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AVALIACAO DO PADRAO DE IDENTIDADE E QUALIDADE DE LEITES
FERMENTADOS PROBIOTICOS

Autora: Andrea Marta de Sena Lago

Orientadora: Prof 2 Dra Elisa Teshima

Resumo

O presente estudo objetivou a avaliagdo de cinco diferentes marcas de leites
fermentados comerciais, com e sem alegacéo funcional, em duas mensuracdes (no
inicio e no final do prazo de validade). Foram avaliados os efeitos do
armazenamento sobre os Lactobacilos, pH, acidez e a presenca de contaminantes.
Foram avaliados ainda, os roétulos dos produtos e comparados quanto aos
parametros das legislacdes brasileiras. As determinacdes fisico-quimicas realizadas
foram: gordura, proteina, acidez e pH. Em relacdo as analises microbiologicas foi
realizada a contagem de coliformes totais e termotolerantes, lactobacilos, bolores e
leveduras. Os resultados obtidos demonstraram que, durante o armazenamento,
houve alteracbes fisico-quimicas e microbiolégicas dos produtos. Observou-se
reducdo de até um ciclo logaritmico na populac¢do de lactobacilos, provavelmente
devido as condi¢cdes de armazenamento (tempo e temperatura) e as variacdes de
pH e acidez. Ainda assim, todas as contagens mantiveram-se dentro dos padrbes
estabelecidos. Os roétulos dos leites fermentados investigados ainda nédo se
adequaram as exigéncias da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria).

Palavras-chave: Leites fermentados, Lactobacilos, Rotulagem, Legislacéo.
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EVALUATION OF STANDARD OF IDENTITY AND QUALITY OF PROBIOTICS
FERMENTED MILKS

Author: Andrea Marta de Sena Lago

Advisor: Prof 2 Dra Elisa Teshima

This study aimed the evaluation of five different brands of commercial
fermented milk with and without claim performance in two measurements, at the
beginning and end of the period of validity. We evaluated the effects of storage on
the Lactobacilli, pH, acidity and the presence of contaminants. We evaluated also
the labeling of the products and compared results to the parameters required by the
Brazilian laws. The carried out physico-chemical determinations were: fat, protein,
acidity and pH. For microbiological analysis was performed count total and
thermotolerant coliform, lactobacilli and yeast. The results showed that, during
storage, there were physical, chemical and microbiological changes in the products.
There was a reduction of up to a logarithmic cycle in the number of lactobacilli,
probably due to the storage conditions (time and temperature) and to the changes in
pH and acidity. However, all the counts remained within the established standards.
The labels of fermented milk are not yet compliant with the requirements of ANVISA
(National Health Surveillance Agency).

Keywords: fermented milk, Lactobacilli, Labeling, Legislation.
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Introducao

O conceito de que a natureza da aos alimentos fungBes curativas e de

promocédo a saude ndo é recente. Ha 2.500 anos, Hipdcrates proclamou: “Seja o

alimento o seu medicamento”. Para o filésofo grego, as doengas eram ocasionadas

pela natureza e os sintomas eram uma rea¢do do organismo. O tratamento médico

apenas auxiliava a natureza & curar o paciente.

No passado, havia uma relagéo direta entre alimentagdo e medicina. Os
alimentos tinham a fungdo de curar, conservar a saude e prevenir doengas. Com
o decorrer do tempo, houve uma substituicdo dos habitos alimentares em funcéo
da propria mudanca de vida. Os excessos eram prejudiciais e se observava uma

relacédo dieta /saude/ doenca.

Atualmente, fatores como éalcool, estresse, uso excessivo de antibibticos,
aliados a uma dieta cada vez mais empobrecida, conduzem a um
enfraquecimento da microbiota, podendo levar a varias manifestacbes de
doengas como cancer de colon, disturbios gastrointestinais, doengas cardiacas e
outros. Nesse contexto, conseqliente ao bem-estar e a saude, o interesse
cresceu tornando-se um alvo para as pesquisas e o futuro desenvolvimento da

industria de alimentos funcionais.

A portaria n° 398 da ANVISA/MS (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria) define alimento funcional como todo alimento que, além das funcdes
nutricionais béasicas, quando consumidos na dieta usual, produz efeitos
metabdlicos e/ou fisiolégicos e/ou efeitos benéficos a saude, devendo ser seguro

para o consumo sem supervisao medica (BRASIL, 1999 a).

Dentre as inumeras substancias bioativas que compfe o0s alimentos
funcionais, os probidticos, prebidticos e simbidticos ganham importancia pelas
suas propriedades reconhecidas e pela capacidade de serem vinculados aos
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alimentos de consumo habitual da populacdo. Os prebidticos sdo fibras

nao digeriveis.

Os leites fermentados s&do o0s principais carreadores das bactérias
probidticas. S&o definidos como produtos adicionados ou ndo de outras
substancias alimenticias, obtidos por coagulagéo e diminuicdo do pH do leite, ou
por reconstituicdo, adicionado ou ndo de outros produtos lacteos e por

fermentacdo lactea mediante acdo de cultivos de microrganismos especificos.

As bactérias probidticas adicionadas nos leites fermentados devem ser
viaveis, ativas e abundantes durante o prazo de validade especificado pelo
fabricante. De acordo com a cultura latica empregada e o tipo de processamento,
os leites fermentados podem apresentar diferentes caracteristicas no produto
final. Eles podem ser classificados em: iogurtes, leites fermentados ou cultivado,
Kefir e Kumys, (BRASIL, 2007).

O leite fermentado s6 pode receber a denominacdo de “Probidticos” se
possuir culturas probidticas com propriedade funcional reconhecida, uma vez que
0s probidticos sdo microrganismos vivos que quando administrados em
guantidades adequadas conferem um efeito benéfico na saltde do hospedeiro
(FAO/WHO, 2002). Os géneros mais utilizados nos leites fermentados sao
Lactobacillus e Bifidobacterium.

Estas bactérias tém que ser biologicamente seguras, de origem humana,
ter a capacidade de se manter viaveis durante 0 processamento e
armazenamento do produto, resistir a acidez gastrica e a bile, possuir
propriedades de colonizacdo, produzir compostos antimicrobianos e serem ativas

no intestino.

Varios fatores podem interferir na viabilidade das bactérias probidticas

incorporadas nos produtos lacteos e os efeitos profilaticos e terapéuticos

14
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roorganismos sO poderdo ser observados se elas

estiverem viaveis em quantidades adequadas no momento do consumo.

No entanto, para a garantia da viabilidade das bactérias probidticas em
produtos lacteos, ainda ndo existem metodologias oficiais de contagem, nem um
consenso da quantidade minima necessaria para que as bactérias probidticas
exercam determinado beneficio & saude. Em geral, a indicacdo da quantidade
minima varia de 10° a 10® UFC (Unidade Formadora de Col6nia) por grama do

produto.

Os alimentos probidticos com alegacdo funcional sdo controlados pela
ANVISA, por meio de uma comisséo especifica, que estabelece diretrizes para o
registro de novos produtos no mercado, bem como avalia e aprova a alegacéo, a
depender da analise, da comprovagdo cientifica apresentada pela empresa. A
indUstria e o comercio seguem essas normas definidas na legislacdo para

garantia dos padrdes de identidade e qualidade.

Essa pesquisa teve como objetivo avaliar cinco marcas de leites
fermentados, quanto aos parametros fisico-quimicos, microbioldgicos e
rotulagem, para em seguida, serem comparados aos padroes do Regulamento
técnico de leites fermentados do MAPA, (Brasil, 2007) e com as legislacdes
especificas da ANVISA.

O presente estudo oferece informacgdes dos leites fermentados comerciais
e o efeito das condi¢gdes de armazenamento na viabilidade de bactérias laticas,
pH, acidez, contaminantes, em dois momentos de analise: no inicio do prazo de
validade (primeira mensuracdo) e no final do prazo de validade (segunda
mensuracdo). Considerando que os fatores intrinsecos interferem na viabilidade
dos microrganismos e nas caracteristicas finais do produto e que estas requerem
condicbes adequadas para 0 seu armazenamento, justifica-se o0 presente
trabalho.

15
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Objetivo Geral

Avaliar os leites fermentados comerciais durante a vida de prateleira e
verificar o atendimento dos resultados alcancados aos parametros do padrao de
identidade e qualidade de leites fermentados estabelecidos na Instru¢do Normativa
de n° 46 do Ministério da Agricultura (BRASIL, 2007a).

Objetivos especificos

Caracterizacgéo fisico-quimica
Determinagé&o do teor de acidez titulavel
Determinacéo de gordura

DN NI

Determinacgéo de proteina

Avaliag&o microbiologica

Contagem de Bactérias laticas totais
Contagem de Coliformes (35°C).
Contagem de Coliformes (45°C).

D N N NN

Contagem de Bolores e leveduras

e Avaliagédo de Rotulagem
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Capitulo 1 — Reviséo de Literatura

1 Estudo de mercado

Com a procura cada vez maior dos consumidores por alimentos que
contribuam para a sua saude e qualidade de vida, empresas do setor respondem
com a busca de conhecimentos especificos para a area, com lancamentos de
novos produtos e processos, que resultam na disponibilidade cada vez maior de
alimentos que atendam a esses requisitos no mercado. Dessa forma, a érea de

alimentos funcionais tem crescido bastante em todo o mundo.

De acordo com o sitio eletrbnico de uma agéncia de pesquisa de mercado
na area de alimentos apresentado por Nielsen (2009), as bebidas probidticas
registraram um solido crescimento entre os anos de 2006 e 2007, na medida em
gue novos produtos séo langcados em todo mundo, como observado na Figura 1.
De acordo com a agéncia, os mercados europeus sao particularmente fortes para
esta categoria, apesar do maior crescimento percentual, atualmente, ser
observado na Argentina. O Brasil acompanhou essa nova tendéncia mundial e

esta entre os 10 maiores mercados mundiais de bebidas probidticas.

Os alimentos funcionais e as bebidas energéticas constituiram a maior
porcdo do mercado brasileiro de alimentos destinados a salude e bem-estar com
crescimento de 8% no ano de 2007 e vendas em torno de U$ 4 bilhdes, segundo
a NUTRA, 2009. As empresas Dairy Partners Americas Brasil e a DANONE
lideraram as vendas com 31 % dos alimentos e 11% dos funcionais. O iogurte
probiodtico ACTIVIA® teve forte desempenho e foi responsavel pela conducdo da

categoria de laticinios.

Os alimentos probidticos foram aceitos pela populacdo brasileira. Os
consumidores s&@o conscientes que esses alimentos podem ser (teis na
prevencao de doengas como obesidade, hipertenséo arterial, doencas cardiacas
e também auxiliam no sistema digestivo, junto a uma alimentagdo saudavel e a

pratica de exercicios fisicos.
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Crescimenta ano-a-ano nos 10 maiores mercadas:
(ateqoria: Bebidas Probioticas (4 000)

: 200000 410,00 &0 0 a0 200
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Mexico _ 2%

Russia 12%
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Tallandia 13% B 2007 @

Figura 1 — Relacdo dos maiores mercados mundiais de bebidas

probidticas referente aos anos de 2006 e 2007.
2. Composicao dos leites fermentados

Os leites fermentados devem ter como componente obrigatorio o leite e/ou
leite reconstituido padronizado em seu conteddo de gordura e cultivos de
bactérias laticas especificas (BRASIL, 2007).

Com relacdo aos componentes opcionais, os leites fermentados podem

conter:

a) leite concentrado, creme, manteiga, gordura anidra de leite ou butteroil,
leite em po, caseinatos alimenticios, proteinas lacteas, outros solidos de origem

|actea, soros e concentrados lacteos.

18
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Unlimited Pages pedacos, polpa(s), suco(s) e outros preparados a

base de frutas e maltodextrinas.

c) Outras substancias alimenticias tais como: mel, coco, cereais, vegetais,

frutas secas, chocolate, especiarias, café, outras, separadas ou combinadas.
d) Acucares e/ou glicidios (exceto polialcodis e polissacarideos).
e) Cultivos de bactérias laticas.

f) Amidos ou amidos modificados em uma propor¢cdo maxima de até 1%
(m/m) do produto final.

g) Ingredientes opcionais ndo lacteos, separados ou combinados deverdao

estar presentes em uma propor¢cao maxima de 30% (m/m) do produto final.

