Inibicao de Escherichia coli por
bactérias laticas e probidticas em
leite fermentado com fibras de

aveia aromatizado

RESUMO

A agdo inibitdria de Streprococcus
thermophilus, Lactobacillus acidophi-
lus e Bifidobacterium longum sobre a
populagao de Escherichia coli (ATCC
25992) foi verificada durante 28 dias
de estocagem a 4°C. Leites fermenta-
dos por Str. thermophilus adicionados
de L. acidophilus e Bif. longum foram
inoculados com suspensées de E.coli
nas concentragoes de 10, 10% e 10° ufc/
ml, havendo também leite fermentado
controle sem adi¢ao de E.coli.

Estes produtos continham fibra de
aveia, aspartame, corante e saborizante de
morango. St. thermophilus, L. acidophilus
e Bif. longum foram quantificados seleti-
vamente. As determinacoes de coliformes
a30 ¢ 45°C foram realizadas pela técnica
do Nimero Mais Provdvel. A presenca de
E.colifoiverificada através de Fluorocult®.

Durante os 28 dias de estocagem, houve
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redugdes nos valores de coliformes a 30 e
45°C nos leites fermentados adicionados
de probidticos e E.coli.

INTRODUCAO

A preocupagio cada vez mais rele-
vante com a vida sauddvel tem ajudado
a desenvolver alguns setores de produtos.
Com os alimentos dietl light mais que
consolidados, ¢ a vez de os alimentos
funcionais ganharem atengio de fabri-
cantes e consumidores. O mercado bra-
sileiro de produtos funcionais, em geral,
faturou cerca de US$ 600 milhées em
2005 (15% do mercado de alimentos)
e cresce cerca de 20% ao ano.

Para ilustrar a importincia destes
produtos, no Brasil, dentro da categoria
de bebidas ldcteas fermentadas, 84%
das vendas sio referente as caracteri-

zadas como regulares, 8% referem-se
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as lightldiet e 8% as funcionais. Estes
dados dizem respeito a volume. Em
valor, as versoes funcionais das bebidas
licteas fermentadas detém 15% de
participago, enquanto as versoes light
ficam com 13%, segundo o gerente de
produto da Batdvia, Damiano Sanna,
declarou a reportagem da Gazeta Mer-
cantil (Azedo, 2007).

Leites fermentados tém alto valor
nutricional e boa digestibilidade de
lactose e proteinas, devido a fermen-
tagao ldtica. O aumento da procura
por alimentagio mais sauddvel levou
a adigao de fibras a alimentos como
os leites fermentados, pois 0 aumento
de fibras na dieta ¢ apontado como
benéfico na prevengio de doengas
como cincer de célon, arterosclerose e
hipercolesterolemia associada, diabetes,

diverticulose, hipertensio e obesidade

(GOLDBERG, 1994).
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Shah (2007) salientou que o iogurte,
que ¢ um tipo de leite fermentado, ¢
o mais importante modo de fornecer
probidticos para o ser humano. O leite
fermentado deste estudo, por conter
probidticos e fibras, pode ser definido
como alimento funcional de acordo com
BISTROM & NORDSTROM (2002)
e GOLDBERG (1994). Adicionalmen-
te, 0 uso do aspartame reduz o teor de
glicose na dieta sendo ttil no tratamento
e prevengio de obesidade e diabetes.

O leite fermentado deve atender a
legislagdo vigente no Brasil que deter-
mina como valores mdximos para coli-
formes a 30°C o indice de 100 NMP/g
e, para coliformes a 45°C, 10NMP/g
(BRASIL, 2007). Os microorganismos
de leites fermentados inibem patogé-
nicos e deteriorantes devido 2 sintese
de 4cidos e bacteriocinas (MUFAN-
DAEDZA et al, 2006; IBRAHIM &
BEZKOROVAINY, 1993).

No presente estudo, verificou-se a
acao de St thermophilus, L. acidophilus e
Bif longum sobre E. coli (ATCC 25992)
inoculada em leite fermentado por Stz
thermophilus adicionado de L. acidophi-
lus e Bif longum liofilizados, fibra de
aveia, aspartame, corante e aromatizan-
te. Foi realizada, também, caracterizagio

fisico-quimica da bebida.
MATERIAIS E METODOS

Quantificacdo de bactérias

laticas e probidticas

Str. thermophilus codificado por
STy, L. acidophilus (LAC4) e Bif- lon-
gum (BL) foram quantificados com
métodos reportados em ZACAR-
CHENCO & MASSAGUER-ROIG
(2004a e b). Estes microganismos
foram fornecidos na ocasiio do estudo
por Groupe Rhéne-Poulenc, Rhodia
Foods (Paulinia, SP, Brasil). As conta-
gens foram realizadas em triplicata.

