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RESUMO

Atualmente esta em fase crescente a busca por uma vida saudavel e
nutricionalmente correta, e os alimentos que atendem a estas especificagbes tem
sido cada vez mais aceitos pela populacdo. Em funcdo disto industrias realizam
pesquisas que visam 0 emprego de microrganismos que contribuam com esse estilo
de vida saudavel, um grande exemplo de alimento funcional sdo os leites
fermentados acrescidos de bactérias lacticas que tem como funcdo regular o
sistema digestivo tal como o aumento da imunidade do organismo humano. O
presente estudo teve como finalidade avaliar a viabilidade dessas bactérias, bem
como as caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas de trés marcas
comercializadas de leite fermentado verificando se as mesmas estavam dentro dos
pardmetros exigidos pela legislacdo brasileira. Os valores encontrados em
praticamente todas as analises realizadas atendem aos parametros exigidos pelo
pais, sendo que a contagem de bactérias lacticas superaram os valores exigidos,
desta forma garantido que todos os produtos avaliados nesta pesquisa contribuem
de maneira positiva para saude da popula¢do que 0s consome.

Palavras Chave: Bactérias Lacticas, Probi6ticos, Leite fermentado.



ABSTRACT

Currently this growing phase in the search for a healthy and nutritionally correct life,
and foods that meet those specifications have been increasingly accepted by the
population. Because of this industry conduct research aimed at the use of
microorganisms that contribute to this healthy lifestyle, a great example of functional
food are fermented milk plus lactic acid bacteria which is to regulate the digestive
system function such as increased immunity human organism. The present study
was to evaluate the viability of these bacteria as well as the physicochemical and
microbiological characteristics of three brands marketed fermented milk checking
whether they were within the parameters required by Brazilian law. The values found
in all analyzes meet the parameters required by the country, and the lactic acid
bacterial count exceeded the amounts required in this way guaranteed that all
products evaluated in this study contribute positively to health of the population that

consumes them.

Keywords: lactic acid bacteria, probiotics, fermented milk.
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1 INTRODUCAO

Nos dias atuais h4 uma busca eminente por qualidade de vida, e quando
tratamos deste assunto a saude é um agente determinante, pois interfere
diretamente no bem estar do ser humano.

Melhorar a saude vem sendo uma busca continua e os alimentos que
ingerimos em nosso dia & dia contribuem para o bem estar e qualidade de vida. Um
alimento que vem chamando a atencdo por seus beneficios funcionais é o leite
fermentado, que tem como objetivo principal melhorar o funcionamento do intestino.

Durante muito tempo o ser humano tem buscado a ajuda de microrganismos
gue auxiliem no equilibrio do organismo, ao longo do mesmo realizou-se analises
que comprovam a atuacdo de algumas bactérias que realizam essa tarefa. As
bactérias acido lacticas sdo um 6timo exemplo de bactérias que tem como finalidade
aumentar o nivel de imunidade do organismo. Pois elas contém propriedades que
agem estimulando o crescimento de bactérias benéficas em nosso intestino.

O leite que estaremos tratando € fermentado por bactérias chamadas de
Lactobacillus que conseguem resistir a acidez do estbmago e chegam vivas em
maior quantidade ao intestino, regularizando as funcdes intestinais e realizando a
protecdo do sistema digestorio. Outra caracteristica bastante relevante é que essas
bactérias sdo consideradas microrganismos probidticos, ou seja, organismos Vvivos
que quando ingeridos em determinada concentracao exercem efeitos benéficos para
a saude por sua acdo no trato intestinal, juntamente com o controle do colesterol e
de diarreias e também reduzindo o risco de cancer.

O objetivo do presente projeto foi analisar trés marcas de diferentes leites
fermentados ja existentes no mercado quanto as propriedades fisico-quimicas e
microbiolégicas segundo o que preconiza a Legislacdo Brasileira para esse alimento.

As andlises realizadas respeitaram o prazo de fabricacdo e validade
estabelecido pelo fabricante do leite fermentado, e os métodos utilizados para a
determinacdo dos resultados foram de acordo com as normativas previstas pela

legislacéo vigente.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar trés marcas de leite fermentado ja existentes no mercado e
determinar se as mesmas possuem as caracteristicas e propriedades fisico-quimicas
e microbioldgicas prevista pela legislacdo brasileira ao longo de seu prazo de

validade.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar andlises fisico-quimicas como:
- Teor de proteina,
- Determinacéo de acidez,
- Verificacdo do pH,
- Solidos totais,
- Sdlidos fixos,
- Sélidos volateis,
- Cinzas,
- Lipideos,
- Umidade,
- Acucares redutores em lactose,
- Acucares néo redutores em sacarose

As analises microbioldgicas consistiram na contagem:

- Coliformes totais,

- Coliformes termotolerantes,

- Pesquisa de Salmonella spp,

- Avaliacao da viabilidade celular da cultura lactea dos leites fermentados.

Sabendo que a viabilidade celular de bactérias lacteas é a analise principal a
ser realizada pois é ela que determina se o produto ao longo de sua vida de
prateleira continua mantendo as propriedades benéficas necessarias ao organismo
humano, em funcdo disto, as andlises para esse método serdo realizadas com

variacdo de tempo.
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REFERENCIAL TEORICO

3.1 LEITE

Leite pode ser considerado uma secrecdo ou fluido proveniente das
glandulas mamarias de fémeas de todas as espécies de mamiferos, possui
normalmente cor branca, sabor adocicado e aroma agradavel (BEZERRA et al.,
2008). Mais de quatro mil espécies de mamiferos produzem leite, sendo 0 mesmo
primordial no suprimento nutricional dos recém-nascidos. Além da nutricdo o leite
tem funcdes fisioldgicas por meio de proteinas e peptidios (ANTUNES, 2003).

A composicao do leite varia de acordo com cada espécie em questdo, 0s
mamiferos domesticados fornecem leite bom para consumo humano, entretanto a
espécie que produz quantidades significativas no mercado atual é de origem bovina.
N&o menos importante porém em consumo reduzido o uso de leites provenientes de
outras espécies tais como cabra, ovelha, budfala entre outros também séo
consumidos (ANTUNES, 2003).

Em geral o leite é composto por 4gua, aclcares, sais minerais, gorduras e
vitaminas. A influéncia desses compostos no organismo humano pode trazer
inimeros beneficios a proteina do leite por sua vez, age como reparador de tecido
muscular e também dando aquela cor esbranquicada ao leite; J4 a gordura e os
acucares sao fontes de energia para 0 organismo; 0s sais minerais presentes no
leite em especial o calcio sdo de extrema importancia na formacdo dos 0ssos e
dentes (BEZERRA et al., 2008).

O leite consumido pelo homem deve estar em dentro dos padrdes exigidos
pela legislacao, e cuidados com a manipulacédo devem ser de suma importancia pois
boas praticas de higiene previnem a contaminacdo do leite por microrganismos
ruins. Para o leite de origem bonina a Portaria CVS/ N°06 de Vigilancia Sanitaria,
estabelecido para comercializacdo de laticinios o leite precisa atender a exigéncias

como:
“ Art. 105 - Todo leite dado a consumo humano devera ser pasteurizado ou
submetido a processo legalmente permitido, de modo a torna-lo isento de
germes patogénicos, sem prejuizo de suas propriedades fisicas e quimicas,
de seus elemento bioquimicos e de seus caracteres organolépticos
normais.” (MADEIRA, FERRAOQ, 2002)
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3.2 LEITE FERMENTADO

Sua origem histérica ndo é bem definida, entretanto como outros produtos
fermentados sua descoberta foi consequéncia da deterioracdo, por falta de
conhecimento sobre métodos de conservacdo de alimentos e segundo (PEIXOTO,
2002).

“Os leites fermentados sdo alterados pela acdo de microrganismos
produtores de acido, principalmente de acido lactico, que encontram nele
um adequado meio de desenvolvimento. Em razdo disso, os leites
fermentados se conservam por mais tempo do que o natural, apresentam
caracteristicas organolépticas atrativas e sua ingestdo ndo ocasiona riscos
a saude, por esse motivo sdo consumidos regularmente. E seu uso
generalizou-se em meio 4 mistica relacionada com a elixir da longa vida ou

com a fonte de juventude.”

E segundo o Regulamento Técnico (BRASIL, 2005) de Identidade e
Qualidade Bebida Lactea é definida como:

“O produto lacteo resultante da mistura do leite (in natura, pasteurizado,
esterilizado, UHT, reconstituido, concentrado, em pd, integral,
semidesnatado ou parcialmente desnatado e desnatado) e soro de leite
(liquido, concentrado e em p@) adicionado ou ndo de produto(s) ou
substancia(s) alimenticia(s), gordura vegetal, leite(s) fermentado(s),
fermentos lacteos selecionados e outros produtos lacteos. A base Lactea
representa pelo menos 51% (cinquenta e um por cento) massa/massa

(m/m) do total de ingredientes do produto.”

