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SUMARIO

O Leites fermentados sdo produtos resultantes da fermentacdo do leite pasteurizado
ou esterilizado, por fermentos lacticos proprios. Entre os pardmetros exigidos, destaca-se
a acidez titulavel e a contagem de bactérias laticas presentes no produto final. O objetivo
deste estudo foi avaliar o perfil de conformidade de diferentes leites fermentados com a
legislagdo brasileira de alimentos com relagdo aos pardmetros microbioldgicos e de acidez.
Foram adquiridas amostras de sete marcas de leites fermentados comercializadas em Vigosa,
Minas Gerais. Para cada marca, foram adquiridas trés amostras em dias aleatdrios, ¢ em
seguida analisadas. Foram feitas diluigdes seriadas e plaqueadas em quatro meios: MRS,
Rogosa, PDA e PCA. Apés o periodo de incubagdo, foram feitas contagens e, as colonias
com morfologia caracteristica crescidas em MRS e Rogosa foram isoladas e estriadas em
agar solido para confirmagdo de pureza das colonias, coloragdes de Gram, morfologia e
catalase. Em cada amostra, foram determinadas acidez titulavel e pH. Todas as amostras
apresentaram valores de pH e acidez de acordo com a legislagdo. Dentre as sete amostras
avaliadas, cinco delas (71,5%) especificam na embalagem a espécie do micro-organismo
veiculado, porém apenas uma delas (14,3%) menciona a contagem de micro-organismos
esperada na por¢do do produto. Em relagdo a contagem de micro-organismos todas as
amostras apresentaram conformidade com a legislagcdo vigente. Os leites fermentados
comercializados no mercado mineiro local atendem aos critérios de identidade e qualidade
preconizados na legislagdo de leites fermentados.

Termos para indexacdo: leite fermentado, bactérias laticas, contagem.

1 INTRODUCAO

Leites fermentados sdo produtos resultantes
da fermentag¢do do leite pasteurizado ou esteri-
lizado, por fermentos lacticos proprios de acordo
com a resolug¢do n° 5, de 13 de novembro de 2000
do Ministério da Agricultura Pecuaria e do Abaste-
cimento (MAPA) no qual define seus padrdes de
identidade e qualidade.

Entre os pardmetros exigidos, destaca-se a
acidez titulavel e a contagem de bactérias laticas
presentes no produto final. Para atenderem aos
parametros exigidos esses produtos devem apre-
sentar, no minimo, o numero de 10® UFC/g de
bactérias laticas totais e acidez entre 0,6 a 2,0%
de acido latico (BRASIL, 2000).

O documento lista ainda os micror-
ganismos utilizados na fabricagido de leites
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fermentados, que por sua atividade contribuem
para determinagdo das caracteristicas do produto
final, dentre os quais: Lactobacillus acidophilus
(L. acidophilus), Lactobacillus paracasei (L.
paracasei), Bifidobacterium sp., Streptococus
thermophilus, Lactococcus ssp além das espécies
Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus
(BRASIL, 2000). A sele¢do cuidadosa das estir-
pes empregadas e o monitoramento do proces-
so de fabricagdo sdo necessarios para controlar
os produtos de metabolismo bacteriano como
diacetil, acetaldeido e acido latico e o pH final,
pois esses fatores influenciam diretamente na
taxa de sobrevivéncia e na viabilidade da bac-
téria (MATTILA-SANDHOLM et al., 2002).
Algumas dessas espécies como L. acidophilus
e L. casei e Bifidobacterium spp, pertencem
ao grupo de bactérias probidticas, definidas co-
mo micro-organismos vivos, que quando admi-
nistrados em quantidades adequadas conferem
beneficios a satde do hospedeiro (FAO/WHO,
2002; BRASIL, 2008). Por sua vez, alimentos
carreando bactérias probidticas podem ser classi-
ficados como funcionais.

