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RESUMO

Bactérias como Bifidobactéria e Lactobacilos sdo importantes para a saude
humana, pois quando consumidas, podem aumentar 0 numero e a atividade

dos microrganismos intestinais com propriedades Uteis ao hospedeiro. Sdo
muitas as doencas em que estas bactérias tém efeitos benéficos, facilitando a
formacdo da chamada barreira probidtica no intestino, impedindo assim, a
colonizagdo da microbiota por bactérias patogénicas. Alguns dos mecanismos
descritos para esse impedimento é a competicdo que ocorre no intestino
favorecendo o estimulo do sistema imunologico consequentemente facilitando

a defesa do organismo. Os alimentos que contém probidticos sdo chamados de
Alimentos Funcionais, como por exemplo, os leites fermentados que ajudam

hoje pessoas com cancer de colon, doengca de Cronh, diarréias causadas por
virus e bactérias e diarréia do viajante. Porém, para que essas mesmas
bactérias sejam realmente eficazes, € necessario que sejam resistentes ao

suco gastrico e a bile, para que possam chegar viaveis ao ambiente intestinal e
desempenhar suas funcgdes. Assim, este trabalho tem como objetivo sugerir um
protocolo para controle microbiolégico de alimentos contendo Lactobacillus
acidophillus e Bifidobacterium bifidum.



ABSTRACT

Bacteria such as Bifidobacteria and Lactobacilli are important to human health,
because when consumed, can increase the number and activity of intestinal
microorganisms with useful properties to the host.Many diseases that these
bacteria are beneficial, helping the formation of so-called probiotic in the gut
barrier, thus preventing microbial colonization by pathogenic bacteria.Some of

the mechanisms described for this impediment is the competition in the intestine

favors the stimulation of the immune system thereby facilitating the body's
defense. Foods that contain probiotics are called functional foods, such as
fermented milk that help today's people with colon cancer, Cronh disease,
diarrhea caused by viruses and bacteria and traveler's diarrhea. However, for

these same bacteria are truly effective, they must be resistant to gastric juice
and bile, so that they reach the viable intestinal environment and perform their

duties. This study aims to suggest a protocol for microbiological control of foods
containing Lactobacillus acidophilus and Bifidumbacteria sp.



SUMARIO

LINTRODUGAO. ...ttt st 9
2 0BIETIVOS... ..o e e 11
3 REVISAO DE LITERATURA ..ottt ee e
3.1.1 Desenvolvimento da microbiota intestinal............cc.ccoocovviieninnnnn. 12
3.1.2 Diferenciagdo da microbiota intestinal.............cccooeiiiiiiniinenn 13
3.2 Classificacao e tipos de probiOtiCoS.........ccovvrieierieieriiie s 14
3.2.1 Lactobacillus acidophillus............ccccceiiiiiiiniiic e 15
3.2.2 Propriedades do Lactobacillus acidophillus...........c.ccccooiinnnnnne. 15
3.2.3 Bifidobacterium Bifidum.........cccoiiiiiiiinceee e 18
3.2.4 Propriedades do Bifidobacterium bifidum..............ccccooeeiiiiiininenn 18
3.3 Mecanismos de acdo dos ProbiOtiCoS.........ccccvverereeiirieieieee e 19
3.4 O que sao alimentos fUNCIONAIS.........ccceuveireiriiiee e 21
3.5 0 que SA0 ProbiOLICOS. .....cuovviieiie i 22
3.5.1 Critérios para a escolha de probiéticos para a fabricacao de
Produtos alimeNtiCIOS. ......c.ciuriiieiie st 23
3.6 Controle de qualidade microbiolOgiCo...........cccevviiveiiiineiie e 24
3.6.1 Contagem de bactérias [AtiCas..........c.ccoveieierieie i 24
3.6.2 Preparagéo da amostra e dilui¢les seriadas............c.ceovvrveverennenns 25
3.6.2.1 Materiais € eqUIPAMENTOS. .......cccueierriiriierieneee et ees 26
3.6.2.2 Procedimento detalnado..........ccoocviviiiiiiiiniie s 27
3.6.3 Contagem das colbnias e Calculo dos resultados...............cc.c........ 28
3.7 Pesquisa de PatOQENO0S. .......coeiueiireeriiieieieesiereeseesieseesie e se e seenns 29
3.7.1 Pesquisa de coliformes totais e termotolerantes e Escherichia
(010 ] SRR 29
3711 MALEIIAL...eiiiice e e e 30
3.7.1.2 Procedimento detalhada............ccooveiiiiiiiniinee e 30
3.7.2 Liberagao dos resultados............ccoeviieiininiiiecie e 37
3.8 Determinagdo de Salmonella...........ccoooveiiiiiiiiiic e 37
3.8 LMALEIIAL ... e 37

3.8.1.2 ProCRAIMEBNTO. ....eeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ee e e e ee e 38



3.9 Determinacdo do numero de Staphylococcus aureus...........ccoceeveenen. 42

3L9. L MALEIIAL ... 43
3.9.2 ProCeAIMENTO. ...cviiieie ittt s 43

A METODOLOGIA. ... 44
5 CONCLUSAOD ...oooiiiiiis ettt 45

6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......ooiieeeeeeeeeeeeeee e 46

ANEXOS . ... o



1 INTRODUCAO

Consumidores preocupados com a saude estdo cada vez mais
buscando alimentos que possam controlar sua propria salude e o0 bem-estar.
Esta crescente busca por uma alimentacdo equilibrada na manutencdo da
saude tem colaborado para incentivar pesquisas de novos componentes
naturais biologicamente ativos e tem mudado o entendimento do papel da dieta
sobre a salde (ADA, 2004; THAMER; PENNA, 2006; ARAUJO, 2007).

O alimento é essencial a vida humana, responsavel por fornecer
todos os elementos necessarios para 0 homem, ndo s6 para desenvolvimento
fisico, mas também todas as atividades intelectuais e sociais. Estudos mostram
gue a qualidade de vida esté intimamente associada com o tipo de dieta diaria,
como também com o estilo de vida de cada individuo (MOURA, 2005; CRUZ et
al., 2007). Inameros fatores influenciam a qualidade da vida moderna, levando
a populacdo a conscientizar-se da importancia de alimentos contendo
substancias que auxiliam a promocdo da saude, melhorando o estado
nutricional. Bons hébitos alimentares podem reduzir a incidéncia de morte
provocada por cancer, acidente vascular cerebral, aterosclerose, enfermidade
hepatica, dentre outros (MORAES; COLLA, 2006).

Um importante grupo de alimentos funcionais é o dos probioticos,
definidos como suplementos alimentares que contém microrganismos Vvivos ou
componentes microbianos que quando ingeridos em determinado numero,
apresentam efeito benéfico sobre a saude e bem-estar do hospedeiro.
Entretanto, a definicAo atualmente é que eles sdo microrganismos Vivos,
administrados em quantidades adequadas, que conferem beneficios a salde
do hospedeiro (Food and Agriculture Organization of United Nations; World
Health Organization, 2001; SANDERS, 2003). A influéncia benéfica dos
probidticos sobre a microbiota intestinal humana inclui fatores como efeitos
antagbnicos, competicdo e efeitos imunoldgicos, resultando em um aumento da
resisténcia contra patdgenos. Assim, a utilizacdo de culturas bacterianas
probidticas estimula a multiplicagcdo de bactérias benéficas, em detrimento a
proliferacdo de bactérias potencialmente prejudiciais, reforcando os
mecanismos naturais de defesa do hospedeiro (PUUPPONEN-PIMIA etal.,

2002).0 termo “funcional” implica que o alimento tem algum valor principal



identificado para o beneficio da saude, incluindo a reducéo do risco de doenca
para a pessoa que o0 esteja consumindo (STRINGHETA etal., 2007).0s
alimentos funcionais podem ser considerados como parte importante do bem-
estar,no qual também se incluem uma dieta equilibrada e atividade fisica.
As espécies de Lactobacillus e Bifidobacterium séao
mais
comumente usadas como probidticos, mas o fermento Saccharomyces
cerevisiae e algumas espécies de E.coli e Bacillus também sé&o utilizadas
como probidticos.

Novas técnicas estdo sendo desenvolvidas com o objetivo de
aumentar a sobrevida de cepas probidticas durante o processamento e
posterior ingestdo. (ROSS et al,2005).

Assim, este trabalho tem como objetivo sugerir um protocolo para o
controle microbiolégico em alimentos contendo Lactobacillus acidophilus e

Bifidobacterium bifidum.
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2 OBJETIVO GERAL

1 Fazer uma revisdo sobre métodos de analises microbiolégicas, a fim de
propor um protocolo para controle microbiolégico em alimentos contendo

Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium bifidum.

