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Editorial
T

Prezado Leitor,

E com satisfagdo que oferecemos aos nossos leitores e parceiros
esta Edi¢ao Especial da Revista Indistria de Laticfnios, que chega as
suas maos em dose dupla. Além do editorial convencional, trazemos
outra capa - O Guia Expomaq 2012, uma prévia do maior evento
brasileiro dirigido ao setor laticinista. Em funcdo da importancia da
feira e dos 40 anos de sua existéncia, sempre levando conhecimento
e novidades aos profissionais da area, nossa publicagdo adiantou-se
e abriu espaco de destaque para o evento deste ano.

O Guia Expomagq 2012 traz uma prévia do que sera apresentado
na feira e no 29° Congresso Nacional de Laticinios. Além de uma
mostra das novidades que as empresas levario para o Expominas
Juiz de Fora, para orientagdo do publico divulgamos as principais
referéncias do evento, como lista de expositores, Programacao Cien-
tifica de palestras e Minicursos do Congresso.

Na edicéo convencional, procuramos trazer as tltimas novida-
des da cadeia produtiva do leite e, para isso, incluimos entrevista
exclusiva com Bernardo Macaya Trejos, que assumiu, em junho, a
presidéncia da Fepale (Federacio Pan-americana do setor Leiteiro).

Destacamos também na matéria “O primeiro passQ”, a importan-
cia do tratamento e anlises da matéria-prima leite para a qualida-
de e seguranca alimentar de produtos l4cteos. Para aqueles que néo
puderam conferir as novidades da Fispal Tecnologia, Feira Interna-
cional de Embalagens e Processos para as Indiistrias de Alimentos e
Bebidas, reunimos alguns lancamentos e os principais destaques do
evento.

Um dos pontos fortes desta edico esta na qualidade e no con-
teido cientifico dos artigos técnicos de académicos das principais
universidades, centros de estudos e de empresas do setor laticinista,
criteriosamente selecionados para nossos leitores. Temos certeza
que o material disponibilizado na se¢io Fazer Melhor contribuiri
para ampliar o conhecimento dos profissionais da area.

Confira ainda nesta edicdo as novidades de produtos para o
mercado de consumo e agdes de empresas que atendem a érea de
lacteos.

Boa leitura!
Luiz Souza
Diretor e Editor
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Resumo

Para os produtos lacteos com probiéticos a quantificagao
destes micro-organismos é essencial para verificar se estao
presentes nas quantidades minimas exigidas pela legislacao
e se podem conferir beneficios a satide dos consumidores.
lambem a quantificacao em separado dos micro-organismos
que compoe os fermentos laticos € importante para o con-
trole de qualidade das industrias. A escolha final do meio e
do método deve considerar o tipo de alimento, as espécies
ou linhagens a se enumerar e/ou isolar, bem como a nature-
za dos géneros competidores. Eles devem ser avaliados para
as linhagens de cada espécie de interesse antes de serem
aplicados para o controle de qualidade. Este artigo preten-
deu apresentar revisao da literatura sobre fundamentos dos
métodos para contagem de fermentos laticos e probiéticos
e sobre a problematica da contagem seletiva ou diferen-
cial. Também foram apresentadas algumas definicdes de
trabalhos de pesquisa para fermentos comerciais e 0s meios
de cultura e métodos para obter a contagem diferencial ou
seletiva destes micro-organismos. '

Palavras chave: contagem diferencial, contagem seletiva,
fermento, bactérias laticas, probiotico

Introdugao

A contagem seletiva de fermentos laticos e probidticos
é um tema bastante relevante para o controle da qualidade
de produtos lacteos. Os fermentos laticos sdo fundamentais
para a fabricagao de diversos produtos laticos. Dentre os fer-
mentos utilizados na produgao de leites fermentados, quei-
jos, sorvetes, manteigas, leites desidratados, entre outros
produtos lacteos, ha aqueles empregados com finalidade
tecnolégica e os adicionados para incrementar os beneficios
a saude destes produtos, ou seja, os fermentos probiéticos.
Em ambas as situagdes é importante quantifica-los para
o controle do processo e do produto final. Para os produ-
tos lacteos com probidticos a quantificagio destes micro-
-organismos é essencial para verificar se estao presentes
nas quantidades minimas exigidas pela legislacdo podendo,
assim, conferir beneficios a saude dos consumidores