Um alimento funcional é “aquele alimento
semelhante em aparéncia a um alimento conven-
cional (bebida, matriz alimentar), consumido como
parte da dieta usual, que contem componentes
biologicamente ativos com beneficios fisiologicos
demonstrados e oferece o potencial de reduzir
riscos de doengas cronicas, além de suas fungdes
nutricionais basicas” (FAO, 2007). Os produtos
de laticinios sdo considerados os carreadores uni-
versais de bactérias probidticas e os leites fer-
mentados ocupam lugar de destaque nessa fungo.
A funcionalidade desses produtos ¢ garantida
quando os mesmos carreiam no minimo um milhao
de células por grama. No entanto, nem sempre
esses numeros sdo confirmados nos produtos dispo-
niveis no mercado, como no estudo de Botelho
(2005), que avaliou leites fermentados comercia-
lizados no Brasil, e de Arai et al. (2002), no exte-
rior, que verificaram que avaliagdes microbio-
logicas desses produtos ndo coincidiam com as
concentragdes e /ou estirpes indicadas nos rotulos
dos produtos.

A partir desse cenario, o objetivo desse
estudo foi verificar a conformidade das principais
marcas de leites fermentados disponiveis no
mercado brasileiro, quanto aos requisitos de acidez
titulavel, pH e parametros microbiolégicos.

2 MATERIAL E METODOS

Sete marcas de leites fermentados foram
adquiridas no comércio de Vigosa-MG, mantidas
sob refrigeragdo até o momento das analises fisico

quimicas e microbiolédgicas feitas no laboratorio
de Culturas Laticas do Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO) na Univer-
sidade Federal de Vigosa — UFV. Foram adquiridas
trés amostras de cada marca, em diferentes
estabelecimentos comerciais da cidade. As amostras
foram mantidas sob refrigeracdo até o momento
das analises.

2.1 Analises microbiolégicas

Foram feitas diluigdes seriadas e plaqueadas
em quatro meios de cultivo diferentes. Para
Lactobacillus foram utilizados os meios De Man
Rogosa Sharpe (MRS) (MAN, ROGOSA ¢ SHARPE,
1960) e Rogosa (ROGOSA et al., 1951) incubados
a 37°C/48h em anaerobiose. Leveduras foram
contadas em agar Potatoes Dextrose Agar (PDA)
incubadas a temperatura ambiente por cinco dias.

Apbés o periodo de incubagdo, foram feitas
contagens e teste tintorial de Gram. Bactérias
Gram positivas e com morfologia caracteristica
crescidas em MRS e Rogosa foram isoladas e es-
triadas em agar solido para confirmagdo de pureza
e teste de catalase (BERGEY et al, 1994).

2.2 Analises fisico-quimicas

Em cada amostra, foram determinadas
acidez titulavel em porcentagem de acido latico e
pH por meio de potencidmetro, segundo a
metodologia descrita pela Association of Official
Analytical Chemists (1984).

2.3 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas por
meio do programa SAS (Statistical Analisys
System) versdo 9.1 licenciado para Universidade
Federal de Vigosa. Os dados de pH, contagem e
acidez titulavel das diferentes marcas foram compa-
rados por meio de analise de varidncia (ANOVA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para as analises de pH
e acidez titulavel estdo apresentados na tabela 1.

De acordo com a resolugdo n®° 5 do MAPA
referente aos padrdes de identidade e qualidade
para leites fermentados, a acidez titulavel desses
produtos deve estar entre 0,6 ¢ 2,0% de acido
latico. O produto 1 apresentou a maior média (1,20%
de acido latico) e o produto 4 a menor (0,87% de
acido latico). No entanto, as sete amostras
apresentaram-se 100% em conformidade com o
preconizado pela Resolu¢do.Os resultados obtidos
para as analises de pH e acidez titulavel estdo
apresentados na tabela 1.
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Tabela 1 — Resultado das médias e desvio padrio
do pH e acidez titulavel das amostras
de leites fermentados.