2.1 OBJETIVO ESPECIFICO

"1 Conhecer mecanismos de acéo dos probioticos;

[] Mostrar através da revisdo de metodologias confidveis, os passos para
analises microbioldgicas, tanto para contagem total de microorganismos
guanto para pesquisa de patdbgenos em alimentos contendo

Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium bifidum.
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3 REVISAO DE LITERATURA

O desenvolvimento de alimentos que promovem a saude e o bem estar é uma
das prioridades de pesquisa na industria de alimentos e vem favorecendo o
consumo de alimentos enriquecidos com componentes fisiologicamente ativos

tais como o probidticos e prebidticos.Neste contexto, surgem o0s alimentos
funcionais, conhecidos também por FOSHU “Foods for Specific Health Use”, os

quais constituem hoje a prioridade de pesquisa em todo o mundo com a
finalidade de elucidar as propriedades e demonstrar os efeitos benéficos destes
produtos. A quantidade minima viavel para os probidticos é de 10° a
Unidades Formadoras de Col6nias na recomendagdo diaria do produto pronto

para o consumo. Dentre as culturas probioticas, as Bifidobacterias apresentam

um grande interesse do ponto de vista industrial, em fungcdo de seu maior

envolvimento com 0s mecanismos metabdlicos do organismo.

3.1.1 DESENVOLVIMENTO DA MICROBIOTA INTESTINAL

Durante o estabelecimento da microbiota intestinal, o teor elevado de oxigénio

no intestino do recém-nascido favorece primeiramente o crescimento de
bactérias aerbbias ou anaerdbias facultativas, como Enterobactérias,
Enterococos e Stafilococos. Com o consumo do oxigénio por estes grupos, o
ambiente torna-se altamente reduzido e, portanto, adequado ao crescimento de

bactérias anaerdbias obrigatorias, ocasionando a proliferacdo de Bacterdides,
Bifidobactéria e Clostridium (ADLERBERTH [, 1998) A localizagdo de
predominancia da flora também varia. A Escherichia coli, por exemplo,
predomina no ileo distal e no coélon predominam a flora anaerébia, com
espécies do género Bacterdides sendo encontradas com mais frequéncia

(BORBA LM, 2003).
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3.1.2 Diferenciagdo da Microbiota Intestinal, de acordo com a regido do
Trato Gastrintestinal

Em diferentes regibes do trato gastrintestinal estdo presentes grupos
especificos de microrganismos, que sao capazes de produzir uma grande
variedade de compostos, com variados efeitos na fisiologia. A colonizacdo do
trato gastrintestinal compreende uma populagdo bacteriana estavel. As
bactérias nativas ndo se proliferam aleatoriamente no trato gastrintestinal,
sendo que determinadas espécies sao encontradas em concentragbes e
regides especificas (BORBA LM, 2003). A regulacdo ocorre, portanto, pelo
proprio meio, devido a presenca dos diversos grupos que se estabelecem a
medida que ascondicdes apresentam-se favoraveis em relacdo as interacdes
microbianas e substancias inerentes ao seu metabolismo, aos fatores
fisiolégicos do hospedeiro, como estado clinico, idade, o transito, o pH
intestinal, suscetibilidade a infecgbes, estado imunoldgico e nutrientes
provenientes da dieta alimentar (CARVALHO,2004; CASTILHO,2006). A
cavidade oral contém uma mistura de microorganismos, em especial bactérias
anaerobicas, encontradas na concentracdo de 10°- 10° UFC/ml, em especial:
Bifidobactéria, Propionibactéria, Bacterioides, Fusobactéria, Leptotrichia,
Peptostreptococci, Estreptocci, Veillonella e  Treponema. Normalmente héa
pouca acdo bacteriana no estdmago, pois o &cido cloridrico atua como um
agente germicida. As condicbes marcadas pela secrecdo diminuida de &cido
cloridrico podem diminuir a resisténcia a acdo bacteriana, ocasionalmente

~

levando a inflamacdo da mucosa gastrica ou um risco maior de super
crescimento no intestino delgado, que em geral é relativamente estéril
(MCFARLAND, 2000). A microbiota do intestino delgado consiste em 10° - 10"
UFC /ml do ileo proximal, com predominancia de bactérias gram-positivas
aer6bicas e 10" - 10”UFC/mLdo ileo distal, com concentragdo de bactérias
gram-negativas anaerdbicas. O curto espaco de transito através do intestino
delgado n&o permite maior crescimento bacteriano. Segundo ainda McFarland
(2000) o trato gastrintestinal humano contém aproximadamente 10" bactérias,
representando mais de 500 espécies diferentes. No célon, no qual o tempo de
transito € mais prolongado ocorre o estabelecimento de uma microbiota

bastante rica. No intestino grosso como um todo ha trés niveis distintos que

13



podem ser observados, sendo uma microbiota predominante, um grupo de
subdominante e um grupo residual. A microbiota dominante (10° - 10" UFC/ml

de contelido) é constituida por bactérias anaerébias estritas como Bacterdides,
Eubacterium, Fusobacterium, Peptostreptococcus, Bifidobacterium.Na

microbiota subdominante (10-10° UFC/ml de conteldo), predomina as

bactérias anaerdbias facultativa, dentre elas Escherichia coli, Enterococcus

faecalis e algumas vezes Lactobacillos.Na microbiota residual (< 10" UFC/mL

de contedado), h4d uma grande variedade de microorganismos procarioticos:
Enterobacteriaceae, Pseudomonas, Veillonella, além de eucariéticos: leveduras

e protozodrios (NICOLI, 2003).Na figura abaixo adaptada pela AFMCP nos
mostra a distribuicdo bacteriana ao longo do trato gastrointestinal.

FIGURA 1 - Distribuicao bacteriana ao longo do trato gastrointestinal
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Fonte: Adaptado de AFMCP, 2007.

3.2 CLASSIFICACAO E TIPOS DE PROBIOTICOS

Os probidticos mais utilizados sdo estirpes de bactérias produtoras de &cido
lactico como Lactobacillus, que sdo bactérias anaerdbias facultativas e Gram
positivas e normalmente sdo predominante no intestino delgado, e
Bifidobacterium, bactérias aerdbicas estritas ou anaerébicas, Gram positivas e

presentes no colon. Cerca de 56 espécies do género Lactobacillus foram

descritas até hoje. Essas bactérias estdo distribuidas por varios nichos
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ecoldgicos, sendo encontradas por todo o trato gastrointestinal e geniturinario,
constituindo uma importante parte da microbiota de homens e animais. A sua
distribuicdo, porém, ¢é afetada por diversos fatores ambientais como: pH,
disponibilidade de oxigénio, nivel de substrato especifico, presenca de
secrecbes e interacdes bacterianas, tendo propriedades potencialmente
probidticas, favorecendo beneficamente o organismo humano. Por isto, L.
acidophilus e L.casei tém sido amplamente utilizados pelos laticinios para
producdo de leites fermentados e outros derivados lacteos.
(SOZZ1,1980;PEDROSA, 1995; MUSTAPHA, 1997; GUERIN-DANANET, 1998;
GOMES, 1999).A viabilidade de L. acidophilus pode ser melhorada nos
produtos pela selecdo adequada de cepas resistentes a acidez estomacal e a

bile, utilizac&o de recipientes impermeaveis ao oxigénio, fermentacdo em duas

etapas, adaptacdo ao estresse, incorporacdo de peptideos e aminodcidos
(GOMES, 1999). Entretanto, deve ser salientado que o efeito de uma bactéria é
especifico para cada cepa, ndo podendo ser extrapolado, inclusive para outras

cepas da mesma espécie (GUARNER, 2003).

3.2.1 Lactobacillus acidophilus

As cepas de Lactobacillus acidophilus é um dos probiéticos mais utilizado.
Trata-se de um tipo de bactéria saudavel que normalmente habita os intestinos

e a vagina, proporcionando protecdo contra a entrada e proliferacdo de

microrganismos patogénicos.