No Brasil a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) normatiza as quantidades minimas de células vi-
aveis de micro-organismos probidticos que um produto deve
conter para poder acrescentar em seu rotulo a alegagao de
propriedade funcional (BRASIL, 2008). Estas regras abrangem
a categoria de "Alimentos com Alegagdes de Propriedade
Funcional e ou de Satude". Segundo estas normas, a quanti-
dade minima viavel para os probidticos deve estar situada
na faixa de 108 a 109 Unidades Formadoras de Colonias
UFC) na recomendacao diaria do produto pronto para o
consumo que é diferente para queijos e iogurtes, leites fer-
mentados ou bebidas lacteas fermentadas. A viabilidade dos
micro-organismos probiéticos no produto final € um dos cri-

Abstract

The enumeration of probiotics is important to verify that
if the counts of viable cells are sufficient to produce health
effects. The differential enumeration of the lactic bacteria
of the starter is also important to the dairy industry quality
control procedures. The final choice of the medium and of
the methodology depends on the type of food, the strains
that will be quantified and the antagonist among different
genera and species. These methodologies must be evaluated
to each strain before be applied to control purposes. This
review intended to present some of the methodologies to
quantify starter cultures of acid lactic bacteria and probio-
tics and the problems of selective and/or differential enume-
ration. The results obtained in the differential or selective
enumeration of commercial starters were also presented

Key words: differential enumeration, selective enumera-
tion, starter, lactic acid bacteria, probiotic

térios de qualidade mais importantes, e deve manter-se alta
(no minimo 106UFC/g) até o fim de sua vida util (LAHTINEN
et al, 2011; TENORIO, 2012)

Em termos tecnoldgicos a quantificagdo em separado dos
micro-organismos que compde um fermento também é im-
portante. Na fabricagao de iogurtes, por exemplo, & impor-
tante que a quantidade de Streptococcus salivarius subsp
thermophillus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
que sdo os micro-organismos tradicionais deste produto, es-
teja equilibrada. Para verificar se a situagao de equilibrio das
duas populagées esta mantida é necessario o uso de meios
de cultura que permitam enumera-los separadamente. Em
laticinios que usam “soro fermento” o controle da quantida-
de dos grupos de bactérias laticas presentes pode auxiliar
no controle de qualidade do processo e na manutengao das
caracteristicas dos queijos

No texto a seguir foram revisionadas informagdes
constantes de artigos cientificos, de teses, de livros sobre
métodos microbiolégicos, de normas internacionais e da
legislagdo brasileira sobre fundamentos dos métodos para
contagem de fermentos laticos e probi6ticos e sobre a pro-
blematica da contagem seletiva ou diferencial.

Fundamentos sobre quantificagao de bactérias laticas

Tradicionalmente, a enumeragao de micro-organismos
em alimentos tem sido realizada por contagem em placas
Nesse método, a amostra é homogeneizada em tampao,
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meio nutriente ou solucio salina e as diluigGes apropriadas
sao plaqueadas em meio base ou seletivo suplementado
com agar. Os dois métodos padrio para o preparo das placas
sao o plaqueamento em superficie (spread plate) e em pro-
fundidade (pour plate). As contagens de micro-organismos
sao determinadas apés a incubacao em condigdes adequa-
das, por enumeracao de coldnias, e o resultado é expresso
como unidades formadoras de colénias (TENORIO, 2012:
ASHRAF, SHAH, 2011)

