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VIABILIDADE DE LACTOBACILLUS CASEI EM ALIMENTO PROBIOTICO
INFANTIL RELACIONADA A VIDA-DE-PRATELEIRA

LACTOBACILLUS CASEI VIABILITY IN CHILD PROBIOTIC FOOD RELATED TO
SHELF-LIFE

Hungria TD* & Longo PL*

RESUMO: Atualmente além dos efeitos nutricionais a populacéo busca alimentos com efeitos benéficos a sua saude. O consumo de
alimentos probidticos por criangas e adultos tem como fungao o estabelecimento de uma microbiota que contribui para a atividade
saudavel do intestino. Estes alimentos possuem prazo de validade de vencimento menor que os produtos convencionais € muitas
vezes, sdo consumidos com a data vencida. Assim, este trabalho teve como objetivo analisar, através de cultivo microbiologico,
a viabilidade de bactérias probioticas (Lactobacillus casei) presentes em um alimento probiotico infantil relacionada a vida-de-
prateleira indicada pelo fabricante. As culturas foram realizadas em agar Rogosa, as amostras do alimento foram semeadas por
Pour plate dez dias antes da data de vencimento, na data e dez dias apos a data. As placas foram incubadas em chama de vela e
foi realizada a contagem de UFC viaveis. Foi possivel observar diminui¢do do nimero de microrganismos probidticos viaveis
conforme a progressdo do tempo da vida-de-prateleira e dez dias apds o vencimento, apesar das caracteristicas organolépticas
do produto encontrarem-se inalteradas, a quantidade de microrganismos viaveis ndo atingia o minimo exigido pela Legisla¢do
vigente indicando que o consumo de tais produtos, fora do prazo de validade, além de poder trazer desconfortos intestinais, ndo
confere os beneficios esperados.

PALAVRAS-CHAVE: Probidticos. Lactobacillus casei. Vida-de-prateleira

ABSTRACT: Nowadays the population is seeking, beside nutritional effects, food with beneficial effects on their health. The
consumption of probiotic foods by children and adults has a role to establish a microbial activity which contributes to the healthy
intestine. These foods have a lower shelf-life when compared to conventional products and often are consumed in expired date.
This study aimed to examine, through microbiological culture, the viability of probiotic bacteria (Lactobacillus casei) in a food
probiotic infant related to shelf-life indicated by the manufacturer. Cultures were performed on Rogosa agar, samples of food
were plated by Pour plate ten days before the expired date, on the date and ten days after the date. Plates were incubated in the
candle flame and it was performed the count of viable CFU. It was observed that the number of viable probiotic microorganisms
decreased as progressed time of the shelf-life and ten days after the expired date, despite the characteristics of the products are
unchanged, the amount of viable microorganisms not reached the minimum required by Legislation stating that the consumption
of such products, out-dated, can cause intestinal discomfort and do not confer the expected benefits.

KEYWORDS: Probiotics. Lactobacillus casei. Shelf-life.

INTRODUCAO

A alimentag@o ¢ uma necessidade fundamental de todos
os seres vivos heterotréficos. A partir do alimento sdo
supridas necessidades nutricionais, de desenvolvimento e de
crescimento de qualquer forma de vida.

A necessidade de vencer novos desafios através do tempo
acaba por refletir no estilo de vida dos seres humanos e
influenciar no interesse de novos conceitos da nutri¢do, com
alimentos que além de saciar a fome tem efeito benéfico para
a saude'.

O conhecimento da importancia que os componentes dos

alimentos tém na atividade fisiologica do organismo vem
contribuindo para uma preocupacdo e interesse mundial em
melhorar ainda mais a qualidade da nutrigdo e reduzir gastos
com saude garantindo um trabalho de prevencdo de doengas
e aumento da expectativa de vida dos seres vivos. O nlimero
de mortes provocado por cancer, enfermidades hepaticas,
acidentes cardiovasculares, acidentes vasculares cerebrais
dentre outros, pode ser reduzido se o emprego de bons habitos
alimentares for praticado®.

Assim, o conceito de nutrigdo otimizada por alimentos
funcionais, ou seja, que conferem beneficio a saude, além dos
nutrientes basicos, ¢ cada vez mais estudado partindo daidéiade
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que a dieta alimentar pode influenciar na manutencao da satde
controlando varias fungdes organicas de um individuo. Um
exemplo disso ¢ a capacidade de certos alimentos funcionais
de elevar o numero de bifidobactérias no coélon, aumentar a
tolerancia a lactose além de modular o sistema imunologico’.