3.2.2 Propriedades do Lactobacillus acidophilus

Presente na parede do intestino delgado, na parede da vagina, no cérvix e na
uretra, 0 Lactobacillus acidofillus possui acdo antimicrobiana comprovada
contra Staphylococcus aureus, Salmonella, C.albicans, Escherichia coli,
Clostridium e Klebsiella. Isto € conseguido através de uma variedade de
mecanismos. Por exemplo, a quebra dos alimentos pelo L.acidofilus leva a

producdo de 4&cido latico, peroxido de hidrogénio, e outros subprodutos que

15



tornam o ambiente hostil para microorganismos indesejaveis. O L.acidophilus
produz a enzima lactase em grande quantidade.Essa enzima fraciona as
moléculas do agucar presente no leite (lactose) em agucares mais simples que

podem ser facilmente digeridos. As pessoas com intolerancia a lactose nao
produzem essa enzima,e podem se beneficiar do uso de suplementos de L.
acidophilus e outras bactérias benéficas sdo resistentes aos éacidos e a bilis.
Sao, portanto, capazes de sobreviver ao transito através do trato gastrintestinal

apés serem ingeridos. Estudos com humanos e com animais mostraram 0s
beneficios diretos do consumo regular de L.acidophilus e outras bactérias
benéficas sobre afuncdo do sistemaimune. No geral as bactérias probidticos

tendem a resultar em capacidade aprimorada do sistema imune em reconhecer

e destruir organismos invasores. Os estudos sugerem também que as
bactérias lacticas (entre elas L.acidophilus ) podem estimular a imunidade n&o

especifica. Diversos componentes chave do sistema imune, incluindo

macrofagos, imunoglobulinas e citosinas, sdo alterados pela ingestdo regular

de lactobacilos probitticos. Sabe-se que as contagens de células sangiineas

brancas aumentam em niumero e atividade apés 1 a 2 semanas de consumo

dos mesmos .E importante ressaltar que a resisténcia a infecgbes virais e
bacterianas € melhorada de forma significante com o consumo regular de
lactobacilos probidticos .Em geral, pode-se considerar efeito probidtico a
utilizacdo de um bilhdo de unidades formadoras de colénias (UFC), variando a

dose conforme o tipo de bactéria,a qualidade da preparacdo e o0 objetivo

(JELEN; LUTZ, 1998).
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Os principais probiéticos utilizados comercialmente estao

tabela 1:

TABELA 1 - Produtos probiéticos comercializados

represe ntados na

Tipo de T'ipos de bactérias Quantida Posologia
Alimento de Viavel
Ad.1 c4ps.3xdia
Life Flora L.acidophilus; B.lactis; S.termophilus 5 bilhdes  por 4
L.paracasei e B.langum dias,depois
subsp.paracasei passar para
1céps ao dia
Mulfidophil L.acidophilus, B.bifidum 5 bilhdes
S L.bulgaricus
3 bilhGes  Ad.132 céps por
Vital Imune L.rhamnosus;Lcasei; B.lagum dia
L.acidophilus.
B.bifidum 2,5 Ad.1céaps.ao dia
Vital Plex L.acidophilus.; ; B.lactis bilhdes
L.rhamnosus;
4 bilhdes  Ad./Criancgas +
Lactofos L.rhamnosus; B.bifidum FOS 69 de22:1a2
L.acidophilus.; saches/dia;
Lcasei Criangas< 2
anos % sache
Ixdia
Symbiofort  Lcasei B.bifidum 4 bilhdes  Ad.182
L.acidophilus.; saches/dia
L.lactis
Vit.B1(0,9mg) 1 a 3 saches
Lactivos L.acidophilus.; Vit.B2(1,1mg) 1 bilh&o (7,5g)dia por 10
Vit.B6(1,1mg) dias.
Vit.C(45mg) Descanso por
Calcio quelado(200mg); 20 dias(no caso
Manésio quelado de uso
(120mg);Fibra(6,899) preventivo)
Adultos/crianca
Lacto b L.paracasei B.lactis Fibra 0,99 2 bilndes stde221a?2
sach/dia.Criang
a<2 anos:1/2 a1l
sache/dia.
Adultos/crianca
Lactopro L.paracasei; B.lactis Fibra 0,99 3 bilndes stde221a?2
L.rhamnosus; sach/dia.Criang
L.acidophilus a<2anos:1/2al

Fonte: Adaptado segundo dados da pesquisa.

sache/dia
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3.2.3 Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium bifidum € uma bactéria probidtica que foi originalmente isolada

no trato intestinal de seres humanos. E um habitante especifico do intestino
grosso (especialmente no célon), onde pode ser encontrado em altas
concentragbes. O Bifidobacterium Bifidumé um dos probidticos presentes na
flora intestinal de criangas, ao lado de outras bifidobactérias como B.longum e
B.pseudocatenulatum.

3.2.4 Propriedades do Bifidobacterium Bifidum

Estima-se que cerca de 400 espécies de bactérias, separadas em duas
categorias, habitem o trato gastrointestinal humano: aquelas consideradas
benéficas, probidticas, como, por exemplo, as Bifidobactérias e Lactobacilos e
aquelas consideradas prejudiciais, nocivas, como, por exemplo, as
Enterobacteriaceae e Clostridium ssp (Friedman, 2005).0 isolamento das
bactérias bifidas de lactentes tem importdncia e utlizagdo na producdo de
produtos simbioticos (contém microrganismos probidticos e substancias
prebidticas) e que poderdo ser empregados como adjunto dietético
primeiramente em instituicdbes hospitalares, para compor a dieta de
convalescentes, com a finalidade de recompor sua microbiota intestinal e de
protegé-la do efeito deletério inevitavel do consumo de antibiéticos, prevenindo

o estabelecimento de diarréias e atenuando inflamacgBes intestinais
(FRIEDMAN, 2005; FALONY et al., 2006; OSMAN et al.,2006). As bactérias
bifidas diferem de acordo com a espécie,em suas caracteristicas de
crescimento e resposta ao frutooligossacarideo (MEULEN et al., 2006;
AMARETTI etal., 2007).A populagdo dominante compreende as bactérias
estritamente anaerodbias: Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium e
Peptostreptococcus. Essas quatro espécies sdo encontradas em
concentragdes entre 10° e 10” UFC/g de conteuldo intestinal em todos os seres
humanos. Dentre as diferentes espécies de bactérias, as que produzem acido

lactico sdo sempre pesquisadas em razdo dos efeitos fisiolégicos que exercem
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na saude dos seres humanos e animais, cada uma apresentando uma
variedade de beneficios (BOURLIOUX ET AL., 2003).

3.3 MECANISMOS DE ACAO DOS PROBIOTICOS

Os possiveis mecanismos de acdo dos probidticos incluem a sintese de
substancias microbianas contra as bactérias patogénicas, a competigcdo por
nutrientes necessarios para o crescimento dos microrganismos patogénicos, a

inibicdo da sua adesividade & mucosa intestinal, a modificagdo do pH do meio

intestinal, 0 aumento da secrecédo da mucosa, a inativacdo das toxinas e seus
receptores e a estimulacdo da fagocitose e das respostas imunologicas
especificas ou inespecificas contra os agentes patogénicos (FOX, 1988;
MADSEN, 2001; MANNING; GIBSON, 2004; MATSUMOTO et al., 2005; PANT

et al., 2007).0s probidticos normalmente tém pouco tempo de vida e acdo e,
por isso mesmo,devem ser mantidos bem refrigerados. Ao serem ingeridos

através dos alimentos, vdo para o0 intestino e ali se somam a microbiota ja
existente, sem se fixarem, equilibrando-a e, com isso, auxiliam o trabalho de
absorcao dos nutrientes.

Segundo Paschoal, et al(2010) suas principais funcdes sao:

1 Nutricional: Sintese de vitaminas do complexo B (B1, B2, B3, B5, B6,
acido fdlico, B12) e vitamina K participando de forma importante para o
pool desta vitamina no organismo;

"1 Digestoria: Sintese de enzimas digestivas, sobretudo da enzima lactase,
mas também de proteases e peptidases. Regula o transito intestinal e a
absorcao dos nutrientes;

[1 Cardiovascular: Tem um papel na normalizacdo do colesterol e
triglicerideos plasméticos;

[l Metabdlica: As bactérias probidticas produzem &cidos graxos de cadeia
curta (AGCCs,como o butirato), que s&o substrato metabdlico para os
colondcitos, promovendo, em condigbes ideais, 40-50% da energia
requerida. Além disso, produzem enzimas citocromo P450-like, que
estimulam a expressdo génica do citocromo no figado favorecendo a

desintoxicacao;
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Hepética; evitam a ressintese de horménios ja degradados e convertem
muitos flavonoides as suas formas ativas;

Efeito inibitério sobre a HMG-CoA redutase, provocando a redugdo da
producéo do colesterol;

Auxiliam, ainda, na metabolizagdo de medicamentos, hormonios,
carcinégenos, metais toxicos e outros xenobibticos;

Imunomoduladora: Essas bactérias sdo esséncias para o0
desenvolvimento e a maturagdo do sistema imune entérico e sistémico
(GALT e MALT),visto que estimulam a expansdo clonal de linfécitos e
previnem sua apoptose;

Produzem substancias antimicrobianas que agem sobre uma vasta
gama de microorganismos patogénicos, por tornarem o0 ambiente
desfavoravel ao seu crescimento e desenvolvimento;

Previnem a adesdo de patdgenos através da competicdo por sitios
receptores;

Contribuem para a promocdo da tolerancia oral, mecanismo pelo qual
NOSSO organismo passa a ndo reagir a determinados antigenos.