Em relacdo aos aditivos alimentares, que s&o substancias adicionadas aos
alimentos com o propdésito de manter ou modificar o sabor e/ou melhorar a sua
aparéncia, os mesmos devem ter sido objeto de aprovacgdo prévia e deve constar
no Codex Alimentarius. Todos os aditivos eventualmente utilizados e néo
incluidos nessa lista séo ilegais e 0 seu uso, portanto é proibido. Os aditivos
devem constar na lista de ingredientes nos roétulo dos produtos (anexol)
(BRASIL, 2007).

Dentre os aditivos, ficam excetuados da autorizacdo do uso de
acidulantes, os leites fermentados adicionados exclusivamente de glicidios (com
acucar, adocados ou acgucarados). E permitido polpa de fruta ou preparado de
fruta a presenca de acido ascorbico e seus sais de sodio, potassio e calcio em
uma concentracdo maxima de 300 miligramas por quilograma no produto final
(BRASIL, 2007).

Durante o periodo de validade a populacdo de bactérias laticas totais deve
ser de no minimo 10° UFC/g e quanto aos critérios microbiolégicos, o produto
devera cumprir 0s seguintes requisitos: coliformes a 35° :méximo de 100 NMP/qg,
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10 NMP/g e bolores e leveduras : maximo de 200
UFC/g, conforme Instru¢do Normativa n°® 46 do MAPA (Brasil, 2007) (anexo 3).

Em termos de composicdo quimica, os leites fermentados séo
classificados em quatro tipos com base no seu contetdo de gordura, isto €, com
creme, integral, parcialmente desnatado e desnatado. Devem conter no minimo

2,9 gramas de proteinas lacteas por 100 gramas do produto (anexo 2).

Além de serem elaborados com leite contendo alto teor de solidos, cultura
latica e agucar, os leites fermentados podem ainda ser enriquecidos com leite em
po, proteinas, vitaminas, minerais e podem ser produzidos com baixo teor ou

isento de gordura (desnatado).

A qualidade do leite é definida por parametros de composi¢cdo quimica,
caracteristicas fisico-quimicas e higiénicas. O leite utilizado deve ser isento da
acdo de bactérias psicotroficas para ndo interferir na acdo das bactérias laticas
durante a fermentacao, prejudicando o produto final. Essa qualidade higiénica &
influenciada pelo estado sanitario do rebanho, manejo dos animais,
equipamentos da ordenha, presenca de microrganismos e residuos de drogas
(BRITO e BRITO, 2001).

Apdés a analise qualitativa do leite, os processos de producdo dos
diferentes tipos de leites fermentados seguem fases de produc¢ao similares, como
padronizagcdo do conteudo de gordura, aumento dos sélidos ndo gordurosos do
leite, homogeneizacdo, desaeracdo e tratamento térmico. Quando se utilizam
culturas probioticas torna-se necessario determinar ainda o tipo de cultura starter
mais adequada, a temperatura, o tempo de incubacdo e a quantidade de in6culo
(TAMIME, 20086).

3. Importancia nutricional dos leites fermentados

Os leites fermentados contém um alto teor de nutrientes que variam com o
tipo de microrganismo adicionado e o processo de fabricacdo escolhido (GOMES
e MALCATA, 2002). Considerando os perfis nutricionais desses produtos, eles se
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Ctea, a partir dos quais sdo feitos, principalmente
bompostos de leite desnatado (BRITO e BRITO, 2001).

A gqualidade nutricional é determinada pelo seu alto conteido em proteinas
(caseina, albumina e globulinas), lactose, vitaminas hidrossoluveis (C e B),
vitaminas lipossoluveis (A, D, E e K), minerais (calcio, fosforo e magnésio),
gordura, fosfolipidios, esterdides, lecitinas, carotendides, cefalina e
esfingomielina (TAMIME, 1991).

Alguns componentes do leite podem ser modificados pela agcdo microbiana
durante o processo de fermentacdo que podem afetar o valor nutricional e
fisiol6gico do leite fermentado (VASILJEVIC e SHAH, 2008).

A proteina, a gordura e a lactose do leite sofrem hidrélise parcial, tornando
o produto facilmente digerivel, sendo considerado agente regulador das fung¢des
digestivas. A acidez estimula as enzimas digestivas através das glandulas

salivares.

Os carboidratos disponiveis englobam todos o0s compostos
hidrocarbonados que podem ser assimilados pelo organismo humano e que,
portanto, podem representar uma fonte de energia para seu metabolismo. A
lactose do leite € um dos carboidratos mais utilizados pelos microrganismos da
cultura starter dos leites fermentados que produzem o &cido latico como principal
produto do seu metabolismo (TAMIME, 1991).

As proteinas desempenham importante funcdo na liberagdo de
aminoacidos, essencial para o0 crescimento das bactérias laticas e no
desenvolvimento de compostos que atuam como precursores nas reagcdes que

conduzem a formacédo de compostos responséaveis pelo flavor do produto.

YADAV et.al., 2007, relatam que a adicdo de bactérias acido laticas nos
produtos pode contribuir na produgcdo de acidos graxos livres e acido linoléico
pela lipdlise da gordura do leite que vai trazer efeito hipolipidémico no
hospedeiro. Niveis elevados na absor¢cdo de calcio e ferro e de vitaminas do
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noacidos como a metionina, lisina e triptéfano, sao

observados apos o consumo de leites fermentados (TAMIME, 2001).

Entretanto, todos os valores nutricionais dos leites fermentados poderao
ser afetados por fatores como a temperatura de armazenamento, tempo de
exposicdo ao calor, exposicdo a luz e condicdbes de armazenamento
(VASILJEVIC e SHAH, 2008).

. Género Lactobacillus sp

O género lactobacillus sp é o mais utilizado em alimentos probiéticos. E
um grupo bacteriano heterogéneo, contendo cerca de 149 espécies e 20
subespécie, cuja classificacdo esta sendo constantemente modificada e novas
espécies tem sido propostas (LEE, 2009). Eles sdo encontrados em substancias
ricas em hidratos de carbono, mucosas do seres humanos e animais (cavidade

oral, intestino e vagina), plantas e fezes (BERMARDEU et. al., 2007).

Os lactobacilos foram isolados por Moro em 1900, a partir das fezes de
lactentes, e denominado de Lactobacillus acidophilus designacdo genérica dos
lactobacilos intestinais (BISCAIA et. al., 2004).

Foi o primeiro género a ser empregado em bactoterapia e bactoprofilaxia,
iniciado no comeco do século XX, com os trabalhos de Metchinikoff (1907), que
defendeu a importancia do género na manutengcéo de uma microbiota intestinal
equilibrada, inibindo a agdo de microrganismos indesejaveis, Ferreira (2003)
como a Escherichia coli e Salmonella sp., através da producédo de substancias
bactericidas como o peréxido de hidrogénio (PIMENTEL et.al., 2005).

E um dos géneros originais de bactérias laticas e possuem vérias espécies
de importdncia, muitas delas reconhecidas como probidticas, incluindo L.
acidophilus, L. rhamnosus e L. casei. Nos alimentos podem ser utilizadas como
coadjuvantes de fabricacdo de inumeros produtos fermentados, como o L.
delbrueckii subs. bulgaricus que é utilizado como cultura starter na fabricagédo de

iogurtes e leites fermentados.
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0 seguros, entretanto, a avaliagdo da seguranca é

hecesséria, principalmente devido ao uso generalizado da terapia
imunossupressora e antibioticos. Infec¢gées causadas por lactobacilos probiéticos
sdo extremamente raras, mas é importante fazer uma avaliacdo de seguranca
observando propriedades relacionadas com infecg¢des sistémicas (VERTERLEND
et.al., 2007).

O Lactobacillus casei subsp. shirota tem uma longa histéria de utilizacédo
segura; ele tem sido utilizado na producao de leites fermentados ha muitos anos,
e € um dos probidticos mais estudados na atualidade. Dentre os beneficios a
saude, podemos citar o balanco da microbiota intestinal, producdo de &cidos
graxos, acao anticancerigena, ativacdo no sistema imune e atividade
antibacteriana (FUJIMOTO, 2008).

O leite fermentado da marca Yakult foi desenvolvido no Japdo. Ele é
fermentado pelo Lactobacillus casei subs. shirota, o qual foi isolado de fezes
humanas. Ele é comercializado atualmente em 23 paises (TAMIME, 2007).

4.1 Caracterizacao

Os Lactobacillus sp tém sido classificados, com base nas suas
caracteristicas fenotipicas, incluindo morfologia, modo de fermentagéo da glicose,
crescimento em diferentes temperaturas, configuragdo de &cido latico e

fermentacdo de vérios carboidratos (KAO et.al., 2006).

Conforme mencionado na nona edicdo do Manual de Bacteriologia de
Bergey, 1994, “A diferenciacdo das espécies do género Lactobacillus sp exige
conhecimentos especiais”. Ela pode ser ambigua se baseado apenas em critérios
fisioldgicos ou bioquimicos (BERMARDEU et.al., 2007).

Abordagem moleculares através de métodos de reacdo em cadeia
polimerase (PCR) s&o essenciais para identificacdo do género, e uma
combinacdo de testes fenotipicos e genotipicos € necessaria para determinar a
espécie (CASTELLE et. al., 2006; MARAGKOUDAKIS et. al., 2005; HARUN-UR-
RASHID, 2006).
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metodologia seletiva em placas com meio seletivo de antibidticos e eletroforese

em gel para distinguir culturas mistas de Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus delbrueckii subs. Bulgaricus, L. acidophilus, L. paracasei e
Bifidobacterium lactis em leites fermentados.

7

A morfologia dos lactobacilos € de bastonetes, iméveis (com raras
excecdes), usualmente regulares de tamanho variado. Algumas espécies formam
cocobacilos, outras, bastonetes regulares, ou longo espirais. Algumas espécies
apresentam atividade de catalase ou pseudocatalase em meios contendo
sangue. Podem ser homofermentativos, produzindo mais de 85% de acido latico,
CO,, etanol e/ou é&cido acético. Requerem aminoacidos, peptideos, acidos
graxos, derivados de acido nucléicos, vitaminas, sais e carboidratos fermentaveis
para o crescimento. A maioria cresce melhor em condi¢cdes anaerdbicas ou

microaerofilicas. A temperatura 6tima de crescimento é de 30-45°C. Sdo
aciduaricos, crescendo em pH 4,5 (SILVA et. al., 2007).

O género Lactobacillus sp € composto por espécies homofermentativas
obrigatorias, heterofermentativas facultativas e heterofermentativas obrigatorias.
Enquanto as bactérias homofermentativas degradam a glicose através da via
Embden-Meyerhof-Parnas (glicolitica), as heterofermentativas degradam a
glicose através da via oxidativa das pentoses fosfato ou hexose monofosfato
(TAMIME, 20086).

5. Culturas laticas

Os leites fermentados devem sua producgdo e caracteristicas as atividades
fermentativas dos microrganismos. As culturas starter lacteas sempre incluem
bactérias que convertem lactose em acido latico. Elas podem ser formadas por

uma ou Vvarias linhagens.
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s probidticas puras com a finalidade de se obter

produtos lacteos fermentados é possivel, dependendo da cepa, do nivel de

inoculacdo e da adicdo de determinados ingredientes, que irdo favorecer a
multiplicacdo das bactérias probidticas. Como exemplo, podemos citar a
existéncia de produtos lacteos fermentados, nos quais sdo usados isoladamente
o L. acidophilus ou L. casei. O que se observa nessas situagdes é um tempo de

fermentacg&o superior a 12 horas para atingir um pH 4,5.

A prética atual para a fabricagdo de leites fermentados contendo
probidticos é de adicionar inicialmente bactérias convencionais do iogurte
chamadas de bioajustadoras, como L. delbrueckii subs. bulgaricus e S.
thermophilus, para desencadear o processo fermentativo (FERREIRA, 2003).

Esses bioajustadores tém a finalidade de melhorar o sabor, aroma e
textura, aumentando a taxa de crescimento, diminuindo o tempo de fermentagéao,

além de garantir o processo fermentativo, evitando problemas de contaminacgéao.

Entretanto, algumas cepas de L. delbrueckii subs. bulgaricus promovem
pos-acidificacdo, que reconhecidamente afeta a viabilidade das bactérias
probidticas. Tal fato merece atencdo especial e talvez represente o maior
comprometimento da estabilidade e viabilidade das bactérias probidticas, o que
reforca a necessidade de selecdo de culturas bem ajustadas e previamente
testadas (DONKOR et.al., 2005).

