogurte em tanque de ago inoxidavel, anteriormente
higienizado. Apos adigao da cultura e homogeneizagdo, o produto foi envasado em
garrafas plasticas do tipo pet (Embali®) de 250 mL, previamente esterilizadas em
autoclave, e incubado em estufa a temperatura de 45°C durante o tempo necessario
para atingir pH correspondente a 4,5.

A principio a acidez do produto foi mensurada de hora em hora pelo método de Dornic
e com auxilio de peagbmetro, seguindo a metodologia preconizada pela Instrugéo
Normativa n°® 68, para acompanhar o processo de fermentagcédo (BRASIL, 2006). Apés
alcancar a acidez desejada, as garrafas foram retiradas da estufa e classificadas em
amostras controle (25 garrafas), contendo apenas o in6culo da cultura latica mista, e

amostras indicadoras (75 garrafas) inoculadas com estirpes patogénicas.
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As estirpes patogénicas utilizadas como culturas indicadoras foram E. coli O157:H7
(E 40705-SH1 Public Health Laboratory Science), Staphylococcus aureus (culti loops
lot 604736 ATCC25923) e Listeria monocytogenes (isolada de amostras de carne
bovina - UFF). Os microrganismos foram semeados para ativagao em agar Nutriente
e incubados em estufa bacteriologica a 37°C por 24 horas. As culturas foram
transferidas para solucéo salina esterilizada com auxilio de alca de platina até que a
concentracdo alcangasse a escala 1,0 de MacFarland. Inoculou-se suspensao de um
mililitro de cada estirpe, separadamente pés-fermentagdo, em 250 mL de iogurte,
totalizando 25 garrafas de iogurte para cada microrganismo patogénico indicador.
Todas as culturas antes de serem inoculadas foram avaliadas quanto a morfologia
bacteriana em microscopio de imersdo, apods confeccao de esfregagos em laminas e
coloragao pelo método de Gram.

A amostra controle foi analisada quanto ao teor de gordura pelo método de Gerber e
teor de proteina pelo método de Kjedahll, de acordo com metodologia preconizada na
Instrucdo Normativa n°68 (BRASIL, 2006).

As amostras controle e indicadoras foram armazenadas em refrigeragéo a 5°C durante
um periodo de 35 dias para realizagdo das analises microbiolégicas e avaliagao da
acideznos dias 0,1, 2, 3,4, 5,6, 7,10, 14, 18, 21, 22, 23, 28 e 35.

O pH e a acidez titulavel foram mensurados nas amostras controles, nos dias de
armazenamento determinados. O pH foi medido com auxilio de peagdbmetro Quimis
(Modelo Q400HM) em 10 mL de amostra retirados das garrafas. O eletrodo do pH foi
calibrado com solugcdo tampao (Merck®) de pH 4,0 e 7,0. A acidez titulavel foi
monitorada pesando-se 10 mg da amostra e adicionando-se 10 mL de agua destilada
aquecida e isenta de gas carbdnico (60°C). Apés homogeneizagao, adicionou-se a
amostra cinco gotas do indicador fenolftaleina e titulou-se com solugao de hidréxido
de sodio (NaOH) 0,1 N sob agitagéo, até ponto final detectavel pelo aparecimento de
coloragao résea persistente por aproximadamente 30 segundos (BRASIL, 2006). A
quantidade de NaOH em mL foi registrada e convertida em gramas de acido latico.
As analises bacteriol6gicas foram realizadas nas amostras controle e indicadoras nos
dias de armazenamento determinados, procedendo-se previamente as diluigdes
seriadas em solugéo salina peptonada 0,1% até 10'2.

Nas amostras controle foi realizado a contagem de bactérias acido lacticas em agar
Man Rugosa Shape (MRS, Acumedia 7543A) por semeadura em profundidade e em
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dupla camada. As placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C por 72
horas.

Nas amostras indicadoras as contagens foram realizadas apds semeadura em
profundidade de 1 mL das amostras diluidas do produto com o microrganismo E. coli
0157 em agar Mac Conckey Sorbitol (Acumedia 7320 A) e Listeria moncytogenes em
Listeria Agar Selectivo Oxford (Merck 7004). A partir das diluicbes das amostras do
produto inoculado com S. aureus, coletou-se um inéculo de 0,1mL e semeou-se por
espalhamento em superficie em placas com agar Baird Parker (Merck 5406). As
placas semeadas foram incubadas em aerobiose em estufa bacteriolégica a 37°C por
48 horas.

Todas as analises foram realizadas em duplicata e os resultados correspondem a
média das contagens. Os dados bacterioldgicos foram convertidos para log UFC/mL

e avaliados estatisticamente através da analise de regresséo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A fermentagao do produto teve a duragao de quatro horas, quando o iogurte atingiu o
valor de pH correspondente a 4,5 e acidez a 0,7g acido latico/100mL de amostra,
representado nas Figuras 1 e 2, e em conformidade com o especificado pela
legislagao (BRASIL, 2007).

Valor similar de pH (4,4) foi encontrado por Estrada et al. (1999) ao elaborarem leite
fermentado com cultura “starter” de iogurte, porém com o periodo de fermentagéo de
oito horas e o decréscimo da acidez para 0,98 g acido lactico/100mL.

Apo6s o periodo de fermentagcdo e estocagem, os teores de proteina e gordura do
produto final foram respectivamente 3,1% e 3,2%, correspondendo aos padrbes de

identidade do produto estabelecidos no regulamento vigente (BRASIL, 2007).
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Figura 1 Resultados (valores médios) da acidez (pH) durante quatro horas de fermentagao
do iogurte.
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Figura 2 Resultados (valores médios) da acidez titulavel (gramas de acido latico/100 mL)
durante quatro horas de fermentacao do iogurte.

No decorrer do periodo de armazenamento sob retrigeragao houve aumento da acidez
com reducgao do pH do iogurte. O pH final do produto foi de 4,2 e acidez titulavel de
1,08 g acido latico/100 mL de amostra, apresentando variagbes que podem ser

observadas nas Figuras 3 e 4. Os valores médios de acidez, expressados em acido
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lactico, se encontravam na faixa estabelecida pela legislacdo brasileira em vigor
correspondente a acidez minima de 0,6g de acido lactico/100 g de produto e maxima
de 1,5g de acido lactico/100 g de produto (BRASIL, 2007).

A reducao do pH e o consequente aumento da acidez ocorreram pela formagao de
acidos organicos, principalmente acido latico, a partir da fermentagéo de carboidratos
pelas bactérias lacticas. O Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, utilizado no
presente experimento, € citado na literatura como o responsavel pelo fenbmeno
denominado poés acidificacdo que favorece ao aumento de acidez durante o
armazenamento sob refrigeracdo; dependendo da acidez inicial do produto, da
temperatura de estocagem, do poder acidificante da cultura e da manutencéo da
galactosidase (DAVE; SHAH, 1998; KAILASAPATHY, 2006; TAMINE; ROBINSON,
1991).