Atuam na manutengdo da barreira mucosa intestinal, assim como na
producdo de anticorpos (IgA intestinal e sérica), na atividade de
fagocitos e na dos linfocitos matadores naturais (NK).

Reduzem a producdo intestinal de citocinas proé-inflamatérias (TNF-a,
Interferon-y, IL-8) e aumentam a producdo intestinal de citocinas
antiinflamatorias (IL-10 e TGF-R).
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FIGURA 2 — Mecanismo de a¢éo dos probiéticos
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Fonte: Fonte: Dados da pesquisa

3.4 O QUE SAO ALIMENTOS FUNCIONAIS

Os alimentos funcionais sdo definidos como um alimento semelhante em
aparéncia ao alimento convencional, onde ao ser consumido como parte da

dieta usual, é capaz de produzir comprovados efeitos metabdlicos e fisiologicos

Gteis a manutencgdo de uma boa saude fisica e mental, além das suas func¢des

nutricionais basicas (LAJOLA,2001).Segundo o “Institute of Medicine of the U.S

National Academy of Sciences”,qualquer alimento ou ingrediente alimentar que
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possa exercer efeito benéfico no organismo pode ser considerado alimento
funcional(SIMHON et al,1982).No Brasil a legislacdo estabelece critérios

especificos para que um alimento possa ser considerado como funcional. A
portaria n°398 de 30/04/99,da Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério

da Saude no Brasil fornece a definicdo legal de alimento funcional.

A ANVISA publicou duas resolucdes relacionadas aos alimentos funcionais
(BRASIL, 1999a; BRASIL, 1999b):

a) aprova o0 regulamento técnico que estabelece as diretrizes
bésicas para analise e comprovacéo de propriedades funcionais e/ou de saude
alegadas em rotulagem de alimentos (Resolugdo ANVISA/MS n°l18, de
30/04/1999).

b) aprova o regulamento técnico de procedimentos para registro de
alimento com alegacgéo de propriedades funcionais e/ou de saude alegadas em
sua rotulagem (Resolugcdo ANVISA/MS n°19, de 30/04/1999).

O desenvolvimento de alimentos funcionais constitui uma real oportunidade de

contribuicdo para a melhora da qualidade da dieta e selecdo de alimentos que

podem afetar positivamente a saide e bem estar dos individuos. E importante

destacar que um alimento pode ser funcional para a populagdo em geral, ou

para grupos particulares, definidos por suas caracteristicas genéticas, sexo,
idade ou outros fatores (PALOU; SERRA, 2000).

3.5 0 QUE SAO PROBIOTICOS

Os probidticos sao alimentos suplementados com microrganismos vivos e que

guando consumidos regularmente em quantidades suficientes, devem produzir
efeitos benéficos a saulde, além dos efeitos nutricionais habituais que
beneficiam o hospedeiro por meio da melhoria no equilibrio da microbiota
intestinal (FULLER, 1989; GIBSON; ROBERFROID, 1995; HENKER et al.,
2007). Os probitdticos fazem parte dos chamados Alimentos Funcionais, cujo
principal alvo é a mucosa intestinal e a sua microbiota, estando inclusos neste
grupo o iogurte, leites fermentados e alguns biscoitos (FULLER, 1989;
BOOBIER; BAKER; DAVIES, 2006).0s probiéticos mais utilizados sao estirpes
de bactérias produtoras de acido lactico como Lactobacillus e Bifidobacterium,
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que preenchem as condigbes para um bom probiético (PANT etal., 2007).
Esses autores restringiram o0 uso desse termo a produtos que contenham
microorganismos viaveis que promovem a salde de humanos ou animais, €

que exercem seus efeitos no aparelho digestivo, no trato respiratério superior

ou no trato urogenital (HAVENAAR et al., 1992).

3.5.1 Critérios para a escolha de probidticos para a fabricacdo de um
produto alimenticio

Cepas deuma mesma espécie sdo incomparaveis e podem possuir areas de
aderéncia distintas, efeitos imunolégicos especificos e seus mecanismos de
acao sobre a mucosa saudéavel e a inflamada podem ser distintos (ISOLAURI,
SALMINEN, OUWEHAND, 2004).Para a utilizacdo de -culturas probiéticas na
tecnologia de fabricagdo de produtos alimenticios, além da sele¢do de cepas
probidticas para uso em humanos, através dos critérios mencionados
anteriormente, as culturas devem ser empregadas com base no seu
desempenho tecnoldgico. Além disso, com relacdo as perspectivas de
processamento de alimentos,é desejavel que essas cepas sejam apropriadas
para a producdo industrial em larga escala, resistindo a condicoes de
processamento como a liofilizacdo ousecagem por “spray drying” (STANTON
et al., 2003). A sobrevivéncia das bactérias probidticas no produto alimenticio é
fundamental, necessitando alcancar populagdes suficientemente elevadas
(tipicamente acima de 10°UFC/mL ou g) para ser de importancia fisiolégica ao
consumidor (JELEN, LUTZ, 1998).0 consumo de quantidades adequadas dos
microrganismos probidticos desejados nos bioprodutos (10°a 10° UFC /100 g
de produto) sdo suficientes para a manutencdo das concentracbes ativas
fisiologicamente (quantidade intestinal de 10°a 10" UFCI/Q) in vivo
(CHARTERIS et al., 1998). Esses alimentos devem permanecer com algumas
caracteristicas inalteradas apdés a adicdo do microrganismo para serem
considerados probiéticos como, por exemplo, conter pelo menos 10'UFC/g de
bactérias probidticas viaveis no momento da compra do produto. Esta é uma
concentracdo recomendada por alguns autores (RYBKA,FLEET, 1997;

VINDEROLA, REINHEIMER, 2000). Entretanto, varios autores propdem que a
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dose minima diaria da cultura probiética considerada terapéutica seja de 10° e
10° UFC, o que corresponde ao consumo de 100 g de produto contendo 10° a

10" UFC/g (LEE, SALMINEN, 1995; BLANCHETTE et al., 1996; HOIER et al.,
1999).

3.6 CONTROLE DE QUALIDADE MICROBIOLOGICO

A contaminacdo bacteriologica € causada pelas bactérias propriamente ditas

e/lou subprodutos das bactérias chamados de endotoxinas ou pirogénios, que
podem causar sérios problemas em determinadas aplicacdes. Segundo

Gongalves (2007), as falhas nos procedimentos de limpeza permitem que o0s
residuos aderidos aos equipamentos e superficies se transformem em
potencial fonte de contaminagcdo. Em determinadas situacdes o0s
microorganismos se aderem, interagem com as superficies e iniciam o

crescimento celular.

3.6.1 Contagem de bactérias laticas

A contagem de bactérias laticas em alimentos € baseada principalmente na
selecdo de condi¢des Otimas para o seu crescimento (condi¢des microaerdfilas

e meios enriquecidos, para atender as altas exigéncias nutricionais), havendo
pouca énfase na criagdo de condi¢cbes seletivas, uma vez que, nos alimentos
onde sua enumeragdo € relevante,a microbiota competidora restringe-se
guase que exclusivamente aos bolores e leveduras. H& varios meios
disponiveis para asua enumeracgéo, sendoa escolha baseada principalmente

na finalidade da andlise (enumeracdo de fermento ou enumeragdo de
microbiota deteriorante). Para a enumeracdo das cepas potencialmente

deteriorantes, 0s meios, mais recomendados sdo (SILVA et al.,2007):

1 Agar de Man,Rogosa & Sharpe (MRS)
Este meio foi desenvolvido para favorecer o crescimento de Lactobacillus do

leite. Suplementado com 0,5% de frutose, pode ser utlizados para a
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enumeragao de lactobacilos deteriorantes de maionese e outras coberturas

acidas para saladas (incubacdo a 20-28°C/5-14 dias). Para a enumeracao de
bactérias laticas em vegetais fermentados ou acidificados, recomenda-se a
suplementacdo com 0,02% de azida de sodio e incubacédo a 30°C por 24-96h.

] Rogosa SL Agar.
Meio com caracteristicas seletivas (pH 5,4 e alta concentracdo de
acetato),desenvolvido para o cultivo de Lactobacillus de origem oral e

fecal. Também permite o crescimento de Pediococcus.

1 Orange Serum Agar (OSA).
Meio de enriquecimento desenvolvido especificamente para o cultivo e
enumeracdo de microorganismos associados com a deterioracdo de produtos
derivados de frutas citricas, permite Otimo crescimento de Lactobacillus e
outros microorganismos aciddricos. E particularmente indicado para a
contagem total de microorganismos aerébios em suco de laranja concentrado

congelado e outros produtos derivados de laranja (incubacao a 30°C/48h).

] APT Agar.
Meio de enriguecimento desenvolvido para o cultivo e enumeracdo de
Pediococcus e bactérias laticas heterofermentativas associadas a deterioracéo

de produtos carneos curados.