Zacarchenco e Massaguer-Roig (2004), analisaram trés leites
fermentados, um por Streptococcus thermophilus, outro por Bifidobacterium sp e
o terceiro por Lactobacillus acidophilus e um leite fermentado elaborado pela
mistura dos trés leites fermentados adicionados separadamente ao longo de 21
dias de estocagem. Os autores observaram que nao houve diferenca significativa
para os atributos sensoriais para o leite fermentado elaborado pela mistura e o
gue continha apenas cultura do Streptococcus thermophilus. A populacdo de
Lactobacillus acidophilus apresentou reducdo de um ciclo logaritmico, enquanto
as outras populacdes mantiveram-se constantes em até 21 dias de estocagem a
8" C.
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“crescimento entre 37°C e 45°C, (ROBINSON, 2002). Ostilie et.al. (2005),

demonstraram o efeito da temperatura no crescimento e metabolismo de

bactérias probidticas na fermentacdo do leite. A sobrevivéncia e a viabilidade
celular foram dependentes da cepa e condigcbes de incubacdo, entretanto a
sobrevivéncia dos L. acidophilus, L. johnsonni e L. rhamnosus foi superior a do L.

reuteri nas mesmas condi¢oes de incubacgéo.

Na fase inicial, do desenvolvimento de um leite fermentado, as culturas
probidticas sao selecionadas com base ndo apenas em critérios funcionais, mas
também em critérios tecnoldgicos, incluindo cultivo, rendimento industrial, melhor
sobrevivéncia da cultura, concentracéo e liofilizacdo (Vasiljevic e Shah, 2008),
boa propriedade sensorial, ou seja, ndo deve afetar o sabor, textura e viabilidade
durante o processamento (DERAZ et.al., 2007). Desta forma, elas poderdo ser
manipuladas e incorporadas em produtos alimenticios sem perder a viabilidade e
funcionabilidade (OLIVEIRA et.al., 2002).

5.2 Fatores que influenciam na viabilidade bacteriana durante o

armazenamento.

Perdas da viabilidade de bactérias laticas no produto podem acontecer em
consequéncia desses probidticos serem extremamente sensiveis as condi¢cdes
ambientais, que incluem: acidez, temperatura, valor de pH, concentra¢gfes de
substratos, interacdes entre as espécies, presenca de oxigénio dissolvido, pratica
de inoculacao, condicBes de estocagem e presenca de substancias inibitérias no
meio. (OLIVEIRA e DAMIN, 2003).

Uma caracteristica fisiol6gica diferenciadora das bactérias laticas é sua
alta tolerancia a acidez. A diminui¢cdo do pH em um produto pode ser devido a
varios fatores incluindo: pH inicial, tempo de fermentacdo, variacdo de
temperatura e niveis de acidos organicos produzidos no final da fermentacéo e
durante o armazenamento (DONKOR et.al., 2006). Um pH adverso afeta pelo
menos dois aspectos de uma célula bacteriana viva: o funcionamento de suas

enzimas e o transporte de nutrientes para o interior da célula.
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mbiente interagem com o pH. Em relagcdo a

temperatura, o pH do meio se torna mais &cido a medida que a temperatura
aumenta. Nesses casos, o0 monitoramento do pH no meio, segundo Barreto et. al

(2003), é essencial para assegurar a viabilidade bacteriana.

Thamer e Penna (2005) observaram a interferéncia do pH na viabilidade
da microbiota probidtica na andlise do leite fermentado. Com a diminui¢do do pH
ocorreu uma reducdo nas contagens de células viaveis de Lactobacillus

acidophilus e Bifidobacterium sp durante o armazenamento refrigerado.

Na tentativa de melhorar a viabilidade das estirpes probidticas, pode-se
utilizar o encapsulamento da estirpe sensivel ao acido com alginato de célcio,
Tamime (2007). Krasaekoopt (2004) observou no seu experimento, que a

sobrevivéncia das bactérias encapsuladas foi maior do que as bactérias livres.

Além da interferéncia da acidez na viabilidade probidtica, as bactérias
laticas exigem complexos fatores de crescimento como: vitaminas do complexo
B, aminoacidos e bases purinicas e pirimidinicas. A riboflavina € uma vitamina

necessaria ao bom desenvolvimento da fermentacéo latica (LIN et.al., 2005).

A incorporagdo de micronutrientes muitas vezes pode ser necessario para
reduzir o tempo de fermentacdo e propiciar viabilidade das bactérias probiodticas.
Oliveira e Damin (2003) analisaram o efeito do teor de sélidos e da concentracao
de sacarose na acidificacdo e viabilidade das bactérias de iogurte e probioticas
em leites fermentados. A adicdo de sacarose e a padronizagéo do leite diminuiu o
tempo de fermentacao para atingir pH 4,5 dos leites fermentados.

Gueimonde et al. (2004) analisaram sete leites fermentados comerciais
com Lactobacillus sp e S. thermophilus, e observaram que as cultura de S.
thermophilus apresentaram contagens entre 10’ e 10° UFC/ mL durante o
armazenamento refrigerado, entretanto os lactobacilos diminuiram entre 0,75 e
1,85 log. Durante 30 dias de armazenamento refrigerado, a populacdo desses

microrganismos permaneceram acima de 10° UFC/mL.

A temperatura de armazenamento € um dos parametros extrinsecos que

afetam a viabilidade das bactérias probidticas, jA que as mesmas Sao
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se aumenta a temperatura de conservacédo, mais

diminui-se a viabilidade. Os leites fermentados devem ser armazenados e
comercializados em uma temperatura inferior a 10°C segundo o RIISPOA,
(BRASIL, 1997), para assegurar a viabilidade das bactérias no prazo de validade
determinado pelo fabricante.

Uma oscilagdo na temperatura, durante o periodo de armazenamento
pode favorecer o desenvolvimento de microrganismos psicrotroficos, que
crescem sob temperatura de refrigeracéo, alterando as caracteristicas dos leites

fermentados.

O acumulo de acidos organicos como resultado do crescimento e
fermentacdo também leva a perda da viabilidade de bactérias no armazenamento
refrigerado. Donkor et. al. (2005) observaram uma baixa contagem de
Bifidobacterium lactis ap6s aumento dos niveis de acidos organicos e diminui¢éo

do pH no armazenamento refrigerado.

Observou-se que a presenca de organismos probidticos no leite
fermentado analisado aumentou a atividade proteolitica, aumentando assim, a
sobrevivéncia do L. delbrueckii subs. Bulgaricus. Por outro lado, 0 aumento de
acido latico produzido por esse microrganismo afetou a sobrevivéncia de B. lactis
e L. paracasei. Peptideos e aminoacidos liberados promoveram o crescimento de
L. acidophilus e sustentou a sobrevivéncia de B. lactis e L. paracasei (YADAV,
2007).

Outros fatores podem causar ainda uma inibigcao e/ou redugéo da atividade
da cultura starter, ocasionando uma baixa qualidade nos produtos laticos
fermentados. Como por exemplo, a presenca de componente antimicrobiano
naturalmente presente no leite, residuo de antibiéticos proveniente do tratamento
de mastite em vacas leiteiras, presenca de bacteriéfagos, presenca de
desinfetantes e detergentes utilizados para a limpeza de superficies,
equipamentos, bacteriocinas e diversos outros inibidores (células sométicas,
sazonalidade do leite, poluicdo ambiental, condi¢bes de processamento, aditivos)
(ROBINSON, 2002).
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2) em seu experimento, observou que aditivos

[flavorizantes utilizados na indlstria de laticinios exerceram um efeito

bacteriostatico sobre os Lactobacillus acidophilus e que a nisina (1ppm) inibiu o
crescimento do Lactobacillus rhamnosus no processamento de leites

fermentados.

. Efeitos bioldgicos dos probidticos

7

O Trato Gastrointestinal (TGIl) humano € um dos mais complexos
ecossistemas conhecido em ecologia microbiana, geralmente contendo 10*°-10**
bactérias / g de conteddo luminal. Reline os érgdos metabolicamente mais ativos
do corpo humano. A atividade das bactérias comensais no ecossistema inclui
protecdo contra agentes patogénicos e desenvolvimento do sistema imunoldgico.
Os efeitos positivos sobre a saude vém através da nutricdo cecocolica do
hospedeiro (UYENO, 2007).

O epitélio intestinal desempenha um papel de fronteira e barreira
imunoldgica, estabelecendo a interface entre o conteddo luminal e a células
imunoldgicas subepiteliais. Qualquer perturbagédo a esta barreira, desencadeada
por antigenos dietéticos, microrganismos patogénicos, agentes quimicos ou
radiacoes, conduz a um aumento da permeabilidade intestinal e alteracdes
estruturais do epitélio, as quais podem ocasionar diversos tipos de inflamacéao.
(GOMES e MALCATA, 2001).

A correcdo das propriedades da microbiota autdctone desbalanceada
constitui a racionalidade da terapia por probidticos. O apelo dos alimentos
probidticos baseia-se na premissa de que a microbiota intestinal pode ser
influenciada pela dieta. Tanto a introducdo de bactérias benéficas no intestino ou
pela existéncia dessas bactérias ja residentes permite a modulagdo do trato
gastrointestinal para uma comunidade mais desejada no intestino (TAMIME,
2005).

A partir da capacidade de aderir as vilosidades intestinais, alguns
microrganismos probioticos competem pelo substrato e inibem a fixacdo de
patdgenos, evitando que enterotoxinas se liguem as células do epitélio intestinal
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m disso, a adesdo amplia o periodo de interacdo

entre as bactérias probidticas, a microbiota intestinal e o sistema imunoldgico do
trato intestinal. Logo, uma boa capacidade de adesado as células epiteliais do
célon ou a camada mucosa que fica sob ele € um importante critério de selecao

das bactérias probidticas.

Uma vez fixada no intestino, as bactérias probidticas competem com as
bactérias patogénicas na absor¢do de nutrientes disponiveis na luz intestinal, que
€ um fator limitante na manuteng&o das mesmas no intestino (VARAVALLO et.al.,
2008).

Além da ocupacdo de sitios de ligacdo na mucosa intestinal, a producao
de substancias antibacterianas eficazes também faz parte dos mecanismos
usados pelas bactérias probidticas para constituirem-se como populagéo
dominante no intestino e modificar o balanco ecoldgico da microbiota intestinal.
Dentre essas sustancias estao o peréxido de hidrogénio (H.0,), as bacteriocinas,
acido latico e acético (TAMIME, 2007).

As bacteriocinas sdo proteinas ribossomicamente sintetizadas, produzidas
na fase logaritmica (log) do crescimento bacteriano que, diferentemente dos
antibioticos, inibem somente uma pequena quantidade de cepas bacterianas
intimamente relacionadas, sem prejudicar a microbiota intestinal como um todo,
pois estas s&o digeridas por enzimas como tripsina e pepsina do trato
gastrointestinal (ROSA e FRANCO, 2001; ROBINSON 2002; TAMIME 2006).

Por meio de sua atividade antibacteriana, as bactérias probidticas afetam
pouco, a microbiota intestinal estabelecida, mas inibem a colonizagdo das
“recém-chegadas”, as quais também podem ter cepas bacterianas prejudiciais e
patogénicas (Bemardeu et.al., 2007, Deraz et al., 2007), como E. coli, Salmonella
ssp, Listeria monocytogenes , Clostridium ssp e certas espécies de bolores e
leveduras (PIMENTEL, 2005; BENDALI et.al, 2008).

Para os probidticos exercerem seu efeito maximo, sdo necessarias a

colonizagdo e a multiplicacdo no intestino do hospedeiro para aumentar 0 nimero
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ps benéficos tais como acidos volateis, vitaminas e

- bacteriocinas, citadas anteriormente (FUJIMOTO et.al., 2008).

No entanto, a percepcdo que é necessaria a colonizacdo intestinal é
contestada por Tamime (2006). Segundo o autor, 0 tempo de passagem do trato
gastrointestinal é tal que permite a multiplicacdo de bactérias, independente da
perda no material fecal. Considerando a natureza dos microrganismos autocnes
que exerce seus efeitos no habitat luminal, isto indica que a coloniza¢do ndo é

uma condi¢do prévia para a atividade probiotica.

Varios aspectos precisam ser esclarecidos quanto ao mecanismo de acéo
dos probidticos. Acredita-se que eles podem ainda estimular a imunidade do
hospedeiro, por meio do aumento dos niveis de anticorpos, e 0 aumento da

atividade dos macréfagos.