No “Standard Methods for the examination of dairy
products” os autores Frank, Yousef (2004) informaram que a
enumeracao de bactérias laticas cm produtos lacteos & atil
na avaliagdo da qualidade do produto incluindo a controle
das causas de defeitos de acidez e avaliagdo dos fermentos
laticos. Este grupo de micro-organismos é bastante varia-
do em suas caracteristicas com diferentes exigéncias para
seu desenvolvimento e diferentes sensibilidades a agentes
seletivos. Ndo ha nenhum meio de crescimento que possa
ser aplicado a todas as amostras. Em casos onde popula-
GOes significativas de bactérias nio laticas estio presentes
0s meios com grande seletividade podem ser necessarios
havendo o risco de inibicao de algumas bactérias laticas. As
bactérias laticas encontradas em produtos lacteos sao um
grupo heterogéneo que contém, principalmente, Streptococ-
cus, Lactococcus, Leuconostoc e espécies homo e heterofer-
mentativas de Lactobacillus,

Frank, Yousef (2004) descreveram metodologias para
contagem de bactérias laticas totais e enterococos em varios
produtos laticos. O ensaio descrito para bactérias laticas to-
tais € aplicavel a produtos como leite fluidn. queijo cottage,
queyos em geral, leites fermentados, produtos nio fermen.
tados adicionados de fermentos e fermentos laticos. O agar
LS (Lactobacillus selection) e o caldo MRS (Man Rogosa
Sharp) adicionado de agar sio indicados quando € preciso
seletividade para lactobacilos, Quando a seletividade nao é
necessaria ou quando células injuriadas podem estar pre-
Sentes o agar Elliker incubado a 32 ou 37°C por 48 horas, em
funcdo do micro-organismos serem mesofilicos ou termodu-
ricos, é recomendado. Como este meio € pouco seletivo, mi-
cro-organimos nao laticos podem produzir colénias, A com-
posigdo do meio pode ser alterada para melhorar a deteccio
de micro-organismos produtores de acido. [sto & obtido pela
adicao de solucio alcodlica de bromocresol ao meio antes da
esterilizacao. As coldnias que produzirem halo amarelo sdo
produtoras de acido. Para tornar o agar Elliker mais seletivo
pode-se fazer a adigio de 0,02% de azida sédica antes da es-
terilizacd@o. As bactérias laticas sio resistentes a azida sédica
que inibe Enterobacteriaceae e micro-organismos aerébicos.
Caso corantes e azida sédica precisem ser usados o analista
deve lembrar que algumas eéspécies de bactérias laticas sao
inibidas por estas substincias,. Os autores alertaram ainda
que lactobacilos que sobrevivem a pasteurizagdo podem es-
tar injuriados. Consegiientemente, os lactobacilos de queijos
recem produzidos devem ser numerados utilizando-se um
meio relativamente nio seletivo seguido da caracterizagao
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das colénias. Como o MRS e o agar Elliker nao sdo altamente
seletivos as colénias devem ser testadas individualmente
para catalase, reagdo de Gram e morfologia celular

Silva et al (2010) é uma importante referéncia em méto-
dos microbiolégicos para alimentos trazendo, contudo, pou-
cas recomendagdes para enumeracgao de bactérias laticas e
nenhuma sobre probiéticos. Estes autores recomendaram,
além de caldo MRS na enumeracio de bactérias laticas pelo
nuamero mais provavel, o caldo Rogosa SL.

Duncan et al (2004) também no “Standard Methads for

““the examination of dairy products”, sobre enumeragao de

micro organismos caracter{slicus em logurte e outros produ-
tos lacteos fermentados indicaram o uso de M-17 incubado
em aerobiose a 37°C por 48 horas para enumeracao de Strep-
tococcus salivarius subsp. thermophilus e MRS acidificado
para Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus que devem
ser incubados anaerobicamente a 37°C por 72 horas. Apés

a incubacg@o nos tempos adequados também recomenda-
ram que seja feita confirmagao das colénias com testes de
catalase, Gram e morfologia celular. Para a enumeragao

de lactobacillus resistentes a sais biliares (principalmente
Lactobacillus acidophilus) deve-se usar 0.15% de oxgall e re-
portar os dados como contagem de lactobacillus resistentes
a bile por grama ou ml.