Produto Acidez tituldvel pH
1 1,20 + 0,07 3,07 £ 0,01
2 0,92 + 0,05 3,64 + 0,03
3 1,07 £ 0,37 3,21 £ 1,19
4 0,87 £ 0,02 3,81 + 0,05
5 1,08 + 0,03 3,24 + 0,02
6 1,08 + 0,02 3,27 £ 0,04
7 0,89 + 0,11 3,53 £ 0,02

Em relagdo ao pH, foram encontrados
valores entre 3,07 (produto 1) a 3,81 (produto 4).
Esse baixo pH ¢ caracteristico de leites fermentados
e esta relacionado 4 seguranca do produto, uma
vez que patdgenos geralmente ndo crescem bem
em ambientes acidos (FERREIRA, 2008).

A acidez e pH do produto final refletem a
fisiologia da espécie utilizada na fermentagao.
Bactérias dos géneros Lactobacillus tendem a
apresentar um melhor crescimento em leite do
que bactérias do género Bifidobacterium e por
essa razdo ¢ comum um leite fermentado contendo
espécies de Bifidobacterium, também carrear espé-
cies de outros géneros responsaveis pelo processo
fermentativo desses produtos.

A amostra 4 descreve em seu rotulo a pre-
senga da espécie de Bifidobacterium animalis; esse
produto foi o que apresentou pH mais elevado e
como conseqiiéncia uma menor acidez, quando
comparados aos outros produtos, que carreiam
bactérias do género Lactobacillus. MATTILA-
SANDHOLM et al. (2002) afirmaram que a capa-
cidade de producdo de acidos organicos pelas bifi-
dobactérias em leite ¢ limitada, o que explica as
médias mais elevadas de pH nessa amostra.

A sele¢do cuidadosa das estirpes empregadas
e o monitoramento do processo de fabricagdo sdo
necessarios para controlar os produtos de meta-
bolismo bacteriano como diacetil, acetaldeido e
acido latico e o pH final, pois esses fatores influen-
ciam diretamente na taxa de sobrevivéncia e na
viabilidade da bactéria (VINDEROLA et al, 2002;
MATTILA-SANDHOLM et al., 2002).

O quadro 1 indica o tipo de micro-organismo
declarado pelo fabricante e a concentragdo dos
mesmos quando presente. Dentre as sete amostras
avaliadas, cinco delas (71,5%) especificam na em-
balagem a espécie do micro-organismo veiculado,
porém apenas uma delas (14,3%) menciona a con-
tagem de micro-organismos esperada na porg¢io
do produto, sendo essa uma exigéncia da legislagdo
para alegacdo de funcionalidade.

Devido a presenga de bactérias do género
Bifidobacterium e Lactobacillus em alguns leites

fermentados, estes podem ser classificados como
alimento funcional. Para que um alimento seja
considerado probiotico e ter alegacdo funcional
em seu rotulo, o mesmo deve atender a portaria
n° 398 (de 30 de abril de 1999) da Agéncia Nacio-
nal de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no qual esta-
belece as diretrizes basicas para analise e compro-
vagdo de propriedades funcionais e ou de saude
alegadas em rotulagem de alimentos. Entre essas
diretrizes, o produto deve conter e informar as
espécies microbianas consideradas probidticas.
Atualmente, as espécies listadas sdo: L acidophilus,
L casei shirota, L casei variedade rhamnosus, L
casei variedade defensis, L paracasei, Lactococcus
lactis, B bifidum, B animalis incluindo a
subsespécie B lactis, B longum e Enterococcus
faecium. Além disso, o rotulo também deveria apre-
sentar as concentra¢des do micro-organismo pro-
bidtico que veicula.

Quadro 1 — Espécies ou géneros de micro-
organismos declarados pelos
diferentes fabricantes de leite
fermentado no roétulo.

Prod Mi . Concentragao
roduto icro-organismo (ufc/g)

Lactobacilos vivos .