Quantificacao de coliformes a

30 e 45°C e deteccéo de E.coli

A quantificagio de coliformesa 30 e
45°C foi realizada pelo método do Nu-
mero Mais Provdvel descrito em VAN-
DERZANT E SPLITTSTOESSER
(1992). Para verificagio da presenga de
E. coli utilizou-se Fluorculta (MERCK,
1994). Todas as andlises foram realiza-
das em triplicata.

Preparo dos indculos de E.coli

A suspensao de E.coli ATCC 25992
em caldo TSB com, aproximadamente,
10® células/g foi diluida e usada para
inocular os leites fermentados C2, C3 e
C4 (ver explicagdo a seguir). Analisou-se,
também, a bebida sem adicio de E. coli
Cl1 (padrao). As andlises foram realizadas
nos dias 2, 7, 14, 21 e 28 de estocagem.

Elaboracao dos leites

fermentados

O produto de estudo foi um leite
desnatado (Molico, Nestlé) reconstituido
a 12% de sélidos, tratado termicamente
(95°C/5 min.) e fermentado por St
thermophilus a43°C. Apés atingir pH 4,7,
o leite fermentado foi resfriado e batido,
quando seadicionou os probidticos liofiliza-
dos, aroma idéntico ao natural de morango
da Duas Rodas Industrial Ltda (0,2g/1),
corante vermelho ponceau 4R também
da Duas Rodas Industrial Ltda (0,005g/
1), aspartame Ajinomoto (0,06g/100g)
e fibra de aveia HF 600 VITACEL®
Clariant (13g/l). Maiores detalhes sobre
a elaboragdo deste produto podem ser
encontradas em ZACARCHENCO &
MASSAGUER-ROIG (2006) ou em
Zacarchenco (2004c).

Amostras de leite fermentado
foram porcionadas em recipientes
estéreis, inoculadas ou nio com E.coli
nas colocadas a seguir e armazenadas
a 4°C. Codificou-se C1 como o leite

fermentado sem indculo de E. col,

com probidticos; C2: leite fermenta-
do, com probidticos, inoculado com
10" células. E. colilg; C3: leite fer-
mentado, com probidticos, inoculado
com 10* células. E. colilg; C4: leite
fermentado, com probiéticos, inocu-
lado com 10° células. E. colilg. Foram

realizados trés processamentos.

Caracterizacéao fisico-quimica

Foram determinados o pH, pelo
método potenciométrico, e a acidez
tituldvel, teor de sélidos totais, gordura
por extragao etérea de Monjonnier,
porcentagem de cinzas e teores de nitro-
génio total do leite fermentado segundo
AOAC (1995). Os teores de nitrogénio
total foram determinados pelo método
de Kjeldahl, sendo os valores de nitrogé-
nio multiplicados por 6,38 para obten-
4o dos valores equivalentes de proteina.
As andlises de dois processamentos

foram realizadas em triplicata.
RESULTADOS E DISCUSSOES

Os valores de gordura, proteina,
umidade e cinzas do leite fermentado

base para o estudo estao relacionados
na Tabela 1.

Tabela 1. Média (n=2) das deter-
minagdes de gordura, cinzas, proteinas,
extrato seco total, acidez e pH do leite

fermentado usado para o estudol

Extrato seco total—-EST % 11,85
Gordura % 0,1

Proteina % 4,22
Cinzas % 0,92
pH 4,49
acido lactico (p/v) % 0,83

1. leite fermentado por Str.thermophilus apds
reconstituicdo de leite em pé desnatado a 12 %
adicionado de fibra de aveia, corante, aromati-
zante e aspartame
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Na Tabela 2 estio as médias dos
resultados das andlises para coliformes
a 30 e 45°C dos leites fermentados
dos trés processamentos ¢ na Tabela
3, as quantidades de células vidveis de
Str. thermophilus, L. acidophilus e Bif.
longum. Verificou-se inibi¢ao dos
coliformes a 30 e 45°C ao longo do

periodo de estocagem indicando
efeito inibitério dos microrga-
nismos do leite fermentado sobre
ambos os grupos.

A combina¢io C4 nos processa-
mentos 1 e 3, no 7° dia, continha
quantidades de coliformes totais/ml

que excediam o recomendado na

legislagdo. J4 no 14° dia, as formu-
lages C4 continham quantidades
de coliformes totais/ml dentro dos
padroes legais. O leite fermentado
nao inoculado de E. coli apresentou
coliformes fecais <3 NMP/ml em
todos os processamentos, apontando

boas condiges higiénico-sanitdrias.