Pimentel et.al (2005) acreditam que os Lactobacillus acidophilus, L.
delbrueckii subs. bulgaricus e L. casei aumentam a atividade fagocitaria, a
sintese de imunoglobulinas (IgA) e a ativacdo dos linfécitos T e B. Para os
autores, 0s probidticos estimulariam a resposta humoral e conseqlientemente

promoveriam a fung¢éo do intestino como barreira imunoldgica.
7. Efeitos Terapéuticos dos probioticos

Uma série de beneficios tem sido atribuida aos produtos que contém
organismos probidticos. Enquanto alguns desses beneficios ja foram bem
definidos e documentados, outros tém demonstrado um potencial promissor em

experimentos com animais e humanos (VASILJEVIC e SHAH, 2008).

Segundo os autores citados anteriormente, beneficios de salde sé&o
transmitidos por estirpes de bactérias probidticas muito especificas, e, portanto,
nao existe estirpe universal que proporcionaria todos os beneficios propostos,
mesmo sendo em estirpes da mesma espécie. Além disso, nem todas as estirpes

da mesma espécie sdo eficazes contra definidas condi¢cdes de saude.

31


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

£ 0

Cllck Here to

Unlimited Pa

Your complimentary
use period has ended.

Thank you for using
O m p | ete PDF Complete.

pbssuem propriedades probidticas documentadas.

Dentre elas, Bifidobacterium animalis (BB 12), Bifidobacterium animalis ssp.
Lactis HNO19, Bifidobacterium breve (estirpe YAKULT), Bifidobacterium longum
BB536, Bifidobacterium longum BB-46, Lactobacillus acidophillus (LA -5),
Lactobacillus acidophilus NCDO 1748, L. acidophillus CRL730, Lactobacillus
paracasei ssp. paracasei (L.casei-01), Lactobacillus paracasei ssp. paracasei
F19, Lactobacillus paracasei ssp. paracasei, (L.CASEI-CRL-431), Lactobacillus
acidophilus NCFM, L. casei SHIROTA, L.gasseri OLL2716, L. rhamnosus GG,
LGG, L. rhamnosus GR-1, L. rhamnosus RC-14, L. rhamnosus HNOO1 (LEE e
SALMINEN, 2009; HANSEN, 2008).

As propriedades documentadas de algumas cepas estdo relacionadas

abaixo:

e Lactobacillus acidophilus (LA-5): Imunologia, diarréia, constipacdo e
saude intestinal, tolerdncia a lactose, céncer, efeitos colaterais da
antibioticoterapia, colesterol, infec¢cdes micoéticas, desordens da pele.

e Lactobacillus acidophilus NCFM: efeito barreira contra patogénicos,
adesdo aos enterdcitos e muco intestinal, propriedade antimicrobiana.

e Lactobacillus acidophilus, (L.acidophilus - CRL730): imunologia, diarréia,
constipacdo e saude intestinal, toleréncia a lactose, cancer.

e Lactobacillus casei subsp. Shirota — propriedade de adeséo, constipacao
e equilibrio intestinal, imunomodulagdo, céancer, prevengdo contra
doencas infecciosas inclusive contra Helicobacter pylori.

e Lactobacillus paracasei ssp. paracasei, (L.casei-01): imunologia, cancer
e saude intestinal.

e Lactobacillus paracasei  ssp. paracasei, (L.CASEI-CRL-431):
Constipacdo e saude intestinal, tolerancia a lactose, cancer.

e Lactobacillus rhamnosus GG - diarréia aguda, constipacdo e saude
intestinal, efeitos colaterais da antibioticoterapia, efeito barreira,

imunomodulagéo, colite ulcerativa, dermatite atopica.

7.1 Inibicdo de infeccdes intestinais
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rapéuticos atribuidos as bactérias probioticas

reconhecido pela comunidade cientifica é o efeito benéfico sobre disturbios e

infeccdes intestinais.

Estudos clinicos tém demonstrado efeitos terapéuticos benéficos dos
probidticos para prevencdo e tratamento da Doenca de Crohn, colite ulcerosa,
diarréia causada por antibidticos, diarréia induzida por radiacdo, diarréia dos
viajantes e outras. Os probidticos parecem mais eficazes para doenca leve e
moderada do que para doenca grave (MATTIASSON, 2007; OOZER et.al., 2006).

A diarréia é a manifestacdo clinica mais comum de moléstia intestinal. Ela
€ definida como a passagem de fezes que contém quantidade excessiva de
agua, resultando no aumento anormal na quantidade de liquidos e peso da
evacuacao. Ela ocorre secundéria ao desequilibrio dos fluxos de soluto através
da mucosa associado com digestao, absorcao, secrecao, permeabilidade ou
motilidades anormais. A patogénese da diarréia envolve a absorcédo diminuida do
fluido, hipersecrecéo de ions e permeabilidade aumentada.

Independente das condi¢bes que causam a diarréia (dieta, parasitas,
moléstias infecciosas, intoxicagfes, distdrbios sistémicos extra intestinal,
antibioticos), as bactérias enteropatogénicas sao oportunistas e produzem
molestia intestinal por invasdo e lesdo do epitélio (bactérias invasivas) ou por
permanecerem presas ao epitélio sem penetra-lo, onde elas liberam
enterotoxinas diarreicogénicas. As bactérias capazes de invadir a mucosa
incluem Salmonella ssp, Campylobacter ssp, Yersinia ssp, Shigella ssp, Bacillus
ssp, Mycobacterium ssp e outras ( REID, 2006; LIN et.al., 2006).

A terapia alimentar sintomatica com probioticos esta associado a producao
de substancias antimicrobianas que irdo inibir o crescimento de bactérias
patbgenas, através da competicdo pelo sitio de ligacdo e por nutrientes
disponiveis na luz intestinal. Vale a pena salientar, que essas bactérias precisam
estar viaveis no alimento no momento do consumo e a quantidade consumida
adequada para tal afeccdo. No entanto, a dose minima de probi6ticos
necessarios para obter um efeito clinico ainda ndo foi estabelecida. Parece

33


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

: Your complimentary

— use period has ended.

Thank you for using

: CO m p | ete PDF Complete.
Click Here to upc

em variar em fungéo da cepa e do efeito desejado
de satde (TABASCO et. al., 2007; VERTERLUND et. al., 2007).

7.2 Intolerancia a lactose

A lactose é o carboidrato do leite que é quebrado nos monossacarideos
galactose e glicose pela enzima [3 — galactosidase, que fica localizada no
intestino delgado. Essa enzima estd ausente na populacdo adulta (exceto
europeus setentrionais e centrais e descendentes) ou conseqUéncia de uma

doenca intestinal.

Quando ndo ha atividade da B — galactosidase, a lactose atinge o cdlon
sem ser digerida apés o consumo de leite e pode ser utilizada por
microrganismos que degradam a lactose (dentre eles, bactérias potencialmente
prejudiciais, tais como cepas de E. coli). Quando a lactose é fermentada no célon
por esses microrganismos causa flatuléncia, gases, nausea, dor abdominal e
diarréia (TAMIME, 2006).

Segundo o mesmo autor, diversas bactérias laticas presentes em produtos
lacteos fermentados possuem uma [3 — galactosidase microbiana que sobrevive
na passagem pelo estdbmago ap6s o consumo, quebram a lactose no intestino

delgado e a torna digerivel para individuos intolerantes a lactose.
7.3 Efeito no metabolismo dos lipidios

O metabolismo dos lipidios € complexo, dependendo em parte da fungéo
hepatica normal. Colesterol, ésteres de colesterol, fosfolipidios e triglicéridas
compreendem o0s principais lipidios plasméticos insolUveis na &gua e sao
transportadas na circulagdo com complexos protéicos. As concentragcdes séricas
de colesterol sdo ajustadas por mecanismos de retroalimentacdo de acordo com
o equilibrio entre a ingestéo, sintese, degradacdo e excrecdo. A excre¢do do
colesterol ocorre pela via do canal alimentar, nas fezes, na forma de colesterol
biliar e alimentar, sais biliares e metabdlito do colesterol ndo absorvido (MINELLI
et.al, 2004).
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olesterol ocorre por difusdo passiva no interior dos

énterécitos, onde é esterificado e armazenado com triglicerideos e apoproteinas.
A dieta parece ser um importante determinante do conteddo de colesterol sérico
total. As lipoproteinas responsaveis pelo transporte do colesterol sao
diferenciadas pelo tamanho e densidade e sdo lipoproteinas de densidade muito
baixa (VLDL), lipoproteinas de baixa densidade (VDL), lipoproteinas de alta
densidade (HDL) (CHIU et.al, 2006).

As VLDL transportam os triglicéridos endégeno e colesterol para os tecidos e
sdo hidrolisadas pela lipase protéica formando as LDL, que transportam o
colesterol para as células extra hepaticas. As HDL transportam colesterol dos
tecidos para o figado. A concentracdo dessas proteinas esta relacionada com a
colesterolemia humana e podem causar riscos para doencas cardiovasculares. A
modulacdo da colesterolemia pelo emprego de probidticos e prebidticos utiliza
diversos mecanismos como; reducdo da absorcdo intestinal de colesterol,
aumentando a excrecao de esteroides fecais, bloqueando a sintese de colesterol
ou favorecendo a sua excre¢ao. Entretanto, esses mecanismos ainda néo estao
devidamente esclarecidos (FERREIRA et.al.,, 2003; VARAVALLO et.al., 2008;
CHIU et.al., 2006).

7.4 Outras situacdes clinicas

Os probidticos podem ser Uteis ainda na reducéo da taxa de infeccdo por H.
pylori, bactéria responsavel por gastrites, Ulceras e cancer de estbmago, atraves
da dieta com a inclusdo de probidticos, Vasiljevic e Shah (2008), infeccdes
urogenitais e vaginites, acdo imunoestimulante, Varavallo et.al (2008), problemas
dermatoldgicos (Tamime, 2003) e efeitos anticarcinogénico, JAY (2005), também

foram relatados.

8 Eficacia e Seguranca dos probioticos

A comissao da OMS/FAQO, 2002, determinou as Diretrizes para Avaliacido

de Probidticos nos alimentos com o objetivo de recomendar critérios e
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dos probidticos e para identificar e definir os

requisitos minimos para um produto ser identificado como probidtico.

Dentre as especificagfes para determinar se o microrganismo é probidtico ou nao,

€ necessario:

e |dentificar o gene, a cepa e a estirpe
e Realizar testes In vitro para demonstrar o potencial probiético

e Realizar estudos In vivo usando animais € humanos

A selecdo de bactérias probiodticas tem como base os seguintes critérios
preferenciais: o género ao qual pertence a bactéria deve ser de origem humana,
a capacidade de aderir a mucosa intestinal, a capacidade de colonizar, a0 menos
temporariamente, o trato gastrintestinal humano, a capacidade de produzir
compostos antimicrobianos e ser metabolicamente ativo ao nivel do intestino (LIN
et. al., 2006).

Os microrganismos probidticos devem ser suficientemente tolerantes ao
suco gastrico e a bile e resistentes as enzimas digestivas, a fim de sobreviver a
passagem pelo estdmago e pelo intestino delgado superior em quantidade
adequada (OOZER et. al, 2006).

A deteccédo de efeitos relevantes a saude por meio de estudos clinicos em
seres humanos é realizada de forma a atender critérios claramente definidos,

casualizados, verificados por duplo cego e com controle de placebo.

Os resultados positivos devem ser confirmados por diferentes grupos de
pesquisadores e publicados em revistas cientificas criteriosas ou obtidos de
acordo com as regras da “boa pratica clinica”. Entretanto, um resultado positivo
de um estudo clinico ndo é garantia de um efeito no individuo, mas indica qual
porcentagem de um grupo de seres humanos pode ser beneficiada pelo consumo

de alimentos probibticos em questéo.

O periodo de passagem de um leite fermentado digerivel pelo estbmago &
relativamente curto, de 1 a 2 horas em média. Os valores do pH no estbmago
variam dependendo do estado de nutricdo, entre pH 1,5 (apés um periodo de
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Unlimited Pages rias probidticas necessitam ser testadas in vitro e in

Vivo guanto a tolerancia ao suco gastrico e a bile (MARAGKOUDAKIS et. al.,
2005).

8.1 Estudos in vitro para potencial probidtico

Testes in vitro sdo importantes para avaliar a seguranca das bactérias
probidticas e 0 mecanismo de agdo do probiotico. Apenas testes in vitro ndo sao
suficientes para descrever determinadas cepas como probidticas. Probidticos
para uso humano requer julgamentos em humanos (FAO/OMS, 2002).