Como citado acima bebidas lacteas fermentadas devem conter no minimo
51% de base lactea em sua formulacdo. E a contagem total de bactérias lacticas
viaveis deve ser no minimo de 10% UFC/g, no produto final, e esse valor deve ser
encontrado durante todo seu prazo de validade (BRASIL, 2005).

S&o produtos resultantes da fermentacédo do leite por fermentos lacticos. E
esses fermentos devem ser viaveis, ativos e abundantes no produto atendendo seu
prazo de validade. As determinacdes fisico-quimicas realizadas para determinacao
da qualidade do produto sdo: pH, acidez em acido lactico, solidos volateis, soélidos
totais, residuos por incineracéo (cinzas), gordura, protidios, agucares redutores em
lactose, acucares redutores em sacarose (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).
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3.3 BACTERIAS LACTICAS

As bactérias lacticas ou também bactérias do &cido lactico, sédo conhecidas
como uma da mais importantes para a vida do homem, isso se deve ao fato da
mesma ser utilizada na producéo e preservacéo de alimentos (FERREIRA, 2012).

Quase um século apos a primeira publicacdo do cientista Metchnikoff que
relaciona os beneficios proporcionados pelas bactérias lacticas, esse tema ainda é
bastante explorado, e visto com potencial muito grande para inovacao. Nas Ultimas
décadas houve uma grande mudanca nas tecnologias e na formas de explora-las
dentro do ramo da saude existem inUmeras inovacdes que pode garantir ao ser
humano uma vida mais saudavel e melhor. Dentro disso a evolucdo dos
conhecimentos na area microbiolégica vem crescendo exponencialmente e o0s
beneficios encontrados em bactérias lacticas vem sendo notéveis, os beneficos
fornecidos ao intestino justificam o aparecimento de produtos alimenticios
probidticos que utilizam as bactérias lacticas como fermentacdo. Caracterizados
como alimentos funcionais (FERREIRA, 2012).

Os alimentos funcionais alem de nutrir exercem um papel especifico em
nosso organismo regulando o funcionamento intestinal e aumentando a imunidade
do organismo (FERREIRA, 2012).

Bactérias lacticas fazem parte de um género microbiano que apresenta
alguns fenotipos em comum tais como sdo bactérias gram- positivas, sao
asporogénicos e o acido lactico é acumulado no meio como produto do metabolismo
primario. Bactérias do acido lactico quando em contato com o intestino humano ou
animal constituem atualmente um grupo conhecido por bactérias probidticas, as
quais, quando consumidas em quantidades adequadas, oferecem inUmeros
beneficios ao hospedeiro (FERREIRA, 2012).

A principal funcdo das bactérias lacticas nos alimentos é a acidificacdo dos
produtos alimentares em um pH préximo de 4, que impede o desenvolvimento de
bactérias indesejaveis pela producdo de &cidos organicos. Isso permite que o
periodo de conservacdo dos produtos fermentados seja muito maior que a dos
produtos onde a matéria-prima nao seja fermentada. As bactérias lacteas também

desenvolvem caracteristicas sensoriais especificas nos alimentos fermentados,
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modificando pouco a pouco sabor, textura, e aroma desses alimentos (PIARD et al.,
2011).

Os géneros Lactobacillus e Bifidobacterium, pertencem ao grupo de bactérias
acido-lacticas mais estudados, devido a sua predominancia na microbiota intestinal.
Quando sdo bem administrados, observou-se que 0s mesmos indicam uma taxa de
sobrevivéncia de cerca de 20% a 40% a passagem pelo trato gastrointestinal, desta
maneira os efeitos benéficos podem ser associados de forma imediata, e assim o
alimento que contém em sua composicdo essas bactérias pode oferecer ao ser

humano um melhoramento nas fungdes intestinais (FERREIRA, 2012).

3.4 PROBIOTICOS

“Os probidticos sado considerados alimentos funcionais e definidos como
microrganismos vivos, que quando presentes em quantidades adequadas
conferem beneficios a saude do hospedeiro.” (FERREIRA, 2012, p. 109)

Atualmente uma boa alimentacdo segue parametros estabelecidos pela
ciéncia, e a algum tempo a exigéncia por alimentos funcionais tem sido manifestada
pelos consumidores. Esses alimentos possuem componentes biologicamente ativos,
ou seja, quando consumidos como parte da dieta frequente, sdo capazes de
produzir beneficios fisiolégicos com potencialidade de reduzir o risco de doencas
cronicas. Além disto os alimentos funcionais podem também ser considerados
agueles alimentos com composi¢cdo nutricional balanceada e que oferecam
beneficios & saude (FERREIRA, 2012).

Os primeiros estudos envolvendo probiéticos comecaram ha mais de um
século, com o microbiologista Russo Ellie Metchnikoff, e suas observacdes
relacionadas a beneficios para a saide humana conferidos pelos leites fermentados
no antagonismo a microbiota indesejavel nos intestinos (FERREIRA, 2012).

Logo depois estudos em animais germ-free (livres de microrganismos)
evidenciaram as suas hipéteses, e demonstraram que 0s microrganismos intestinais
produzem substancias que comprometem a saude humana, podendo favorecer ou

nao a ocorréncia de determinados grupos bacterianos (FERREIRA, 2012).
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3.5 GENERO LACTOBACILLUS

“A justificativa do uso de Lactobacillus é devido ao fato de que os mesmos
colonizam a microbiota do organismo humano apés o nascimento, em
grande quantidade, e quando ocorre o aumento da sua concentracao,
ocorre o0 decréscimo da concentracdo de outros microrganismos
patogénicos ou deteriorantes” (MENDES, 2011).

No inicio dos estudos relacionados a bactérias laticas a observacéao principal
era as caracteristicas responsaveis pela capacidade de fermentacdo e coagulacao
do leite fornecida por este conjunto de microrganismos, o0 que incluia também o
grupo coliformes. A descricdo de Lactobacillus veio por meio de Beijerinck em 1901
como bactérias Gram-positivas, 0 que pode separar a categoria de coliformes das
bactérias laticas (BURITI; SAAD, 2007).

Atualmente estudos comprovam que 0S microrganismos tipicamente
presentes no hospedeiro humano, sdo das espécies tais como: Lactobacillus casei,
Lactobacillus paracasei e Lactobacillus rhamnosus, além de Lactobacillus zeae.
Todas essas espécies apresentam caracteristicas muito similares umas das outras,
uma delas pode ser destacada € que as mesmas multiplicam-se em condi¢ces
ambientais parecidas (BURITI; SAAD, 2007).

Essa bactérias consideradas benéficas ao ser humano possuem atividade
antimicrobiana contra microrganismos patdgenos, contaminantes e deteriorantes em
alimentos. Pode ser destacado o probidtico Lactobacillus casei Shirota que vem se
mostrando um ingrediente extremamente ativo, chegando ao intestino em grande
guantidade e proporcionando uma confiabilidade nos produtos os quais o
microrganismo € utilizado (BURITI; SAAD, 2007).

3.6 ETAPAS DE PRODUCAO COMERCIAL DO LEITE FERMENTADO

As etapas descritas abaixo sdo fornecidas por um dos fabricantes de leite
fermentado disponivel no mercado nacional. Desta forma, podemos considera-lo
como sendo de forma geral o procedimento que envolve a fabricagcédo de tal produto
(YAKULT S/A INDUSTRIA E COMERCIO, 2011).
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Inicialmente é realizada a preparacdo do leite, onde o leite desnatado &
esterilizado e segue para os tanques de pré-fermentacéo e de fermentacéo.

Em seguida ocorre o processo de fermentac¢édo no tanque de pré-fermentacéo,
onde o leite esterilizado recebe a cultura de Lactobacillus.

Apés o periodo de pré-fermentacdo, o liquido € transferido ao tanque de
fermentacdo. A fermentacdo é a etapa mais importante da fabricacdo do leite
fermentado, pois dela depende o perfeito desenvolvimento dos lactobacilos
probidticos.

Apés o termino da fermentacdo, o leite fermentado passa pelo tanque de
equilibrio e depois pelo homogeneizador. O leite homogeneizado segue entdo para o
tanque de mistura.

Na proxima etapa tem-se a preparagao do “xarope” inicialmente realizada a
esterilizacdo do mesmo onde o agucar é dissolvido em agua e segue para o tanque
de dissolucédo. O xarope esterilizado fica armazenado no tanque de estocagem até
ser enviado para o tanque de mistura.

No tanque de mistura, a esséncia é adicionada ao leite fermentado e ao
xarope para conferir o aroma e o sabor caracteristico do Leite Fermentado. O leite
fermentado é resfriado e esta pronto para ser engarrafado.