L
G

Acidez (le

Tempo (dias)

Figura 3 Variagéo da acidez (pH) do iogurte durante 35 dias de estocagem
sob refrigeragao a 5°C.

A faixa de pH verificada nesta pesquisa encontra-se no limite mencionado por Rodas
et al. (2001), que ao analisarem iogurtes de diferentes marcas, verificaram que todas
encontravam-se entre 3,6 e 4,2, no qual o crescimento das bactérias lacticas
normalmente nao € prejudicado. Resultados similares foram citados por Barrantes et

al. (2004) que observaram valores entre 3,6 e 4,0 nos iogurtes avaliados; e por Soave
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e Lacerda (2007) que obtiveram pH entre 4,0 e 4,7 em bebidas lacteas elaboradas
com cultura lactica mista tradicional; considerando a acidez importante fator para

controlar o crescimento de microrganismos patogénicos.

Acidez (g ac. lético /100 m)

e () ] )
3 g 5
—— () 7 et ()
11 12 14
21 28 35

Tempo (dias)

Figura 4 Variacao da acidez titulavel do iogurte (gramas de acido latico/100mL)
durante 35 dias de estocagem sob refrigeragao a 5°C.

Estrada et al. (1999) também encontraram, para o iogurte preparado, valor final de pH
correspondente a 4,1, semelhante ao deste trabalho; porém a acidez titulavel de 1,32
g acido lactico/100g.

A relacao entre contagens de células bacterianas (Y) e tempo de armazenamento (X)
do produto foi estudada através da analise de regressédo sugerindo a formacgao de
uma reta no grafico, sendo avaliada pelas equacgdes lineares representadas na Tabela
1.
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AMOSTRA MODELO DE R? Pi>F
EQUACAO
C Y=14,84-051X 0,84 0,0001
11 Y=9,82-0,76X 0,78 0,0001
12 Y=10,56-0,67X 0,92 0,0001
13 Y=9,18-0,30X 0,86 0,0001

Tabela 1 Equacgao Linear de Regresséo. C= amostra controle (L. delbrueckii subsp. bulgaricus
e S. thermophilus); 11= Amostra Indicadora 1 (E. coli O157:H7); 12= Amostra Indicadora 2 (S. aureus);
I13= Amostra Indicadora 3 (L. monocytogenes).

Y= contagem de células bacterianas

X=tempo em dias de armazenamento do iogurte

Durante o periodo de 35 dias de estocagem do iogurte, as contagens de UFC
correspondentes a cultura lactica mista de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
e Streptococcus thermophilus variaram entre 14 log a 7,4 log UFC/mL, como
representado no grafico da Figura 5. Apesar da redugédo na concentragao bacteriana
durante o armazenamento, os valores encontrados estido associados a manutengao
da viabilidade dos microrganismos no iogurte, desejavel durante todo o periodo, e em
conformidade com o estipulado pela legislacdo que determina que 0s microrganismos
“starter” devem ser viaveis, ativos e abundantes no produto durante o prazo comercial,
apresentando uma contagem de bactérias lacticas totais de no minimo 107 UFC/g
(BRASIL, 2007).

Para garantir a viabilidade da cultura lactica pelo prazo comercial, as empresas
fornecedoras tem por habito trabalhar com concentragdes liofilizadas mais elevadas
do que o exigido por lei, e também a orientagdo de manuteng¢do do produto final em
temperatura de refrigeracéo é primordial; visto que pode ocorrer a pds acidificagao.
Esse procedimento técnico justifica a concentragédo inicial de bactérias lacticas
utilizada no presente trabalho e o resultado obtido no prazo final de estocagem.

A reducao de BAL viaveis observada neste experimento foi detectada de maneira
similar por Perez et al. (2007) que afirmaram que a contagem tende a variar até o final
do periodo de estocagem do iogurte, na maioria dos casos declinando. Nos achados
das analises de Miguel e Rossi (2003) ocorreu reducdo da ordem de dois ciclos
logaritmicos ao longo do periodo de seis meses de estocagem do sorvete de iogurte,

tanto para cocos quanto para bacilos, sem apresentar aspectos negativos que
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descaracterizassem o produto; este comportamento também foi observado no
presente tarbalho, entretanto com redugao de sete ciclos logaritmicos.

Por sua vez, Hauly et al (2005) observaram que o numero de bactérias lacticas viaveis
presentes no iogurte de soja suplementado com inulina e oligossacarideos no
vigésimo oitavo dia de armazenamento foi superior aos valores minimos necessarios
para caracterizar um alimento probidtico, entretanto, diferente do resultado desta
pesquisa, 0 mesmo nao foi observado no iogurte sem suplementagao.

Nas amostras indicadoras a populagédo inicial das culturas patogénicas foi de 8,3 log
UFC/mL e as contagens foram gradativamente decrescendo a partir do terceiro dia de
armazenamento. Observando-se a Figura 5, correspondente a curva de crescimento
bacteriano, nota-se que as fases estacionarias e de declinio foram mais extensas;
significando pouca capacidade de crescimento nas condigdes impostas pelo meio, tais

como pH, baixa concentracéo de nutrientes, presenga de compostos antagénicos.

== _Controle
S. aureus
==#=1.. monocytogenes
=>¢=E. coli
—— Logaritmo (Controle)

UFC/mL (log)

Tempo (dias)

Figura 5 Resultado das contagens bacteriologicas, em UFC/mL, das amostras controle (C) (L.

delbrueckii subsp. bulgaricus e S. thermophilus); e das amostras indicadoras de E. coli O157:H7 (11),
de S. aureus (12) e L. monocytogenes (13), dos iogurtes armazenados a 5°C por 35 dias.

Escherichia coli (11) sobreviveu no iogurte até o sexto dia de estocagem, com

contagens variando de 8,3 log a 3,0 log UFC/mL; ndo sendo detectavel a partir do

sétimo dia.



82

S. aureus (l2) apresentou viabilidade até o vigésimo segundo dia, com contagens
oscilando de 8,3 log a 1,3 log UFC/mL, observando-se a lise celular a partir do
vigésimo terceiro dia de armazenamento.

A Listeria monocytogenes (I3) manteve-se viavel durante todo o prazo de
armazenamento do produto, entretanto houve redugao de cinco ciclos logaritmicos e
variagbes de contagem de 8,3 log a 3,2 log UFC/mL. Esse resultado descaracteriza o
produto visto que, de acordo com a legislagdo, € preconizada a auséncia de L.
monocytogenes em alimentos (BRASIL, 2001).