Os principais testes utilizados atualmente in vitro para o estudo das cepas
probidticas, segundo Tamime (2006) séo:

e Resisténcia ao suco gastrico

e Resisténcia aos acidos biliares

e Adesdo a mucosa e/ou células intestinais humanas

e Atividade antimicrobiana contra bactérias potencialmente patogénicas
e Resisténcia a antibioticos

e Imunomodulagao

e Hemodlise

Estudos in vitro com o objetivo de avaliar o potencial probidtico dos
Lactobacillus sp pela capacidade de manter-se viaveis em condi¢Bes 4cidas e
concentragOes biliares, simulando as vias gastrointestinais demonstraram uma
capacidade de sobrevivéncia de 100% em pH de 3,0 e 4,0 ao longo de 2 horas;
em um pH de 2,0 a capacidade de sobrevivéncia foi reduzida em 2 ciclos de log;
valores mais baixo e exposi¢des mais longas levaram a diminuicdo na contagem
(KARLSSON e MATTIASON, 2007; LIN et. al., 2005; MISHRA e PRASAD, 2005).

Em relacdo a bile, os Lactobacillus sp demonstraram uma tolerancia
extraordinariamente boa, melhor que a resisténcia ao Bifidobacterium sp (LIN et.
al., 2005).
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guisadores também examinaram 0 crescimento, a

sobrevivéncia e manutencdo da integridade celular dos lactobacilos e/ou

bifidobactérias em varios meios de cultura, com adi¢do de bile de boi a 0-0,3% ou
sais de bile conjugados (acido taurocélico e glicocdlico). Descobriu-se que a
estabilidade de ambas as cepas na bile é suficiente para sobreviverem a
passagem pelo estdmago e intestino delgado em percentuais elevados (MISHRA
e PRASAD, 2005).

Estudos ainda sobre a adesdo de bactérias ao tecido intestinal
(Maragkoudakis et.al., 2005; Lin et. al, 2005; Mishra e Prasad, 2005; Minelli et.
al., 2004) mostraram uma excelente adesdo das bactérias probidticas aos
diferentes tecidos nesses ensaios in vitro. Além disso, estudos sobre o
comportamento da adeséo bacteriana foram usados para investigar a capacidade
de diferentes culturas probidticas de proteger células intestinais contra infec¢ao
por bactérias patogéncias. Foi detectada uma inibicdo na aderéncia da
Escherichia coli e Salmonella typhimurium (mais de 60%) pelos Lactobacillus
casei subsp. Shirota, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum e
trofozoitos da Giardia (SHUKLA et. al., 2008).

Estudos demonstraram efeito da bacteriocina 20079, produzida pelo
Lactobacillus acidophilus sobre uma cepa de Lactobacillus delbrueckii, subs.
bulgaricus. As trés diferentes concentracdes da bacteriocina utilizada levaram a
reducbes do numero de células vidveis de Lactobacillus delbrueckii, subs.
bulgaricus o que indica que a atividade bactericida da bacteriocina foi
concomitante com lise celular (DERAZ et. al., 2007; MISHRA e PRASAD, 2005).

Assim, a partir desses ensaios in vitro, € possivel concluir que a taxa de
sobrevivéncia dos Lactobacillus sp e Bifidobacterium sp durante a passagem
gastrointestinal é alta quando administrados via produtos lacteos fermentados.

8.2 Estudos in vivo em animais e humanos

Modelos animais existem para fornecer subsidios dos efeitos in vitro e a
determinacdo do mecanismo probiotico. Utiliza a administracdo diaria de altas
doses de probidticos e avalia a perda de peso, inflamacéo intestinal, alteracao
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) e colon. E necessario realizar estudos em animais

antes de fazer experimentos em humanos, no entanto, eles nédo simulam

necessariamente a situagdo humana (REID, 2006).

O principal resultado de estudos sobre a eficacia de probioticos deve ser
comprovado em beneficios humanos, tais como a melhoria estatisticamente e
biologicamente significativa dos sintomas, bem-estar, qualidade de vida, reducao
do risco de doenca ou de um tempo maior para a préxima ocorréncia, ou
recuperacdo mais rapida da doenca. Cada um deverd ter uma comprovada

correlacdo com o probidtico testado (FAO/OMS, 2002).

O experimento em humanos é realizado em quatro fases. A primeira
fase avalia a seguranca, a segunda e terceira fases avaliam a eficacia e a quarta
fase avalia a vigilancia (FAO/OMS, 2002).

Estudos sobre o metabolismo do colesterol entre o hospedeiro e a
microbiota intestinal foram realizados utilizando ensaios experimentais com
animais. Em todos os ratos tratados observou uma reducdo de triglicéridas,
colesterol total, HDL (Hight density lipoprotein) e LDL (Low density lipoprotein),
transaminases e bilirrubina. Pardmetros hematoldgicos e microbioldgicos
indicaram que cepas de L. casei possuem estirpes especificas para as fungdes
probidticas. Pode-se observar o efeito hipocolesterémico dos leites fermentados
(MINELLI et. al., 2004).

Estudos em experimento humano analisaram as fezes de criangas e
adultos apGs a ingestao de leites fermentados. As taxas de sobrevivéncia ileal e
fecal dos Lactobacilos ingeridos foram em torno de 51,2% e 28,4%
respectivamente. Em recém nascidos a sobrevivéncia dos Lactobacilos nas fezes
foi maior (em torno de 92%). Os niveis populacionais de dois grandes grupos de
bactérias fecais (Bacteroides ssp, Provotella ssp e Clostridium cocoides)
tenderam a mudar em resposta a ingestéo de leites fermentados. Os resultados
sugerem que a comunidade bacteriana fecal pode ser alterada pela ingestdo de
cepas especificas probidticas (UYENO et. al., 2008; MARZOTTO et. al., 2006;
FUJIMOTO et. al., 2008; OOZUR et. al., 2006).
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9 Rotulagem

Os leites fermentados séo regulamentados pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) através do 1° artigo da lei 1.283/1950,
portanto o registro e rotulagem devem atender as instru¢cbes normativas
especificas. Os rétulos dos produtos devem estar de acordo com os critérios do
Regulamento técnico para rotulagem de produto de origem animal embalado do
Ministério da Agricultura (BRASIL, 2005).

Os leites fermentados que possuem alegacgéo funcional, devem ter seus
rétulos avaliados de acordo com a Resolugcdo ANVISA/MS 18/99 e com
alteracbes obrigatérias apresentadas no sitio eletrbnico da ANVISA
(WWW .anvisa.gov.br/alimentos/comissds/tecno lista alega.htm) divulgada no més
abril de 2008.

A informacao nutricional é obrigatéria na rotulagem e deve estar de acordo
com a RESOLUCAO - RDC N° 360 da ANVISA/MS (Brasil, 2003), que torna
obrigatoria a informacdo da rotulagem nutricional nos produtos embalados.
Devem ser declarados 0s seguintes nutrientes: valor energético (kcal),
carboidratos (g), proteinas (g), gorduras totais (g), gorduras saturadas(g),
gorduras trans(g) e sédio (mg).

Qualquer informagdo ou propriedade funcional e/ou de saude de um
alimento ou ingrediente veiculado por qualquer meio de comunicacdo, ndo pode
ser diferente daquela aprovada para constar em sua rotulagem (BRASIL, 1969;
BRASIL 1999d). Entretanto, ndo é o0 que se observa nos produtos

comercializados.

De acordo com Oliveira (2008), 70% dos leites fermentados probioticos
analisados apresentaram irregularidades no rotulo quanto & denominacdo do
produto, ilustracdes, declaracbes de estimulantes e/ou promotores de saulde,

presenca de sinais, simbolos e emblemas.

Coeuret et. al. (2004) analisaram dez produtos probidticos destinados ao

consumo humano. Cinco produtos foram erradamente rotulados quanto a
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trés em relagdo a espécie do microrganismo. Em

guatro produtos, as cepas especificadas nao foram detectadas. Quatro produtos
comercializados sob trés diferentes marcas registradas tinham a mesma cepa

gue foi nomeada diferentemente em cada roétulo.

Gueimond et. al (2004) identificaram todos os probidticos anunciados no
rétulo de leites fermentados analisados, e ainda em dois leites fermentados foi
encontrado um grupo de Lactobacillus sp adicional, que ndo estava declarado no

rétulo.

Dos diversos leites fermentados disponiveis no mercado brasileiro, apenas
alguns contém no rotulo a identificacdo do microrganismo presente. Em geral o
fabricante limita-se a informag&o que o produto contém “fermentos laticos”. No
entanto a linhagem de microrganismos presente no produto, bem como o numero

de células viaveis desta cultura , € que determina se esta € ou nao funcional.

Os produtos comercializados que tem alegagéo funcional comprovada, nao
podem ser certificados porque ndo existem métodos oficiais de contagem e
identificacdo de cepas bacterianas pelas agéncias reguladoras, que possam
comprovar o que estéd declarado em rétulo, apenas o que é alegado pela propria

empresa.

10 Aspectos legais — Brasil

Sao competéncias da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA):
estabelecer normas, acompanhar e executar as politicas, as diretrizes e as agdes
de vigilancia sanitaria; conceder registros de produtos, segundo as normas de
sua area de atuacdo; controlar, fiscalizar e acompanhar, sob o prisma da
legislacdo sanitaria, a propaganda e a publicidade de produtos submetidos ao
regime de vigilancia sanitaria (BRASIL, 2000).

Somente em 1999, a ANVISA aprovou as Resoluc¢des n°16, 17, 18 e 19

sobre a regulamentacgdo técnica para analise de novos alimentos e ingredientes
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s de propriedades funcionais e ou de salude cuja

esséncia é:

Resolucdo ANVISA/MS 16/99 trata de procedimentos para Registro de
alimentos e ou novos alimentos, cuja caracteristica é de ndo necessitar de
um Padréo de Identidade e Qualidade (PIQ) para registrar um alimento,
além de permitir o registro de novos produtos sem histérico de consumo
no pais, assim como, novas formas de comercializagdo para produtos ja
consumidos (BRASIL, 1999b).

Resolucdo ANVISA/MS 17/99 estabelece as diretrizes basicas para
avaliagdo de Risco e Seguranga de Alimentos baseado em estudos e
evidéncias cientificas, se o produto é seguro sob o ponto de vista de risco
a saude ou nao (BRASIL, 1999c).

Resolugdo ANVISA/MS 18/99 aprova o0 regulamento técnico que
estabelece as diretrizes basicas para analise e comprovacdo de
propriedades funcionais e/ou saude, alegados em rotulagem de alimentos
(BRASIL, 1999d).

Resolugdo ANVISA/MS 19/ 99 aprova o regulamento técnico de
procedimentos para registro de alimento com alegagédo de propriedades

funcionais e ou de saude em sua rotulagem (BRASIL, 1999e).

Essas resolucdes fazem distingdo entre alegacdo de propriedade funcional

e alegacdo de propriedade de saude.

Alegacdo de propriedade funcional: é aquela relativa ao papel

metabdlico ou fisiolégico que uma substancia (nutriente ou ndo) tem no

crescimento, desenvolvimento, manutencdo e outras fungdes normais do

organismo humano.

Alegacdo de propriedade de saude: € aquela que afirma, sugere ou

implica a existéncia de relacdo entre o alimento ou ingrediente com doencga ou

condig

ao relacionada a saude.
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acao da Alegacao de propriedades funcionais e /ou

de saude, segundo as resolugbes da ANVISA n° 18 e n° 19, descrevem o

seguinte:

A alegacdo de propriedades funcionais e/ou de saude € permitida em carater
opcional.

O alimento ou ingrediente que alegar propriedades funcionais ou de saude pode,
além de func¢des nutricionais basicas, quando se tratar de nutriente, produzir
efeitos metabdlicos e ou fisiolégicos e ou efeitos benéficos a saude, devendo ser
Seguro para consumo sem supervisao médica.

Sao permitidas alegacdes de funcdo e ou conteudo para nutrientes e néo
nutrientes, podendo ser aceitas aquelas que descrevem o papel fisiolégico do
nutriente ou n&o nutriente no crescimento, desenvolvimento e fungbes normais
do organismo, mediante demonstracdo de eficacia. Para os nutrientes com
funcbes plenamente reconhecidas pela comunidade cientifica ndo sera
necessaria a demonstracdo de eficacia ou analise da mesma para alegacdo
funcional na rotulagem (BRASIL, 1999d).

No caso de uma nova propriedade funcional, ha necessidade de comprovacao
cientifica da alegacgéo de propriedades funcionais e/ou de salde e da seguranca
do uso, segundo as Diretrizes basicas para avaliacdo de risco e seguranca dos

alimentos.