3.6.2 PREPARACAO DA AMOSTRA E DILUICOES SERIADAS

a )Abertura das embalagens
Antes de abrir as embalagens, deve-se desinfetar a area externa com etanol

70%,para remover os contaminantes presentes.

b )Retirada da unidade analitica
Segundo Silva(2007)a unidade analitica utilizada para a maioria dos alimentos
é de 25 g,retirada assepticamente da amostra e transferida para um frasco de

homogeneizagdo previamente esterilizado e tarado, onde sera posteriormente
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homogeneizada e diluida.Ha casos especiais em que a unidade analitica,deve-
se obedecer os seguintes cuidados:

b,)Cuidados assépticos

A abertura das embalagens, a retirada e pesagem da unidade analitica devem
ser feitas, preferencialmente, no interior de cémeras de fluxo laminar, para
prevenir qualquer contaminacdo ambiente da amostra. Na indisponibilidade de

uma camera de fluxo laminar, deve-se trabalhar na regido proxima a chama de

um bico de Bunsen de tamanho médio, chama azulada, com as portas e
janelas do laboratério fechadas, para evitar correntes de ar. Todos o0s
instrumentos e utensilios utilizados na abertura das embalagens e retirados das
unidades analiticas (tesoura, pincas, facas, espétulas, etc.) devem ser
previamente esterilizados em autoclave ou estufa de esterilizacdo ou
mergulhadas em &lcool 70% e flambada no momento do uso (SILVA et
al.,2007) .

b2)Retirada da unidade analitica de amostras de liquidos concentrados e

de alimentos pastosos, moidos ou em po.

Antes da retirada da unidade analitica, essas amostras devem ser revolvidas
com uma espatula estéril, para uma completa mistura e homogeneizagdo do
conteutdo. O intervalo entre a mistura e a retirada da unidade analitica ndo deve
exceder 15 minutos (SILVA et al.,2007) .

3.6.2.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Utilizam-se os seguintes materiais e equipamentos:
"1 16 placas de petri esterilizadas;
[0 Pipetas de 5 e 10 mL esterilizadas ou micropipetadores de 1000 uL e
ponteiras estéreis.
Bico de Bunsen,;
Caneta e pincel;
Tubos contendo 9 mL de solucédo 4gua peptonada 0,1%(H20p);

0 N O I R

Frasco com 225 mL de solugdo agua peptonada 0,1%(H20p);
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Tubo contendo 25 mL de agua peptonada 0,1%(H.Op);
Agar de Man, Rogosa & Sharpe(MRS),Rogosa SL Agar,Orange Serum

O o

Agar(OSA), APT Agar;100mL de “Plate Count Agar- Agar Padrdo de
Contagem;

J

Estufa bacteriologica a 30°C;
1 Sistema de geragéo de atmosfera microaerdfila.

3.6.2.2 PROCEDIMENTO DETALHADO:

[l Coleta-se a amostra assepticamente de acordo com o procedimento
descrito acima;
(1 Sanitiza-se a bancada com algoddo umedecido com alcool 70%v/v;
] Liga-se o bico de busen;
Identifica-se 16 placas de petri estéreis com o0 codigo de analise e
respectivas diluicdes (10%,10°'°310*'°510°°7) separando duas
gue serdao utilizadas exclusivamente para controle (placa controle);
[1 Transferir as 25 g da amostra pesada assepticamente para um frasco
com 225 mL de 4gua peptonada 0,1%(H20p); (diluicdo 10™);
1 Agitar ou inverter o recipiente com a amostra por varias vezes;
[l Pipeta-se 1 mL da amostra diluida em &gua peptonada 0,1%(H20p)
transferindo-a para uma placa de petri devidamente identificada 10"
(realizar em duplicata) e 1 mL para o tubo contendo 9 ml &gua
peptonada 0,1%(H,Op) que sera a segunda diluicdo(107);
Homogeneiza-se a amostra e pipeta-se 1 mL do mesmo para um tubo
de ensaio contendo 9 mL do mesmo diluente (diluicio 10°) e 1ml em
cada placa identificada como 10°. Preparam-se assim as diluicdes
sucessivas nhecessarias as analises a serem efetuadas, conforme
demonstracao abaixo:
Diluicdo 10™: 10 mL da amostra + 90 ml de diluicédo estéril
Diluicdo 10*: 1 mL da diluigdo 10" + 9 ml de diluigdo estéril
Diluicdo 10°: 1 mL da diluigdo 10° + 9 ml de diluigdo estéril
Diluicdo 10™: 1 mL da diluigdo 10° + 9 ml de diluigdo estéril
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Diluicdo 10°: 1 mL da diluigdo 10" + 9 ml de diluigdo estéril
Diluicdo 10°: 1 mL da diluicdo 10° + 9 ml de diluicdo estéril
Diluicdo 10": 1 mL da diluicdo 10° + 9 ml de diluicdo estéril
'] Antes da transferéncia de cada aliquota para suas respectivas placas
identificada, agitar o tubo repetidas vezes.
[l Adiciona-se a cada placa, 15-20 mL do meio escolhido, previamente
fundido e resfriado a 44-46°C.
71 Adiciona-se também 15-20 mL do meio escolhido em uma placa estéril
sem amostra, esta placa é chamada de controle;
1 Homogeneiza-se, com movimentos suaves em forma de “8”
sucessivamente por 10 vezes;
1 Deixa-se solidificar a temperatura ambiente;
Incubam-se as placas em posicao invertida a 30°C por 48-72 horas em
atmosfera microaerofila.
Os meios de cultura devem estar esterilizados em autoclave adequadamente e
a assepsia durante o procedimento de trabalho deve ser rigorosa para evitar
contaminacdo da amostra. Para a obteng&o da atmosfera microaerdfila, pode-
se acondicionar as placas em jarro de anaerobiose e incubar na presenca de
um sistema de geracao de atmosfera microaerdfila, disponivel comercialmente
(Anaerocult C MERCK 16275; Gas generating ou injetar uma microaerdfila de
gases com 85% N2,10% de CO:2 e 5% de Oz).Na indisponibilidade de qualquer
uma dessas alternativas,recomenda-se recobrir a superficie das placas com

uma sobre camada do mesmo meio (SILVA et al.,2007).

3.6.3 CONTAGEM DAS COLONIAS E CALCULO DOS RESULTADOS

Segundo Silva(2007) contar todas as colbnias desenvolvidas nas placas com

25 a 250 colbnias e calcular o resultado multiplicando o nimero de colénias elo
inverso da diluicdo. Ap6s a contagem, multiplicar a média aritmética das duas

placas pelo fator da diluicdo correspondente, expressando o resultado em

unidades formadoras de colénia por mL da amostra (UFC/mL).Em seguida o
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resultado é registrado no laudo de analise microbioldgica da seguinte maneira:
contagem total de bactérias - UFC/mL de amostra. (ANEXO A)

3.7 PESQUISAS DE PATOGENOS

3.7.1 PESQUISA DE COLIFORMES TOTAIS E TERMOTOLERANTES
Escherichia coli.

O género Escherichia com os géneros Enterobacter, Citrobacter e
Klebisiella,formam o grupo denominado coliforme.Estes géneros apresentam
em comum as caracteristicas de serem bastonetes curtos ,gram negativos sem
esporos, anaerObios facultativos, fermentadores da lactose com producdo de

gas e acido. Apresenta temperatura 6tima de crescimento a 32-37 °C, em 24 a

48 horas.O grupo dos coliformes termotolerantes possui a mesma definicdo
dos coliformes totais, porém, restringindo-se aos membros capazes de
fermentar a lactose com producéo de gases, em 24 horas a uma temperatura

de 44,5 a 45,5 °C.Na contagem de coliformes pode-se diferenciar dois grupos:
o de coliformes totais e o de coliformes fecais. O indice de coliformes fecais é
utiizado para avaliar as condi¢cdes higiénicas, sendo que altas contagens
significam contaminacdo pos-processamento, limpezas e sanificagfes
deficientes, tratamentos térmicos ineficientes ou multiplicacdo durante o

processamento ou estocagem. O indice de coliformes fecais é empregado

E

como indicador de contaminacdo fecal, ou seja, de condi¢cées higiénico-

sanitérias, visto presumir-se que a populagao deste grupo é constituida de uma

alta proporcao de E.coli, que tem seu habitat exclusivo no trato gastrointestinal

do homem e de outros animais. Assim, sua presenca indica possibilidade de
ocorrerem outros microorganismos entéricos na amostra. A definicdo de
coliformes fecais € a mesma de coliformes totais, porém, restringindo-se aos
membros capazes de fermentar a lactose com producéo de gas, em 24 horas a
44,5-45,5°C. Alguns sorotipos de Escherichia coli sdo responsaveis por
gastrenterites, especialmente em criancas, pessoas idosas ou convalescentes,

sendo a diarréia o principal sintoma, com tempo de incubac¢éo de 6 a 36 horas

e duracdo de dois dias. A enumeracdo de coliformes pode ser efetuada em
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meios de cultura liquidos (técnica do nimero mais provavel-NPM) ou em meios
sélidos. Pela técnica do numero mais provavel, pode-se obter informactes

sobre a populacdo presuntiva de coliformes (teste presuntivo); sobre a
populacdo real de coliformes (teste confirmativo) e sobre a populacdo de
coliformes de origem fecal (SILVA et al.,2007).