Para enterococos Frank, Yousef (2004) destacaram que
agar KF estreptococos tem sido aceito pela maioria das
industrias e agéncias regulatérias para a estimagao quan-
titativa destes micro-organismos em alimentos nio lacte-
og. Condigdes mais selelivas sa0 necessanas em produtos
lacteos para reduzir o crescimento de outroe estreptococos
e lactobacilos. Por exemplo, 4gar m-enterococos & sugerido
para produtos obtidos através de processos de filtracao por
membranas. Contudo, este meio pode nao ser inibitério para
0 crescimento de Lactobacillus acidophilus e Streptococcus
bovis. O método citado por Frank, Yousef (2004) pode ser
aplicado para produtos lacteos e amostras ambientais. Este
método emprega agar citrato azida com sobrecamada e
incubag&o a 37°C por 48 a 72 horas. As colénias de enteroco-
cos ficam coloridas de azul devido a presenca de tetrazolium
azul no meio

Ha mais de 20 espécies do género Enterococcus. Entero
coccus faecalis e Enterococcus faecium sio encontrados em
produtos lacteos. Estas espécies sio reconhecidas por serem,
principalmente, de origem fecal e sdo os micro-organismos
alvos do teste. A contagem de Enterococcus é um indicador
mais confiavel que a contagem de coliformes na qualidade
sanitaria de manteiga, pois os cntcrococos subtevivelli me-
Ihor que os coliformes no microambiente desfavoravel que &
a manteiga salgada. Além disto, a contagem de enterococos
pode ser um indicador mais confiavel da qualidade sanitaria
de iogurtes que os coliformes, Pois estes sao mais facilmente
Inativados em pHs mais baixos que 0s enterococos.
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A problemética da contagem

seletiva ou diferencial

As bactérias probioticas mais estudadas e utilizadas
em produtos lacteos sdo espéries do género Lactobacillus o
Bifidobacterium. L. acidophilus, L. casei, L. reuteri, L. brevis.
L. cellobiosus, L. curvatus, L. plantarum, B. bifidum. B. ado-
lescentis, B. animalis, B. infantis, B. longum, e B. lactis, entre
outros, sao exemplos das espécies mais comumente usadas
(SANDERS, 1999). A estes exemplos pode-se acrescentar
linhagens de Lactobacillus casei e Propionibacterium

Ha necessidade de métodos simples e confiaveis para
enumeragao de rotina dos probiéticos, como o Bifidobac-
terium sp. e o L. acidophilus, e dos micro-organismos dos
fermentos tradicionais. Estas quantificagbes sao importantes
para determinar as contagens iniciais de bactérias probioti-
cas apos a fabricagdo do produto, para verificar a viabilidade
destas células durante a estocagem refrigerada e, também,
no produto na cadeia de disuibuigdo. O monitoramento das
quantidades e da sobrevivéncia de linhagens de L. acidophi-
lus e Bifidobacterium em iogurtes probiéticos foi, de acordo
com Lourens-Hattingh, Viljoen (2001), negligenciada no
passado pela falta de meios seletivos viaveis para 5'arime-
ragao. A escolha final do meio e do método deve considerar
o tipo de alimento, as espécies ou linhagens a se enumerar
e/ou isolar, bem como a natureza dos generos competido-
res. Assim, nao se deve esperar que os meios seletivos ou
diferenciais funcionem em todas as situagdes. Eles devem
ser avaliados para as linhagens de cada espécie de interesse
na situagao (SHAH, 2000; ROY, 2001, e LOURENS-HATTINGH,
VILJOEN, 2001).

Diversos meios para enumeracio de micro-organismos
probidticos tém sido propostos, porém a maioria é baseada
em culturas puras desses micro-organismos. A enumeracio
de uma Gnica cepa usando um meio seletivo ¢ facilmente
realizada. Entretanto, os probidticos sio frequentemente in-
corporados em alimentos em combinagio com outras bacté-
rias laticas, o que cria um desafio na enumeragao especifica
dos micro-organismos por métodos tradicionais (TENORIO,
2012; LAHTINEN et al, 2011; ASHRAF, SHAH, 2011).

