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Este estudo foi desenvolvido com o intuito de avaliar a qualidade microbioldgica
de bebidas lacteas fermentadas, com adicdo de polpas de frutas,
comercializadas na regido de Sao José do Rio Preto, SP, por meio das
seguintes analises: contagem de bactérias aer6bias mesdfilas, enumeragéo de
bolores e leveduras, determinagdo do Numero Mais Provavel (NMP) de
coliformes e coliformes termotolerantes, pesquisa de Escherichia coli e
Salmonella spp., sendo realizado ainda a determinacdo do pH eletrométrico.
Dos resultados, observou-se que das 31 amostras (100,00%) analisadas, 5
(16,13%) foram classificadas como “produtos em condigbes sanitarias
insatisfatorias” e, portanto, “produtos improéprios para consumo humano”, por
apresentarem coliformes termotolerantes acima do padréo estabelecido pela
legislagdo vigente. Destas amostras, foram ainda isoladas 74 leveduras
(100,00%), que foram submetidas as provas taxonémicas, morfologicas,
fisiologicas e de assimilagao de varias fontes de carbono. De acordo com as
provas taxonémicas, verificou-se que esses microrganismos pertenciam as
seguintes espécies: Cryptococcus albidus (1,35%), Cryptococcus laurentii
(1,35%), Candida edax (1,35%) e Debaryomyces hansenii var. fabryii (95,95%).
Foi verificada também a resisténcia dessas leveduras em relagéo aos principais
conservantes alimenticios contidos na legislacao brasileira, como benzoato de
sédio (INS - 211) nas concentragbes de 0,10; 0,20 e 0,40% e sorbato de
potassio (INS - 202) nas de 0,015; 0,03; 0,05; 0,06; 0,10; 0,20 e 0,40%. As
concentragdes de 0,20% de benzoato de sédio e 0,40% de sorbato de potassio
foram as mais eficazes, representando respectivamente, 50,67 e 81,33% das
culturas sensiveis a presengca dos conservantes testados. Recomenda-se,

portanto como fundamental, tendo em vista os resultados obtidos, o continuo
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monitoramento das diferentes etapas envolvidas no processo de elaboracdo
desses produtos, para garantir a idoneidade a vida util dos mesmos, bem como

para minimizar os danos a saude do consumidor.

Palavras-chave: qualidade microbiolégica, bebida lactea fermentada,

taxonomia de leveduras, benzoato de sédio, sorbato de potassio.

ABSTRACT
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This study was objective in order to evaluate the microbiological quality of
fermented dairy beverages, with the addition of fruit pulps, commercialized in
the region of Sédo José do Rio Preto, SP, through the following analyses:
mesophilic aerobic bacteria count, enumeration of moulds and yeasts,
determination of the Most Probable Number (MPN) of total and thermotolerants
coliforms, Escherichia coli and Salmonella spp research, being the
determination of pH still carried on. The results pointed out that 5 (16.13%) out
of 31 (100.00%) analyzed samples were classified as “products in
unsatisfactory sanitary conditions”, therefore “inappropriate products for human
consumption”, because they present thermotolerants coliforms above the
standard established by the current legislation. Seventy-four (74) yeasts were
isolated from the samples (100.00%), which were submitted to taxonomic,
morphological and physiological tests, and to carbon source assimilation tests,
as well. According to the taxonomic tests, those microorganisms belonged to
the following species: Cryptococcus albidus (1.35%), Cryptococcus laurentii
(1.35%), Candida edax (1.35%) e Debaryomyces hansenii var. fabryii (95.95%).
The resistance of these yeasts in relation to the main food preservatives
present in Brazilian legislation, such as benzoate sodium (INS - 211) at
concentrations of 0.10; 0.20 and 0.40% and potassium sorbate (INS - 202) at
0.015; 0.03; 0.05; 0.06; 0.10; 0.20 and 0.40%; was also reported. The
concentrations of benzoate sodium at 0.20% and potassium sorbate at 0.40%
were the most effective, representing 50.67% and 81.33%, of the sensitive
cultures to the presence of the preservatives tested. So, based on the results,

the current monitoring of the different phases involved in the manufacturing
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process of these products is fundamental, in order to assure the capacity to

their useful life as well as to minimize the damage to the consumer’s health.

Key-words: microbiological quality, fermented dairy beverages, taxonomy of

yeasts, sodium benzoate, potassium sorbate.