3.7.1.1 MATERIAL

Meios de cultura e reagentes: Agua Peptonada 0,1%%; Caldo Lauril Sulfato

triptose (Caldo LST); Caldo Verde Brilhante; Lactose Bile 2%%; Caldo
Escherichia coli (caldo EC); Agar Nutriente; Agar Eosina Azul de Metileno (Agar
BEM); Agar Citrato de Simmons; Caldo de Triptona; Caldo VN-VP; Solucéo de
Vermelho de Metila; Solucdo de o-Naftol 5%%; Solucdo de KOH 40%%;
Reativo de Kovacs; bateria de gram.

Equipamentos e utensilios: estufa bacteriolégica, banho-maria; tubos de
ensaio; tubos de Durhan; placas de petri; erlenmeyer; pipetas; alcas de

semeadura; laminas de microscopia.

3.7.1.2 PROCEDIMENTO DETALHADO
ETAPA 1 - Preparo da amostra

Retirar e pesar assepticamente 25 g da amostra e misturar com 225 mL de

agua peptonada 0,1% em homogeinizador estéril. Esta solugcdo correspondera

a diluicdo 10" .

ETAPA 2 — Teste Presuntivo (Técnica do numero mais provavel)

1 Identificar 3 séries de 3 tubos com as seguintes informacdes:
amostra,data,aliquota,repeticéo;
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'] Transferir assepticamente 3 aliquotas de 1 mL de cada diluicdo para
cada uma das 3 séries de 3 tubos contendo caldo LST e tubos de
Durhan invertidos;

"1 Homogeneizar e incubar os tubos a 35°C/24 horas;

Os tubos de ensaio sé@o dispostos em séries numa grade conforme o QUADRO
abaixo:
QUADRO 1: Esquema de preparo da amostra pelo NMP

Séries Tubos de ensalo
la 3 tubos de Caldo LST com tubos Durhan invertidos
2a 3 tubos de Caldo LST com tubos Durhan invertidos
3a 3 tubos de Caldo LST com tubos Durhan invertidos

Fonte: Dados da pesquisa

A amostra é entdo inoculada de acordo com 0 QUADRO a seguir:

QUADRO 2: Diluigdo das amostras:

Series Amostra
1 1mL da amostra da diluicdo 10" em cada tubo
2° 1mL da amostra da diluicdo 10” em cada tubo
3° 1mL da amostra da diluicdo 10° em cada tubo

Fonte. Dados da pesquisa

"1 Transcorrido esse tempo, observar se houve crescimento com producéo
de gés nos tubos de fermentacgéo (tubo de Durhan) ou no meio, quando

o tubo é agitado suavemente;
"1 Anotar os tubos com producao de gés (tubos positivos);
01 Verificar na tabela de NMP o numero correspondente e expressar 0

resultado em namero presuntivo de coliformes/g ou mL da amostra.
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1 Em caso positivo passar aos itens subsequentes. Em caso negativo,
reincubar até completar 48 horas e repetir a leitura, passando para o0s

itens subsequentes em caso de crescimento com producao de gas.

ETAPA 3 - Teste confirmativo para coliformes totais

"1 De cada tubo de caldo LST positivo, transferir uma algcada para um tubo
de caldo verde brilhante, previamente identificado com o codigo de

analise e a diluicdo correspondente;

] Incubar os tubos em estufa a 35°C (+ou- 2’C) por 48 horas;

Apds a incubacao observar se houve crescimento com producgdo de gas.

1 Anotar o numero de tubos de Verde Brilhante com gas, confirmativos da
presenca de coliformes totais e determinar o numero mais provavel
(NMP) por 100 mL de amostra na tabela de NMP apropriada as diluicdes
inoculadas. (ANEXO B)

ETAPA 4 — Teste confirmativo de coliforme termotolerantes

"1 De cada tubo de caldo LST positivo, transferir uma algada para um tubo
de caldo E.coli previamente identificado;

) Incubar em banho-maria a 44,5°C * 1°C por 24 horas. Observar se ha
crescimento com producdo de gas e anotar 0 numero de tubos,
confirmativo da presenca de coliformes termotolerantes e determinar o
NMP apropriado a diluicdo inoculada.

1 Em seguida os resultados s&o registrados no laudo de analise
microbioldgica e estes sdo arquivados na garantia da qualidade.

ETAPA 5 — Teste Escherichia coli (método tradicional)

Todas as subculturas em caldo EC seréo repicadas para o Agar Eosina Azul de
Metileno (BEM), com uma alca de platina fazendo estrias (por esgotamento);
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Incubar as placas a 35°C/24-48 horas;
Transcorrido este tempo, verificar o crescimento de colonias com

caracteristicas de E.coli, ou seja,2 a 3 mm de didmetro, com brilho metlico
esverdeado,co o centro escuro ou abrangendo praticamente toda colonia,
Repicar 2 a 3 coldnias caracteristicas para tubos com Agar Nutriente inclinado
e incubar os tubos a 35°C/24-48 horas;
A partir das culturas puras em Agar inclinado, fazer coloracdo de Gram e
efetuar as seguintes provas bioguimicas (IMVIC):

a) Indol

b) Vermelho de metila

c) Voges-Proskauer

d) Citrato de Simmons

Observacdo: Todos os meios podem ser inoculados a partir de uma Unica
alcada de -cultura, porém o Agar Citrato de Simmons deve ser inoculado em
primeiro lugar, para evitar a introducdo de compostos de carbono originarios

dos demais meios-testes (SILVA et al.,2007).
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TABELA 2: Esquema demonstrativo para pesquisa de coliformes totais e

termotolerantes e Escherichia coli

Subculturas
positivas em
Caldo EC

l Repicar

Agar EMB

)

In(iubar Colonias

Repicar

Agar
Nutriente

Incubar
35°C 24-48h

'

Provas Coloragéo
bioquimicas Gram

Fonte. Adaptado segunao dados da pesqulsa.
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Considerar a cultura positiva para E.coli, quando forem obtidos os seguintes
resultados para o IMVIC,;

TABELA 3: Diferenciacédo das espécies E. tipica e atipica

Indol VM VP Citrato Tipo
+ + - - E.coli tipica
= + - - E.coli atipica
Fonte. Adaptado segundo dados da pesquisa.

1 Considerar positiva o tubo de caldo EC para E.coli, quando pelo menos
uma cultura dele provenientes, der positivo no teste IMVIC;

01 Verificar na tabela de NMP o numero correspondente aos tubos EC
positivos para a presenca de E.coli e expressar o resultado em NMP de
E.coli / g ou mL.

71 O teste IMVIC sdo assim denominados 0s seguintes testes bioquimicos:
Indol, Vermelho de Metila, Voges-Proskauer "i” Citrato, importantes para
diferenciar as bactérias entéricas (intestinais) de natureza patogénica ou

nao, que podem estar presentes como contaminantes de alimentos.

a) Producéo de Indol

Segundo Silva(2007) a acdo de algumas bactérias sobre o aminoéacido
triptofano presente em peptonas gera um produto volati denominado indol. A
enzima responsavel por essa transformacéo é a triptofase. A presenca de indol

pode ser detectada pela adicdo do reativo de Kovacs (3 a 4 gotas) apos
crescimento da cultura,resultando na formacéo de uma coloracdo vermelha na

superficie do liquido (resultado positivo).A auséncia da coloracdo vermelha
indica que o triptofano n&o foi hidrolisado (resultado negativo).
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b) Vermelho de Metila

Algumas bactérias fermentam a glicose com produgdo dos &cidos férmico,
aceético, latico, succinico e outros produtos.Esses acidos promovem uma
diminuicdo nos valores de pH do meio.Essas diferencas metabdlicas podem

ser evidenciadas pela adicdo de uma solucéo de vermelho de metila (indicador

de pH) ao meio onde foi cultivado o microrganismo de interesse.Em meios
acidificados (pH < 4,0),0 indicador torna-se vermelho (resultado positivo),
enquanto que em pH > 6,0 o indicador adquire cor amarela (resultado
negativo).