Os primeiros estudos cientificos sobre o tema vieram a partir
de Eli Metchnikoff no inicio do século XX, um microbiologista
russo que estudou os beneficios do leite fermentado e postulou
ateoria de que o consumo diario de leite fermentado propiciava
o prolongamento da vida dos camponeses bulgaros®.

Os termos “nutracéuticos”, “terapéuticos” ¢ “medicinais”
sdo utilizados para os alimentos funcionais devido aos efeitos
fisiologicos positivos que estes desempenham no organismo
humano?.

O trato gastrointestinal humano possibilita o desempenho
normal das fungdes fisiologicas do organismo, a ndo ser que
microrganismos prejudiciais e patogénicos o dominem. Dai a
importancia em se manter o equilibrio da microbiota residente
do local o que pode ser conseguido através de suplementagao
com alimentos funcionais na dieta'.

A dieta humana € muito rica e inicia-se na amamentagao.
Estudos mostram que o colostro humano ¢ o primeiro
alimento funcional do tipo probiodtico que o organismo tem
contato, considerando os microrganismos transmitidos da mae
para o filho durante a amamentagdo natural que colonizam
efetivamente o trato intestinal do recém-nascido e assim
desempenham um papel importante de imunizagio®.

Dentro daalimentag¢do humana, sdo considerados funcionais
os alimentos integrais, fortificados, enriquecidos e melhorados
que beneficiam a saide do organismo se consumidos
regularmente e variadamente. Tais alimentos podem ser
classificados em prébidticos, probiodticos e simbiodticos®.

Os prebiodticos podem ser definidos como ingredientes
seletivamente fermentaveis, ndo-digeriveis que possibilitam
mudancas na composi¢do e na atividade da microbiota
intestinal, proporcionando 6timos resultados ao bem estar e a
satde do hospedeiro’®.

Esse tipo de alimento pode ser representado por
um oligossacarideo encontrado no leite humano, um
frutooligossacarideo encontrado em frutas e hortalicas, um
carboidrato de alto peso molecular que afeta positivamente o
hospedeiro ¢ também pela inulina, obtida a partir da raiz da
chicdria, que apesar de ser uma fibra solivel, oferece muitos
beneficios nutricionais ao sistema digestorio, aumentando
o numero de bifidobactérias e inibindo microrganismos
patogénicos 7°.

Komatsu et al. (2008)% afirmam que para se garantir a
eficiéncia dessa atividade prebidtica é necessario o consumo
didriode4ga5Sgaténomaximo 20gde inulinaouoligossacarideo
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por no minimo 15 dias. Essa quantidade garante o estimulo de
crescimento das bactérias Bifidobacterium no colon humano.

Os alimentos probidticos sdo aqueles que possuem
suplementos microbianos vivos na quantidade adequada e
influenciam o organismo positivamente, além de aumentar
o valor nutricional e terapéutico dos alimentos por garantir
equilibrio no trato gastrointestinal do hospedeiro'.

Além do consumo de alimentos probidticos na nutri¢do
humana (criangas e adultos), existem estudos de culturas
funcionais sendo administradas em ragdes para animais. Estes
mostram que os probidticos podem ser benéficos a filhotes
de cdes desmamados precocemente, além de servirem como
suplemento alimentar em ra¢des para porcos e para aumentar
o desempenho produtivo de ras-touro!'®!:12,

Os alimentos probiodticos atuam no organismo inibindo a
colonizacdo do trato intestinal por bactérias patogénicas ao
produzir substincias bactericidas, competir por nutrientes
e aderir a mucosa intestinal estimulando a a¢do do sistema
imunologico®.

Culturas probioticas também sdo utilizadas na tecnologia
alimenticia por garantir um melhor sabor em alguns produtos
finais de industrializacdo devido a redugdo da acidez durante
0 armazenamento e estocagem do mesmo. Sdo considerados
alimentos probioticos para humanos os leites fermentados,
iogurtes, alguns tipos de leite integral e queijos'>™.

Os suplementos microbianos que aumentam o valor
nutritivo e benéfico dos alimentos incluem diversos géneros,
entre os mais usados e eficazes estdo Bifidobacterium e
Lactobacillus®.