1. INTRODUGAO

Motivadas, cada vez mais, pelas exigéncias dos consumidores
por produtos saudaveis e que proporcionem prazer, as industrias lacteas se
empenham, incansavelmente, no desenvolvimento de produtos que atendam
aos anseios deste mercado. Tal perspectiva abriu caminho para o progresso do
mercado lacteo.

O desenvolvimento de bebidas lacteas fermentadas tem como
objetivo, satisfazer este mercado por se tratar de um produto que, além de
oferecer beneficios a saude, devido a sua qualidade nutricional, constitui-se em
um produto de baixa viscosidade, devido a incorporagdo do soro de leite,
propiciando maior praticidade para seu consumo; a adigdo de soro ao produto,
além de, tornar-se uma das alternativas para a sua utilizagao racional, reduz o
custo do produto para o fabricante e consequiientemente para o consumidor.

Apesar da simplicidade e de todas as inovagdes tecnoldgicas,
o processamento das bebidas lacteas pode estar sujeito a inumeras fontes de
contaminacgao, principalmente de origem microbiana, quando ndo atendidas as
condicbes elementares de higiene, resultando em alteragdes indesejaveis no
produto final.

Portanto, a qualidade é um topico fundamental a ser
analisado, desde a obtengcdo da matéria-prima até o momento em que o
produto final é oferecido ao consumidor, uma vez que, é ela que determinara
se o produto esta apto ou ndo para o consumo.

As bebidas lacteas sao definidas como alimentos acidos, isto

€, pH variando entre 4,0 a 4,5. Tais valores podem dificultar a proliferacdo de



microrganismos patogénicos, 0 mesmo n&o se pode dizer com relacdo aos
deteriorantes (bolores e leveduras); estes, quando presentes, encontram
condicdes 6timas de desenvolvimento, o que faz deste produto, um excelente
"meio de cultivo”.

A presenca de bolores e leveduras é considerada indesejavel,
por promover a sua deterioragdo, por meio de excessiva fermentacao seguida
de formagédo de gas, resultando em alteragbes depreciativas e
comprometimento de sua vida de prateleira.

Face a isto, torna-se necessaria uma avaliagdo da qualidade
microbiolégica de bebidas lacteas fermentadas, com adigdo de polpas de
frutas, por meio da pesquisa de bioindicadores de contaminagdo, como as

bactérias do grupo coliforme, Salmonella spp., bolores e leveduras.



2. JUSTIFICATIVA

A relevancia deste trabalho reside em abordar a questdo da
qualidade microbiolégica das bebidas lacteas fermentadas, sob uma
perspectiva quase que puramente higiénico-sanitaria, no sentido de verificar os
padrbes estabelecidos pela legislagdo em vigor, uma vez que €& grande e
variada a microbiota contaminante, responsavel pela perda das caracteristicas
intrinsecas do produto, bem como o comprometimento dos laticinios em
atendé-los.

Assim, a pesquisa por patdgenos, bem como o isolamento e a
identificacdo de leveduras em bebidas lacteas fermentadas permitem o
conhecimento da microbiota potencial de contaminacgado, tornando-se possivel,
por meio de analises microbiolégicas, diagnosticar os possiveis meios de

contaminagao e assim, reduzir tais microrganismos.



3. OBJETIVOS

Conforme elucidado, este trabalho foi desenvolvido baseando-
se nos seguintes objetivos:

e Realizar as analises microbiolégicas preconizadas na

legislagéo brasileira vigente, assim como a enumeragédo de

bactérias aerdbias mesoéfilas e de bolores e leveduras, em

diferentes amostras de bebidas lacteas fermentadas, com

adicao de polpas de frutas;

e Determinar o pH eletrométrico das amostras;

¢ |dentificar as diversas leveduras isoladas;

e Verificar a resisténcia das mesmas em relacdo aos

principais conservantes alimenticios contidos na legislagéo

brasileira.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. Bebida Lactea Fermentada

O interesse e a procura por produtos saudaveis e nutritivos
tém crescido de forma bastante significativa principalmente nos ultimos anos, o
que resulta em diversos estudos no setor de produtos lacteos. Varios desses
tém dado relevancia ao valor nutricional dos ingredientes, bem como a
importancia de uma dieta baseada em derivados lacteos (THAMER; PENNA,
2006).