Os frascos sao fabricados com um tipo especial de matéria-prima proprio para
a industria de alimentos que é derretido e, em seguida, injetado nos moldes. Os
moldes recebem sopro de ar comprimido para obter o formato. Os frascos prontos
seguem para os Silos de Estocagem de Frascos. O engarrafamento acontece,
guando os frascos sdo envasados com o Leite Fermentado, recebem a tampa e sao
selados. Depois, passam pela Datadora e recebem as datas de fabricacdo e de
validade.

O empacotamento acontece quando os frascos de Leite Fermentado séo
conduzidos por meio de esteiras para as embaladoras automaticas, onde sao
formados minipacotes com 4 ou 6 unidades. Entdo, os minipacotes sdo embalados
novamente em pacotes com 40 ou 60 unidades e esses sdo empilhados sobre
paletes.

Os paletes seguem para a Camara-Refrigerada e sao dispostos

automaticamente em prateleiras. Apos liberacdo do Laboratorio de Controle de
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Qualidade, o Leite Fermentado sai da fabrica em caminhdes refrigerados para os

pontos de comercializacao e, finalmente, aos consumidores.

3.7 CRITERIOS FiSICO-QUIMICO PREVISTO PARA LEITE FERMENTADO

A tabela 1 é referente aos valores das analises fisico-quimicas

disponibilizadas pela legislacao no Brasil.

Tabela 1 — Critérios fisico-quimicos estabelecidos pela legisla¢céo brasileira, para leite fermentado.

Analise Valor Padrao Referéncia
g/100g
Proteina Min. 2,9 MAPA, normativa n° 46
a 23/outubro/2007
Acidez 0,6a20 MAPA, normativa n° 46
a 26/outubro/ 2007
Lipidios Com creme: min. 6,0 MAPA, normativa n° 46
Integrais ou Enteros: min. 3,0. a 26/outubro/2007

Parcialmente desnatados: max. 2,9
Desnatados: max. 0,5

Fonte: Brasil (2007).

Em funcdo disto a tabela 2 mostra trabalhos cientificos com leites
fermentados e seus resultados de viabilidade para termos como referéncia uma vez

gue muitas analises ndo sdo preconizadas pela legislacéo brasileira (BRASIL, 2007).



21

Tabela 2 — Critérios fisico-quimicos para leite fermentado estabelecidos por trabalhos cientificos

semelhantes ao realizado.

Andlise Valor estabelecido Referéncia
pH 4,21 44,42 GALLINA etal. (2011)
4,14 44,68 MENDES (2011)
Solidos Totais 18,08 a 19,44% CUNHA et al. (2008)
12,34 22,5% OLIVEIRA; DAMIN (2003)
Cinzas 0,65 a 0,60% CUNHA et al. (2008)
0,534 0,61% THAMER; PENNA (2006)
Umidade 81,84 4 83,90% MENDES (2011)
75,43 4 78,62% SANTOS et al. (2008)
Acucares Redutores 7,54a10,57% SANTOS et all. (2008)
12,934 16,27% THAMER; PENNA (2006)
AcuUcares ndo (8,07 a 10,90%) SANTOS et al. (2008)
Redutores

3.8 CRITERIO MICROBIOLOGICO PREVISTO PARA LEITE FERMENTADO

Segundo a Legislacdo nacional os parametros microbiolégicos estabelecidos
para leite fermentado estédo descritos na Tabela 3.

Tabela 3 — Parametros microbiol6gicos para leite fermentado.

Parametros analisados Legislagéo brasileira

Coliformes totais (35°C) 10 NMP/g

Termotolerantes (45°C) 10 NMP/g
Salmonella spp Ausente em 25 g

Fonte: BRASIL ( 2007 ).

A legislacdo nacional prevé que o leite fermentado dever conter em sua
composicdo até o ultimo dia de validade as -caracteristicas microbiologicas

referentes a quantidade de bactérias lacticas tal como descrita na tabela 4.
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Tabela 4 — Contagem de microrganismos especifico para a inspecao de leites fermentados no Brasil.

Produto Contagem de bactérias Contagem de levedura
lacticas totais (UFC/mL) especifica (UFC/mL)
Leite fermentado Min. 10° -

Fonte: Brasil (2007)

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANALISES FiSICO-QUIMICAS PARA LEITE FERMENTADO

As andlise referentes a todos os métodos descritos abaixo foram realizadas
no laboratério LAQUA — na Universidade Tecnologica Federal do Parana. No
periodo de fevereiro de 2014. As determinacdes aconteceram no dia em que
realizou-se a compra dos leites fermentados e apos 21 dias de estocagem sob

devida refrigeragao.

4.1.1 Determinacao do teor proteina

A andlise de teor de proteina seguiu o método de Titulometria (Kjeldhal)
segundo a Instrucdo Normativa n® 68/2006 do MAPA — Ministério da Agricultura,

Pecuéria e Abastecimento porém com alteragfes (BRASIL, 2006).

Nitrogénio total

Para a digestéo, foram pesados 0,2 g da amostra, como a mesma € liquida
foram pesadas as gotas, dentro de um baldo de Kjeldahl. E adicionado cerca de 0,7
g de mistura catalitica, e acrescentou-se 2 mL de acido sulftrico P.A. e 1 mL de
peréxido de hidrogénio. A mistura foi entdo aquecida em um bloco digestor, em
temperatura crescente até a emissao de vapores brancos (335°C).

Apos trés a quatro horas de digestdo esperou-se que toda a matéria organica
fosse digerida, formando o sulfato de amonio. Ao final desta etapa visualizou-se o
momento em que o liquido tornou-se limpido, e na sua tonalidade permanecendo

azul-esverdeado. Neste momento retirou-se os tubos do bloco digestor, nos quais



23

apos ser resfriados adicionaram-se 10 mL de agua para dar inicio a segunda etapa
que € a destilacédo.

Para a destilagdo, conectou-se o frasco no destilador de micro Kjedhal
adicionou-se aproximadamente 20 mL da solucao de hidréxido de sodio a 40% até
gue a mesma torne-se negra, a amostra foi destilada com velocidade de 6 a 10 mL
por minuto. Coletou-se 50 mL do destilado em erlenmeyer de 100 mL que deve
conter 10 mL da solucdo de éacido bérico e 4 a 5 gotas de solugdo de indicador
misto.

Para a titulacdo utilizou-se uma solucao de acido sulfarico 0,1N até a viragem
do indicador para a cor rosa. A porcentagem de proteinas foi determinada em funcéo
da porcentagem de nitrogénio total x fator de conversdo da relacéo
nitrogénio/proteina (BRASIL, 2006).

Calculo
% de proteina = (A-B) x f x 0,1 x 0,014 x 6,25 x 100 (Eq. 1)

peso da amostra

A = volume gasto em mL do titulante para titular a amostra.
B = volume gasto em mL do titulante para titular o branco.
f = fator de corre¢éo do acido sulfarico 0,1N.

fator de correcao: 6,38

4.1.2 Determinacédo de acidez (° Dornic)

A analise de acidez por Titulometria seguiu a Normativa n® 68/2006 do MAPA
— Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento segundo (BRASIL, 2006).

A determinacdo da acidez pelo processo Dornic é utilizada quando se
necessita conhecer a acidez com exatidao, para isso realizou-se uma titulagdo com
hidroxido de sédio N/9 ou 0,11N designada de soda Dornic. Essa determinacédo da
acidez por titulometria fundamenta-se na neutralizacdo das fungfes acidas do leite,
até o ponto de equivaléncia, por meio de uma solucdo de hidroxido de sddio com
concentracdo conhecida e juntamente com um indicador, a fenolftaleina (TRONCO,
2008).
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A técnica para essa determinacéo iniciou-se com adi¢cao de 10 mL da amostra
em um béquer, em seguida adicionou-se 4 a 5 gotas do indicador fenolftaleina e
titulou-se com a solucdo Dornic (NaOH 0,11N) até atingir uma coloracdo rosea
persistente por aproximadamente 30 segundos (BRASIL, 2006).

Para determinacédo da acidez em acido lactico fez-se a conversao da acidez

em graus Dornic (°D) através do seguinte calculo:

% acido lactico = °D/ 100 (Eq. 2)

4.1.3 Determinacédo do pH

A andlise de pH seguiu o método potenciométrico segundo Instituto Adolfo
Lutz — edicdo IV de métodos fisico - quimicos para alimentos.

A determinacdo dos valores de pH fundamentou-se na medida da
concentracdo dos ions hidrogénio presentes na amostras a ser analisada. O
pHmetro utilizado é do modelo W3b, devidamente calibrado com solu¢cbes tampéao
de pH 7,0 € 4,0 (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

4.1.4 Determinacéo solidos totais

A andlise de Sodlidos Totais seguiu as normativas segundo Instituto Adolfo
Lutz — edicdo IV de métodos fisico - quimicos para alimentos.

Para a determinacéo dos sdlidos totais, primeiramente foi aferido o valor de
uma capsula de porcelana de 150 mL, previamente aquecida em mufla & 550°C e
posteriormente resfriada em dessecador. Foi transferido 100 mL da amostra para a
capsula e evaporado em banho maria até a secura. Em seguida o conjunto foi
aquecido em estufa a 105°C por 2 horas, e resfriado em dessecador. Posteriormente
pesado a capsula com o residuo em balanca analitica (INSTITUTO ADOLFO LUTZ,
2008).