Tabela 2. Determinagio de coliformes a 30 e 45°C no leite fermentado com probidticos nos 3 processamentos (NMP/ml)

Tempo de armazenamento (dias)

2 7 14 21 28
fecais totais fecais totais fecais totais fecais totais fecais totais
Cc1(1) 3 250 3 3 3 3 3 3 3 3
C1(2) 3 460 3 4 3 3 3 3 3
C1(3) 3 150 3 3 3 3 3 3 3 3
C2(1) 43 210 23 23 3 3 3 3 3 3
C2(2) 28 110 4 9 3 4 3 3 3 3
C2(3) 37 240 23 43 3 3 3 3 3 3
C3(1) 460 780 14 75 3 3 3 3 3 3
C3(2) 210 1100 4 43 3 4 3 3 3 3
C3(3) 270 1100 93 93 3 3 3 3 3 3
C4(1) 2400 1100 90 430 40 40 3 3 3 3
C4(2) 2800 1100 30 700 30 30 30 30 30 30
C4(3) 2100 1100 43 240 23 30 3 3 3 3

1. Apresentados valores dos 3 processamentos. Codificou-se C1 como o leite fermentado sem indculo de E. coli, com probidticos,; C2: Leite fermentado,
com probiéticos, inoculado com 10" células. E. coli/g; C3: Leite fermentado, com probidticos, inoculado com 10? células. E. coli/g, C4: Leite fermentado,
com probidticos, inoculado com 10° células. E. coli/g

Tabela 3. Média (n=3) das contagens de células vidveis de Sz.thermophilus (STR), L.acidophilus (LAC) e Bif.longum
(BIF) (UFC/ml)

Tempo de armazenamento (dias)

2 7 14 21 28

STR LAC BIF STR LAC BIF STR LAC BIF STR LAC BIF STR LAC BIF
C1 1,78 1,13 7,50 1,94 3,00 1,16 1,85 1256 1,09 199 1,51 6,40 447 146 1,19

E+09 E+07 E+07 E+09 E+07 E+08 E+09 E+07 E+08 E+09 E+07 E+07 E+09 E+07 E+08
C2 1,73 3,18 1,15 1,74 3,01 512 230 147 433 179 154 110 1,70 288 218

E+09 E+07 E+07 E+09 E+07 E+07 E+09 E+07 E+07 E+09 E+07 E+08 E+09 E+08 E+08
C3 167 390 7,83 1,81 3,45 139 134 129 576 1838 182 29 157 342 331

E+09 E+07 E+07 E+09 E+07 E+08 E+09 E+07 E+07 E+09 E+07 E+07 E+09 E+07 E+08
C4 163 412 1,12 1,80 3,65 559 168 4,01 124 181 219 639 198 292 232

E+09 E+07 E+07 E+09 E+07 E+07 E+09 E+07 E+08 E+09 E+07 E+07 E+09 E+07 E+08

1. Codificou-se C1 leite fermentado sem indculo de E. coli, com probidticos; C2: Leite fermentado, com probidticos, inoculado com 10" células. E. coli/g;
C3: Leite fermentado, com probidticos, inoculado com 107 células. E. coli/g, C4: Leite fermentado, com probidticos, inoculado com 10° células. E. coli/g
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MASSA et. al. (1997) reportaram
a sobrevivéncia de E.coli O157:H7
durante fermentac¢io e armazenamento
de bebida l4ctea fermentada por St
thermophilus elou Bif. longum. A bebida
inoculada com 103 células. E. colilg
mostrou redugio de 1 log no 7° dia de
estocagem. Estes dados reforcam os
resultados apresentados neste trabalho.
Em geral, as linhagens de E.coli patogé-
nicas sao mais tolerantes a pH baixos
do que as nao-patogénicas.

Apés 28 dias de estocagem as conta-
gens de probidticos ficaram entre 8x10°
e 7x10” UFC/ml para L. acidophilus, ¢
7,5x107 e 5,5x108 p/ Bif. longum, acima
de 10° céls/ml. Assim, os valores de
células vidveis de microrganismos pro-
bidticos atende a um dos aspectos para
que o produto possa ter a alegacio de
propriedade funcional como probidtico
constante da Resolu¢ao n° 18 e 19 de
1999 e Resolugio RDC n’ 2 de 2002,
do Ministério da Satide. As contagens de
Str.thermophilus se mantiveram constan-
tes a, aproximadamente, 10° UFC/ml.

CONCLUSOES

O leite fermentado nio inoculado
com E.coli apresentou coliformes a
45°C <3 NMP/ml, o que caracteriza
condigdes de processamento adequadas
do ponto de vista higiénico-sanitdrio.
Foi verificada a inibigao de coliformes
a 30 e 45°C ao longo da estocagem por
microrganismos do leite fermentado. A
populagio de St thermophilus nao se al-
terou mesmo apds 28 dias de estocagem
a4°C, mantendo-se a 10° UFC/ml.

O leite fermentado adicionado
de probidticos apresentou células
vidveis de L. acidophilus e Bif- longum
ficaram acima de 10° UFC/ml, o que
atende uma das exigéncias para que o
produto tenha efeito benéfico sobre a
satde de quem o consome.
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