As bifidobactérias produzem acido acético ¢ lactico a partir
da fermentacdo de acucares. Essas bactérias prevalecem no
intestino e suas propriedades t€m eficiéncia na prevencao de
colonizacdo de bactérias patogénicas neste sitio. As espécies
mais utilizadas s@o Bifidobacterium bifidus, B. longus, B.
animalis e B. infantis>".

O género Lactobacillus abriga colonizadores que véao
desde a boca, trato intestinal e vagina humana até laticinios,
alimentos deteriorados e produtos vegetais. Sdo bactérias gram
positivas que ndo possuem citocromos, ndo formam esporos
e sdo estritamente fermentativas e anaerobias. Dentre os
lactobacilos mais utilizados na industria alimenticia destacam-
se os acidofilos Lactobacillus casei, L. bulgarico, L. lactis e L.
plantarum®'S,

Ha registros de que L. casei é a bactéria probidtica mais
utilizada na produgdo de leites fermentados e de outros
alimentos lacteos devido ao seu poder de sobrevivéncia e
multiplicagdo no trato gastrointestinal apds sua ingestdo
garantindo efeito benéfico ao individuo que o consumiu®.

Algumas culturas probidticas devem ser utilizadas em
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quantidades limitadas na producao de leites fermentados, pois
existem substancias produzidas por esses microrganismos que
podem ocasionar sabores desagradaveis ao produto final'’.

Os alimentos simbidticos sdo representados por uma
mistura de alimentos prebioticos e probidticos que acarretam
beneficios ao hospedeiro melhorando a sobrevida de células
microbianas vivas no trato gastrointestinal e consequentemente
melhorando a saude do individuo®58.

Atualmente o setor lacteo tem como principal preocupagéo
a funcionalidade de seus alimentos. Consequentemente, ha
aumento nas pesquisas ¢ formulagdes para a fabricagdo de
grande variedade de produtos que garantam os beneficios do
leite e seus derivados’?®.

Nos Estados Unidos da América, at¢ 2002, 36% dos
alimentos convencionais foram modificados para funcionais
para atender ao interesse demonstrado pelo consumidor, na
Europa este nimero corresponde a 18%, enquanto no Brasil,
de 1996 a 2002, a mudanga ocorreu em apenas 1% dos
produtos'.

Empresas alimenticias de laticinios tém adotado a pratica
de inserir bactérias probidticas em leites fermentados e outros
produtos. Fatores importantes como interagdo entre as espécies,
acidez do iogurte, oxigenacdo, condi¢des de fermentagdo, pH
do produto, praticas de inoculagdo, temperatura ¢ também
as condi¢gdes de estocagem e armazenamento influenciam
diretamente na sobrevivéncia da microbiota probidtica desses
alimentos lacteos fermentados.

De acordo com Sivieri & Oliveira (2002)”, o tempo
estabelecido como ideal para vida-de-prateleira de bebidas
lacteas € 28 dias. A vida-de-prateleira de um produto probidtico
¢ definida pelo tempo de producdo e embalagem até o momento
em que o produto esteja improprio para consumo, ou seja, com
o prazo de validade vencido.

Para a industria alimenticia, o curto tempo de vida-de-
prateleira de iogurtes e leites fermentados ¢ um desafio para
se superar, principalmente porque a comercializagdo desses
produtos normalmente ¢ feita em embalagens multiplas de seis
a doze embalagens individuais contidas em uma embalagem
principal e o consumo desses probiodticos ¢ mais lento que os
alimentos basicos. Assim, os consumidores acabam jogando
fora o produto ou entdo consumindo o produto com a data de
validade vencida®.

As culturas probioticas dos alimentos funcionais possuem
efeito terapéutico ao organismo do homem, principalmente
quando se fixam na parede do colon. Para isso, é necessario
que as bactérias estejam viaveis nesses alimentos durante a
vida-de-prateleira e ainda sejam ingeridas regularmente para
que se tenha o efeito pretendido®.

Devido a importancia dos microrganismos vivos dos
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alimentos probidticos na alimentagdo humana, associado ao
desperdicio de alimentos jogados fora e ao habito de consumo
de produtos com data de validade vencida, justifica-se a
realizagdo desse estudo, no qual a analise da viabilidade de
bactérias probidticas serd comparada em cultura em diferentes
periodos relativos a data de validade indicada no rétulo da
embalagem.