Céalculo

Solidos Totais (mg/L) = (P2 — P1) x 1.000.000
----------------------------------- (Eq. 3)
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Onde:
P1 = Peso cépsula vazia.
P2 = Peso cédpsula mais residuo 4pos ignicao.

V = Volume da amostra em mL.

4.1.5 Determinacéo solidos fixos

A andlise de Sodlidos Fixos seguiu as normativas segundo Instituto Adolfo Lutz
— edicdo IV de métodos fisico - quimicos para alimentos.

Para essa determinacdo foi necessario utilizar a capsula com residuo
anteriormente obtidos nos solidos totais, o procedimento foi determinado com
calcinacéo do conjunto em mufla a 550°C por 1 hora. Posteriormente resfriado em
dessecador e pesado a cpsula mais residuo em balanca analitica (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008).

Calculo

Solidos Totais (mg/L) = (P2 — P1) x 1.000.000
----------------------------------- (Eq. 4)

Onde:
P1 = Peso cépsula vazia.
P2 = Peso cépsula mais residuo apds ignicao.

V = Volume da amostra em mL.

4.1.6 Determinacéo solidos volateis

A andlise de Sdlidos volateis seguiu as normativas segundo Instituto Adolfo
Lutz — edic&o IV de métodos fisico - quimicos para alimentos.

Para a determinacdo de sdlidos volateis efetuou-se a diferenca dos valores
entre o procedimento 4.1.4 solidos totais e o procedimento 4.1.5 solidos fixos, o
valor encontrado implica no teor de solidos volateis (INSTITUTO ADOLFO LUTZ,
2008).



26

4.1.7 Determinacéo de cinzas

A andlise de cinzas seguiu as normativas segundo Instituto Adolfo Lutz —
edicdo IV de métodos fisico - quimicos para alimentos.

O residuo por incineracdo (cinzas) do leite em geral é constituido
principalmente por 6xidos de potassio, sodio, calcio, magnésio, fosforo e por cloretos
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

Primeiramente foi aferido o valor de uma cépsula de porcelana de 50 mL,
previamente aquecida em mufla & 550°C e posteriormente resfriada em dessecador.
Em seguida transferiu-se 20 mL de amostra para uma capsula de porcelana,
evaporar em banho maria até secagem. Carbonizou-se em chapa aquecedora e
incinerou-se em mufla & 550°C pelo periodo de 4 horas. (INSTITUTO ADOLFO
LUTZ, 2008).

Por fim resfriou-se em dessecador e foram pesadas a capsula mais residuo
em balanca analitica (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

Célculo

% de cinzas (m/v) = 100 x P
------------ (Eq. 5)

P = n° de g de residuo.

A =n° de mL da amostra.

4.1.8 Determinacéo do teor de lipideos

A andlise de Lipideos seguiu as normativas segundo Instituto Adolfo Lutz —
edicdo IV de métodos fisico - quimicos para alimentos.

O meétodo mais empregado para a determinacédo de lipideos no leite € o de
Gerber. O principio que envolve a técnica € a quebra da emulsdo do leite pela
adicdo de &cido sulfarico e alcool isoamilico, na centrifugagdo (INSTITUTO ADOLFO
LUTZ, 2008).

O procedimento deu-se inicio ao pesar os lactobutirdmetros com suas rolhas

em funcéo de verificar se 0S mesmos estavam com 0S pesos equivalentes. Em
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seguida transferiu-se 10 mL de &cido sulfarico para o butirdbmetro, onde foram
adicionados lentamente 11 mL de amostra e 1 mL de alcool isoamilico (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008).

O butirdmetro foi fechado e pesado, assim como agitado até completar a
dissolucéo. A centrifugacdo ocorreu em 1200 rpm durante 15 minutos. (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008).

Foi levado a banho maria a 65°C por 3 minutos, com rolha para baixo. E
realizou-se a leitura da camada clara (gordura), dentro da escala graduada do
lactobutirémetro. O valor obtido na escala correspondeu diretamente a porcentagem
de lipideos (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

4.1.9 Determinagao do teor de umidade

A andlise de umidade seguiu as normativas segundo Instituto Adolfo Lutz —
edicao IV de métodos fisico - quimicos para alimentos.

Todos os alimentos, qualquer que seja o método de industrializacdo quais
sejam submetidos, contém &gua. E a determinacdo de umidade pode representar a
porcentagem de agua que compdem esse alimento. A umidade corresponde a perda
em peso sofrida pelo produto quando aquecido em condi¢des nas quais a agua ou
outras substancias volateis sdo removidas (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

O procedimento para essa determinacao realizou-se através da pesagem de
10 g da amostra em uma capsula de porcelana, previamente tarada. Em seguida
agueceu-se o0 conjunto em estufa & 105°C durante 3 horas. E por fim resfriou-se em
dessecador (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

Céalculo

% de umidade (m/v) = 100 x N
--------------- (Eq. 6)

N = n° de gramas de umidade (perda de massa em Q)

P = n° de gramas da amostra
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4.1.10 Determinacéo de acucares redutores em lactose

A analise de acUcares redutores em lactose seguiu as normativas segundo
Instituto Adolfo Lutz — edicdo IV de métodos fisico - quimicos para alimentos.

O procedimento para determinacdo de acUcares redutores em lactose
realizou-se através da diluicdo de cerca de 2 g da amostra em um baldo volumétrico
de 100 mL, e adicionou-se 2ml da solucdo de sulfato de zinco 30 %, 2 mL da
solucdo de ferrocianeto de potassio 15% e misturou-se, em seguida deixou-se
sedimentar durante 5 minutos, apos isto completou-se o volume do baldo com agua.
Filtrou-se o liquido em frasco erlenmeyer de 300 mL (INSTITUTO ADOLFO LUTZ,
2008).

Em um bal&do de fundo chato de 300mL adicionou-se 10 mL de cada uma das
solucdes de Fehling, e 40 mL de &gua, e aqueceu-se até ebulicao. Foi transferido o
filtrado para uma bureta de 25 mL , e em seguida adicionando-se as gotas , sobre a
solucéo do baldo em ebulicdo, agitando sempre, até que esta solucdo passe de azul
para incolor e no fundo o residuo estiver da cor vermelho tijolo (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008).

Célculo

% de lactose (m/m) = A x 0,068 x 100
--------------------------- (Eq. 7)

A =n° de mL de P g da amostra
V = n° de mL da solugédo da amostra gasto na titulagéo
P =n° de g da amostra

4.1.11 Determinagéo de acUcares ndo redutores em sacarose

A andlise de acuUcares ndo redutores em sacarose seguiu as normativas
segundo Instituto Adolfo Lutz — edicdo IV de métodos fisico - quimicos para
alimentos.

O procedimento para determinacdo de acucares ndo redutores em sacarose

iniciou-se com a pesagem de 5g da amostra, diluiu-se a mesma em 100 mL de agua
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qgue foram passados para um erlenmeyer de 250 mL. Acidificou-se 2 mL de acido
cloridrico, e aqueceu-se em banho-maria deixando ferver durante 15 minutos e logo
depois resfriou-se. A solugdo foi neutralizada com hidréxido de sodio a 30%,
verificou-se com fita indicadora de pH. Em seguida transferiu-se para um baldo
volumeétrico de 250 mL. Foram adicionados 5mL de sulfato de zinco a 30% e 5 mL
de ferrocianeto de potassio a 15% e misturou-se. Deixou-se sedimentar por 5
minutos, e completou-se com agua destilada. Em seguida filtrou-se em papel de
filtro para frasco de erlenmeyer de 300 mL.

Em um bal&do de fundo chato de 300mL adicionou-se 10 mL de cada uma das
solucbes de Fehling, e 40 mL de agua, e aqueceu-se até ebulicdo. Transferiu-se o
filtrado para uma bureta de 25 mL, em seguida adicionado-se &s gotas, sobre a
solucdo do baldo em ebulicdo, agitando sempre, até que esta solucao passe de azul

para incolor e no fundo o residuo estiver da cor vermelho tijolo.

Célculo

% de sacarose (m/m) = (A x 0,05x100 - % de Iactose) x 0,95% (Eq. 8)

A =n° de mL de P g da amostra
V = n° de mL da solugédo da amostra gasto na titulagéo

P = n° de g da amostra
4.2 ANALISES MICROBIOLOGICAS PARA LEITE FERMENTADO

As andlises referentes a todos os métodos descritos abaixo foram realizadas
no laboratério LAQUA — na Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. No
periodo de fevereiro de 2014. As determinacfes ocorreram no dia em que sera
realizada a compra dos leites fermentados e apds 21 dias de estocagem sob devida
refrigeracdo. Com ressalva para a contagem de bactérias &cido lacticas pois esta
ocorrera no dia da compra, no decimo quarto, décimo sexto, vigésimo primeiro,
vigésimo terceiro, vigésimo oitavo e trigésimo dia de estocagem.