Os meios dc cultura para enumeraqdu de bactérias
laticas foram divididos em trés grupos: (a) meios gerais que
permitem contagermn total de col6nias sem diferencia-las em
geénero ou espécie, como por exemplo o agar MRS; (b) meios
formulados para contar seletivamente um género, como por
exemplo o 4gar Neomicina-Acido Nalidixico-Cloreto de Litio
(NNLP) para isolamento de Bif. bifidum ou o agar M-17, para
Str.salivarius subsp. thermophilus; (c) meios diferenciais que
permitem a enumeragio de quatro Upos de bactérias através
de caracteristicas visuais distintas (cor e forma da coldnia),
como por exemplo o agar Triptona-Proteose-Peptona-Yeast
BXUIACY corn corante azu) da Prussia |TPPY agar) [LOURENS-

-HATTINGH, VILJOEN, 2001)

.

Varios meios foram sugeridos na literatura para enume-
racao de Str. salivarius subsp thermophilus. Entre eles esta
0 agar ST (Streptococcus thermophilus) utilizado por Dave,
Shah (1997). O agar Lee empregadv, inicialmente, na enume-
racao de bactérias do fermentc de iogurtes (Str. salivarius
subsp. thermophilus e L. delbrueckii subesp. bulgaricus) foi
sugerido por Lee et al. (1974). Vinderola et al. (2000) empre-
garam o agar leite desnatado (skim milk agar SMA) para
enumerar Str. salivarius subsp. thermophilus e L. delbrueckii
subespécie bulgaricus. Medina, Jordano (1994), Rybka, Kaila-
sapathy (1997) e Davidson et al (2000) utilizaram agar M17
para enumeracao de Str. salivarius subsp. thermophilus em
produtos lacteos fermentados contendo Str. salivarius subsp
thermophilus e/ou L. delbrueckii subsp. bulgaricus e probié-
ticos. Mas, Karagiil-Yiicerr et al. (2001) empregando o mesmo
agar M17 na enumeracao de Str. salivarius subsp. thermo-
philus em iogurtes carbonatados contendo L. acidophilus
eBif longum reportaram crescimento de L acidophilus no
melo para contagem de Str. salivarius subsp. thermophilus

Por sua vez, ha vérios meios sugeridos para a enume-
racao diferencial de Bifidobacterium na literatura, como
0S propnstns por: Samona, Robinson (1991), Lapietie ¢l al
(1992); Rada, Koc (2000); Vinderola, Reinhemeir (2002); Dave,
Shah (1996); Payne et al. (1999): Ghoddusi, Robinson (1996);
Shah (2000); Charteris et al. (1997): Lankaputhra et al (1996),
entre outros pesquisadores. Shah (1997) relatou o crescimen-
to de Str. thermophilus no agar LP-MRS nas concentragoes
de inibidores sugeridos por Lapierre et al. (1992), situagao
também verificada pelos autores deste trabalho

Alguns dos meios de cultura para enumeragao seleti-
va de bifidobactérias na presenca de bactérias laticas sio
formulados usando muitos ingredientes. Alguns dos agentes
inibitorios destes meios precisam ser esterilizados por
filtracdo, o que os torna meios de dificil preparo, envolvendo
muito tempo do analista na sua elaboracio. Meios que se
encaixam nestas caracteristicas sao: NPLN-MRS ((cloreto de
Iftio, acido nalidixico, sulfato de neomicina e sulfato de pa-
ranomicina), NNL-MRS (4cido nalidixico, neomicina, cloreto
de litio) e OG-MRS (oxgall e gentamicina). Ha, por outro lado,
meios como o agar LP-MRS (cloreto de litio e propionato de
s6dio) que podem ser formulados mais facilmente, visto que
seus ingre£entes nao precisam ser esterilizados por filtra-
Gao, em separado dos demais ingredientes

