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RESUMO: O objetivo deste trabalho
consiste em avaliar quantitativamente e
qualitativamente os probioticos presentes
em leite fermentados de uso comercial.
Os leites fermentados  comerciais
identificados como LC16 e LC40 foram
submetidos a contagem microbiana,
determinacéo da acidez titulavel e teste de
perfil de sensibilidade a antimicrobianos
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(antibiograma). A concentracdo de
probiéticos e a acidez titulavel das amostras
analisadas estavam em conformidade aos
parametros determinados pela Instrucédo
Normativa n° 46 de 2007, que aprova
o Regulamento Técnico de Identidade
e Qualidade de Leites Fermentados. O
antibiograma revelou padrdes de resisténcia
nos probi6ticos em relagcdo a determinados
agentes antimicrobianos testados.
Este achado sugere a possibilidade de
transmissdo de genes plasmidiais de
resisténciaaoutrasbactérias, representando
um potencial perigo epidemioldgico. Séo
necessarias investigacoes adicionais para
validar a extensdo desse risco e avaliar
o0 impacto da resisténcia dos probibticos
aos antimicrobianos na seguranca dos
consumidores.

PALAVRAS-CHAVE: saude; probioticos;

fermentacdo; contagem de  col6nia
microbiana, teste de sensibilidade
microbiana.
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QUANTITATIVE AND QUALITATIVE EVALUATION OF PROBIOTICS IN
COMMERCIAL FERMENTED MILKS

ABSTRACT: The aim of this study is to quantitatively and qualitatively evaluate the probiotics
present in commercially available fermented milk. Commercial fermented milks identified as
LC16 and LC40 were subjected to microbial count, determination of titratable acidity, and
antimicrobial sensitivity profile testing (antibiogram). The concentration of probiotics and
titratable acidity of the samples analyzed were in accordance with the parameters determined
by Normative Instruction No. 46 of 2007, which approves the Technical Regulation of Identity
and Quality of Fermented Milks. The antibiogram revealed resistance patterns in the probiotics
in relation to certain tested antimicrobial agents. This finding suggests the potential for
transmission of plasmid-mediated resistance genes to other bacteria, representing a potential
epidemiological hazard. Further investigations are necessary to validate the extent of this risk
and assess the impact of probiotic resistance to antimicrobials on consumer safety.
KEYWORDS: health; probiotics; fermentation; colony count, microbial; microbial sensitivity
tests.

INTRODUCAO

Ao decorrer dos anos, houve um aumento na demanda de pesquisas em prol da
saude, com o intuito de prevenir as fontes originarias de doengas. A nutricdo se mostrou
fator determinante da higidez, sendo cada vez mais importante a realiza¢ao de estudos com
o objetivo de suprir as deficiéncias nutricionais corporais, e suas devidas particularidades.
A alimentacdo adequada é capaz de promover efeitos benéficos, como prevencdo de
doencas e aumento da imunidade e do metabolismo, enquanto o consumo néo balanceado
pode resultar em sua prépria deterioracéo.

Com isso, na tentativa de acompanhar os novos estudos e atualiza¢des, 0 mercado
tende a criar novas formas estratégicas de balancear o consumo e revolucionar o sistema.
Sendo assim, a criagéo de produtos saudaveis, porém com praticidade e acessibilidade,
sé@o cada vez mais ofertados.

O consumo de alimentos lacteos fermentados, especificamente os leites
fermentados, é uma fonte eficaz de vitaminas, minerais, probiéticos, prebibticos, proteinas
e antioxidantes, criando assim produtos de maior valor e crescimento comercial (SAAD,
2006). O consumo de probioticos esta diretamente ligado ao controle da microbiota intestinal
e a prevencgédo de doengas gastrointestinais, como a sindrome do intestino irritavel, doenca
de Crohn, cancer de célon, diarreias associadas ao uso de antimicrobianos e/ou a doencas
infecciosas, intolerancia a lactose, além de auxiliar no controle do colesterol e aumentar a
imunidade (LEBLANC e PERDIGON, 2005).

Probi6ticos sdo micro-organismos vivos, que quando administrados em
concentracbes adequadas promovem beneficios a saude do hospedeiro (Organizacéo
Mundial de Saude, 2023). Para um microrganismo ser considerado probiotico é necessario

comprovar os seus beneficios a salude na concentracdo referida. Sdo inUmeros os

Bem-estar animal: Tendéncias e desafios na medicina veterinaria 3 Capitulo 5

33



suplementos e alimentos comercializados como veiculos de probio6ticos no varejo. No
entanto, diversos fatores podem interferir na viabilidade desses microrganismos, como a
temperatura de armazenamento desses produtos.

Em geral, para que os probidticos consigam exercer seus efeitos funcionais, é
necessario que sua concentragédo no sitio (intestino) seja de no minimo 6 log UFC/g. Para
tal, o alimento deve apresentar uma contagem mais elevada, acima de 9 log UFC/g, uma
vez que espera-se que haja perda da viabilidade celular ao longo do trato gastrintestinal, por
efeito do 4cido cloridrico gastrico e da hidrélise exercida por sais biliares. Alguns produtos
podem néo conter a concentragéo exigida pela legislacéo, seja por falhas tecnologicas de
producgdo, ou por acondicionamento inadequado dos produtos no varejo.