O objetivo dessas analises segundo a legislacdo é determinar a enumeracao

(NMP) de coliformes totais, coliformes termotolerantes, e isolamento de Salmonella
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spp. por ser considerado um microrganismo de importancia em saude publica por
causar infeccbes alimentares, e tida como importante Doenca transmitida por
alimentos (DTA).

Além dessas foram realizadas andlises de viabilidade e de comportamento
microbiano das bactérias acido lactica presente no leite fermentado, sendo possivel
a determinacdo das caracteristicas da mesma e se essas sdo preservadas apos
determinado periodo de tempo de prateleira.

Ressaltando que todas as embalagens utilizadas para a realizacdo das

andlises foram previamente esterilizadas em autoclave por vapor umido.

4.2.1 Coliformes totais

A analise de Coliformes Totais seguiu 0 teste presuntivo e confirmativo
segundo a Instrucdo Normativa n® 62/2003 do MAPA — Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2003).

Inicialmente realizou-se as diluicbes necessarias, com 25 mL de amostra, 0s
quais foram diluidos em 225 mL de solucdo agua peptonada 0,1% originando a
diluicdo 10, e em seguida realizadas as diluicdes 102 e 103, Isso para as trés
marcas de leite fermentado.

Para o teste presuntivo adicionou-se 1 mL de cada diluicdo em trés séries de
trés tubos contendo 10 mL do meio LST (Lauril Sulfato Triptose) e um tubo de
Durhan invertido em cada um deles. Estes tubos foram inocubados a 35°C por 48
horas.

Sendo considerado teste positivo para os tubos que apresentaram gas no
interior do tubo de Durhan, como resultado da fermentacédo de lactose produzindo
acido e gas. O meio LST possui o sal Lauril Sulfato de Sodio que € seletivo a
coliformes.

Para a realizacao do teste confirmativo retirou-se uma aliquota com auxilio de
uma haste de niquel-cromo de cada tubo de LST com sub-cultivo crescido, e
colocado em tubos contendo 10 mL de Caldo Verde Brilhante Bile Lactose (VBBL) e
um tudo de Durhan invertido para confirmar a presenga de coliformes totais,

incubados novamente em estufa a 35°C por 48 horas. O caldo VBBL possui a
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lactose que é usada como fonte de carbono pelos coliformes e o verde brilhante e os
sais biliares séo inibidores da microbiota Gram positiva.

O resultado do teste é evidenciado pelo comportamento da bactéria que ao
crescer fermenta a lactose produzindo gés, que fica aprisionado do interior do tubo
de Durhan, o que caracterizara positivo. Consultou-se a tabela de numero mais

provavel para obter o nUmero de coliformes totais presente na amostra.

4.2.2 Coliformes termotolerantes

A andlise de Coliformes termotolerantes seguiu teste presuntivo e
confirmativo segundo a Instrucdo Normativa n°® 62/2003 do MAPA — Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2003).

Para confirmacdo da presenca de coliformes termotolerantes realizou-se o
mesmo procedimento descrito para os coliformes totais, porém os sub-cultivos dos
tubos positivos, do teste presuntivo serdo inoculados em tubos contendo Caldo EC
que € seletivo para Escherichia coli pela técnica de nimero mais provavel, e

incubados em banho — maria & temperatura de 44,5°C por 48 horas.

4.2.3 Isolamento de Salmonella spp.

A analise de Salmonella ssp. seguiu o teste tivo segundo a Instrucéo
Normativa n°® 62/2003 do MAPA - Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (BRASIL, 2003).

Inicialmente realizou-se o pré - enriquecimento ou enriqguecimento nao
seletivo, nesta etapa recupera-se as células injuriadas, restabelecendo as condi¢oes
fisiologicas ideais do microrganismo, para que ocorra crescimento e multiplicagdo
bacteriana.

A analise iniciou-se com a transferéncia de 25 mL de amostra de leite para
um frasco contendo 225 mL do meio de cultura Agua Peptonada Tamponada (APT)
com incubacédo a 35°C por 24 horas em estufa.

A segunda etapa é o enriquecimento seletivo, onde transferiu-se, 0,1 mL do
sub-cultivo crescido no pré - enriquecimento seletivo para um tubo contendo 10 mL

de Caldo de Rappaport Vassiliadis (RV), e também 1,0 mL do sub-cultivo em caldo
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Tetrationato, ambos foram incubados em banho-maria a temperatura de 42°C por 24
horas

A partir dos caldos seletivos de enriqguecimento foram repicados sobre a
superficie de placas de Petri contendo meio &gar verde brilhante vermelho de fenol
lactose sacarose (BPLS) e agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) incubadas a 35°C
durante 24 horas. ApOs isso verificou-se se ocorreu crescimento de coldnias e
determinou-se a presenca ou ndo de Salmonella spp através de testes bioquimicos

e sorologicos.

4.2.4 Avaliacao da viabilidade celular da cultura lactea do leite fermentado

A analise de viabilidade celular da cultura lactea do leite fermentado seguiu o
Manual de Métodos de Analise Microbiologica de Alimentos (SILVA; et all, 2007).

A viabilidade celular das bactérias lacticas foram determinadas pela contagem
total de células viaveis em placas de Petri. Inicialmente foram realizadas diferentes
diluicbes da amostra em agua peptonada 0,1% (m/v).

Selecionou-se trés diluicbes adequadas e inoculou-se 1 mL de cada diluicdo
em placas de Petri estéreis e vazias, adicionando-se, em seguida o meio mais
adequado para o crescimento dessas bactérias que neste caso é o meio agar - Man,
Rogosa e Sharpe (MRS), em seguida realizou-se a técnica utilizada para inoculagéo
chamada de Pour Plate, que consiste em despejar o meio sob as amostras diluidas
e realizar movimentos em 8 (oito) visando uma melhor homogeneizacédo da placa,
colocou-se sobre a mesma mais uma sobrecamada de meio de cultura para garantir
a perfeita anaerobiose.

Em seguida as placas de Petri preenchidas foram colocadas invertidas dentro
de jarros de anaerobiose para que ocorresse a incubacéo. Os jarros de anaerobiose
tem como finalidade preservar a atmosfera de crescimento microbiano ausente de
oxigenacgao. Para a obtencdo da atmosfera anaerdbia foram utilizados Anaerobacs,
no interior dos jarros. Os jarros foram colocados em estufa a 37°C por um periodo
de 48 horas, para melhor crescimento microbiano.

A confirmacédo do crescimento das coldnias foi realizada através da contagem
das bactérias lacticas encontradas nas placas de Petri apds o tempo estipulado pelo

manual, essa contagem foi expressa em UFC/mL.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes as analises fisico-quimicas e microbiologicas
realizadas nos leites fermentados disponibilizados em supermercados da regiao
sudoeste do Parana, estdo apresentados na Tabela 5.

Todas as verificacOes foram realizadas em diferentes periodos de tempo, pois
os leites fermentados encontrados nos supermercados do municipio desta regido do
Parand chegam com aproximadamente 14 a4 16 dias de fabricacdo. Isso se deve,
pelo fato da cidade ndo estar préxima a uma grande fabrica produtora de leite
fermentado logo como o fato da industria responsavel por tal produto exigir uma
permanecia de em média 5 dias dos leites em sua fabrica, para a realizacdo de
analises referentes ao controle de qualidade.

Por causa de tais especificacdes os lotes da marca A puderam ser comprado
no tempo de 14 dias ap0Os a sua fabricacéo e os leites fermentados da marca B e C
somente apos 16 dias de fabricacéao.

As andlises fisico-quimicas realizadas nesta pesquisa foram feitas no dia da
compra e no dia do término da validade indicada por cada produto.

A avaliacdo do teor de bactérias lacticas viaveis nos leites fermentados foi
realizado nos tempos de 14, 16, 21, 23, 28 e 30 dias de estocagem. As andlises de
coliformes totais, termotolerantes e Salmonella spp foram realizadas no dia da

compra no supermercado.