Os derivados lacteos séo alimentos amplamente consumidos
pela populagéo, ndo apenas pelas caracteristicas sensoriais, mas também por
suas propriedades nutricionais. Sdo inumeras as variedades destes preparados
no mercado, entretanto, os consumidores exigem produtos cada vez mais
diferenciados, e a industria de laticinios procura atender aos requisitos da
populacéo, incluindo novos sabores, novas texturas e formas de apresentacéo,
aliados a menores custos (MAGALHAES et al., 2005).

Os iogurtes liquidos e as bebidas lacteas foram considerados
os produtos mais competitivos, apresentando melhor desempenho no mercado,
com grande numero de lancamentos em diversos tipos de embalagens,
visando oferecer ao consumidor uma maior gama de op¢des (MANZIONE JR.,
1996).

Somadas aos iogurtes liquidos, as bebidas lacteas
representam cerca de 42,7% do consumo de produtos lacteos no Brasil

(FERREIRA, 2003). Sua popularidade se deve, principalmente, aos seus



beneficios nutricionais, ao menor custo do produto para o fabricante, a redugéo
do preco final para o consumidor e por apresentar baixa viscosidade, sendo
consumida como bebida suave e refrescante (SANTOS; FERREIRA, 2001).

No mercado brasileiro, o tipo mais comum de bebida lactea &
aquela a base de iogurte e soro de queijo em sua formulacdo (FERREIRA,
2002). Mais especificamente, sdo produtos formulados contendo iogurte, soro
de leite, polpa de frutas, outras matérias-primas e aditivos permitidos. O
produto final deve apresentar os microrganismos de forma viavel e abundante
(LIMA, 2003).

Entende-se por bebida lactea o produto lacteo resultante da
mistura do leite (in natura, pasteurizado, esterilizado, UHT - ultra alta
temperatura - UAT, reconstituido, concentrado, em po, integral, semidesnatado
ou parcialmente desnatado e desnatado) e soro de leite (liquido, concentrado e
em pod) adicionado ou ndo de produto (s) ou substancia (s) alimenticia (s),
gordura vegetal, leite (s) fermentado (s), fermentos lacteos selecionados e
outros produtos lacteos. A base lactea representa pelo menos 51% (cinquenta
e um por cento) massa/massa (m/m) do total de ingredientes do produto
(BRASIL, 2005).

Bebida lactea fermentada: é o produto acima descrito,
fermentado mediante a acédo de cultivo de microrganismos especificos e/ou
adicionado de leite (s) fermentado (s) e que ndo podera ser submetido a
tratamento térmico apds a fermentacéo. A contagem total de bactérias lacticas
viaveis deve ser no minimo 10° UFC/g, no produto final, para o (s) cultivo (s)
lactico (s) especifico (s) empregado (s), durante todo o prazo de validade

(BRASIL, 2005).



Enquanto que, bebida lactea fermentada com adicdo, é o
produto descrito anteriormente, adicionado de leite fermentado, produto ou
substancia (s) alimenticia (s) e que nao podera ser submetido a tratamento
térmico ap6s a fermentacdo. A base lactea representa pelo menos 51%
(cinqlienta e um por cento) massa/massa (m/m) do total de ingredientes do
produto. A contagem total de bactérias lacticas viaveis deve ser no minimo 10°
UFC/g, no produto final, para o (s) cultivo (s) lactico (s) especifico (s)
empregado (s), durante todo o prazo de validade (BRASIL, 2005).

A producédo de bebida lactea, adicionada de soro de leite em
sua formulag¢do, vem ganhando um mercado muito grande, principalmente com
o maior nivel de informacgéo sobre a importadncia do calcio, a qualidade das
proteinas, o papel dos componentes bioativos e das bactérias probidticas para
a saude, do custo do produto para o fabricante e do prego final para o
consumidor (FERREIRA, 1997, 2002; NIELSEN, 1997; SANTOS; FERREIRA,
2001; VINDEROLA,; BAILO; REINHEIMER, 2000).

O processo de fabricacdo das bebidas lacteas fermentadas é
bastante simples, como elucidado na Figura 1, utilizando-se principalmente os
equipamentos disponiveis nas industrias lacteas. O soro pode ser pasteurizado
e adicionado apds o término da fermentacdo ou misturado ao leite antes do
tratamento térmico, seguido de fermentacdo (LIMA; MADUREIRA; PENNA,

2002).
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Figura 1. Fluxograma do processo de fabricacao de bebidas lacteas fermentadas

(MADUREIRA, 2004).