A analise de leites fermentados inclui também a determinagéo da acidez no leite, ja
que este é um indicador da conservacao do mesmo, servindo como controle de qualidade
(GARSKE, 2018). E importante comprovar, com o antibiograma, a auséncia de qualquer
determinante de resisténcia antimicrobiana, para evitar sua propagacéao lateral.

Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo realizar uma analise
quantitativa e qualitativa de probibticos presentes em leites fermentados comerciais. Esta
andlise inclui a contagem microbiana, o perfil de resisténcia a antimicrobianos e a acidez
titulavel.

METODOLOGIA

Obtencao de materiais

Foram adquiridos dois tipos de leites fermentados (identificados como LC16 e
LC40) pela cepa Lactobacillus casei Shirota em estabelecimento varejista de Alfenas-
MG. O trabalho foi realizado em trés repeticdes, portanto, para cada tratamento, foi feita a
aquisicao de produtos oriundos de trés lotes diferentes.

Contagem microbiana

Para determinar a quantidade de microrganismos em cada amostra, realizou-se
o plaqueamento de diluicdes do produto pela técnica de pour plate. Para realizacdo da
diluicdo 10" de cada amostra, 25 g dos leites fermentados foram pesados em erlenmeyers
contendo 225 mL de salina peptonada (0,85% de cloreto de sodio (Lab. Confianga) e 0,1%
de peptona bacteriologica (K25-1616, Kasvi)). As demais diluicdes foram feitas transferindo
1 mL da diluicdo anterior para tubos contendo 9 mL de salina peptonada (MAITAN, 2013).

Na sequéncia, aliquotas de diluicdes selecionadas foram transferidas para placas
de Petri, que na sequéncia foram adicionadas de agar de Man, Rogosa e Sharpe- MRS
(Acumedia). Apés solidificacdo do meio, as placas foram incubadas a 37°C por 48 horas

para crescimento das col6nias.
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O calculo do numero de bactérias por amostra foi realizado utilizando a seguinte
equacdo, contabilizando apenas as placas que apresentaram entre 25 e 250 coldnias:

UFC/g = ___n°de colbnias
diluicdo da amostra

Resisténcia a antimicrobianos

As amostras de L. casei Shirota foram cultivadas em caldo MRS (Acumedia) a
37°C, por 24 h sob aerobiose. Em seguida, os microrganismos foram coletados por algas
de transferéncia e estriados em placas de Petri contendo agar MRS. Apés incubacgéo a
37°C durante 24h, as colénias foram transferidas, com auxilio de algas estéreis, para
tubos de ensaio contendo 3,5mL de solucédo salina (0,85% de cloreto de sddio) até que
a turvacao atingisse 0,5 na escala de solucéo nefelométrica McFarland, o que equivale a
uma concentragdo aproximada de 108 UFC/mL. A partir do uso de swabs estéreis, a salina
foi coletada e distribuida na superficie de placas contendo agar MRS, Mueller-Hinton — MH
(Acumedia) e Plate Count - PCA (K25-1056, Kasvi).

Na sequéncia, foram distribuidos discos contendo doses conhecidas de
antimicrobianos sobre o agar MRS de cada placa: Ampicilina 10 pg, Cefoxitina 30
ug, Ceftriaxona 30 pg, Ciprofloxacina 5 pg, Cloranfenicol 30 pg, Estreptomicina 10 ug,
Gentamicina 10 pg, Penicilina 10 pg, Tetraciclina 30 pyg, Vancomicina 30 pg. As placas
foram incubadas a 37°C por 48 horas. Os halos de inibicédo formados ao redor dos discos
de antimicrobianos foram medidos com auxilio de um paquimetro digital (Fowler).

Por fim, foram classificadas as amostras devido seu perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos, como resistentes, moderadamente sensiveis ou sensiveis, segundo o

proposto por Charteris et al. (1998).

Analise estatistica

Os parametros contagem de probidticos (ap6s transformacgéo logaritmica) e acidez
titulavel dos leites fermentados LC16 e LC40 foram comparados por meio de realizagéo de
andlise de variancia (ANOVA), utilizando o software Graphpad Prism 9.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da contagem bacteriana e da acidez titulavel dos leites fermentados
analisados estéo dispostos na tabela 1.
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Leite fermentado

Parametro
LC16 LC40
Contagem bacteriana (log UFC/g) 10,52 + 0,32 10,94 + 0,33
Acidez titulavel (g acido latico/100 mL) 1,12 £0,02 1,23 £ 0,11

Tabela 1. Média e desvio padrao da contagem bacteriana (log UFC/mL) e acidez titulavel (g de acido
latico/100 mL) dos leites fermentados convencional (LFC) e 40 (LF40).