O efeito antagonista observado pode ser justificado pela capacidade das bactérias
acido lacticas em sintetizar diversos compostos bactericidas como acidos organicos,
peréxido de hidrogénio e bacteriocinas, responsaveis por inibir o crescimento da
microbiota indesejavel (FERNANDES et al., 2008; FRANCO et al., 2006; GUERRA,;
BERNARDO, 2005). Também, tem influéncia o fato de as estirpes de bactérias laticas
e 0 microrganismo indicador patogénico se desenvolverem ao mesmo tempo,
proporcionando a inibicdo por competicdo pelos nutrientes presentes no meio.

Como observou-se neste experimento a variagao de acidez, inclusive a fase de poés
acidificagdo, provavelmente devido a formacdo de acido latico originado do
metabolismo da microbiota lactea utilizada, foi um dos fatores que mais favoreceu a
acgao antagonista frente as estirpes patogénicas indicadoras.

Dado semelhante foi obtido por Estrada et al. (1999) que também verificaram alteragao
de acidez que ocasionou a redugao do ciclo logaritmico do S. aureus culminando com
o desaparecimento do microrganismo apos o décimo dia de armazenamento.
Todavia, para que ocorra a inibigdo do crescimento bacteriano um conjunto de fatores
intrinsecos e extrinsecos exerce influéncia determinando a estabilidade
microbiolégica e o prazo comercial do produto, e consistindo no denominado conceito
dos obstaculos tecnologicos (FRANCO; LANDGRAF, 2005). No iogurte elaborado
com cultura lactica mista, no presente experimento, a intensidade dos obstaculos
reduziu o crescimento de L. monocytogenes, mas nao foi suficiente para destruigao
total. A eficiéncia da tecnologia dos obstaculos também é dependente da carga
microbiana inicial, sugerindo-se que doses contaminantes mais baixas que a utilizada
nesta pesquisa possam proporcionar a agao antagonista completa.

Donelly e Briggs (1986), Sorrells et al. (1989) e Gahan et al. (1996) ao estudarem as
condigdes de adaptacao de Listeria monocytogenes ressaltaram como fator relevante
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o fendbmeno de resposta acido tolerante e a capacidade do microrganismo em se
multiplicar a baixas temperaturas. Em concordéncia com os autores consultados,
estas seriam as possiveis causas que impediram a inibicdo total do crescimento de
Listeria monocytogenes no iogurte elaborado neste experimento.

Resultados semelhantes foram encontrados na literatura, como no trabalho
desenvolvido por Shaack e Marth (1988) que demonstraram a sobrevivéncia de L.
monocytogenes durante a fermentacdo de leite desnatado, na presenga de
Lactococcus spp. e durante 12 dias no iogurte. Porém, Guerra e Bernardo (2005)
também né&o verificaram o efeito antagbnico nos queijos elaborados com cultura
lactica e contaminados por Listeria spp. Contudo, Poppi et al. (2008), ao contrario do
observado no presente trabalho, constataram o efeito inibitério de estirpes de
Lactobacillus spp. sobre Listeria monocytogenes devido provavelmente a produgao
de acidos organicos, uma vez que com a adi¢ao de bicarbonato de sédio ao meio o
microrganismo foi capaz de se manter viavel.

Trabalho similar foi desenvolvido por Barrantes et al. (2004) que analisaram o
comportamento de Listeria monocytogenes e Escherichia coli O157:H7 inoculadas em
iogurte, porém, obtiveram resultados diferentes aos desta pesquisa, uma vez que
verificaram o desaparecimento de L. monocytogenes no vigésimo dia de
armazenamento e a viabilidade de E. coli O157:H7 durante os 28 dias .

Por sua vez, Calderdn et al. (2007) observaram a redugéo da populagéo de S. aureus
em niveis ndo detectaveis, em iogurte tradicional sem adigdo de probiotico, em 16 dias
de armazenamento; de E. coli O157:H7 e L. monocytogenes em 20 dias.

Dados semelhantes foram obtidos por Govaris et al. (2002) que relataram a inibigao
do crescimento de E. coli O157:H7 em iogurte de leite de ovelha, iogurte de leite de
vaca e iogurte de soro de leite contaminados pés fermentagao apés 17, 14 e 12 dias
de estocagem respectivamente.

Os achados desta pesquisa sao equiparaveis ao de Bastos (2009) que avaliou a
sobrevivéncia de E. coli O157:H7 em iogurtes elaborados com cultura lactica mista
tradicional, contaminados po6s fermentagcdo e observou, durante os 30 dias de
estocagem sob refrigeragdo, permanéncia das contagens de Lactobacillus spp. e
Streptococcus spp. entre 8-9 log UFC/mL e o patogeno foi inibido a partir do quinto

dia de estocagem.
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A diversidade de resultados encontrados na literatura e comparados com o presente
estudo € explicada pela existéncia de fatores que interferem diretamente na
capacidade antagonista das BAL como o estagio de contaminacédo, a dose do in6culo
contaminante, o tipo de cepa, a acido resisténcia, a quantidade e o tipo de bactéria
acido lactica utilizada, a composi¢cdo do meio, entre outros (HSIN-Y; CHOU, 2001;
KASIMOGLU; AKGUN, 2004; MUFANDAEDZA et al., 2006; NASCIMENTO, 2007).
Os fatores anteriormente mencionados, que podem ter influenciado nos resultados
obtidos nesta pesquisa, foram ressaltados nos trabalhos de Hsin-Yi e Chou (2001)
que avaliaram a sobrevivéncia de dois diferentes tipos de estirpe de E. coli O157:H7,
com caracteristicas acido adaptada e ndo acido adaptada, em iogurte comercial
inoculado com 6,0 log UFC/mL. Ambas as estirpes foram inibidas durante a
estocagem a 7,0°C, entretanto, um tipo ndo foi detectavel a partir do quarto e quinto
dias para células acido adaptadas e n&o acido adaptadas, respectivamente; enquanto
a outra estirpe apresentou-se mais resistente sendo inibida apdés o sétimo dia,
independente da caracteristica de adaptacdo ao meio acido. Moreno et al. (1999)
demonstraram que a adigao direta de bacteriocinas produzidas por bactérias lacticas
em cultivos de L. inoccua, dependendo da concentracéo inicial utilizada, proporcionou
a redugado maxima do crescimento das células bacterianas. Kasimoglu e Akglin (2004)
estudaram concentragdes diferentes do indculo de E. coli O157:H7, correspondentes
a 102, 10* e 10° UFC/mL, em iogurte com contagens de bactérias acido lacticas em
torno de 10° UFC/mL e observaram o efeito inibitorio em 48 horas de armazenamento
para 102 e 10* UFC/mL e 72 horas para 108 UFC/mL.