MATERIAL E METODOS
Amostras do alimento probidtico

O alimento probidtico utilizado neste estudo tratava-se de
leite fermentado para criangas. O produto foi obtido em um
supermercado de Mogi das Cruzes, localizado proximo ao
Laboratério de Microbiologia da Universidade Braz Cubas,
onde foi processado o estudo.

O produto selecionado estava disposto em uma embalagem
plastica principal, com 6 unidades de 80g, com a identificacdo
“Leite Fermentado Desnatado Adogado” e com as informagdes
da data de fabricagdo e data de vencimento, incluindo também
anumeracao do lote do alimento. Ainda na embalagem plastica
principal, constava a informagdo de que o alimento possuia
probidticos Lactobacillus casei na quantidade de 10" a 10"
unidades formadoras de colonias (UFC) por 80g.

As embalagens de 80g apresentavam informacgdo da
existéncia de Lactobacillus casei vivos, acrescentando que todo
leite fermentado possui microrganismos vivos, continha ainda
descrigdo dos ingredientes e orientagdo para manter o alimento
sob refrigeragdo de 1 a 10° C, além da data de fabricacdo, data
de vencimento e numero do registro do produto no Ministério
da Agricultura.

Analise da viabilidade de Lactobacillus casei

A viabilidade dos microrganismos Lactobacillus casei
presentes no leite fermentado para criancas foi analisada dez
dias antes da data de vencimento indicada na embalagem, no
dia do vencimento e dez dias ap6s a data de vencimento.

O meio Agar Rogosa foi preparado conforme instrucdes
do fabricante (Himedia Laboratories — Mumbai, India),
adicionou-se acido acético glacial e o meio foi fervido por dois
a trés minutos. A amostra de leite fermentado probiotico foi
diluida em solugéo salina (0,9% NaCl, pH 7,0) em série até
10 e aliquotas de 100ul foram colocadas em placas de Petri
estéreis. O meio agar Rogosa foi entdo adicionado (técnica de
Pour Plate) e o material foi homogeneizado.

Para a recuperag@o em cultura dos microrganismos o meio
Agar Rogosa foi utilizado pois, de acordo com seu fabricante,
este meio desidratado, seletivo e solido ¢é ideal para o cultivo
de Lactobacillus orais e fecais, além de ser excelente para
quantificar as bactérias em produtos salinos e lacteos.
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Além disso, Komiyama (2003)** afirma que o meio de
cultura mais utilizado na contagem de lactobacilos ¢ o Rogosa
por conter Tween 80 e sais minerais misturados que sdo
seletivos para estes microrganismos, proporcionando coldnias
caracteristicas (discoides) que facilitam a contagem.

A técnica de semeadura de Pour plate foi usada de acordo
com Pereira et al. (2007)* e Soave (2007)** que a utilizaram
para avaliar a concentracdo de bactérias laticas viaveis em
iogurtes com polpa de frutas e verificar a atividade de bactérias
lacteas sobre o soro de queijo, respectivamente.

Os controles, positivo e negativo das culturas foram
obtidos com a semeadura de uma aliquota do leite fermentado
sem diluicdo e de agar Rogosa sem leite fermentado,
respectivamente. O plaqueamento das dilui¢cdes de 10 a 10
foi realizado em triplicata nas trés fases da vida-de-prateleira
do produto.

Ap6s a adicdo do meio sobre as aliquotas das amostras pelo
método Pour Plate, as placas foram mantidas semi-abertas
proximas ao bico de Bunsen por 5 minutos e entdo foram
incubadas em chama de vela a 37°C por cinco dias.

Apds a contagem de nimero de UFC viaveis foi realizado
o calculo da quantidade de microrganismos viaveis por ml
através da formula:

Ne de UFC viaveis/ ml de produto= média de UFC da
triplicata X Fator de diluigdo X 10

RESULTADOS
Apds o periodo de incubagdo das placas semeadas com
amostras do leite fermentado infantil foi realizada contagem de
UFC em cada placa. Foi realizada a somatéria e média do valor
das UFC presentes nas trés placas semeadas com amostras da
mesma dilui¢do (103 a 10°). Os valores estdo apresentados na
Tabela 1.

Tabela 1: Valores médios de UFC de Lactobacillus casei
obtidos nos trés momentos da vida-de-prateleira da amostra de leite
fermentado infantil (10 dias antes do prazo da data de validade, na

data do prazo de validade e 10 dias apds a data do prazo validade).