4.1.1. Etapas do processamento de bebida lactea fermentada

4.1.1.1. Matérias-primas e preparo da mistura

O leite, usado como base das bebidas lacteas, deve ser de
boa qualidade, higienicamente produzido e manipulado, devendo ser
conservado ao abrigo da luz, de composigao normal e isento de antibi6ticos e
conservantes (RASIC; KURMANN, 1978).

Quanto ao soro de leite, constituinte do produto em questéao,
sua composigao pode variar substancialmente dependendo do tipo de queijo
produzido ou do método de extragcéo da caseina empregado (PEREIRA, 2002).

As matérias-primas mencionadas deverao ser
cuidadosamente avaliadas por meio de analises sensoriais, fisico-quimicas e
microbioloégicas, devendo apresentar de maneira geral, auséncia total ou a
presenga minima de substancias estranhas, auséncia de microrganismos
patogénicos, de residuos de antibiéticos e sanitizantes, sabor e odor normal e

extrato seco elevado (TAMIME; ROBINSON, 1991).

4.1.1.2. Padronizagao do conteudo de gordura do leite

A padronizacgao do leite depende do tipo de produto desejado:
integral, padronizado, semidesnatado ou dietético. O conteudo de gordura dos
distintos tipos de produtos lacteos fermentados, elaborados nas diferentes

partes do mundo, varia de 0,1 a 10,0%, sendo necessario padronizar o leite
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para atender as especificacdes das normas legais recomendadas (TAMIME;
ROBINSON, 1991).

Bebida lactea com adi¢cdes, que apresente caracteristicas
sensoriais iguais ou semelhantes a bebida lactea sem adi¢cdo, deve ter no

minimo 2 g/100 g matéria gorda de origem lactea (BRASIL, 2005).

4.1.1.3. Adigao de agucares e/ou agentes edulcorantes

A principal finalidade da adigdo de acucares ou agentes
edulcorantes é atenuar a acidez do produto (TAMIME; ROBINSON, 1991). O
acucar normalmente é adicionado na forma sélida antes da pasteurizacao e
deve preferencialmente ser refinado para evitar a incorporagédo de impurezas. A
concentracdo de sacarose pode variar de 0 a 12,0%. Acima deste valor pode
haver um aumento da pressdo osmoética, suficiente para inibir o
desenvolvimento normal das bactérias da cultura (BRANDAO, 1997).

Os edulcorantes devem ser adicionados depois da
pasteurizacdo para evitar a degradacédo térmica (VARNAN; SUTHERLAND,

1994).

4.1.1.4. Adicao de estabilizantes

Os estabilizantes s&o utilizados com o objetivo de reduzir ou
eliminar o risco de sinérese, aumentar a viscosidade do produto final, melhorar
a cremosidade (TAMIME; ROBINSON, 1991) e até mesmo para reduzir custos,

a medida que permitem a reducdo de calorias do produto final (NICOLAU;
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OLSEN, 2002). De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e

Qualidade de Bebida Lactea (BRASIL, 2005), os estabilizantes e suas

concentragbes maximas permitidas estdo evidenciados na Tabela 1.

Tabela 1. Relagédo dos estabilizantes e suas

(BRASIL, 2005).

concentragcbes permitidas

Identificacao

Estabilizante

Concentragao maxima
no produto final

Todos os aprovados como BPF

339

339 ii

339 iii

340 i

340 ii

481 i

482 i

491
492

495

Fosfato monossédico, fosfato de sédio
monobasico, monossddio dihidrogénio
monofosfato

Fosfato dissddico, fosfato de sodio
dibasico, dissédio hidrogénio
monofosfato

Fosfato trissédico, fosfato de sédio
tribasico, trissédio monofosfato

Fosfato monopotassico, monofosfato
Monopotassico

Fosfato hidrogénio dipotassico,
monofosfato dipotassico

Estearoil lactilato de sédio
Estearoil lactilato de célcio
Monoestearato de sorbitana
Triestearato de sorbitana

Monopalmitato de sorbitana

quantum satis

0,10 (como P,0s)

0,10 (como P,0s)

0,10 (como P,0s)

0,10 (como P,0s)

0,10 (como P,0s)

0,10
0,10

0,15
0,15

0,15

constituintes,

4.1.1.5. Homogeneizacao

A homogeneizagdo promove a dispersdo homogénea dos

principalmente a gordura, melhorando sabor, consisténcia,
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apresentacao e digestibilidade do produto (RASIC; KURMANN, 1978; ABREU,
2000). Reduz também a susceptibilidade de sinérese e a formacédo de
granulos. Entretanto, € necessaria a definicdo de uma presséo 6tima para cada
tipo de produto fermentado, para evitar um aumento na separagdo do soro

(VARNAN; SUTHERLAND, 1994).