Ap0Gs analise dos resultados encontrados neste experimento conclui-se que o iogurte
elaborado manteve as caracteristicas fisico quimicas e a viabilidade das BAL em
conformidade aos padrdes determinados na legislagado vigente durante o prazo de 35
dias de estocagem sob refrigeragdo. No que concerne a agao antagonista das BAL,
obteve-se inibigdo total do crescimento de E. coli O157:H7 a partir do sétimo dia de
armazenamento e de S. aureus apos o vigésimo terceiro dia, e redugcédo do ciclo
logaritmico de L. monocytogenes, comprovando a capacidade conservadora das BAL,
entretanto com possivel comprometimento por fatores internos e externos que devem

ser estudados e considerados no momento da elaboragao do produto.
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3.3 AVALIACAO DA ACAO ANTAGONISTA DE Lactobacillus acidophilus FRENTE A
ESTIRPES PATOGENICAS INOCULADAS EM LEITE FERMENTADO

RESUMO

A crescente preocupag¢ao com a saude e a qualidade de vida tornou a alimentacao
importante tema das pesquisas cientificas, destacando-se o uso de probidticos pela
industria de laticinios. Uma das caracteristicas que concerne aos probidticos € a
capacidade de inibir o crescimento de microrganismos patogénicos. No presente
estudo, apds a elaboragao de leite fermentado com Lactobacillus acidophilus (LA5
Probiotic Culture Chr Hansen), foram analisadas as caracteristicas fisico quimica do
produto e avaliada a viabilidade e agao antagonista da bactéria lactica frente ao
crescimento de estirpes de E. coli O157:H7 (E 40705-SH1 Public Health Laboratory
Science), S. aureus (culti loops lot 604736 ATCC25923) e L. monocytogenes (isolada
de amostras de carne bovina - UFF) durante 35 dias de armazenamento sob
refrigeracdo. O microrganismo probiotico testado foi capaz de inibir o crescimento de

E. coli O157:H7 e L. monocytogenes; e reduzir o ciclo logaritmico de S. aureus.

Palavras chave: Bactérias laticas, probidtico, inibi¢ao, L. monocytogenes, Escherichia
coli, S. aureus.

ABSTRACT

The increasing concern for health and quality of life has made food become an
important issue in scientific research, highlighting the use of probiotic in dairy
industries. One of the features of probiotics is the ability of inhibiting pathogenic
microorganism growth. In this study, fermented milk was produced with Lactobacillus
acidophilus (LA5 Probiotic Culture Chr Hansen), and product physicochemical
characteristics were analyzed and viability and lactic bacteria antagonistic action were
evaluated against the growth of strains of E. coli O157:H7 (E 40705-SH1 Public Health
Laboratory Science), S. aureus (culti loops lot 604736 ATCC25923) and L.
monocytogenes during 35 days of storage under refrigeration. Probiotic microorganism
tested was able to inhibit the growth of E. coli O157:H7 and L. monocytogenes; and to
reduce log cycle of S. aureus.

Keywords: lactic bacteria, probiotic, inhibition, L. monocytogenes, Escherichia coli, S.
aureus. )
INTRODUCAO



91

O desenvolvimento de produtos alimenticios que promovem a saude e o bem estar é
uma das prioridades da pesquisa na industria de alimentos e tem favorecido ao
consumo de alimentos enriquecidos com componentes fisiologicamente ativos tais
como 0s probidticos.

As culturas probidticas sdo suplementos microbianos viaveis, o que inclui bactérias
lacticas e leveduras na forma de células liofilizadas ou de produto fermentado, que
aumentam de maneira significativa o valor nutritivo e terapéutico dos alimentos, além
de contribuirem para melhorar as caracteristicas sensoriais do produto final
(BOOBIER et al., 2006; FERNANDES et al., 2008; FRANCO et al., 2006; FULLER,
1989; REIS et al., 2007).

Os microrganismos probidticos mais empregados sao os dos géneros Lactobacillus e
Bifidobacterium; pertencentes a lista “Generally Recognized as Safe” (GRAS) do
Codex Alimentarius (BIELECKA et al., 2002; BOYLSTON et al., 2004; KEMPKA,
2008; OLIVEIRA et al., 2002).

Os leites fermentados sao definidos como produtos resultantes da fermentacdo do
leite pasteurizado ou esterilizado, por fermentos lacticos préprios, que devem ser
viaveis, ativos e abundantes no produto final durante o prazo de validade (BRASIL,
2007). Podem apresentar maiores niveis de aminoacidos livres e vitaminas em relagéo
aos leites ndo fermentados (GOMES; MALCATA, 1999).

Os Lactobacillus acidophilus sao bacilos em forma de bastdo com as extremidades
arredondadas, microaerofilos, homofermentadores, com temperatura otima de
crescimento a 45°C (VIEGAS, 2008). S&o considerados microrganismos com potencial
probidtico, especialmente por resistirem a baixas tensdes superficiais e ao suco
gastrico, e pela facilidade em colonizar o intestino grosso (BATHIA et al., 1989;
CHIODA et al., 2007; FERREIRA, 2001).

Os microrganismos utilizados como probidticos devem ser seguros quanto ao uso e
apresentar determinadas caracteristicas como capacidade de sobreviver e colonizar
o intestino, manter viabilidade e atividade no alimento carreador durante distribuicao
e armazenamento, competir por sitios de ligagéo e sintetizar substéncias que levem
ao antagonismo do crescimento de patdégenos; beneficiando o equilibrio microbiano

intestinal e produzindo efeitos benéficos a saude do consumidor (DE MARTINIS et al.,
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2003; HOLZAPFEL, SCHILLINGER, 2002; OLIVEIRA et al., 2002; PEREIRA;
GOMEZ, 2007; SAARELLA et al., 2000).

As substancias antagOnicas produzidas por bactérias lacticas probidticas
correspondem a metabdlitos como acidos orgéanicos, peroxido de hidrogénio, radicais
livres, diacetileno, acetaldeido, isbmeros D de aminoacidos e especialmente
bacteriocinas; que constituem proteinas e peptideos com atividade antibacteriana
(ALEXANDRE et al., 2002; DANIEL et al., 2006; GUERRA; BERNADO, 2005; JACK
et al., 1995; MARTINEZ et al. 2003; MARTINIS et al., 2003).

Dentre os beneficios atribuidos ao uso de probioticos, destacam-se o controle das
infecgdes intestinais, o estimulo da motilidade intestinal, a melhor absorcdo de
determinados nutrientes, a melhor utilizacdo da lactose, a redugao dos niveis de
colesterol, o efeito anticarcinogénico e o estimulo do sistema imunoldgico contra
patégenos no intestino e em outros tecidos (OLIVEIRA et al., 2002).

A inocuidade dos alimentos constitui assunto de relevancia tanto para industria quanto
para Saude Coletiva, visto que enfermidades podem ser transmitidas pela ingestao de
alimentos contaminados por patégenos como Escherichia coli, Listeria
monocytogenes e Sataphylococcus aureus.