CONTAGEM DE LACTOBACILLUS CASEI

Diluicoes 10 dias antes na data 10 dias apés
107 > 300 UFC 56 UFC 1,66 UFC
10* 255 UFC 03 UFC -

107 53 UFC - -
10 08 UFC - -
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Estes valores foram utilizados para o céalculo da quantidade
de microrganismos viaveis por ml de produto e foram obtidos
os valores mostrados na Tabela 2.

Tabela 2: Quantidade média de Lactobacillus casei por ml de
produto probidtico infantil nos trés momentos da vida-de-prateleira
(10 dias antes do prazo da data de validade, na data do prazo de

validade e 10 dias apos a data do prazo validade).
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UFC de Lactobacillus casei/ml de

Vencimento da data de validade
produto

10 dias antes 2,55a8 X 10 UFC/ml

na data 3a5,6X10° UFC/ml

10 dias apos 1,66 X 10* UFC/ml

DISCUSSAO

Para que um alimento probidtico alcance sua funcionali-
dade, ¢é necessario que atenda uma série de requisitos sendo
o principal, a viabilidade dos microrganismos. Para que isso
ocorra, as células viaveis probiodticas devem estar em concen-
tragdes minimas exigidas até o momento do consumo®’.

A manuten¢ao do niumero de células vidveis deve atender
ao valor estabelecido pela legislagdo brasileira em vigor,
segundo Padrdes de Identidade e Qualidade (PIQ) de Leites
Fermentados, Resolugdo N° 5, 13 de novembro de 2000%'. A
contagem total de bactérias lacticas viaveis deve ser no minimo
de 107 UFC/ml no produto final, durante o prazo de validade.

Neste estudo, a viabilidade dos L. casei presentes no
leite fermentado para criangas, analisada dez dias antes do
vencimento do prazo de validade, no dia do vencimento e dez
dias apds a data de vencimento foi determinada por cultivo e
contagem de Unidades Formadoras de Colonias (UFC).

Foi possivel observar que no prazo de dez dias antes do
vencimento da validade do produto, a recuperagdo de células
viaveis variou de 2,55 X 107 UFC/ml a 8 X 107 UFC/ml, ou
seja, manteve-se com 107 UFC/ml. Ja na data de vencimento
estes valores variaram de 5,6 X 10° UFC/ml a 3 X 10° UFC/
ml, mantendo-se com 10° UFC/ml. No periodo apds a data
de vencimento estipulada na embalagem, s6 foi possivel
a recuperagdo de 1,66 X 10* UFC/ml. Estes resultados
indicam que a quantidade de microrganismos viaveis diminui
progressivamente no alimento probidtico estudado.

De acordo com Thamer & Penna (2005)", o pH abaixo
do ideal do alimento interfere na viabilidade das colOnias
probidticas reduzindo assim, a contagem das células viaveis de
Lactobacillus. Outros fatores que podem acarretar diminuigdo ou
interferéncia na viabilidade de microrganismos probidticos sdo
controle inadequado da cultura, pontos falhos ou deficiéncia na
manipulagdo ou até mesmo condigdes de estocagem incorretas®.
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Além disso, existem riscos ao consumidor que consome
produtos fora da validade. Estes riscos podem estar associados
ao aumento da acidifica¢do do alimento que traz alteracdo na
cor e sabor do produto devido a intensa produgdo de acido
lactico através da lactose pelos microrganismos presentes no
alimento®.

De acordo com Landgraf (1995)?, o sabor, a cor e o odor
do leite e seus derivados sdo facilmente alteraveis devido a
multiplicagdo de microrganismos resistentes a processos de
pasteurizagdo ou ainda, de microrganismos que contaminaram
o produto apds o processamento térmico ¢ de estocagem.
Deve-se lembrar que além do aspecto visual e de sabor do
alimento estas alteragdes podem ocasionar alguma disfungao
ou desconforto no trato intestinal®.

Além disso, entre as informagdes contidas na embalagem
do alimento, estava o niimero de microrganismos viaveis: 10"
- 10" UFC/ 80g de produto, ou seja, cerca de 1,25 X10° UFC/
ml. Estes nimeros evidenciam que, apesar de ter se conseguido
o crescimento dos L. casei neste estudo, o meio ¢ as condi¢des

de cultivo ndo foram as ideais, j& que o numero maximo de
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