Tabela 5 — Analises fisico-quimicas realizadas em diferentes marcas de leite fermentado.
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Analises

B

B

15 dias de armazenamento 30 dias de armazenamento Le(glliloa(;;gé)o* (gR/citgolg)
Proteina (g) 1,93+£0,017ax  1,22+0,017%  1,03+£0,02°%  2,43+0,03Bax  1,38+0,02B%  1,64+0,048 Min. 2,9 2,2
Acidez / g 0,996+0,0170z 1 24+0,02°>  1,03+0,03A»  1,02+0,024bz  1,27+0,017ax 1 18+0,098% 06420
pH** 3,844 3,654 3,984 3,838 3,608 3,848 - -
Sélidos totais (%) 15,34+0,05%  14,19+0,01A2 17,19+0,01> 16,69+0,088% 14,99+0,108z 18,96+0,1382x - -
Sélidos Fixos (%) 3,48+0,22A%  537+0,07A%  4,62+0,13A 2 82+0,158y  3,12+0,248a  3,23+0,798y - -
Sélidos Volateis (%) 11,86+1,38%> 8 82+0,88~ 12,57+0,46°> 13,87+1,777%x 11,87+0,61B% 15,73+0,8282¢ - -
Cinzas (%) 3,23+1,02°ax  528+1,23A  459+]1,03%x 2 75+0,944 2 08+0,758x  3,10+0,258 - -
Lipidios (%) 0+0,0 0+0,0 0+0,0 0+0,0 0+0,0 00,0 min 3,0 Nd
Umidade (%) 84,73+0,69”% 85,93+0,04*> 82,96+0,11° 83,51+0,47B 85,05+0,14B2x 81,09+0,188< - -
Acgucares redutores (%)  27,59+0,39%ax  27,58+0,324  26,29+0,24”% 26,65+0,18% 26,40+0,3082x 25,37+0,46/0Y - 13,754
16,25
Agucares ?é? redutores  13,07+0,252%¢  14,97+0,5172  9,05+0,19A%  9,07+0,17B>  7,92+0,208°x 1 53+0,208% - 13,754
% 16,25

* BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento. Instrucdo Normativa n° 46, de 23 de outubro de 2007.

Média + Desvio padrao.

**Excepcionalmente para a andlise de pH realizou-se o teste t para entre conjunto das amostras nos intervalos de tempo de 15° e 30° dia.

AB | etras mailisculas iguais na mesma linha analisado entre amostras da mesma marca, ndo possuem diferenca significativa pelo teste t (p<0,05)
ab.c| etras minGsculas iguais na mesma linha analisado entre amostras de marcas diferentes e mesmo tempo de armazenagem, ndo possuem diferenga significativa pelo teste Tukey (p<0,05)
xY¥ez| etras iguais na mesma linha analisada entre todas as amostras da tabela e em todos os periodos de armazenamento ndo possuem diferenga significativa pelo teste Tukey (p<0,05).
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5.1 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

5.1.1 Proteina

Dados da Tabela 5 apontam que o teste t demostrou diferenca significativa
nos valores de proteina para todas as marcas, quando avaliadas entre si, ou seja,
marca A com relacdo a marca A, durante o periodo de armazenagem.

Quando realizado o teste de Tukey para o 15° dia de armazenagem
observou-se que os valores de proteina das marcas A, B e C apresentaram
diferenca significativa entre si. Para o 30° dia de armazenagem os valores de
proteina também diferiram entre as marcas avaliadas.

Quando aplicado o teste Tukey (p<0,05) para todas as marcas durante todo o
periodo de realizagdo da pesquisa verificou-se que as marcas B e C néo
apresentaram diferencas significativas entre si com relacdo ao teor de proteina,
porém a marca A apresentou diferencas estatistica nesta andlise.

Com base nos requisitos estabelecidos pela legislacédo brasileira na Instrucao
Normativa N°46, segundo (Brasil, 2007), a qual determina que a proteina para leite
fermentado deva ser de no minimo 2,9 g/100g de produto. As trés marcas de leites
fermentados analisados estdo pouco abaixo da legislacdo em todos os tempos de
analise, durante os 16 dias de estocagem sob refrigeracdo entre 8 e 10°C.

Em Cunha et al. (2008) também foram encontrados valores de proteinas em
torno de (2,23 a 2,80%) que estdo proximas as avaliadas nessa pesquisa, onde 0s
teores de proteina verificados na elaboracdo de bebida lactea e leites fermentados
acrescidos de probioticos, obtidos a partir do leite e do soro de queijo também

apresentam diferenca significativa entre si.

5.1.2 pH e acidez

Segundo os dados disponibilizados na tabela 5, quando realizado o teste t
para os valores de pH, estes diferem estatisticamente com o passar do tempo. Ou
seja, os valores encontrados no periodo de 15° dia de armazenagem sao diferentes

dos valores encontrados ao 30° dia de armazenamento.
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N&o foi possivel discutir os resultados de pH com base na legislacdo
brasileira, pois a Instrugdo Normativa N°46, para leites fermentados n&o estabelece
parametros para essa analise. Porém tal avaliacdo também foi realizada em trabalho
semelhante por Gallina et al. (2011), que caracterizou diferentes leites fermentados
com e sem adi¢do de probidticos e prebioticos, onde também houve um decréscimo
do valor de pH ao longo do armazenamento refrigerado dos leites fermentados, tal
observacéao foi atribuida a continua producao de acidos pelas bactérias lacticas.

Segundo Mendes (2011) quando analisou os valores pH entre dois leites
fermentados produzidos a partir de culturas com Lactobacillus rhamnosus e
Lactobacillus fermentum verificou que o pH dos leites fermentados sofreram um
declinio, devido a maior producdo de 4&cido lactico pelos microrganismos
adicionados no leite.

Com base no conceito de que as bactérias lacticas presentes em todos os
leites fermentados continuam sua producdo de acido ao longo da sua vida de
prateleira, pode-se afirmar que os valores verificados nesta pesquisa estao
coerentes.

A andlise estatistica (teste t) para os valores de acidez em todas as amostras
de leite fermentado analisados neste estudo mostrou que as marcas A e B nédo
diferiram estatisticamente quando avaliadas em relacdo elas mesmas em diferentes
tempos, porém os valores de acidez encontrados para marca C diferiram
significativamente entre esta mesma marca (Tabela 5).

Com relacéo a acidez dos produtos, no 15° dia de armazenamento as marcas
A e C néo diferiram estatisticamente entre si, porém a marca B diferiu das demais
para esse periodo. Apos 30° dia de armazenamento verificou-se que as marcas B e
C néo apresentaram diferenga entre si, mas a marca A diferiu das demais nesta
avaliacao (Tabela 5).

Pelo teste de Tukey foi possivel relacionar os valores das analises entre todas
as marcas de leite fermentado e em todo seu periodo de armazenamento
estabelecido na pesquisa. Desta forma, pode ser verificado que as marcas A, Be C
aos 15 dias de armazenamento apresentaram diferencas significativas nos valores
de acidez (Tabela 5).

A Tabela 5 apresenta os resultados de acidez titulavel, para as trés diferentes

marcas de leite fermentado no periodo de 15° e 30° dias de armazenamento sob
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refrigeracéo entre 8 e 10°C. Os valores encontrados para analise de acidez estdo de
acordo com o preconizado na Instrucdo Normativa N°46, de leites fermentados
(Brasil, 2007), o qual estabelece que os limites maximo e minimo estejam entre 0,6 e
2,0 g de &cido lactico por 100 g de produto.

O comportamento da acidez esteve dentro do esperado, ou seja, com 0
passar dos dias, esses valores aumentam, pois mesmo apdés o término da
coagulacdo os microrganismos 0s mesmos nado pararam de fermentar o leite, e
consequentemente produzir 4cido lactico. Além disso, o comportamento pode ser
correlacionado com o pH, pois conforme ja foi ressaltado, o pH diminuiu com os
dias, o que indica que o leite torna-se mais acido com o passar do tempo.

Os resultados encontrados neste estudo vém de encontro aos resultados
encontrados por Mendes (2011) que verificou um aumento na acidez titulavel
durante 45 dias de estocagem de leites fermentados elaborados com culturas

Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus fermentum.

5.1.3 Teor de Soélidos

Os valores para sélidos totais analisados pelo teste t apresentaram diferencas
significativas quando avaliadas as marcas A, B e C.

O teste de Tukey demonstrou que tanto para a avaliagédo realizada no 15° dia
quanto do 30° dia de armazenamento os valores referentes a soélidos totais
apresentaram diferenca significativa entre as avaliacdes (tabela 5).

Quando englobado todos os dias de analise entre todas as marcas analisadas
foi observado diferencas significativas entre os valores encontrados para solidos
totais nos leites fermentados (tabela 5).

Valores parecidos aos encontrados neste estudo foram relatados em Cunha
et al. (2008), em um projeto que visou a elaboracdo de bebida lactea e leites
fermentados acrescidos de prébioticos, obtidos a partir do leite e do soro de queijo,
0S autores encontraram valores que variaram de 18,08 a 19,44% de solidos totais e
relataram que guanto maior a quantidade de soro adicionado a bebida lactea menor
a quantidade de solidos totais encontrada nas amostras.

Oliveira e Damin (2003) relacionaram os efeitos do teor de sdlidos e da

concentracdo de sacarose na viabilidade de bactérias do iogurte e do leite
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fermentado e observaram que os valores identificados por eles variaram de 12,3 4
22,5% de solidos totais. O trabalho realizado pelos autores buscou verificar se
diferentes culturas de microrganismos tais como Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus thermophilus, Lactobacillus acidophilus entre outros que influenciavam
diretamente nos teores de sdlidos totais, 0 que a pesquisa de tais autores concluiu
que diferentes microrganismos influenciam significativamente nos teores de solidos
totais e estes valores estdo muito proximos aos obtidos neste projeto (tabela 5).