Diversas estirpes de E. coli sdo comprovadamente patogénicas para o homem e
animais, destacando-se a E. coli O157:H7, implicada como agente etiologico da colite
hemorragica e da sindrome urémica hemolitica (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

A Listeria monocytogenes € um microrganismo causador de doenga alimentar atipica
de alta gravidade, alta mortalidade, longo periodo de incubacdo e prevaléncia
particular em individuos imunocomprometidos, idosos, criangas, recém-nascidos e
gestantes; podendo acometer o sistema nervoso central (GERMANO; GERMANO,
2001; JAY, 2005; LOGUERCIO et al., 2001; MCLAUCHLIN et al., 2004; MENA et al.,
2004).

S. aureus esta mais relacionado com casos e surtos de intoxicagao pela habilidade de
sintetizarem enterotoxinas nos alimentos, que estimulam a proliferacdo nao-especifica
de células T, ocasionando quadros de gastroenterites em periodo de incubagdo médio
de uma a oito horas (DINGES et al., 2000; HAJDENWURCEL, 2004).

O leite e derivados sao frequentemente incriminados em enfermidades transmitidas
por alimentos, fato que induziu ao desenvolvimento da presente pesquisa, objetivando
a elaboragdo de leite fermentado com Lactobacillus acidophilus e verificar a
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viabilidade e ag&o antagonista frente a estirpes de Escherichia coli O157:H7, Listeria
monocytogenes e S. aureus durante o periodo de armazenamento do produto sob

refrigeracao.

MATERIAL E METODOS

A elaboragdo do leite fermentado foi realizada, seguindo as boas praticas de
fabricagcdo, no Laboratério de Tecnologia de Leite e Derivados, do Departamento de
Tecnologia dos Alimentos da Faculdade de Veterinaria, da Universidade Federal
Fluminense (UFF); Niter6i/RJ. A matéria prima e o produto final foram avaliados
quanto a qualidade microbiologica e fisico quimica nos Laboratérios de Controle
Microbiolégico e de Fisico-Quimico de Produtos de Origem Animal da UFF.
Elaboraram-se 25 litros de leite fermentado em tanque de a&acido inoxidavel,
previamente higienizado, utilizando-se leite UHT integral como matéria-prima. O leite
UHT foi avaliado quanto a qualidade bacteriologica através da contagem de Bactérias
Heterotroficas Aerdbias Mesofilas, pesquisa de Salmonella spp., pesquisa de S.
aureus e pesquisa de E. coli empregando-se o teste rapido Rida®, seguindo a
metodologia do fabricante. Realizou-se também, em ftriplicata, a pesquisa de residuos
de antimicrobianos com o teste Eclipse (CAP-LAB), mensurou-se o pH e a acidez,
com peagbmetro e pelo método de Dornic respectivamente, e a crioscopia com auxilio
de crioscopio eletronico (MC5400) (BRASIL, 2006).

As analises bacteriologicas realizadas no leite UHT apresentaram resultados
satisfatérios, visto que ndao houve crescimento de Bactérias Heterotroficas Aerdbias
Mesofilas, Salmonella spp., S. aureus e E. coli. A pesquisa de presenca de residuos
de antimicrobianos foi negativa, os valores da crioscopia correspondente a -0,55°H,
do pH a 6,5 e da acidez a 18°Dornic (°D); atendendo aos padrbes determinados no
regulamento técnico do produto, confirmando a qualidade desejavel da matéria prima
(BRASIL, 1997).

A cultura lactica utilizada foi o Lactobacillus acidophilus (LA5 Probiotic Culture Chr
Hansen) adicionado diretamente aos 25 L de leite no tanque, na proporgao de 25g de
cultura para 250L de leite. Apés a homogeneizagdo o produto foi envasado em

garrafas plasticas tipo “pet” (Embali®) de 250 mL, previamente esterilizadas em
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autoclave a 121°C/15 min, e incubado em estufa a temperatura de 45°C para
promover o processo de fermentacéo.

A principio a acidez do produto foi mensurada de hora em hora pelo método de Dornic
e com auxilio de peagdbmetro, seguindo a metodologia preconizada pela Instrugéo
Normativa n°68 (BRASIL, 2006). Apss alcangar a acidez desejada, as garrafas foram
retiradas da estufa e separadas em grupos experimentais: amostras controle (25
garrafas), contendo apenas o indculo da cultura lactica probidtica, e amostras
indicadoras inoculadas com as estirpes patogénicas.

As estirpes patogénicas utilizadas como culturas indicadoras foram E. coli O157:H7
(E 40705-SH1 Public Health Laboratory Science), Staphylococcus aureus (culti loops
lot 604736 ATCC25923) e Listeria monocytogenes (isolada de amostras de carne
bovina — UFF). Os microrganismos foram previamente semeados para ativagao em
agar Nutriente e incubados em estufa bacteriolégica a 37°C por 24 horas. Todas as
culturas antes de serem inoculadas foram avaliadas quanto a morfologia bacteriana
em microscépio de imersao, apos confec¢ao de esfregacos em laminas e coloragéo
pelo método de Gram.

As culturas indicadoras foram transferidas para solugao salina esterilizada com auxilio
de alga de platina até que a concentracido alcancasse a escala 1,0 de MacFarland.
Inoculou-se suspensdao de um mililitro de cada estirpe, separadamente pos-
fermentacao, em 250 mL de leite fermentado, totalizando 25 garrafas do produto para
cada microrganismo patogénico indicador.

A amostra controle foi analisada em triplicata quanto ao teor de gordura pelo método
de Gerber e ao teor de proteina pelo método de Kjeldahll, de acordo com metodologia
preconizada na Instru¢ao Normativa n°68 (BRASIL, 2006).

As amostras controle e indicadoras foram armazenadas em refrigeragéo a 5°C durante
um periodo de 35 dias para realizagdo das analises microbiolégicas e avaliagao da
acideznos dias 0,1, 2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 14, 21, 23, 25, 28, 30 e 35.

O pH e a acidez titulavel foram mensurados nas amostras controles, nos dias de
armazenamento determinados. O pH foi medido com auxilio de peagdbmetro Quimis
(Modelo Q400HM) em 10 mL de amostra retirados das garrafas. O eletrodo do pH foi
calibrado com solugcdo tampao (Merck®) de pH 4,0 e 7,0. A acidez titulavel foi
monitorada pesando-se 10 mg da amostra e adicionando-se 10 mL de agua destilada

aquecida isenta de gas carbonico (60°C). Apés homogeneizagao, adicionou-se a
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amostra cinco gotas do indicador fenolftaleina e titulou-se com solugéo 0,1 N de NaOH
até que a cor apresentasse tom levemente résea persistente por aproximadamente
30 segundos (BRASIL, 2006). A quantidade de NaOH em mL foi registrada e
convertida em gramas de acido latico.