A andlise de variancia (ANOVA) das médias das contagens bacterianas indicou que
nao houve diferenca significativa entre as médias obtidas entre os produtos LC16 e LC40.
Além disso, ambos os produtos estdo de acordo com a legislacdo, seguindo a Instrugéo
Normativa N° 46, quanto a quantidade de bactérias lacticas em leite cultivado, com valor
minimo de 6 log UFC/mL (Brasil, 2007).

Ambos os leites fermentados atendem a quantidade minima estabelecida pelo
fabricante: LC16 (10,20 log UFC/g) e LC40 (10,60 log UFC/g), segundo o website da marca
Yakult. Os valores ligeiramente elevados em comparacédo ao informado pelo fabricante
podem ser explicados pelo efeito de pés-fermentacédo, que consiste no crescimento das
bactérias durante o armazenamento e distribuicdo do produto ao varejo.

Outrossim, a ANOVA também indicou que ndo ha diferencga significativa entre as
médias obtidas para acidez titulavel (g de acido latico/100 mL). Os dois produtos apresentaram
valores de acordo com a legislacdo, seguindo a Instrugcdo Normativa N° 46 (Brasil, 2007),
quanto a acidez titulavel em leite cultivado, com valores aceitaveis entre 0,6 e 2,0 g de &acido
latico/100 mL. O &cido latico € o principal produto da fermentacgéo do leite, que ocorre devido
a presenca de bactérias, a partir da conversao da lactose em éacido latico.

Os resultados do teste de antibiograma estdo dispostos na tabela 2.

Meio de cultura

Antimicrobiano Concentracao
MRS MH PCA

Cloranfenicol 30 g S S S
Estreptomicina 10 g R MS S
Gentamicina 10 ug R S S
Penicilina 10 ug S MS R
Tetraciclina 30 g S S S
Ampicilina 10 g S S S
Cefoxitina 30 g S R R
Ceftriaxona 30 g R R R
Ciprofloxacina 30 ug MS R S
Vancomicina 30 g R R R

R= resistente, S= sensivel e MS= moderadamente sensivel.

Tabela 2. Perfil de sensibilidade de Lactobacillus casei Shirota a antimicrobianos em diferentes meios
de cultura
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O MRS é um meio de cultura proprio para crescimento de lactobacilos, e por isso,
€ possivel analisar a bactéria expressando o mais préximo possivel do potencial do seu
metabolismo.

O antibiograma € apenas uma avaliagdo fenotipica, ou seja, morfologica. Para
verificar os reais riscos da resisténcia antimicrobiana no consumo dos produtos citados
nesta pesquisa, sdo necessdarias mais pesquisas, realizando avaliagdes genotipicas.

CONCLUSAO

Este estudo teve como objetivo avaliar a quantidade e qualidade dos probiéticos
disponiveis em produtos lacteos fermentados ofertados para o consumo humano e que
asseguram uma alta quantidade de Lactobacillus casei Shirota em seu interior.

Para obtencédo destes resultados, foi realizada contagem microbiana e perfil de
sensibilidade dos probidticos frente a alguns antimicrobianos selecionados. A andlise
quantitativa de lactobacilos vivos nos produtos lacteos Yakult e Yakult 40 obteve resultados
satisfatérios, garantindo um melhor funcionamento intestinal e prevencao de inumeras
doencgas, citadas neste estudo. A acidez titulavel de ambos os produtos obteve resultados
igualmente satisfatorios e dentro dos numeros adequados para 0 consumo.

O antibiograma foi cultivado em placas de petri em trés tipos diferentes de meios de
cultura, sendo destes o principal o MRS. O caldo MRS é baseado na formulagéo de DeMan,
Rogosa e Sharpe e é um meio néo seletivo para o crescimento abundante de lactobacilos.
Por este motivo, foi o meio de cultura escolhido para analise de perfil de sensibilidade. A
escolha do meio de cultura pode alterar os resultados, ja que as bactérias tém afinidades
diferentes em cada meio.

As resisténcias apresentadas por alguns tipos de antimicrobianos precisam ser
avaliadas. A vancomicina é um antimicrobiano que apresenta altos indices de resisténcia,
citados em diversos estudos, onde as bactérias acido lacticas podem atingir até 100%
de resisténcia a este antibiético. Porém, por ser uma resisténcia intrinseca, ou seja, uma
caracteristica fenotipica do organismo, néo traz riscos ao consumidor, ja que nédo é capaz
de transferir genes de resisténcia a outras bactérias.

A causa da resisténcia da estreptomicina e gentamicina se deve a mecanismos
relacionados a permeabilidade de membranas e auséncia de citocromos. Portanto, estes
farmacos podem transferir genes de resisténcia a outros microrganismos. Estudos sobre a
resisténcia a ceftriaxona demonstraram que o perfil de sensibilidade ainda € muito variavel.

A concluséo deste estudo é de que o consumo dos produtos Yakult e Yakult 40
promove inumeros beneficios para o consumidor, porém, deve-se atentar a possibilidade

de transferéncia de resisténcia para os microrganismos do organismo do consumidor.
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