Vinderola, Reinhemeir (2002); Dave, Shah (1996): Gho-
ddusi, Robinson (1996) e Lankaputhra et al. (1996) sio alguns
dos pesquisadores que sugeriram ou estudaram meios
diferenciais e/ou seletivos para quantificagdo de L. acidophi-
lus. Vinderola et al. (2000) estudaram os seguintes meios de
cultura para enumeracao de L. acidophilus: agar SM (skim
milk); agar MRS tradicional, 4gar MRS madificada com galac-

tose, com trealose, agar MRS adicionado de sais inibitérios
e antibidticos (NPNL-MRS, NNL-MRS, NKB-MRS, Bile, MRS,
OG-MRS); agar M17 tradicional e modificado com galactose
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Dave, Shah (1996) estudaram o agar MRS-salicina e MRS-sor-
bitol para enumeragao seletiva de L. acidophilus. Ghoddusi,
Robinson (1996) avaliaram o agar TPPY- PB (triptose prote-
ose peptona prussian blue) para contagem diferencial de L.
acidophilus em conjunto com Str. salivarius subsp. thermo-
philus, Bifidobacterium sp. e Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus. Lankaputhra et al. (1296) avaliaram meios para
enumeragao seletiva de L. acidophilus e Bifidobacterium sp
e indicaram o agar Maltose-MRS para quantificagao de L.
acidophilus e o agar NNLP-MRS para quantificagao de Bifido-
bacterium sp.

A seguir sdo apresentadas quatro solugdes estabelecidas
em pesquisa para fermentos comerciais e alguns tipos de
bactérias laticas e probidticas quanto aos meios de cultura
e metodos para obter a contagem diferencial ou seletiva
destes micro-organismos. Os estudos a seguir foram selecio-
nados por terem realizado as avaliagdes e selegdes de meios
de cultura em produtos (leites fermentados, queijos) com
microbiotas mistas (fermentos laticos e probidticos) e nao
apenas em sistemas modelo (meios de cultura e culturas
puras)

Apresentando solugoes: estudos de casos

Fachin et al (2008) aplicaram o agar RCPB (Reinforced
Clostridial Prussian Blue) e o agar MRS-LP para enumerar
seletivamente L. delbrueckii subsp. bulgaricus (fornecido por
Danisco), Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e
Bifidobacterium animalis (fornecido por Christian Hansen).
Este estudo avaliou a suplementagao do meio RCPB pH5
com extrato de figado desidratado e com os sais KH2PO4,
K2HPO4, FeS04.7H20, MnSO4H20 e MgS04.7H20, visando
melhorar a diferenciagao de Bifidobacterium em iogurte
durante a estocagem refrigerada e também avaliou a conta-
gem seletiva de Bifidobacterium em iogurte usando o meio
MRS-LP. A suplementagao do agar RCPB foi estudada com
o intuito de melhorar seu desempenho. Quando se utiliza
este meio para controle do numero de células viaveis de
Bifidobacterium, durante a estocagem refrigerada do iogurte,
a contagem se torna dificil, pois as colénias apresentam dia-
metro muito pequeno precisando do auxilio de um estereos-
copio para sua contagem.

Fachin et al (2008) verificaram que o meio MRS-LP apre-
sentou a mesma recuperagao de células que o meio RCPB
pHS, usado como padrao, ap6s 30 dias de estocagem refri-
gerada do iogurte, sendo considerado uma boa opgao para a
contagem de Bifidobacterium em iogurtes durante a estoca-
gem refrigerada. O meio RCPB pHS fortificado também apre-
sentou a mesma recuperagao de células de Bifidobacterium
que o meio padrao RCPB pH5; entretanto, a adigdo de extrato
dé figads desidratado aumentou consideravelmente o dia-
metro das coldnias de Bifidobacterium, tornando a diferen-
ciagao destas bastante facil e confidvel quando comparadas
a sua diferenciagao no meio RCPB pH5 sem a fortificacdo. A
adigao dos sais (KH2PO4, K2HPO4, FeSO4.7H20, MnSO4H20
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e MgS04.7H20) nao exerceu influéncia no desempenho do
meio RCPB pH5. Os autores realizaram suas avaliagdes incu-
bando as placas em anaerobiose a 37°C por 72 horas