Para ser registrado como alimento funcional deve ser comprovado a alegacao

de propriedades funcionais ou de saude com base em:

Consumo previsto ou recomendado pelo fabricante;

Finalidade, condicdo de uso e valor nutricional, quando for o caso;

Evidéncia(s) cientifica(s): composicdo quimica, com caracterizacdo molecular,
quando for o caso, e/ou formulagdo do produto; ensaios bioquimicos; ensaios
nutricionais e/ou fisiolodgicos e/ou toxicolégicos em animais de experimentacao;
estudos epidemiolégicos; ensaios clinicos; evidéncias abrangentes da literatura
cientifica, organismos internacionais de saude e legislacdo internacionalmente

reconhecida sobre as caracteristicas do produto e comprovacdo de uso

43


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

, 8

Unlimited Pag

Your complimentary

use period has ended.

Thank you for using

O m p | ete PDF Complete.

Click Here to up

opulagdo sem danos a saude (BRASIL, 1999b;

" BRASIL, 1999¢; BRASIL, 1999d ).

Os leites fermentados séo regulamentados pelo Ministério da Agricultura
(BRASIL, 1964), portanto o registro e demais requisitos do produto (contagem de
bactérias para fabricacdo do produto, por exemplo) devem atender a instrucédo
normativa n® 46 do Ministério da Agricultura (BRASIL, 2007).

Caso sejam utilizados microrganismos para os quais se deseja fazer uma
alegacdo de propriedade funcional ou de salde, esta alegacdo devera ser
submetida a avaliacdo da ANVISA/MS, através da Comissdo de assessoramento
Técnico-cientifico em Alimentos Funcionais (CTCAF), sobre o teor das
alegacBes. A comissdo enviara um parecer conclusivo das citadas alegacdes

para a empresa com copia para o0 MAPA.

hY

As alegacOes aprovadas relacionadas a propriedade funcional e/ou de
saude a um nutriente ou ndo nutriente do alimento devem ser de acordo com as
resolucdées da ANVISA (Brasil, 1999d). No entanto a alegacdo no alimento deve
ser avaliada caso a caso, tendo em vista que podem ocorrer variagbes na agao

do nutriente ou n&o nutriente em funcdo da matriz ou formulacdo do produto.

As alegacgbes ndo devem fazer referéncia a prevencéo, tratamento e cura
de doencas (BRASIL, 1969; BRASIL, 1999e, BRASIL 2003).

A Geréncia Geral de Alimentos (GGALI) da ANVISA juntamente com a
comissdo de Assessoramento Técnico-Cientifico em Alimentos Funcionais e
Novos Alimentos (CTCAF) reavaliaram microrganismos anteriormente aprovados
com alegacéo de propriedade funcional como probidtico.

Com esta revisao, 0os microrganismos Lactobacillus delbrueckii subespécie
bulgaricus e Streptococcus thermophilus, ndo sdo mais classificadas como
probidticos, visto que sdo obrigatoriamente necessarios a producéo de iogurtes e
gue ndo sdo estritamente considerados probidticos, tendo em vista que esses

microrganismos nao colonizam o intestino.
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avaliacao das alegacdes anteriormente aprovadas,

relacionados aos probioticos foram alterados. Em relagdo a quantidade minima
viavel para os probidticos deve estar situada na faixa de 10° a 10° UFC na
recomendacgdo diaria do produto pronto para consumo, conforme indicacdo do
fabricante. Valores menores sdo aceitos desde que a empresa comprove sua

eficacia.

A documentacéo referente a comprovacéo e eficacia deve incluir: Laudo
da analise do produto que comprove a quantidade minima viavel do
microrganismo até o final do prazo de validade, teste de resisténcia da cultura
utilizada no produto a acidez gastrica e aos sais biliares.

Segundo o Regulamento técnico para rotulagem de produto de origem
animal embalado do Ministério da Agricultura, os produtos de origem animal
embalados ndo devem ressaltar qualidades no rétulo que tenham beneficios a
saude (Brasil, 2005), enquanto a resolucdo da ANVISA/MS de n° 18 permite
alegacBes no rotulo que fazem referéncias a manutencdo geral da saude, ao
papel fisiolégico dos ndo nutrientes e a reducdo de risco a doencgas (BRASIL,
1999d ).

Dentre a documentacao necessaria para registrar um produto probidético na
ANVISA estdo previsto o texto e a copia do esbo¢o com os dizeres da rotulagem
do produto e as diretrizes basicas para analise e comprovagcdo de propriedade
funcional ou de saude alegadas na rotulagem do produto.

Pode-se observar que o Ministério da Saude e o Ministério da Agricultura
atuam de maneira paralela e desconexa e sem uma ac¢ao articulada e integradora
de suas acdes determinando um quadro grave de inseguranca em relacdo aos

alimentos consumidos no pais.

Quanto & alegacdo de propriedades funcionais e/ou de saude serem
permitidas em carater opcional, a legislacdo deveria exigir que fosse veiculada
essa informacdo no rétulo para que o consumidor pudesse escolher cepas

potencialmente benéficas a saude.
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Capitulo 2 — Avaliacdo Fisico-quimica e Microbiolégica dos

leites fermentados comerciais em armazenamento refrigerado.

Autora: Andrea Marta de Sena Lago

Orientadora: Prof? Dra Elisa Teshima

Resumo

Foram analisadas 25 amostras de leites fermentados de cinco marcas
diferentes, adquiridas nos supermercados da cidade de Feira de Santana/ BA,
com a finalidade de caracteriza-los, quanto aos parametros fisico-quimicos (pH,
acidez, gordura e proteina) e microbiolégicos (bactérias laticas, coliformes a 35°C
e 45°C, bolores e leveduras) e avaliagdo da rotulagem. Os resultados foram
comparados aos parametros do Regulamento Técnico de Leites Fermentados do
MAPA, (Brasil, 2007) e as regulamentacdes da ANVISA. Duas marcas de leites
fermentados analisados tinham alegacgao funcional, enquanto aos outras marcas
SO declararam a presenca de lactobacillus sp. Duas marcas de leites fermentados
apresentaram contagem de fungos filamentosos e leveduras acima do permitido
pela legislacdo, caracterizando falhas no processo. Quanto a viabilidade das
bactérias laticas, verificou-se niveis acima de 10'UFC/g em todas as amostras.
Uma amostra apresentou uso de aditivo n&do autorizado pelo regulamento
supracitado. Os rétulos dos produtos analisados estavam de acordo com as
exigéncias do Ministério da Agricultura, mas os leites fermentados com alegacao
funcional ndo se adequaram as exigéncias da ANVISA.

Palavra-chave: Bactérias probidticas, leites fermentados, legislagéo.
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Chapter 2 - Evaluation Phisico-chemical and Microbiological fermented

milk of commercial in refrigerated storage.

Author: Andrea Marta de Sena Lago
Adviser: Elisa Teshima

We analyzed 25 samples of fermented milk of five different brands, purchased
in several supermarkets in the city of Feira de Santana / BA, in order to characterize
them, on the physico-chemical parameters (pH, acidity, fat and protein) and
microbiological (lactic acid bacteria, determination of (MPN) of coliforms at 35 ° C
and 45 ° C and yeast) and to evaluate the labeling. The results were compared to
the parameters of the Technical Regulation of fermented milk MAPA, (Brazil, 2007)
and to the regulations of ANVISA. Two brands of fermented milk were analyzed for
functional claim , while other brands only declared the presence of lactobacillus sp
.Two brands of fermented milk presented count of filamentous fungi and yeasts
above the by law, indicating flaws in the process. The viability of lactic acid bacteria
was up 10" CFU/g in brands analized. One brand fermented milk presented
unauthorized additive the Regulation. The labels of the products analyzed were in
accordance with the requirements of the Ministry of Agriculture, but functional claim

did not follow the ANVISA requirements

Keywords: probiotic bacteria, fermented milk, legislation.
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Os alimentos funcionais fazem parte dos “alimentos saudaveis” mais
comercializados no Brasil, visto que no ano de 2007, foi detectado um
crescimento de 8% das vendas em todo pais. Os iogurtes probiéticos foram os
alimentos mais dinamicos da categoria, com um crescimento de 26% (NIELSEN,
2008). Os leites fermentados probidticos constituem a categoria de alimentos
funcionais que, além dos aspectos nutricionais, promovem beneficios a saude,
principalmente associados aos efeitos provenientes do equilibrio da microbiota
intestinal e consequentemente a diminuicdo de diarréias agudas, diarréias
causadas por rotavirus e associadas ao uso de antibiéticos, bem como, efeitos
nos problemas da sindrome do intestino irritavel (COLLADO, 2009).

De acordo com a cultura latica empregada e o tipo de processamento, 0s
leites fermentados podem apresentar diferentes caracteristicas no produto final.
Eles podem ser classificados em: iogurtes, leites fermentados ou cultivado, Kefir
e Kumys, no entanto, s6 podem receber a denominacdo de “Probidticos” se
utilizar culturas laticas probidticas com propriedade funcional demonstrada

cientificamente in vitro e in vivo.

Em funcdo do seu maior envolvimento com os mecanismos metabdlicos do
organismo, os géneros mais utilizados sao Lactobacillus sp e Bifidobacterium sp.
(BARRETO et. al., 2002). Essas bactérias precisam atingir o sitio desejado,
ativas e viaveis para alcancar os beneficios a saude (VASILJEVIC e SHAH,
2008).

Os leites fermentados disponiveis no mercado sdo utilizados como
veiculos para bactérias probioticas, entretanto, nem sempre, asseguraram a
viabilidade das bactérias, jA que fatores ambientais exercem uma influencia

nessas bactérias e podem comprometer a qualidade do produto final.

O controle de qualidade € um item indissociavel da evolucdo do estado da
arte de alimentos lacteos probiéticos e prebidticos. Isto porque, para um produto

obter a alegacdo de probiotico, por exemplo, precisa obedecer a uma série de
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rovacdo de seus beneficios a saude. Um deles esta

relacionado a quantidade de microrganismos por por¢cao consumida e, outro, a
sobrevivéncia dos probidticos em condigcbes semelhantes as dos processos

digestivos humanos.

Diante dessa constatacdo, ha necessidade de se estabelecer métodos
especificos para identificar os probidticos e avaliar a populagédo para determinar
se eles podem ser eficazes, podendo entdo determinar a sua funcionalidade. No
Brasil, ainda ndo existem métodos padronizados especificos para determinacdo
da viabilidade e identificacdo bacteriana. O Regulamento Técnico para leites
fermentados do MAPA, Brasil (2007), preconiza uma quantidade minima de 10°
UFC (Unidade formadora de coldnias) por ml para bactérias laticas, enquanto a
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) determina a quantidade
minima de bactérias viaveis em torno de 10° e 10° UFC na recomendacao diaria
do produto pronto para o consumo. A alegacédo funcional para leites fermentados
probidticos é opcional.

Portanto, essa pesquisa teve o objetivo de verificar as caracteristicas
fisico-quimicas, adequacdo da rotulagem, presenca de contaminantes
microbiologicos e a viabilidade de bactérias laticas em leites fermentados
comerciais, assim como o efeito das condi¢cbes de armazenamento sobre esses

parametros, durante a vida de prateleira estabelecida pelos produtores.

2 Material e métodos

2.1 Amostragem

Foram avaliadas cinco marcas de leites fermentados, em cinco repeticoes,
gue declaravam a presenca de lactobacilos vivos, sendo que a selecado desses
produtos foi feita sem levar em consideracéo o fato de haver ou ndo alegacao
funcional em rétulo. As amostras foram coletadas nos supermercados da cidade
de Feira de Santana-BA por um periodo de 6 meses (junho a dezembro de 2008)
e foram avaliadas em dois diferentes momentos, no inicio e no final da validade

declarada do produto.
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L aquisicao das amostras considerou-se o prazo de

validade, o lote de fabricagdo e as condi¢cbes adequadas de refrigeracdo nos

supermercados. As amostras foram transportadas em caixa de isopor com gelo
reciclavel até o laboratério, onde se deu o inicio das analises microbioldgicas e

fisico-quimicas.

TABELA 1. Caracteristicas comerciais dos leites fermentados analisados.