1 Le . Ni

.casei

2 L. casei defensis Ni

3 L. casei Shirota 10 a 10"
Bifidobacterium .

4 . . Ni
animalis
Lactobacilos vivos .

5 . Ni
paracasei
Lactobacilos vivos Ni

7 Lactobacilos Ni

Ni: ndo indicado

Somente uma das marcas possui alegagdo
de funcionalidade, descrita em seu rotulo como
“Alimento com alegag¢des de propriedades
funcionais”, “contribui para o equilibrio da flora
intestinal” e “deve estar associado a uma alimen-
tagdo equilibrada e habitos de vida sauddveis”.
Para que sejam obtidos os efeitos benéficos da
ingestdo de probidticos, a ANVISA exige a quan-
tidade minima viavel de 10® a 10° UFC na dose do
produto pronto para o consumo.

Na tabela 2 estdo apresentadas as médias
dos resultados com desvio padrdo da contagem
de bactérias laticas das amostras de leites fermen-
tados analisadas.

A resolugdo n® 5 do MAPA estabelece uma
contagem minima de 10° ufc/mL de bactérias lati-
cas para leites fermentados. Esse mesmo valor ¢
sugerido pela resolugdo n° 47/97 do MERCOSUR/
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GMC/RES. De acordo com estas Resolugdes, 100 %
das amostras encontram-se em conformidade para
esse quesito.

A comparagdo das contagens nos meios MRS
e Rogosa, indica uma redugdo da contagem de pelo
menos um ciclo log nas amostras 1, 2, 3 ¢ 4 no
meio Rogosa. Esse meio, ajustado para o pH 5 com
acetato, ¢ mais restritivo para Lactobacillus, que
crescem em coldnias discoides, facilitando sua
contagem (KOMIYAMA, 2003). O pH do agar
MRS, por estar mais proximo a neutralidade, per-
mite maior crescimento de bactérias laticas totais.
No entanto, quando as espécies veiculadas perten-
cem ao género Lactobacillus, e sdo probidticas, a
contagem total de bactérias em MRS superestima
a concentragdo do género, uma vez que outras
bactérias laticas, ndo probioticas, geralmente sdo
utilizadas para direcionar a fermentacéo.

As amostras 5, 6 e 7 apresentaram uma
pequena variagdo na contagem no agar Rogosa,
mantendo-se na mesma faixa de crescimento do
meio MRS. Essa contagem similar nos dois meios
de crescimento provavelmente resulta da presen-
¢a de espécies de Lactobacillus predominando
no produto.

Estudos anteriores divergiram do que foi
encontrado na presente avaliagdo. Na avaliagdo
da concentragdo de Lactobacillus acidophilus e
bifidobactérias viaveis em produtos que declara-
vam a presenca destes micro-organismos verifi-
caram contagens abaixo de 10° UFC.mL"!, em
grande parte das amostras analisadas (BARRETO
et al., 2003). Numa outra, Botelho (2005) obser-

vou que nem todas as espécies declaradas nos
rotulos eram encontradas nos produtos, particu-
larmente L. acidophilus e B. bifidum.

As médias de contagem de leveduras das
sete marcas estdo indicadas na Tabela 3.

A presengca de leveduras em leites
fermentados da uma informagao da qualidade da
matéria prima utilizada na elaboragdo dos
produtos. De um modo geral, os leites fermentados
avaliados apresentaram baixas ou nenhuma
contagem, exceto duas marcas que, de acordo com
as informagdes do rotulo, a adi¢do dos ingredientes
“preparado de frutas citricas” e “suco de laranja”,
o que provavelmente contribuiu para as médias
encontradas. A marca 1 ndo apresentou leveduras
nas 3 amostras avaliadas, ao passo que na marca
7, as trés embalagens amostradas apresentaram
leveduras nas concentragdes de 102 a 10° UFC x
mL-' com média de 5,6 x 10* UFC x mL™! do
produto. Para as outras marcas, pelo menos uma
das embalagens amostradas ndo apresentou
contagens de leveduras.