As marcas de leite fermentado A, B e C apresentaram diferencas
significativas para os solidos totais e solidos fixos quando avaliadas separadamente
entre marcas iguais e em tempos de armazenamento de 15 e 30 dias analisadas
também em separado. Entretanto na analise dos teores de sélidos volateis a marca
do leite fermentado A aos 15 dias diferiu significativamente em relacdo ao tempo de
estocagem (tabela 5).

No tempo referente a 15° dias de armazenamento observou-se que as
marcas A, B e C apresentam diferencas significativas nos teores de sélidos totais e
solidos fixos (tabela 5).

Para periodo de 30° dia de estocagem sobre a devida refrigeracdo verificou-

se que as marcas A, B e C ndo apresentaram diferenca significativa quando
avaliadas em conjunto nos quesitos teor de solidos fixos e volateis (tabela 5).
A respeito da avaliacao realizada em todo o periodo de armazenagem tal qual com
todas as diferentes marcas analisadas através do teste de Tukey observa-se que
ocorre diferenca significativa entre os valores encontrados para solidos totais nos
leites fermentados. Em relacdo aos sélidos fixos e volateis as marcas A e C néo se
diferem entre si, jA a marca B se difere das demais.

Ao 15° dia de estocagem os leites fermentados das marcas B e C, sob devida
refrigeracdo apresentaram teor de solidos volateis que diferem estatisticamente
entre si (p<0,05), entretanto a marca A nao diferiu estatisticamente das demais
(tabela 5).

A legislacdo vigente no Brasil Instrugdo Normativa N°46, ndo estabelece
padrées para solidos totais, sdlidos fixos e volateis em leites fermentados,

impossibilitando uma comparagao a essa legislacdo (BRASIL, 2007).
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5.1.4 Cinzas

N&o houve diferenca significativa no teor de cinzas pelo teste t para o leite
fermentado (marca A) quando avaliada em relacdo ao tempo de estocagem (15 e 30
dias), no entanto as marcas B e C diferiram estatisticamente quando avaliadas
separadamente em relacdo ao tempo de estocagem (tabela 5).

A andlise de Tukey nos mostra que no periodo de 15° dia e também de 30°
dia de armazenamento do alimento o mesmo n&o possuiu diferenga significativa
guando referente ao seu teor de cinzas.

Quando todas as marcas sao verificadas dentro de todo o periodo de tempo
avaliado o teste de Tukey afirma que ndo ocorre diferenca significativa entre os
valores.

Segundo a legislagéo brasileira, ndo € possivel discutir os resultados obtidos
através da andlise de cinzas, pois Instrucdo Normativa N°46 responsavel pela
atribuicdo de tais valores ndo estabelece parametros para essa analise (BRASIL,
2007).

Cunha et al. (2008) visaram a elaboracdo de bebida lactea e leites
fermentados acrescidos de probidticos e soro de queijo e verificaram teores de
cinzas que variaram de 0,65 a 0,60%. Da mesma forma Thamer e Penna (2006)
encontraram teores de cinzas de 0,53 a 0,61% em leites fermentados adicionados
de soro de leite em pd. Esses valores diferem dos encontrados nesta pesquisa

possivelmente devido a adi¢cdo de soro de queijo as amostras elaboradas.

5.1.5 Lipidios

Como observado na tabela 5 nenhuma das marcas de leite fermentado
avaliadas neste estudo apresentou teor de lipidios detectados pelo método utilizado
e esse resultado esta de acordo com os resultados do fabricante que ndo detectou
lipidio em seus leites fermentados.

Os valores para analise de lipidios sdo disponibilizados pela Instrucao
Normativa N°46, de leites fermentados (Brasil, 2007), o qual estabelece que os

limites de minimo de 6,0 g/100g para creme; minimo de 3,0 g/100g para leites
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integrais ou enterros, maximo de 2,99/100g para leite deshatados e maximo de
0,59/100g para leites parcialmente desnatados.

Os autores Thamer e Penna (2006) estudando leites fermentados com leite
desnatado encontraram valores que variaram de 0,0 & 0,10%, resultados parecidos
com 0s encontrados nesta pesquisa. Vale a pena salientar que os fabricantes dos
leites analisados nesta pesquisa ndo informam em seu roétulo qual tipo de leite é
utilizado na fabricacdo dos produtos, porém quando analisado 0s processos gerais
da fabricacéo de leite fermentado tal qual descrito na fundamentacgéo tedrica deste
trabalho observa-se que eles utilizam leite desnatado na composicdo do mesmo, o

que justificaria valores tao baixos de lipidios.

5.1.6 Umidade

Com base na tabela 5 verifica-se que os teores de umidade quando
analisados com auxilio do teste t mostra que todas as marcas analisadas nesta
pesquisa apresentam diferenca significativa quando avaliadas entre elas mesmas.

Ao 15° dias de armazenamento dos leites fermentados as marcas A e B ndo
apresentaram diferenca significativa neste periodo analisado. Ja a marca C diferiu
estatisticamente das demais neste periodo de avaliacdo. Em 30 dias de
armazenamento dos produtos verifica-se que as trés marcas avaliadas possuem
diferenca significativa entre si (tabela 5).

Pela analise de Tukey entre todas as amostras de leites fermentados
verificou-se que os leites fermentados A, B e C possuem diferenca significativa entre
si (tabela 5).

Segundo a legislacdo vigente no Brasil, ndo é possivel argumentar 0s
resultados obtidos através da analise de umidade, pois Instrugcdo Normativa N°46
responsavel pela atribuicdo de tais valores ndo estabelece parametros para essa
analise (BRASIL, 2007).

Mendes (2011) avaliou teores de umidade entre dois leites fermentados
produzidos a partir de culturas de Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus
fermentum e verificou-se valores em torno de 81,84 a 83,90% que ficam muito

préximos aos encontrados nesta pesquisa (tabela 5).
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Valores parecidos a esses foram encontrados por Cunha et al. (2008), em um
projeto com bebida lactea e leites fermentados acrescidos de probioticos, obtidos a
partir do leite e do soro de queijo, os valores referentes a umidade para esse
trabalho variaram (80,56 a 81,91%). Teores de umidade que variam de 75,43 a
78,62% foram encontrados por Santos et al. (2008) em pesquisa que estuda a

concentracéo de soro do leite em bebidas lacteas fermentadas com polpa de manga.

5.1.7 Agucares redutores e ndo redutores

Com auxilio do teste t, verificou-se que o teor de acgucares redutores nos leites
fermentados A e C ndo possuem diferenca significativa entre elas mesmas quando
analisadas em tempos distintos. Ja& a marca B apresentou diferenca entre ela
mesma, quando analisada por este teste (tabela 5).

Tanto para 15° dia quanto para 30° dia de armazenamento, através do teste
de Tukey verificou-se que os leites A e B ndo possuem diferenca significativa entre
si. Porém a marca C difere das demais quando analisados os acUcares redutores
em lactose, durante esses dois periodos de tempo (tabela 5).

Quando avaliado todo o periodo e todas as marcas observou-se que as
marcas A e B ndo possuem diferenca significativa entre si, ja a marca C se difere
das demais quanto aplicado o teste estatistico (tabela 5).

Cunha et al. (2008) estudando formulacdo de bebida lactea e leites
fermentados acrescidos de probidticos obtidos a partir do leite e do soro de queijo
verificaram que os carboidratos totais presentes nas amostras elaboradas variaram
de 13,00 & 13,29% este declara que quanto maior a quantidade de leite presente
nas amostras maior a quantidade de acucares redutores em lactose. Em trabalho
semelhante realizado por Thamer e Penna (2006) os quais avaliaram a viabilidade
do uso de soro de leite em p6 com leite em pd na fabricacdo de diversas
formulacdes de leites fermentados, foi encontrado valores de aguUcares redutores
variando de 12,93 & 16,27% e foi concluido que a variacdo se deve a quantidade de
soro do leite nas formulagdes.

Com base nos outros trabalhos cientificos realizados com a mesma finalidade

observa-se que os valores obtidos neste trabalho estdo pouco acima dos demais
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trabalhos provavelmente devido a adicdo de quantidades significativas de soro de
leite aos leites fermentados.

Foi possivel verificar uma diminuicdo do teor de aglcares com o passar do
tempo de armazenamento, podendo ser justificado pelo fato das bactérias laticas
presentes nos leites fermentados consumirem tais acucares (tabela 5).

Através da estatistica aplicada aos acucares nao redutores observa-se que as
marcas A, B e C diferem significativamente quando comparadas entre elas mesmas
em um determinado intervalo de tempo (tabela 5).

O teor de acucar ndo redutor analisado em 15° dia e 30° dia de armazenagem
demonstrou que as marcas A, B e C possuem diferenca significativa quando
comparadas entre elas nesses dois periodos de tempo (tabela 5).