_ Conteudo
Produto Cepas declaradas Validade declarada _
liquido (ml)
Leite fermentado A Sim 30 dias 80
Leite fermentado B Sim 35 dias 80
Leite fermentado C Nao 35 dias 80
Leite fermentado D Nao 35 dias 80
Leite fermentado E Nao 60 dias 80

2.2 Avaliacdo Microbiologica

As amostras de leite fermentado foram submetidas a contagem de
bactérias laticas totais para determinacdo da viabilidade das cepas nos produtos.
Também foram avaliados os niveis de microrganismos deteriorantes: Contagem
de coliformes a 35°C, coliformes a 45°C e de bolores e leveduras. As
metodologias utilizadas foram de acordo com aquelas sugeridas na Instrucao
Normativa n® 62 do MAPA (BRASIL, 2003).

Para a contagem de Lactobacillus sp foi utilizado o Agar MRS (De Man,
Rogosa e Sharpe), com plaqueamento em profundidade e incubacdo a 36°C/72h
em condigbes microaerofilicas. Nas analises em que as caracteristicas das
colénias no Agar MRS deixaram duvida sobre a identidade da cultura, estas
foram isoladas e avaliadas quanto a coloracdo de Gram, catalase e morfologia.

Para a contagem de coliformes totais e coliformes termotolerantes foi

utlizado o Agar Vermelho Violeta Bile (VRB), com plagueamento em
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A, incubados a 36°C/24h em aerobiose. Para a

bontagem de bolores e leveduras foi utilizado o Agar batata dextrose a 3,5%
(PDA acidificado), com plaqueamento em superficie e incubados 25°C por cinco
dias em aerobiose.

2.3 Avaliacéo fisico-quimica

Foram realizadas as seguintes determinacfes fisico-quimicas: pH
(Potenciémetro calibrado com solugfes tampéao de pH 4,0 e 7,0); acidez titulavel
(Titulacdo com Hidréxido de sodio (NaOH) padronizado); proteina, pelo método
de Kjeldahl (determinacdo do nitrogénio total) e lipidios pelo método de Soxhlet
(extracdo em éter etilico), de acordo com os “Métodos Analiticos Oficiais Fisico-
Quimicos para Controle de Leite e Produtos Lacteos” do MAPA, (BRASIL, 2006)
e pelas Normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (PREGNOLATTO e
PREGNOLATTO, 1985).

2.4 Avaliacdo da rotulagem

Para desenvolvimento desse estudo foi necessario realizar uma pesquisa
documental com o objetivo de reunir informacdes relacionadas a legislacao
brasileira, as politicas publicas de salude e alimentacdo, e uma pesquisa
bibliogréfica. A partir da pesquisa exploratéria foi construido um banco com os
dados da anadlise dos rétulos de leites fermentados com ou sem alegacdo de
propriedades funcionais e/ou de saude comercializados na cidade de Feira de
Santana. Apos a coleta dos dados, seguiu-se a andlise de frequéncia das
informagdes obtidas.

2.5 Analise dos resultados

Para avaliagdo dos resultados das variaveis estudadas usou-se a analise
de variancia simples - ANOVA e de covariancia — ANCOVA, seguidas de testes
de comparacdes multiplas de médias, quando a hipotese de igualdade de médias
foi rejeitada pelo teste F da ANOVA ou ANCOVA. Para as variaveis, Lactobacilos,
acidez, pH, proteina e gordura aplicou-se o0 teste de Levene, para a
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h e 0 teste de Shapiro-Will. Para avaliagdo de

contaminantes aplicou-se o teste de Wilcoxon para as duas amostras

independentes.

3 Resultados e discussao

Os resultados obtidos nas determinagcfes microbioldgicas e fisico-quimicas

das 5 marcas comerciais de leites fermentados, no inicio e no final do prazo de

validade estao apresentados na Tabela 2 e Tabela 3, respectivamente.

TABELA 2 -

Resultados médios das determinagbes fisico-quimicas e

microbioldgicas dos leites fermentados no inicio do prazo de validade do produto

disponivel no mercado, BA, 2008.

Parametros avaliados

_ Coliformes Bolores e i Acidez
Lactobacilos Proteinas Gordura
Marcas (UFC/mL) Leveduras pH (% ac.
(UFC/mL) (¢)] (¢)] »
350 450 (UFC/mL) latico)
A 2,12x10% <01 <0,1 <0,1 2,032 0,18 3,65 0,972
B 1,1 x 10% <01 <01 <0,1 1,932 0,15 3,66* 1,03%
C 4,6 x 10%° <0,1 <01 7,3x10%* 2,022 0,17 3,95 0,84°
D 1,2 x 10% <0,1 <01 <0,1 1,662 0,36* 3,57° 1,06°
E 2,04x10%® <01 <01 1,84x10%® 1,30° 0,11° 3,80¢ 0,72°

As médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si, ao nivel de 5%

de significancia.

3.1 Viabilidade de Lactobacillus sp

Os Lactobacilos apresentaram-se viaveis em niveis superiores ao

determinado pela legislacdo para todas as marcas analisadas. Essa quantidade

bacteriana, determinada em unidade formadora de colénias (UFC) /mL variou de

2,04 x 10% a 2,12 x 10°. Pode-se observar que a maior quantidade corresponde &
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nor contagem para o produto E, sendo que neste

lactobacilos ao final da vida de prateleira.

produto foi observado uma diminuicdo de 0,5 ciclo logaritmico na viabilidade de

Assim, do ponto de vista da contagem total de bactérias laticas viaveis, 0s

prazos de validade dos produtos se mostraram adequados, demonstrando que 0s

fermentos laticos utilizados sdo bem adaptados as condi¢cdes de processo,

mantendo a contagem vidvel acima de 10’ UFC/g em todas as amostras

analisadas. Vale salientar,

gue o0s produtos estavam em condicbes de

temperatura controlada de armazenamento (4°C), o que n&do ocorre com a maior

parte dos produtos comercializados nos supermercados, onde muitas vezes

ocorre interrupcao da cadeia de frios, como descrito por Faria et. al. (2006), o

gue leva a uma reducado na viabilidade dos lactobacilos nos leites fermentados

analisados.

TABELA 3 - Resultados médios das determinacfes fisico-quimicas e

microbiologicas dos leites fermentados no Ultimo dia de validade do produto

disponivel no mercado, BA, 2008.

Parametros avaliativos

_ Coliformes Bolores e . _

Lactobacilos Proteina Gordura Acidez (%
(UFC/mL) Leveduras »

(UFC/mL) (9) (9) ac. latico)

350  45° (UFC/mL)

A 1,76 x 10% <0,1 <01 <0,1 Na Na 3,63 1,0
B 1,06 x 10% <0,1 <01 <01 Na Na 3,65 1,04
C 2,26x10%® <01 <01 1,3 x 10* Na Na 3,98 0,75
D 9,9 x 10%° <0,1 <01 <01 Na Na 3,40 1,16
E 5,8x 10’ <01 <01 3,72 x 10*° Na Na 3,74 0,73

As médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si, ao nivel de 5%

de significancia.

Na = Nao analisado
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al, (2003), em 117 amostras de leites fermentados analisados em diferentes
estagios de vida-de-prateleira. Os autores obtiveram um valor médio para a
contagem de 10° UFC/mL, e apenas 10 amostras apresentaram um valor médio
abaixo de 10° UFC/mL, sendo que dessas ,4 apresentaram-se com menos de
10° UFC/ mL.

A populacdo de bactérias laticas vidveis na segunda andlise, apresentou-
se com diferenca significativa (P<0,05) entre as marcas Ae C; CeE;BeE;De
E;DeA;AeE.

No exame de caracterizacdo das bactérias de todas as marcas dos leites
fermentados analisados observaram-se bactérias GRAM positivas em forma de
bacilos. Quando inoculadas no meio AGAR MRS e incubadas sob aerobiose,
verificou-se o crescimento de colénias pequenas de cor creme clara,
caracterizando, portanto, qualidades fenotipicas e fisioldgicas tipicas de
Lactobacillus sp, semelhante ao descrito por Faria et. al. (2006).

A populacdo de bactérias laticas viaveis na segunda analise apresentou-se
com diferenca significativa (P<0,05) entre as marcas Ae C; Ce E; Be E; D e E;
DeA;AekE.

Todos os produtos apresentaram reducdo na sua viabilidade bacteriana
com o decorrer do tempo. Entretanto, as contagens da populacdo dos
lactobacilos permaneceram acima de 10° UFC/ mL, o minimo exigido pelo
regulamento técnico supracitado (BRASIL, 2007). Segundo Ravula e Shah
(1998), essa populacdo €é a quantidade minima necesséria para 0s
microrganismos probidticos exercerem efeito benéfico no organismo. As marcas
A e B que apresentaram alegacdo funcional apresentaram-se com contagens

acima de 10 UFC/mL de acordo com o valor especificado pela ANVISA.
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Todas as 25 amostras das 5 diferentes marcas analisadas apresentaram
resultados negativos (<01 UFC/mL), para enumeracdo de Coliformes a 35°C e
45°C nos dois periodos da analise.

Quanto a quantificacdo de bolores e leveduras presente nos leites
fermentados analisados, as marcas C e E apresentaram um numero acima do
permitido pela legislacdo brasileira. Resultados semelhantes foram encontrados
por Moreira et. al, 1999, que ao analisar em 72 amostras de leites fermentados
encontraram 28% das amostras com concentracdo de leveduras acima de 100
UFC/g e entre essas, 7% demonstraram contagens da populagéo acima de 1000
UFC/mL.

A presenca de leveduras e fungos filamentosos nos leites fermentados é
um indicativo de falhas higiénico sanitarias no processo de fabricagdo e/ou
embalagem. Produtos adicionados com frutas sdo mais susceptiveis a
contaminagdo e ao crescimento de leveduras. No presente estudo, o leite
fermentado da marca C, declarou a presenca de polpa de frutas na lista de
ingredientes, o que pode ter favorecido a contaminacdo. As embalagens sao
importantes para proteger o alimento do meio externo, mas falhas no processo de
embalagem podem também levar contaminag¢do do produto. O leite fermentado
E, foi o Unico produto a ter a embalagem de laminados mistos, o que pode ter

favorecido a contaminagao.

Sabendo que a contaminacdo do produto interfere nas caracteristicas
organolépticas e diminui a viabilidade do produto, Robinson (2002), sugere a
aplicacdo de processos de controle nas industrias, instalando os Procedimentos
operacionais padronizados (POPs) e o sistema de Analises de perigos criticos de
controle (APPCC), que séo procedimentos preventivos baseados nas analises de
riscos e agdes corretivas no sistema operacional para assegurar a qualidade final

do produto.
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Os resultados obtidos nas determinacdes fisico-quimicas das 25 amostras
de leites fermentados, por marcas codificadas, sdo apresentados nas Tabelas 2 e
3, sendo que a determinacédo de proteinas e gorduras foi realizada uma Unica vez

durante o prazo de validade do produto.

Os valores de pH e acidez variaram entre 3,57 e 3,98 e entre 0,72 a 1,16
% de acido latico, respectivamente, nas duas mensuragfes. Os resultados
encontrados para a acidez € o mesmo que Gomes e Macata (2001) cita para a
tolerancia dos Lactobacillus sp em termos de acidez do meio que varia entre 0,3
e 1,9 % (v/v) de acidez titulavel. A marca do leite fermentado A que apresentou
maior viabilidade de lactobacilos apresentou o0 menor teor de acidez em relagéao
as marcas B e D.

Verificou-se que os valores de acidez aumentaram e os valores de pH
diminuiram com o decorrer do tempo entre as marcas, essa variagdo so nao foi
observada na marca C. Essa caracteristica pode ter sido atribuida a presenca de
aditivos (sorbato de calcio) declarados no rétulo que pode ter tido uma acgéo
neutralizante no leite fermentado. O valor do pH implica na atividade metabdlica
das bactérias, podendo favorecer a um determinado grupo em detrimento de
outro. Bactérias do género de Lactobacillus sp crescem e toleram bem a um
baixo pH (MOREIRA, 1999).

Tamime e Robinson (1991) denominaram como pos acidificagdo a acidez
produzida ap6s o periodo de incubacdo, isto €, durante o resfriamento,
estocagem e distribuicdo até o consumo. Essa acidez muda durante o
armazenamento em maior ou menor grau, dependendo da acidez inicial do
produto, da temperatura de armazenamento e do poder acidificante da cultura.
No presente estudo, entre as marcas analisadas ndo se detectou diferenca

significante (P>0,05) para acidez, entre as marcasBe C,AeC,DeBeAeB.

Considerando o limite minimo de 2,9 gramas de proteina latica por 100
gramas do produto, todos os leites fermentados apresentaram resultados
menores do que o determinado pelo regulamento supracitado, entretanto os
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ndos. A proporcao das substancias alimenticias ndo

lacteas como: agucares, amidos e aromatizantes/saborizantes adicionadas

apresentaram teores maiores que o resultado de proteinas lacteas. Das oito
marcas de leites fermentados analisados por Rodas et.al, 2001, quatro
apresentaram valores menores de proteinas que os valores indicados pelo

Regulamento supracitado.