As analises bacteriol6gicas foram realizadas nas amostras controle e indicadoras nos
dias de armazenamento determinados, procedendo-se previamente as diluigdes
seriadas em solugéo salina peptonada 0,1% até 102,

Nas amostras controle foi realizado a contagem de bactérias acido lacticas em agar
Man Rugosa Shape (MRS; Acumedia 7543A) por semeadura em profundidade. As
placas foram incubadas em jarra de anaerobiose (Anaerobac) em estufa
bacteriologica a 37°C por 72 horas. Apdos incubagao selecionaram-se as placas que
apresentaram UFC brancas e leitosas, circulares e com bordas perfeitas.

Foram confeccionados esfregagos em laminas de vidro e corados pelo método de
Gram para observagdo em microscopia das caracteristicas morfotintoriais das UFC,
assim como realizada a prova da catalase com adicdo as placas de perdxido de
hidrogénio 10%. Os cultivos apresentaram prova da catalase negativa e presencga de
bastonetes Gram positivos, sendo confirmados como Lactobacillus acidophilus.

Nas amostras indicadoras as contagens foram realizadas apdés semeadura em
profundidade de 1 mL de cada amostra de E. coli O157 em agar Mac Conckey Sorbitol
(Acumedia 7320A) e Listeria moncytogenes em Listeria Agar Selectivo Oxford (Merck
7004). Das amostras inoculadas com S. aureus foram coletados 0,1mL para
semeadura por espalhamento em superficie no meio de cultura agar Baird Parker
(Merck 5406). As placas semeadas foram incubadas em aerobiose em estufa
bacteriolégica a 37°C por 48 horas.

Todas as analises foram realizadas em duplicata e os resultados correspondem a
média das contagens. Os dados bacteriolégicos foram convertidos para log UFC/mL

e avaliados estatisticamente através da analise de regresséo.
RESULTADOS E DISCUSSAO
A fermentacgéo do produto teve duragdo de 24 horas, quando o leite fermentado atingiu

valores de pH e acidez titulavel correspondentes a 4,57 e a 0,8 gramas de acido

latico/100mL respectivamente, em conformidade com o especificado pela legislagao
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(BRASIL, 2007). O processo fermentativo longo € explicado pelo lento crescimento do
L. acidophilus, que requer grande quantidade de nutrientes, devendo ser utilizado
maior concentracao de indculo (2-5%) (FERREIRA, 2001).

Apds o periodo de fermentagcdo e estocagem, os teores de proteina e gordura do
produto final foram respectivamente 3,4% e 3,2%, correspondendo aos padrbes de
identidade e qualidade do produto estabelecidos no regulamento vigente (BRASIL,
2007).

No decorrer do periodo de 35 dias de armazenamento, sob refrigeragdo a 5°C, houve
reducdo do pH com consequente aumento da acidez do produto, como observado nos
graficos representados na Figuras 1 e 2. O pH final do produto foi de 4,34 e a acidez
titulavel de 1,01 gramas de acido latico/100mL de amostra, em conformidade com os
valores de acidez de no minimo 0,6g de acido lactico/100g do produto € no maximo
2,0g de acido lactico/100g do produto preconizados pela legislagao (BRASIL, 2007).
A alteracdo observada com relacdo ao pH e acidez do leite fermentado,
provavelmente, foi devido ao metabolismo do Lactobacillus acidophilus, que a partir
da fermentacdo da lactose ocasionou a formacgao de acido lactico; visto que é
considerado um microrganismo homofermentador conforme descricdo de Viegas,
2008. Essa caracteristica do leite fermentado acidofilo € um fator que favorece a
inibicdo do crescimento de microrganismos indesejaveis, como as bactérias
deteriorantes e patogénicas.

Valores de pH similares aos encontrados no presente trabalho foram observados por
Soave e Lacerda (2007) que ao analisarem bebidas lacteas elaboradas com culturas
probidticas obtiveram amostras variando de 4,5 a 5,0; acidificacdo reduzida
comparada a produzida no produto fermentado sem probiético. Dados semelhantes
também foram encontrados por Zacarchenco e Massaguer-Roig (2004) como pH 4,63
e acidez titulavel 78,9° D; e por Oliveira e Damin (2003) que ao prepararem leite
fermentado com S. thermophilus e L. acidophilus observaram pH variando de 4,03 a

4,43 e acidez de 75,19 a 111,91°D durante estocagem por sete dias.
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Figura 1 Resultados da acidez (pH) durante 24 horas de fermentacao
do leite fermentado por L. acidophylus.

A o

Acidez .(g ac. latico/100 mL)

- ) —— 3
—p— 4 5
—— 7

Tempo (dias)

Figura 2 Resultados da acidez titulavel (gramas de acido latico/100 mL) durante 24 horas
de fermentacéo do leite por L. acidophilus.

Corroboram-se a faixa de pH e acidez encontrada neste trabalho com os resultados
de Faria et al. (2006) que ao elaborarem leite fermentado com leite de bufala e
probiodtico, apesar de utilizarem uma espécie diferente de Latobacillus, obtiveram para
o tempo de fermentacdo de 24 horas, produto com pH final, apés 30 dias de

estocagem, variando de 4,45 a 4,34 e acidez titulavel de 1,16 a 1,26 g de acido lactico.
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Outros pesquisadores ao estudarem a acidificacdo nos produtos derivados de leite
também encontraram resultados semelhantes, como Victal e Knight (2009) que
prepararam bebida lactea com cultura probidtica e verificaram a variagao de pH de
4,16 a 4,69 e acidez de 61 a 126 °D durante 30 dias armazenamento.

O processo de acidificacdo estudado na presente pesquisa € considerado na literatura
como menos intenso, comparado ao do leite fermentado utilizando culturas sem
microrganismos probidticos. Esse fato deve-se a menor produgao de acido latico em
relagdo aos tratamentos utilizando cultura tradicional, em fungao dos probidticos se
caracterizarem pela baixa capacidade de acidificacdo; o que favorece o sabor final do
produto (LACERDA et al, 2007; THAMER; PENNA, 2005; VICTAL; KNIGHT, 2009).
A variacao, de acidez e de pH, observada durante o periodo de armazenamento do
leite fermentado elaborado neste experimento, ndo foi prejudicial a viabilidade do
Lactobacillus acidophilus que foi mantido acima do limite minimo aceitavel.

A relagéo entre contagens de células bacterianas (Y) e tempo de armazenamento (X)
do leite fermentado acidéfilo foi estudada através da analise de regressao sugerindo
a formagdo de uma reta no grafico, sendo avaliada pelas equagbes lineares
representadas na Tabela 1.