4 CONCLUSOES

O leite fermentado comercializado no
mercado mineiro local atende aos critérios de
identidade e qualidade preconizados na legislagdo
de leites fermentados. Em relagdo a funciona-
lidade, o presente estudo mostrou que inde-
pendente da marca, a contagem encontrada no
meio Rogosa para Lactobacillus indica que os
mesmos seriam adequados para exercer tal fungdo.

Tabela 2 — Valores médios e desvio padrdo das contagens de bactérias laticas dos leites fermentados em

diferentes meio de cultura.

MRS

1,22 x 10°+6,41x 108
9,92 x 10% 8,65 x 108
1,32 x 10°+ 2,91 x 108
8,78 x 107+ 6,02 x 107
1,22 x 10*+ 7,03 x 107
8,98 x 10°+ 6,35 x 10°
7,55 x 10°+ 6,25 x 10°

NN AW N =

UFC/mL
ROGOSA
1,24 x 108+ 1,97 x 108
5,05 x 107+ 7,34 x 107
1,63 x 10+ 1,48 x 10°
5,18 x 10°+ 2,64 x 10°
1,44 x 108+ 1,35 x 108
3,20 x 10°+ 3,18 x 10°
1,19 x 10+ 1,24 x 10°

Tabela 3 — Médias (n=3) de contagem de fungos filamentosos e leveduras de sete marcas de leites

fermentados, em agar PDA.

Amostras - Contagem UFC x mL-"!

Repeticdes 1 2 3 4 5 6 7
1 <1 <1 2x10! <1 <1 <1 1,7x10?
2 <1 1 <1 1,2 x10? <1 <1 3,8x10*
3 <1 <1 <1 3,1 x10! 1 1,5 1,3x10°




Pag. 44

Rev. Inst. Latic. “Candido Tostes”, Mai/Jun, n® 380, 66: 40-45, 2011

No entanto, a énfase a estas propriedades nio ¢
utilizada como estratégia de marketing pela
maioria dos fabricantes.

O roétulo ¢ um requisito obrigatério, além
de exercer fung¢do educativa. A educag¢do do
consumidor é um processo lento, e informagdes
completas nos rotulos sdo fundamentais. Dessa
forma, seria muito importante que além do micro-
organismo, as concentragdes dos mesmos fossem
indicadas. Espera-se que, com o passar do tempo,
os consumidores também exijam que os beneficios
esperados sejam veiculados nos rotulos, e que num
futuro proximo, mais produtos de leites fer-
mentados estejam no mercado apresentando
informagdes que os direcione a escolha daquele
que mais se adeque a sua necessidade.

SUMMARY

Fermented milks are products derived from
fermentation of pasteurized or sterilized milk by
proper lactic ferments. Among the parameters
required, titratable acidity and total lactic acid
count in the final product can be highlighted. The
aim of this study was to evaluate the profile of
compliance of different fermented milks with
Brazilian food legislation with regard to
microbiological and acidity parameters. Samples
were obtained from seven brands of fermented
milk commercialized in Vigosa, Minas Gerais. For
each brand, were acquired three samples on
random days, and then analyzed. Serial dilutions
were made and plated on four media: mRS, Rogosa,
PDA and PCA. After the incubation period was
completed, plates were counted, and colonies with
characteristic morphology observed in MRS and
Rogosa medium were isolated and striated in solid
agar to confirm purity of the colonies, Gram
staining, morphology and catalase. For each
sample, titratable acidity and pH were assessed.
All samples showed acidic pH values and in
accordance with the law. Among the seven samples,
five of them (71.5%) specified the microorganism
specie present in their product, however only one
(14.3%) mentioned the microorganism counting
expected in the product’s portion. In relation to
microorganism counting all the samples were in
conformity with the current legislation. Thus,
fermented milks commercialized in the local
market of Vigosa meet the criteria of identity
and quality recommended by specific legislation
for fermented milk.

Index terms: fermented milk, lact acid
bacteria, count.
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