Verificou-se ainda que os teores de gordura variaram entre 0,1 a 0,6 %
(Tabela 2). Sendo que foi observada diferenca significativa (p<0,05) apenas entre
as marcas C e D. Todas as marcas atenderam a regulamentacdo especifica,
dentro da especificacdo do leite fermentado “desnatado”. Segundo a legislacéao
brasileira, em funcdo do teor de gordura, os leites desnatados devem ter até
0,5% de gordura. Resultados semelhantes foram encontrados por Thamer e
Penna (2006).

3.4 Avaliacéo de Rotulagem

A maior parte dos leites fermentados apresentou informag¢des incompletas
referentes aos microrganismos. Das cinco marcas analisadas, apenas duas
marcas declararam o microrganismo no roétulo. A alegacdo de propriedades
funcionais e/ou de saude € permitida em carater opcional pela legislacdo
brasileira. Algumas irregularidades séo apresentadas na Figura 2.

Todos os produtos apresentaram a rotulagem nutricional de alimentos
embalados de acordo com a RDC n° 360 da ANVISA/MS, Brasil (2003), sendo
gque nos produtos A e B as informagbes sédo declaradas na embalagem
secundéria. Os valores encontrados na andlise de proteinas de todos os produtos
investigados estavam diferentes dos especificado nos rétulos.

O Leite fermentado B foi adicionado do aditivo sulfato de zinco na sua
formulacdo, sendo que este ndo est4d permitido pela legislacdo supracitada
(BRASIL, 2005; BRASIL, 2007). O fabricante do leite fermentado C adicionou o
aditivo Sorbato de Potassio que ndo consta da tabela de aditivos, mas como o

fabricante também adicionou polpa de fruta no produto, o referido regulamento
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e calcio em uma concentragdo maxima de 300 miligramas por quilograma no
produto final (BRASIL, 2007). Porém, por desempenhar uma funcéo
bacteriostatica, esse aditivo poderia estar afetando a quantidade de bactérias
benéficas que chegam ao trato gastrointestinal, 0 que prejudicaria a efetivacéo

das ac¢bes esperadas em relacdo a saude do consumidor.

Um fato curioso é que os leites fermentados comercializado nos Estados
Unidos nao apresentam na sua formulagdo quaisquer substancias
antimicrobianas, o que nos leva a pensar se existe ou ndo a necessidade de
empregar estes aditivos na producdo deste leite fermentado. O ndo uso de um
conservante em um leite fermentado com agregado de polpa de fruta, promoveria
uma deterioracdo mais rapida, porém, talvez isso pudesse ser resolvido através
de boas préticas de fabricacdo (BPF) e um maior controle microbiolégico durante

0 processo de producéo deste produto.

Em relacdo aos beneficios imunitarios, uma vez que ainda ndo estdo
absolutamente comprovados, ndo € correto que o0s produtores o usem na
publicidade e nos rétulos. Também ha controvérsia quanto & diminuicdo do teor
de colesterol devido a ingestdo de leites fermentados, o que ndo deveria ser
anunciado nos rotulos. Esta é uma situacdo que merece maior atencdo das

entidades competentes, como a ANVISA.

Dentre as irregularidades observadas no rétulo dos produtos analisados
(Fig. 2), constatou-se a presencga de imagens, figuras inadequadas no rétulo de
criangas, animais humanizados nao permitidos pela legislacdo que podem passar
um falso conceito do produto.
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Figura 2. Irregularidades no roétulo dos leites fermentados.

4 Conclusao

A maioria dos leites fermentados comercializados no Brasil ainda néo
contém ou ndo declara a presenca de cepas probioticas no rétulo, apenas duas
marcas investigadas fazem essa declaragédo, predominando leites fermentados
produzidos por fermentos laticos e Lactobacillus sp. De maneira geral, os niveis e
a viabilidade de bactérias laticas nesses produtos encontraram-se dentro dos
limites minimos recomendados pela legislacdo, indicando que as cepas
presentes, mantiveram uma boa viabilidade durante o periodo de validade

declarado em condi¢des de temperatura controlada.

Os valores de pH diminuiram e os valores de acidez titulavel aumentaram

(exceto no produto 3) e mantiveram-se dentro dos valores préprios para leites
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adequado.

No que se refere aos parametros de higiene, algumas marcas nao
atenderam as exigéncias da Instrugcdo Normativa n°® 46 do MAPA, Brasil (2007),
apresentando contagens de bolores e leveduras acima do minimo aceitavel,
possivelmente por deficiéncia nos processos de controle no processamento de

leites fermentados.

Todos os produtos analisados atenderam as especificacdes do Ministério
da Agricultura, quanto aos aspectos da rotulagem, mas o0s produtos que
declararam alegacao funcional ainda n&do se adequaram as solicitacbes da
ANVISA.
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Consideracgoes Finais

Apesar dos diversos estudos clinicos realizados nao terem conseguido provar
definitivamente a eficacia desses microorganismos sobre a saude, sabe-se que 0s
mesmos exercem influéncias significativas sobre sintomas clinicos de determinadas

doencas como alergia alimentar infantil.

Estudos clinicos como os citados anteriormente, tém demonstrado que cepas
consideradas probiéticas sdo capazes de sobreviver ao processo digestivo, sendo
alguma delas capazes de aderir & mucosa intestinal. Foi observado que a ingestédo
de probidticos resulta em melhoria da qualidade de vida de individuos com doencas
cronicas mediadas pelo sistema imunolégico, como as doencas inflamatoérias

intestinais (doenga de Crohn e colite ulcerativa).

O campo para o desenvolvimento de tecnologias envolvendo o emprego de
culturas probidticas é deveras promissor e requer inumeros estudos, a fim de que se
possa estabelecer definitivamente o mecanismo de acdo dessas culturas e o0s
veiculos apropriados para que essas culturas atinjam o intestino em concentracdes
efetivas e de maneira a exercer o seu efeito apropriadamente. Em geral, pode-se
dizer que o processamento de alimentos funcionais contendo bactérias probidticas,
principalmente sua incorporagéo em leites fermentados vem resultando em produtos
com alto grau de aceitabilidade, nos quais a sua viabilidade e aceitabilidade sao

mantidas.

As acOes das agéncias de controle devem ser mais efetivas no setor
regulado, quanto aos aspectos da qualidade do produto, a obrigatoriedade da
alegacdo funcional para produtos probioticos, viabilidade, identificacdo de cepa,

funcionalidade e um controle rigoroso das campanhas publicitarias desses produtos.
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Anexo 1

Tabela 4. Aditivos e Coadjuvante de tecnologia/elaboracéo, BRASIL,

2007.
OMERG FUNCAO CONCENTRAGAO MAX. NO
(INS) ADITIVO AROMATIZANTES / PEZDUTO
SABORIZANTES
100 Cdrcuma ou curcuminha 80mg / kg
1011 Riboflavina 30mg / kg
101 ii Riboflavina 5- Fosfato de sédio 30mg / kg
110 Amarelo ocaso FCF Amarelo sunsei 50mg / kg
120 Carmim, Acido carminico, Cochinila 100mg/kg em acido
carminico
122 Azorrubina
124 Vermelho Ponceau 4R
129 Vermelho 40, allura
131 Azul patente V S0mg / kg
132 Indigotina, Carmim de indigo CORANTE
133 Azul Brilhante FCF
1401 Clorofila g.s
141 Clorofila ctprica 50mg/ kg
141ii Clorofilina cuprica 50mg / kg
143 Verde indelével, Verde rapido fast green 50mg/ kg
150 a Caramelo | simples g.s
150 b Caramelo Il processo sulfito caustico g.s
150 c Caramelo lll-processo amonia 500 mg /kg
150 d Caramelo IV processo sulfito — amdnia 500 mg /kg
160 ai Beta-caroteno (sintético idéntico ao natural) 50 mg/ kg
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160 aii Caratendides, extratos naturais: 50 mg/ kg

Betacaroteno
160 b Annato, bixina, norbixina, Urucum, rocu CORANTE 9,5 mg/kg como norbixina
162 Vermelho de beterraba g.s
400 Acido alginico Sg/kg-isolados ou

combinados
402 Alginato de sddio
403 Alginato de potéassio
404 Iginato de calcio
405 Alginato de propileno glicol
406 Agar
407 Carragena (inclui a furcelarana e seus sais
de sédio e potéssio)

410 Goma alfarroba, goma jatai Goma Garrofin,

Goma caroba
412 Goma guar
413 Goma tragacanto, goma adragante

tragacanto Espessantes /

414 Goma arabica, goma acéacia Estabilizantes
415 Goma xantana, Goma xantan,

Goma de xantana
16 Goma Karaya, Goma sterculia,

Goma caréia
418 Goma gelan
425 Goma konjac
4611 Celulose microcristalina
461 Metilcelulose
463 Hidroxipropilcelulose
465 Metiletilcelulose
466 Carboximetilcelulose sodica
440 Pectinas, pectina amidada
- Gelatina
270 Acido lactico
296 Acido malico ACIDULANTES | g.s
330 Acido citrico
334 Acido tartarico 5g/kg
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Anexo 2

Tabela 5. Requisitos fisico-quimicos dos leites fermentados (BRASIL,

2007).
Acidez (g de .
. . o o Proteinas
Matéria gorda latica (g /100g) acido latico/ i
lacteas
(*) Norma FIL 116 A :1987 100g) Norma
(9/100)*
FIL 150:1991
Com creme | Integral | Parcialmente Desnatado
desnatado
Min. 6,0 3,0a 0,6a2,0 Max. 0,5 0,6a2,0 Min. 2,9
59

(*) Os leites fermentados com agregados, agucarados e/ou saborizados poderédo ter
conteudo de matéria gorda e proteinas inferiores, nao devendo reduzir-se a uma proporgao maior do
gue a porcentagem de substancias alimenticias ndo lacteas, acUcares, acompanhados ou nédo de
glicidios (exceto polissacarideos)

e/ou amidos ou amidos modificados e/ou maltodextrina e/ou aromatizantes/saborizantes
adicionados.
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Anexo 3

Tabela 6. Contagem de microrganismos especificos (BRASIL, 2007).

Contagem de bactérias

Contagem de leveduras

Produto laticas (ufc/g) especificas (ufc/g)
Norma FIL 117A: 1988 Norma FIL 94 B: 1990
logurte min. 107 (*) s
Leite cultivado ou ) 5
min. 10° (*) -
fermentado
Leite acidéflo ou ) ;
o min 10 -
acidofilado
Kefir min 10’ min 10 *
Kumys min 10’ min 10*
Coalhada min 10° s

(*) No caso em que se mencione o uso de bifidobactérias, a contagem sera de no minimo 10" UFC de

bifidobactérias /g.
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Tabela 7 Caracteristicas dos produtos analisados com e sem alegacéo

funcional.

Com alegacéo

funcional

Sem alegacéo

funcional

Quesito avaliado

Presenca

(por marca)

n° de

produto

Presenca

(por marca)

n° de

produto

1 - Inscricdo no rotulo da informagdo “O (indicar a
espécie do microrganismo) (probidtico) contribui
para o equilibrio da flora intestinal. Seu consumo
deve estar associado a uma alimentacdo

equilibrada e hébitos de vida saudaveis”.

2 - Utiliza vocébulos, sinais, denominagdes, simbolos,
emblemas, ilustracbes ou outras representacdes
graficas que possam tornar a informacao falsa,
incorreta, insuficiente, ou que possa induzir o
consumidor a equivoco, erro, confusdo ou engano,
em relagdo a verdadeira natureza, composicao,
procedéncia, tipo, qualidade, quantidade, validade,

rendimento ou forma de uso do alimento?

15

gue se encontram no alimento?

3 - Ressalta qualidades que possam induzir a engano
com relacdo a reais ou supostas propriedades
terapéuticas que alguns componentes
ingredientes tenham ou possam

consumidos em quantidades diferentes daquelas

15

medicinais ou terapéuticas?

4 - Indica que o alimento possui propriedades

para o consumo?

5- Possui a quantidade especificada do probidtico,

contida na recomendacao didria do produto pronto

acéo curativa?

6 - Aconselha seu consumo como estimulante, para

melhorar a salde, para prevenir doengas ou com

FONTE: Pesquisa experimental adaptado de Oliveira, 2008.
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