A populagao inicial de Lactobacillus acidophilus foi de 13,4 log UFC/mL do produto.
Durante o periodo de 35 dias de estocagem ocorreu uma leve reducdo na
concentragao bacteriana para 11,6 log UFC/mL, representada no grafico da Figura 3,
0 que nao influiu na caracteristica final do produto, uma vez que as contagens foram
superiores ao valor preconizado na legislagdo correspondente a 10’ UFC/g de
alimento, constante em Brasil 2007. Os resultados encontrados sdo indicativos da
manutencdo da viabilidade da cultura probidtica utilizada na elaboragdao do leite
fermentado durante todo o prazo de estocagem, atendendo a lista de alegagdes de
propriedade funcional aprovadas pela ANVISA, que especifica como quantidade
minima viavel para os probioticos a faixa de 108 a 10° UFC na recomendacéo diaria
do produto pronto para o consumo conforme indicagao do fabricante; contudo valores
menores podem ser aceitos, desde que a empresa comprove a eficacia
(BRASIL,2008).

AMOSTRA MODELO DE R2 Pi>F
EQUAGCAO
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C Y=13,43-0,13X 0,81 0,0001
11 Y=9,25-0,04X 0,91 0,0001
12 Y=7,92-0,02X 0,79 0,0001
13 Y=9,13-0,04X 0,89 0,0001

Tabela 1 Equagéao Linear de Regresséo. C= amostra controle (L.acidophilus); 11= Amostra
Indicadora 1 (E. coli O157:H7); 12= Amostra Indicadora 2 (S. aureus); 13= Amostra Indicadora 3 (L.
monocytogenes).

Y= contagem de células bacterianas

X=tempo em dias de armazenamento do iogurte

De maneira similar, a viabilidade de L. acidophilus durante a estocagem foi observada
por Zacarchenco e Massaguer-Roig (2004) que obtiveram contagem bacteriana de
2,1x108 UFC/mL; Wang et al. (1994) verificaram contagens de 1,84 a 8,20 x108
UFC/mL e Thamer e Penna (2005) determinaram 1,15 x 108 a 2,55 x 10" UFC/mL.
Entretanto, Barreto et al (2003) ao avaliar os leites fermentados com L. acidophilus
comercializados no Brasil verificaram contagens variando de 6,66 a 8,60 log UFC/g
de produto.

Cunha et al (2009) encontraram valores para contagem de bactérias probidticas
inferiores aos obtidos na presente pesquisa, correspondentes a 1,7x10° - 9,8x108
UFC/g durante 28 dias de estocagem e concluiram que a variagéo foi dependente da
matéria prima utilizada na elaboracdo do leite fermentado e ndo do tempo de
armazenamento a 5°C.

Por sua vez, Gongalves e Eberle (2008) deduziram que a acidificagdo do produto final,
os acidos produzidos durante o armazenamento, o nivel de oxigénio no produto e a
permeacdo do oxigénio através da embalagem podem reduzir a viabilidade das
culturas probidticas.

As contagens iniciais das amostras indicadoras (E. coli O157:H7, S. aureus e L.
monocytogenes) foram 8,4 log UFC/mL, e decresceram muito lentamente durante o
periodo de armazenamento. Analisando a Figura 3, correspondente a curva de
crescimento bacteriano, observa-se que Escherichia coli (11) ndo foi mais detectavel
no produto a partir do vigésimo quinto dia de estocagem, quando ocorreu morte
celular, provavelmente por exclusdo competitiva por nutrientes ou pela agéo de acidos
organicos e substancias antagbnicas.

A Listeria monocytogenes (13) manteve viabilidade até o vigésimo oitavo dia, a partir
do qual ndo foi mais detectada, indicando ter ocorrido lise celular, provavelmente pelos

mesmos fatores supracitados.
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S. aureus (12) foi reduzido em cinco ciclos logaritmicos para 3,2 log UFC/mL,

entretanto manteve-se viavel durante o periodo de armazenamento.

g
%

== Controle

S. aureus
==fe=L.. monocytogenes
=>e=E. coli

UFC/mL (log)

Tempo (dias)

Figura 3 Resultado das contagens bacteriolégicas, em UFC/mL, nas amostras controle
(C= L. acidophilus); e nas amostras indicadoras de E. coli O157:H7 (11); S. aureus (12);
e L. monocytogenes (13), do leite fermentado armazenado a 5°C por 35 dias.

A inibicdo ou redugao do crescimento de microrganismos patogénicos observada
nesta pesquisa é induzida pela prépria atividade metabdlica da cultura probiética que
além de contribuir para o desenvolvimento das caracteristicas sensoriais desejaveis
no produto e aumentar o valor nutritivo, propicia a conservacgao interferindo na
multiplicacdo de bactérias por competicdo direta por nutrientes e pela produgao de
compostos antagdnicos como acidos organicos, diacetil, perdéxido de hidrogénio e
bacteriocinas (ALEXANDRE et al., 2002; FERNANDES et al., 2008; FONTES et al.,
2005; GUERRA; BERNADO, 2005; MARTINEZ et al. 2003; MARTINIS et al., 2003).

Similarmente, Barrantes et al. (2004) avaliaram a atividade antagonista de culturas
probioticas, L. acidophillus e L. casei, adicionadas em iogurtes inoculados com L.
monocytogenes e E. coli. Os pesquisadores também observaram a eficiéncia dos

probidticos que permaneceram com contagens de 108 UFC/g e proporcionaram a
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inibicdo de L. monocytogenes apods o oitavo dia de armazenamento e Escherichia coli
no décimo sexto dia.

Apesar da similaridade dos resultados desta pesquisa com os dados obtidos em
literatura, Victal e Knight (2009) observaram a inibi¢do de E. coli pelo microrganismo
probiotico em menor periodo de tempo; assim como Calderén et al. (2007) que
verificaram a acdo inibitéria do L. acidophillus adicionado a iogurte sobre L.
monocytogenes a partir do décimo segundo dia e E. coli apés o oitavo dia de
armazenamento.

Entretanto o resultado, referente a manutencdo da viabilidade das estirpes de
S.aureus neste trabalho, difere do achado por Calderdn et al (2007) que registraram
o desaparecimento do microrganismo patogénico a partir do décimo segundo dia de
estocagem sob refrigeracdo. Souza (2006) estudou a evolugdo das bactérias
Staphylococcus spp. e coliformes totais em queijo minas frescal adicionado de L.
acidophilus e também verificou que ocorreu inibicdo dos microrganismos
contaminantes pela agao da cultura probiética; diferente do resultado desta pesquisa
na qual ndo foi observada a inibigdo de S. aureus.