¢) Voges-Proskauer

Algumas bactérias fermentam a glicose com producdo de &cido acético que
posteriormente se transforma em produtos neutros como acetil-metil-carbinol
(acetoina).A detecgdo de acetoina constitui a base da reacdo VP.Em presenca

de oxigénio acetil-metil-carbinol forma diacetii que ao reagir com KOH forma
em complexo de cor réseo-avermelhado.Apds crescimento da bactéria
adiciona-se a cada tubo 0,6mL do reagente | de Barrit (solugdo de a-naftol 5%)

e 0,2 mL do reagente Il (solucio de KOH 40%) para cada mL de meio de
cultura.Deixando em repouso por 15 minutos,na presenca dos reagentes,a
acetoina € oxidada a diacetil levando ao aparecimento de uma coloracao

réseo-avermelhada ( resultado positivo).

d) Utilizacao de Citrato

A utilizacdo do citrato com Unica fonte de carbono indica a presenca de citrato
permease, que transforma o citrato paro o interior da célula. Do metabolismo

do citrato € produzido piruvato e CO:2. Este Ultimo,ao reagir com o0 sodio
presente no meio, forma o carbonato de sédio elevando o pH.O meio Agar
Citrato de Simmons (pH 7,3 verde) possui citrato de s6dio como Unica fonte de
carbono e azul de bromotimol como indicador de pH.Com o aumento do pH,o

meio adquire uma cor azul ( pH 7,6 ) indicando resultado positivo para o teste

de utilizagcao de citrato.
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3.7.2 LIBERACAO DOS RESULTADOS

O resultado é liberado no laudo da seguinte forma (ANEXO A):
O teste possui tempo total de 72 horas quando ocorrer crescimento nos tubos
de caldo lactosado que necessite confirmacéo e 48 horas quando ndo ocorrer

crescimento dos tubos de caldo lactosado.

3.8 DETERMINACAO DE SALMONELLA

As salmonelas s&o bacilos gram negativo, ndo formadores de esporos
anaerdbios facultativos, catalse-positivo, oxidase-negativa, redutores de
nitratos a nitritos e geralmente, méveis com flagelos peritriquios, excecdo da
S.gallinarum e da S.pullorum. A maior parte destas bactérias é patogénica
para o homem apesar das diferencas quanto as caracteristicas e gravidade da
doenca que provocam. Dentreas fontes de Salmonella podemos destacar o
intestino de animais e homem, matéria- prima animal (carnes e aves), racdes
animais (farinha de ossos, farinha de sangue e farinha de peixe), gema de ovos
(contaminagdo transovariana), hortalicas plantadas em ambiente com estéreo
animal ou humano. A técnica tradicional de deteccdo de Salmonella é um
método cultural classico, desenvolvido com a finalidade de garantir a deteccéo
mesmo em situacdes extremamente desfavoraveis. A metodologia
recomendada, embora apresente alguma variacbes na selecdo dos meios de
cultura e forma de preparacéo das amostras, segue basicamente 5 etapas que
podem ser aplicadas a qualquer tipo de amostra(SILVA et al.,2007).

3.8.1.1 MATERIAL
Meios de culturas e reagentes:

Caldo Lactosado ou Agua Peptonada Tamponada; Caldo Rappaport (RP);

Caldo Selenito Cistina; placa com Agar Hecktoen; placa de Agar Salmonella-
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Shigella; placa de Agar Mac Conkey; tubo de Agar Triplice Agucar Ferro; tubo
de Agar Lisina Ferro.

Equipamentos e utensilios:

Estufa  bacteriologica; pincas, espéatulas e tesouras estéreis;
homogeneizadores.

3.8.1.2 PROCEDIMENTO

ETAPA 1: Processamento da amostra

Objetivo: preparar a amostra para ser analisada.
Retirar e pesar assepticamente 25 g da amostra e misturar com 225 mL de
agua peptonada 0,1% em homogeneizador estéril. Esta solu¢éo correspondera

a diluicéo 10

ETAPA 2: Pré-enrigquecimento

Objetivo: recuperacao das células injuriadas que sdo conseguidas incubando-
se a amostra em condi¢des nao seletivas, por pelo menos 18 horas.

Realizar diluicbes seriadas, transferindo 1 mL da amostra contaminada para

um tubo contendo 9 mL de caldo de pré-enriquecimento ( Caldo Lactosado ) e
homogeneizar a amostra.Incubar a 35°C/18-24 horas,com a tampa ligeiramente

frouxa.

ETAPA 3: Enriquecimento seletivo

Objetivo: inibir a multiplicacdo da microbiota acompanhante e promover a
elevacao preferencial do nimero de células de Salmonella.

Agitar delicadamente o tubo com o Caldo Lactosado.Transferir 0,21mL de Caldo
Rappaport Vassiliadis (RP) e 1,0 mL de Caldo Tetrationato.Incubar o Caldo
Rappaport Vassiliadis (RP) a 43°C e o Caldo Tetrationato a 35°C/24 horas.
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ETAPA 4: Plagueamento seletivo-diferencial

Objetivo: promover o desenvolvimento preferencial de colénias de Salmonella,

com caracteristica tipicas que as distingam dos competidores, para posterior

confirmacédo soroldgica e bioquimica.

Assim recomenda-se que o plagueamento diferencial seja feito em mais de um

tipo de meio de cultura seletivo.Agitar os tubos de enriquecimento seletivo.

Estriar uma algada do Caldo RP em placas de Agar Hecktoen; Agar Salmonella

— Shigella e Agar Mac Conkey. Repetir o procedimento com o caldo SC.
Incubar as placas a 35°C/24 horas.

ETAPA 5: Confirmacéo preliminar das col6nias tipicas de Salmonella

Objetivo: verificar se as colbnias tipicas obtidas nas placas s&do realmente
colénias de Salmonella, através de novas provas bioquimicas e soroldgicas.
Verificar se ha desenvolvimento de colbnias tipicas de Salmonella. Com o
auxilio de uma agulha de inoculacdo, remover uma por¢cdo da massa de
células, do centro da colbnia tipica e inocular em tubos inclinados de Agar

Lisina Ferro (LIA) e Agar Triplice AcuUcar Ferro (TSl). A inoculacdo deve ser
feita por picada e estriada na rampa utilizando-se a mesma agulha para
inocular ambos os tubos. Ndo € necessario nem recomendavel flambar a
agulha e retirar outra porcdo de coldnia, entre um tubo e outro. Incubar a
35°C/24 horas.

ETAPA 6: Testes bioquimicos para confirmacéao definitiva

Observar se houve ocorréncia de reacao tipica de Salmonella

a)Reacao tipica de Salmonella em TSI

Rampa alcalina (vermelha) e fundo &cido (amarelo),com ousem producdo de

H2S (escurecimento do Agar).Reacdo atipica em TSI, que ndo deve ser
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descartada se as demais reacfes de LIA se apresentarem tipicas:rampa e
fundo acidos (amarelos),com ou sem producéo de H.,S.
b) Reacéo tipica de Salmonella em LIA

Fundo e rampa alcalinos (purpura, sem alteracao da cor do meio), com ou sem
producdo de H2S (escurecimento do Agar). Reagdo atipica em LIA, que néo
deve ser descartada se as demais reacbes de TSI se apresentarem tipicas:

fundo amarelado com rampa alcalina, com ou sem produc¢éo de H2S.
c) Testes bioquimicos
Fazer repiques do crescimento em TSI, onde se teve como resultado: rampa

vermelha e fundo amarelo com ou sem H2S para uma série de provas

bioguimicas (Meio Rugai). Incubar a série bioquimica a 35°C/24 horas.
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TABELA 4: Esquema demonstrativo para pesquisa de Salmonella

1 mL da amostra

Em 9 mL de caldo
lactosado

)

Homogeneizar e
Incubar a 35°C/18-

24h
l

Transferir 1 mL

! I

Para 10 mL de caldov I5ara 10 mL de caldo
Rappaport (RP) Selenito cistina (SC)

v v

Incubar a 35°C/24h

} }

Estriar uma al¢ada do caldo RP em Estriar uma al¢ada do caldo SC
placas de Agar Hecktoen, Agar em placas de Agar Hecktoen,
Salmonella e Agar Mac Conkey Agar Salmonella-Shigella e Agar
Mac Conkey
Incubar a
35°C/24h

}

folénias tipicas l

Tubos de Agar
Tubos de Agar Lisina Triplice Acucar (TSI)
Ferro (LIA)