Zacarchenco, Massaguer-Roig (2004a) ao estudarem
a enumeragao de Str. salivarius subsp. thermophilus na
presenga de L. acidophilus e Bif. longum em agar ST a 370C
por 48h em aerobiose e em agar Lee a 370C por 48h em mi-
croaerofilia verificaram que as metodologias nao eram nao
seletivas para Str. salivarius subsp. thermophilus. O agar ST
permitiu o crescimento do L. acidophilus e o agar Lee permi-
tiu o crescimento de L. acidophilus e Bif. longum. Buscando
tornar as metodologias seletivas os autores estudaram a
incubac8o@80; 35, 37 e 450C do agar ST e agar Lee, sendo
o0 primeiro apenas em aerobiose e, 0 segundo, em aerobiose
e microaerofilia. A 30 e 450C, o L. acidophilus foi inibido no
agar ST e L. acidophilus e Bif. longum no agar Lee. A recu-
peragao de Str. salivarius subsp. thermophilus foi eficiente
em todas as condigées. Os ensaios foram realizados com
suspensoes isoladas e mistas dos micro-organismos. Foram
realizados experimentos com leite fermentado adicionado
dos probiédticos liofilizados. A capacidade de cada meio de
inibir os micro-organismos também foi verificada. Em outro
trabalho Zacarchenco, Massaguer-Roig (2004b) avalliaram os
meios modificados T-MRS (trealose MRS) e M-MRS (maltose
MRS) e os meios seletivos Bile-MRS (agar MRS adicionado
de bile) e LP-MRS na quantificagdo de L. acidophilus e Bif
longum na presenca de Str. salivarius subsp. thermophilus.
Suspensdes microbianas isoladas e mistas foram utilizadas
e incubadas a 370C/ 72h em aerobiose em T, M e Bile-MRS.
Todos os ensaios com LP-MRS foram realizados em anae-
robiose. O agar LP-MRS foi avaliado pela adicao de quatro
combinagdes de concentragdes de cloreto de litio e propio-
nato de sédio (0,2; 0,4; 0,5 e 0,6% de LiCl e, respectivamente,
0.3; 0,6; 0,75 e 0,9% de propionato de sédio). A capacidade de
cada meio inibir os micro-organismos também foi verificada.
O agar M-MRS possibilitou o crescimento de Str. salivarius
subsp. thermophilus. A quantificagio diferencial de L. aci-
dophilus foi possivel utilizando-se T e Bile-MRS, sendo este
ultimo mais pratico e econdmico. A quantificagdo diferencial
de Bif. longum foi possivel através do LP-MRS com 0,6g/1 de
LiCl e 0,9g/1 de propionato de sédio. Os fermentos destes
dois estudos foram fornecidos pela Danisco

MR, LA TR0

Trento et al (2009) utilizaram as seguintes culturas
comerciais liofilizadas: Streptococcus salivarius subsp
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
(CSL JOINTEC X3); Bifidobacterium longum, B. infantis e B.
breve (CSL BIFI); Streptococcus salivarius subsp. thermophi-
lus (XP IDC 02); Lactobacillus acidophilus (LACID) que foram
fornecidas pela empresa Kerry do Brasil. Neste trabalho
as autoras utilizaram meios seletivos com 0 objetuvo de
favorecer o crescimento da bactéria de interesse, impedindo
o crescimento das outras em amostras de iogurte e leites
fermentados. Para enumeragao de Streptococcus salivarius
subsp thermophilus foi utilizado o meio agar M17 e para
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Lactobacillus delbruekii subsp. bulgaricus foi utilizado o
meio MRS agar glicose acidificado, ambas as metodologias
contidas no “Standard Methods for the Examination of Dairy
Products” (FRANK, YOUSEF, 2004). Para Lactobacillus acido-
philus foi utilizado agar MRS adicionado de Clindamicina
(0,1 mg/L) (CHR. HANSEN, 2007) e para a enumeracao de
Bifidobacterium spp foi utilizado o meio MRS suplementado
com Cloreto de litio (0,1%), Cisteina HCI (0,05%) e Dicloxaci-
lina (0,5 mg/L) conforme descrito em Antunes et al. (2007).
Apos a inoculagao, as placas de Petri foram incubadas em
anaerobiose para o Lactobacillus delbruekii subsp. bulgari-
cus, Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium longum, B.
infantis e B. breve a 37°C por 72 horas. Para o Streptococcus
salivarius subsp thermophilus, a incubagao das placas foi
feita sob aerobiose, a 37°C durante 48 horas