Pelo teste de Tukey para todas as marcas de leite fermentado em ambos
tempo de armazenagem analisados verificou-se que as marcas A e B ndo possuem
diferenca significativa entre si, ja a marca C se difere das demais (tabela 5).

A Instrucdo Normativa N°46 responséavel pela determinacdo de parametros
fisico-quimicos para leites fermentados ndo nos tras valores referentes a analise de
acucares redutores em lactose e néo redutores em sacarose (BRASIL, 2007).

Para Santos et al. (2008) os acuUcares redutores em lactose e agucares néo
redutores em sacarose variam em torno de 7,54 a 10,57% e 8,07 & 10,90%
respectivamente, em bebidas lacteas fermentadas a base de soro de queijo
mussarela e polpa de manga e quando variava a concentracao de leite os autores

verificaram um acréscimo no teor de acucares redutores em lactose.

5.2 ANALISES MICROBIOLOGICAS

5.2.1 Coliformes totais e termotolerantes

Nas pesquisas de coliformes totais e termotolerantes para todas as diferentes
marcas de leites fermentados, ndo foi observada a presenca de gas nos tubos de
Durhan invertidos em nenhum dos tubos contendo Caldo Verde Brilhante. Portanto
apenas a prova presuntiva foi realizada nesta analise. Esses resultados podem
garantir que houve para todos os leites fermentados as devidas condi¢des higiénicas

sanitarias durante o processo de elaboracdo e armazenamento dos produtos. Além
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disso, esses resultados indicam auséncia de coliformes totais e termotolerantes, e
garantem a qualidade microbiolégica dentro do exigido pelo MAPA para leites

fermentados.

Fotografia 1: Andlise de coliformes totais para uma marca de leite fermentado.

Fonte: Autoria Prépria

5.2.2 Isolamento de Salmonella spp.

Na pesquisa de Salmonella spp. os sub-cultivos crescido no caldo de
enriqguecimento seletivo foram repicados para as placas de Petri contendo agar
BPLS e XLD, que foram incubadas a temperatura de 35°C por 24 horas, nenhuma
delas apresentou crescimento microbiano assim a andlise foi finalizada. Esses
resultados podem garantir que houve para todos os leites fermentados as devidas
condicdes higiénicas sanitarias durante o processo de elaboracdo e armazenamento
dos produtos. Além disso, esses resultados indicam auséncia de Salmonella spp, e
garantem a qualidade microbiologica dentro do exigido pelo MAPA de leites

fermentados.
5.2.3 Contagem de bactérias lacticas viaveis
A contagem de bactérias lacticas viaveis nos leites fermentados foi realizada

apos 14 dias da data de fabricacdo pois estes produtos chegam até a regido do
sudeste do Parana neste periodo. A tabela 6 mostra a contagem do namero de
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bactérias lacticas nos leites fermentados com 14 dias a 30 dias de armazenamento
refrigerado a temperatura de 8°C.

A contagem de bactérias lacticas viaveis nas trés marcas de leite fermentado
variou de 1,26x10% UFC a 5,33x10%® UFC nos 30 dias de armazenamento (tabela
6). As amostras de leites fermentados da marca A apresentaram diferencas
significativas pelo teste de Tukey (p<0,05) ao longo do tempo de armazenamento
(Tabela 6).

A amostra A apresentou diferenca significativa nos tempos de 14, 16, 21 e 30
dias, ja para os dias 21 e 23 nao diferiram significativamente entre si.

A marca B no periodo avaliado correspondente a 16, 28 e 30 dias de
armazenamento, verifica-se diferenca significativa entre eles, ja para os dias 21 e 23
0s mesmos nao diferiram significativamente entre si. Para a marca de leite
fermentado C verificou-se que durante todo o periodo de avaliacdo microbioldgica da
bactérias lacticas viaveis presentes no produto, que o mesmo apresentou diferenca
significativa entre todos os dias.

Quando realizado o teste de Tukey para todo o perido de tempo tal como para
todas as marcas observou-se que elas quando analisadas em conjunto nao diferiram
significativamente entre si.

A legislacdo brasileira a qual determina as contagens minimas para
microrganismos especificos encontrados nos leites fermentados, estipula valores de
contagem de bactérias lacticas & serem cumpridas durante toda a sua vida de
prateleira, ou seja, até o ultimo dia de validade do produto. Para leites fermentados,
a contagem minima é definida, sendo ela segundo a legislacéo de 108 UFC/mL.

Todas as marcas de leite fermentado analisados neste estudo apresentaram
uma diminuicdo no numero de bactérias lacticas viaveis (Figura 1, 2 e 3), entretanto
todas ficaram com a quantidade de bactérias laticas viaveis dentro do recomendado
pela legislacdo vigente de microrganismos viaveis, estando acima de 10° UFC/mL
até a sua data de validade.

Ainda sobre essas contagens, o leite fermentado comercializado na regiéo,
nao so esta cumprindo a legislacéo vigente para leites fermentados como superam a
mesma, garantindo assim um produto de total qualidade para o consumidor, com

todos seus efeitos benéficos a saude do ser humano sustentado.
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Tabela 6: Media das contagens de bactérias lacticas viaveis em diferentes marcas de leite fermentado

Tempo / 14 16 21 23 28 30
(dias) Amostras

A (UFC/mL) 5,33x101%+0,18%2 1,54 x10%3+0,02B2 9,49x101%+0,06 ca 6,1 x1012+0,02P2 5,8 x10'2+0,02P2 4,8 x1011+0,05 2
B (UFC/mL) - 1,25x1011+0,04 A2 8,4 x1010+0,4282 7,7x10%0 £0,5682 4,1 x1019+0,70 ¢ 5,7x10% +0,42P2
C(UFC/mL) - 2,02x1011+0,014a 1,06x10% £0,02B2 8,07x1010+0,02¢a 9,35x10099 +0,12Pa 1,26x10% +0,09%2

* A | etras mailsculas iguais na mesma linha, ndo possuem diferenca significativa pelo teste Tukey (p<0,05) quando as marcas s&o analisadas separadamente
* 2 | etras minGsculas iguais na mesma linha ndo possuem diferenca significativa pelo teste Tukey (p<0,05) quando as trés marcas séo analisadas em conjunto
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Figura 1 — Contagem microbiologica de bactérias lacticas do leite fermentado da marca A.

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 2: Contagem microbioldgica de bactérias lacticas do leite fermentado da marca B.

Fonte: Autoria propria.
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Figura 3 — Contagem microbioldgica de bactérias lacticas do leite fermentado da marca C.

Fonte: Autoria prépria.
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Os graficos apresentados acima, demostram que em todas as marcas de leite
fermentado analisadas neste trabalho apresentaram o0 mesmo comportamento
grafico, um declinio na curva de contagem de microrganismo em UFC/mL durante o
seu tempo de analise.

Isso se deve ao fato das bactérias lacticas comecarem a morrer, e a
contagem delas passa a ser menor, porém ressaltasse que por mais que os graficos
apresentem um declinio na quantidade de bactérias viaveis presentes nos leites
fermentados, os mesmo ainda possuem quantidades significativas de probidticos ao
final de sua validade.

Segue abaixo uma figura que demostra como sdo as coldnias de bactérias
laticas presentes nos leites fermentados analisados nesta pesquisa, a placa de Petri
é referente a uma diluicdo de 10® de uma das marcas avaliadas, préxima aos dias

de validade.

Fotografia 2: Contagem de bactérias lacticas, proxima a data de validade em uma diluicdo de 10-.
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6 CONCLUSAO

O consumidor brasileiro atualmente encontra a sua disposicao, nas prateleiras
dos supermercados, uma crescente variedade de leites fermentados. Essa
tendéncia pode ser associada com a consciéncia de que o consumo desses
alimentos traz beneficios a saude. Com isso, as industrias, de um modo geral, tém
investido na producéo desse derivado do leite.

Dentro disso com a evolugdo dos conhecimentos na area microbiologica, as
quais vem crescendo exponencialmente e os beneficios encontrados em bactérias
lacticas vem sendo notaveis, verifica-se que as vantagem proporcionadas ao
intestino justificam o aparecimento de produtos alimenticios probidticos que utilizam
as bactérias lacticas como fermentacao.

Os alimentos funcionais tem sido cada vez mais utilizados, e os leites
fermentado devem serguir legislacdes as quais garamtam ao consumidor que tais
produtos contenham realmente o que € especificado.

O presente trabalho teve como objetivo verificar se tais legislacbes estao
sendo cumpridas adequadamente, realizando andlises fisico-quimicas e
microbiolégicas em trés diferentes marcas de leite fermentados encontrados no
supermercado.

Todas elas demostraram-se estar adequadas a lesgislacdo brasileira, e em
alguns pontos como bacterias laticas viaveis se demostraram acima do que a

legislacdo determina como minimo permitido.
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