Incubar a
35°C/24h




3.9 DETERMINACAO DO NUMERO DE Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcaceae. Sao cocos Gram
positivo agrupados em cachos irregulares, imoveis, aerébios e anaerdbios
facultativos. Alguns sdo membros da microbiota normal da pele e das mucosas

do corpo humano e animal, outros provocam supuracdo e formacdo de
abscessos, uma variedade de infec¢cdes pirogénicas e até septicemia

fatal. Amostras de estafilococos podem ser isoladas das vias aéreas superiores

de portadores assintomaticos.Em animais do S.aureus causa mastite em
vacas,ovelhas,cabras e ocasionalmente em outras espécies.O S.aureus
também pode causar intoxicacdes alimentares no homem e em animais. O
Staphylococcus epidermidis € um importante agente da endocardite e esta
envolvido em infec¢cbes genito-urinarias e em outras infeccdes como agente
secundério. O Staphylococcus saprophyticus esta relacionado com infeccdes

do trato urinario. Os estafilococos sao tradicionalmente divididos naqueles que

sdo coagulase-positivo (sdo capazes de coagular o plasma humano ou de
coelho) e aqueles que sdo coagulase-negativo. As amostras humanas
coagulase-positivo sdo classificadas como S.aureus existindo subgrupos da
espécie baseada na susceptibilidade a vérios bacteriofagos.A identificacdo dos
estafilococos coagulase-negativo em laboratério estd limitada geralmente a
duas espécies:S.epidermidis e S.saprophyticus. Ha varios métodos disponiveis

para a contagem de S. aureus, com sensibilidade variavel tanto em funcédo das
caracteristicas seletivo-diferenciais utilizadas na formulagdo dos meios, como

em funcdo da técnica de contagem propriamente dita (direta em placas pelo
NUumero Mais Provavel). Existem diversos meios disponiveis para a contagem
direta em placas, combinando uma ou mais caracteristicas seletivo-diferenciais,
como Agar Manitol Sal, o Agar Azida gema de ovo, etc. Atualmente tem sido
mais utilizado o Agar Baird-Parker (BP) que combina o telurito de potassio
(0,01%), a glicina (1,2%) e o cloreto de litio (0,5%) como agente seletivos e a
reducdo do telurito e a hidrolise da gema de ovo,como caracteristicas
diferenciais (SILVA et al.2007).
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3.9.1 MATERIAL
Meios de culturas e reagentes:

Agua Peptonada Tamponada; Agar Baird-Parker, tubos com plasma de coelho
diluido 1:10; placas de Agar DNAse; frasco com solu¢do HCI 1N; tubo com soro

fisiolégico; bateria de gram.

Equipamentos e utensilios:

Estufa bacteriologica; zaragatoas(swabs)estéreis, laminas de microscopia e

alca de Drigalsky.

3.9.2 PROCEDIMENTO

ETAPA 1: Processamento da amostra

Retirar e pesar assepticamente 25 g da amostra e misturar com 225 mL de
agua peptonada 0,1% em homogeneizador estéril. Esta solu¢éo correspondera

a diluicdo 10". Realizar as diluicGes apropriadas e transferir 0,1mL da amostra

para as placas de Agar Baird-Parker,utilizando a técnica de “spread plate” e

incuba-las a 37 ° por 24-48 horas.

ETAPA 2: Leitura e Interpretagéo 1

Agar Baird-Parker

Observar se houve crescimento, indicado pela presenca de colonias na
superficie do Agar, colénias circulares, pretas, pequenas (maximo 1,5mm em
didametro), lisas, convexas, com bordas perfeitas massa de células
esbranquicadas nas bordas, rodeadas por uma zona opaca e/ou um halo

transparente se estendendo para além da zona opaca. Eventualmente,
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colbnias atipicas podem apresentar-se cinzentas, sem um ou ambos o0s halos
tipicos.

ETAPA 3: Caracterizagcdo Morfologica

O simples crescimento em meio seletivo indicador ndo permite tirar qualquer
conclusdo quanto a morfologia bacteriana, havendo necessidade imediata de

se comprovar a forma bacteriana do microorganismo bem como o tipo de
grupamento das células (cocos dispostos em cacho de uva). Isto é feito através

da coloragéo.

Agar Baird-Parker

Dividir uma lamina em 2 areas.Colocar uma alca de soro fisiol6gico na 12 &rea

e fazer 1 esfregaco fino a partir dacolénia de cor negra.Na 2 &  &rea,colocar
também uma alca de soro e fazer 1 esfregaco fino a partir da coldnia
cinza.Corar pelo método de gram.Apdés a observacdo microscopica anotar a

forma bacteriana,tipo de grupamento e reacgao tintorial.

ETAPA 4: Caracterizacdo Fisiologica (provas de patogenicidade)

Objetivo: Comprovada a  morfologia  caracteristica do género
staphylococcus,sdo determinadas caracteristicas fisiol6gicas inerentes ao
grupo, através das provas de patogenicidade,que determinam a participacdo do
microorganismo na etiologia e patologia das doencas humanas.

Prova de coagulase: havendo colbnias BP - positivas, transferir algumas delas
(5),para um tubo com plasma de coelho diluido 1:10,fazendo uma suspenséo
homogénea.Incubar a 37°C por 3 h.A leitura feita com mais de 3 horas de
incubacdo,pode dar resultado falso-negativo.Para evitar tal causa de erro,0s

tubos,ap6s este periodo serdo mantidos a 4°.
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Prova de DNAse: semear com alga de platina,em movimentos circulares,trés
(3) colénias BP - positivas na superficie de uma placa de Agar

DNAse.ldentifica-la a 37°C por 24 horas.

ETAPA 5: Leitura e Interpretagéo 2

Retirar o tubo de plasma de coelho da geladeira e a placa de Agar DNAse da

estufa;

Prova de coagulase: a prova se caracteriza pela formagdo de um coagulo

firme. Em caso negativo o plasma continua liquido;

Prova de DNAse: cobrir a superficie do meio com uma solugdo de HCL 1N.A

prova positiva se caracteriza pela formacéo de um halo claro transparente,em

torno do crescimento bacteriano e turvacdo do restante do meio pela
degradagdo do DNA pelo HCI (hidrélise acida).Na prova negativa,a turvacao
serd observada também em redor do crescimento bacteriano,devido a nao

producdo de DNAse pelos microorganismos estando o DNA integro.

RESULTADO
Como diferenciar as espécies de estafilococos isolados de acordo com a tabela

abaixo:

TABELA 5: Diferenciacdo das espécies Staphylococcus

Staphylococcus iVianitol Coagulase DNase

Staphylococcus aureus + + +

Staphylococcus epldermidis - = -

Staphylococcus saprophnyticus + - -

Fonte: Adaptado segundo dados da pesquisa.
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4 METODOLOGIA

A metodologia aplicada para a elaboracéo da reviséo bibliografica foi a analise
de artigos cientificos, livros e publicacdes recentes. Para isso foram realizadas
consultas a bancos de dados do SCIELO, PUBMED, MEDLINE, JPEN e
revistas especializadas no assunto. A pesquisa foi realizada nos idiomas
portugués, espanhol e inglés, utilizando as seguintes palavras-chaves:
probioticos, bactérias probidticos, mecanismo de acdo dos probidticos e
propriedades dos probidticos.
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5 CONCLUSAO

O controle de qualidade € responsavel pelo monitoramento da qualidade de
todos os estagios da producdo de alimentos funcionais, ou seja, participa de
todas as atividades relacionadas a qualidade final dos produtos. Por este
motivo, a matérias prima, por ser considerada uma quantidade representativa

das formulagbes, levando-se em consideracdo seu amplo uso e suas
caracteristicas propicias ao crescimento microbiano, deve passar por um
monitoramento rigoroso. Com relacdo a qualidade microbiolégica de
probiéticos, a empresa que fornece este tipo de matéria prima deve obedecer a
parametros especificos de cada etapa de producdo, buscando assim evitar
futuras contaminacdes e garantir que realmente esta sendo comercializadas
cepas puras, livre de outros tipos de microorganismos e até mesmo de
microrganismos patogénicos. Portanto, para que exista um controle de
qualidade rigido e operante para a mais importante matéria-prima da industria

de alimentos probioticos, €é de suma importancia a implantacdo de
procedimentos padronizados de analises microbiolégicas embasadas em
literaturas confidveis e executadas por profissionais plenamente capacitados e
treinados.
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ANEXO A - Laudo de analise microbioldgica dos probio6ticos
ANALISE MICROBIOLOGICA

Amostra:

Data da coleta:
Responsavel:

1) CONTAGEM DE MICROORGANISMOS PROBIOTICOS

[1 Contagem e resultados
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[1 Contagem e resultados
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Teste confirmativo e coliformes Fecais
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RESULTADQS
PRESENCA AUSENCIA

Teste Staphylococcus

Teste Salmonella

Teste E.coli

(] Contagem de 10° UFC/ml para microorganismos probi6ticos.

[] Auséncia de Coliformes totais e fecais, E. coli, Salmonella e S.aureus em 100ml.
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ANEXO B - Tabela de niumero mais provavel (NMP) para andlise de

Coliformes
Pos. Tubes Cont. Pos. tubes Conf.lim.
MPN/g|lim. MPN/g
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ANEXO C -

Imagem 1 - Laboratério de controle de qualidade microbiolégico
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