Vinderola, Reinheimer (2000) verificaram a efetividade
dos meios de cultura LP-MRS e Bile-MRS para enumerar Lac-
tobacillus casei, L. acidophilus e bifidobactérias de fermen-
tos comerciais (nao informado a marca). Também aplicaram
estes meios para quantificar estes probidticos e bactérias
laticas do fermento de leites fermentados e queijos comer-
ciais. Os agares Bile-MRS e LP-MRS foram confirmados como
inibidores das bactérias laticas dos fermentos. Como a aero-
biose é um fator que inibe o crescimento de bifidobactérias,
U agar Bile-MRS € aul na contagem seletiva de L. acidophilus
ou L. casei. Para bifidobactérias a contagem seletiva pode ser
realizada no agar LP-MRS mesmo se ha L. casei porque uma
enumeragao diferencial entre ambos os micro-organismos &
possivel

Normatizagao

No Brasil, a Instrugao Normativa DAS/MAPA no 62/2003
nao contempla método para contagem total ou seletiva
de bactéria laticas (BRASIL, 2003). No entanto, as normas
recentes da International Dairy Federation IDF 149: 2010
(ISO 27205:2010) e IDF 180: 2006 (ISO 17792: 2006) trazem
recomendagoes sobre metodologias para quantificagao de
bactérias laticas e probidticas em fermentos e em produtos
lacteos.

Na norma IDF 149: 2010 (ISO 27205:2010) para enumera-
gao de Lactobacillus acidophilus é recomendado o agar MRS
adicionado de clindamicina e ciprofloxacina. Para Bifido-
hacterium spp é indicado o Agar TOS (transolignsaccariden
propionato) modificado pela adigao de mupirocina. Para Str.
thermophilus e lactococos a IDF 149 determinou o uso de
Agar M17 (pH 7,2 para lactococos e pH 6,8 para Str. thermo-
philus). Ha, ainda nesta norma, recomendagao de metodo-
logias de enumeragao de outros grupos de bactérias laticas,
probidticas, patogénicas e deteriorantes de produtos lacteos.

As normas da International Dairy Federation sao bas-
tante importantes para a industria de laticinios de todo o
mundo, sendo suas diretrizes utilizadas na elaboragao de
normas no Brasil. Espera-se que em futuro proximo a legis-
lagao brasileira também normatize as metodologias para
controle de qualidade de fermentos laticos e probioticos em
produtos lacteos

Consideragoes finais:

A viabilidade dos micro-organismos probiéticos no pro-
duto final € um dos critérios de qualidade mais importantes,
e deve manter-se alta (no minimo 106UFC/g) até o fim de
sua vida util. Além disto, ha varias razdes tecnologicas para
a quantificacin de hactériag 1aticas nos produtns lacteos
fermentados. Para realizar estes controles é preciso uma
escolha segura e confidvel dos meios de cultura utilizados
para a contagem seletiva dos micro-organismos probiéticos
e do fermento latico. Para esta escolha é necessario avaliar
diferentes meios de cultura e condigées de incubagao, tanto
para o produto em estudo como para as culturas puras, pois
a presenca de diferentes micro-organismos pode interferir
nos resultados.

A escolha da metodologia para a contagem seletiva de
cepas probidticas em combinagao com fermentos laticos de-
pende de micro-organismos presentes e da matriz em ques-
tao. Como consequiéncia a escolha do meio deve considerar
cada caso, sabendo que um Unico meio ndo é adequado para
uma diversidade de aplicagoes.

“" " Com respeito a normatizacao de metodologias para

enumeragao de micro-organismos probiéticos e do fermen-
to latico a legislagao brasileira ainda nao regulamentou

a questao. Contudo,a International Dairy Federation tem
recomendagdes sobre metodologias para quantificagao de
bacténas laticas e probioticas em fermentos e em produtos
lacteos Uteis para o controle de qualidade das industrias que
fabricam produtos com estes micro-organismos.
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