A atividade antagonista do L. acidophilus também foi demonstrada por outros
pesquisadores que trabalharam com elaboragdo de queijos, no entanto, igualmente
aos dados do presente experimento, Chioda et al (2006) averiguaram total inibicao de
L. monocytogenes, mas em 10 dias de armazenamento. Por sua vez, Alves (2010)
verificou apenas a redugéo de trés ciclos logaritmicos no crescimento de E. coli ao
longo de 30 dias de armazenamento de queijo minas frescal, resultado diferente do
encontrado neste trabalho onde houve inibicdo total do microrganismo no vigésimo
quinto dia de armazenamento.

A acao antagonista do probidtico usado neste experimento foi confirmada na literatura
por autores que adotaram técnicas in vitro para observagao de halos de inibicido frente
a E.coli, Salmonella entérica, Clostridium perfringens, L. monocytogenes e S. aureus
(CHIODA et al, 2007; GARCIA et al, 2006; GUEDES NETO et al, 2005; PEREIRA;
GOMEZ, 2007).

A capacidade antagonista do L. acidophilus estudado nesta pesquisa foi avaliada por
Brizuela et al. (2001) que analisaram in vifro caracteristicas como velocidade
especifica de crescimento, tempo de geragéao, e resisténcia a acido, bile e substancias

antimicrobianas; determinando o grande potencial probiético do microrganismo.
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Contudo, Bielecka et al (2002) ressalvaram que o efeito de uma bactéria é especifico
para cada estirpe, ndo podendo ser extrapolado, inclusive para outras estirpes da
mesma especie.

Além disso, determinados fatores podem influenciar na eficiéncia da agao inibitoria
dos microrganismos probioticos como o estagio de contaminagéo, a dose do inéculo
contaminante, o tipo de cepa, a resisténcia a acido, a quantidade e o tipo de bactéria
acido latica utilizada; associados ainda ao conjunto de fatores intrinsecos e
extrinsecos ao alimento, que constituem os obstaculos tecnolégicos ao crescimento
microbiano (FRANCO; LANDGRAF, 2005; HSIN-Y; CHOU, 2001; KASIMOGLU;
AKGUN, 2004; MUFANDAEDZA et al., 2006). Os fatores pontuados, possivelmente
constituem a causa da manutencao da populacédo de S. aureus no leite fermentado

elaborado neste experimento e armazenado sob refrigeragao.

CONCLUSAO

O Lactobacillus acidophilus utilizado na elaboragéo do leite fermentado manteve-se
viavel durante o periodo de armazenamento, apresentou agdo antagonista total no
desenvolvimento de estirpes de E. coli e de L. monocytogenes, e inibiu parcialmente
S. aureus; conferindo desta forma caracteristicas probioticas ao produto final.
Entretanto para que a efetividade da cultura probidtica seja garantida, a interagao
entre determinados fatores intrinsecos e extrinsecos ao alimento, que influenciam no

crescimento e metabolismo microbiano, deve ser considerada.
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

Na avaliagdo da agao antagonista de bactérias lacticas tradicionais, Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus, e o microrganismo
probiodtico, Lactobacillus acidophilus, observou-se que:

> As culturas lactica e probidtica apresentaram in vitro acao inibitoria frente aos
patogenos E. coli O157:H7, Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes,
entretanto n&o inibiram 100% das estirpes patogénicas testadas.

> Na verificagdo da atividade inibitoria diretamente nos leites fermentados
elaborados e inoculados com os patégenos durante os 35 dias de armazenamento
sob refrigeragdo, o Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus
thermophilus foram capazes de inibir o desenvolvimento de E. coli O157:H7 e
Staphylococcus aures, mas apenas reduziram em cinco ciclos logaritmicos o
desenvolvimento de L. monocytogenes. Por sua vez, o Lactobacillus acidophilus
inativou a populacédo de E. coli O157:H7 e L. monocytogenes e diminuiu em cinco
ciclos logaritmicos o crescimento de S.aureus.

> Na estocagem por 35 dias sob refrigeracdo, a cultura lactica e a probidtica
mantiveram a viabilidade desejada e os leites fermentados atenderam aos padrdes de
indentidade quanto a acidez e aos teores de proteina e de gordura.

A acéo antagonista € dependente da manutencao da viabilidade dos microrganismos
lacticos no produto até o momento do consumo, em quantidades suficientes para o
exercicio das fungdes desejadas e exigidas pela legislagdo, o que foi observado neste

experimento. Entretanto, outros fatores intrinsecos e extrinsecos
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ao alimento podem ter exercido influéncia no mecanismo de acdo das culturas
lacticas, justificando a variagdo nos resultados obtidos nesta pesquisa.

A bioconservacido proporcionada pelas bactérias lacticas e probidticas pode ser
influenciada por um conjunto de fatores, que devem ser estudados para cada estirpe
selecionada e cada produto a ser elaborado, visto que as caracteristicas sao
especificas. Além disso, a fim de garantir a seguranga e eficacia dos alimentos
fermentados, ressalta-se que as substancias antimicrobianas dificilmente poderao
substituir as boas praticas de fabricagdo, sendo primordial a adog&o de programas de

controle de qualidade para reduzir as chances de contaminac¢ao no produto.
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6 APENDICES



6.1 Placas de Petri com agar MRS e pocos confeccionados para realizagdo do

teste do antagonismo bacteriano.

6.2 Ativacdo da cultura de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e
Streptococcus thermophilus; e Lactobacillus acidophilus em caldo MRS e

leite esterilizado.
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6.3 Placa de Petri com agar MRS semeado com a cultura lactica teste
(L. acidophilus) em pocgos e sobrecamada da estirpe patogénica indicadora

(S. aureus).

6.5 Elaboracao do leite fermentado no Laboratério de Tecnologia de

Leite e Derivados (UFF); adicao da cultura lactica probiotica (2009).
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6.6 Incubacao dos leites fermentados apds o envase em estufa a 45°C para

favorecer o processo de fermentacéo.

6.7 Avaliacao do pH do leite fermentado durante a estocagem sob refrigeracao



6.8 Avaliagdo da acidez do leite fermentado pelo método de Dornic

durante o periodo de armazenamento sob refrigeragcao

6.9 Placas com agar MRS semeadas com culturas lacticas incubadas em

jarras de anaerobiose
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6.10 Placa de Petri com meio de cultura agar Mac Conkey Sorbitol e UFC
caracteristicas de E. coli O157:H7

6.11 Placa de Petri com meio de cultura Listeria Agar Selectivo Oxford

e UFC caracteristicas de Listeria monocytogenes
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6.12 Placa de Petri com meio de cultura agar Baird Parker e UFC

caracteristicas de S. aureus

6.13 Placa de Petri com agar MRS e UFC tipicas da cultura lactica

mista (L. delbrueckii subsp. bulgaricus e S. thermophilus)
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6.14 Placa de Petri com agar MRS e UFC tipicas de

Lactobacillus acidophilus