4.1.1.6. Tratamento térmico

O tratamento térmico do leite ou da mistura tem como objetivo
principal destruir os microrganismos patogénicos para melhorar a qualidade do
produto, inativar as enzimas, melhorar a consisténcia e a viscosidade do
produto e diminuir a sinérese (RASIC; KURMANN, 1978). Acima de 70°C as
proteinas do soro sofrem desnaturacéo e algumas delas se associam a micela
de caseina, envolvendo a k-caseina, por meio de interagbes hidrofébicas e
pontes de dissulfeto intermoleculares, favorecendo as ligagcdes cruzadas entre
as particulas de caseina na rede do gel, levando ao aumento de sua rigidez
(LUCEY, 2002).

Existem controvérsias na literatura a respeito do tipo de
tratamento térmico que proporciona melhor atividade de fermentacéo, havendo,
portanto, uma faixa de temperatura de inibicdo e de ativacdo das bactérias,
devido a formacao de sulfetos volateis, a redugcéo do potencial de oxirreducéao,
ao pH e a desnaturacdo protéica. Somados aos efeitos de temperatura,
existem fatores ligados a composicao fisico-quimica, tais como o teor de
sélidos ndo gordurosos, o conteudo total de soélidos, a qualidade do leite, a

atividade de agua e a variabilidade entre as culturas, que também podem
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influenciar na avaliagdo mais completa do efeito da temperatura no processo
fermentativo de iogurtes e bebidas lacteas. Na pratica, observam-se os
seguintes bindbmios de tempo-temperatura: 80°C/30 minutos; 85°C/15 minutos;
90°C/5 minutos; 95°C/3 minutos (BRANDAO, 1997).

O tratamento térmico pode estimular o inicio do
desenvolvimento das bactérias do fermento por redugédo do conteudo de
oxigénio do leite e, dependendo das condi¢des aplicadas, pode favorecer ou

inibir o desenvolvimento posterior (VARNAN; SUTHERLAND, 1994).

4.1.1.7. Resfriamento |

Apods o tratamento térmico, a mistura é resfriada na faixa de
40-45°C para a inoculagcéo da cultura lactea (TAMIME; ROBINSON, 1991).
Esta faixa de temperatura corresponde a média daquelas 6timas dos
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus (39°C); Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus (45°C); Lactobacillus acidophilus (38°C) e Bifidobacterium
spp. (39°C), e favorece o desempenho destes microrganismos por meio da

cooperacao estabelecida entre eles (GOMES; MALCATA, 1999).

4.1.1.8. Processo de fermentagao

A fermentagcdo pode ser entendida como o0 processo
metabdlico no qual ocorrem mudangas quimicas nos componentes organicos
do leite, quais sejam proteinas, carboidratos e gorduras, por meio da acéo de

enzimas elaboradas pelas bactérias lacticas (BRANDAO, 1997).
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Os microrganismos utilizados na fermentac&o da bebida lactea
se apresentam na forma de bacilos ou cocos, Gram-positivos, na maior parte
aerotolerantes, catalase e oxidase negativas (VARNAN, SUTHERLAND, 1994).
Predominantemente as bactérias encontradas em iogurtes e seus derivados
sdo: Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus, doravante denominados de L. bulgaricus e S.
thermophilus e o numero total de bactérias viaveis deve ser no minimo de 10°
UFC/g no produto final (SABOYA; OETTERER; OLIVEIRA, 1997).

Neste processo, basicamente, ocorrem o0s seguintes
fendbmenos:

a) Transformacao da lactose em &cido lactico, conferindo o
sabor acido, abaixando o pH para 4,6 que corresponde ao ponto isoelétrico da
caseina, provocando a coagulagao do leite;

b) Producdo de diversos compostos volateis, sendo o
acetaldeido o principal deles;

c) Formagdo de outros compostos, tais como
exopolissacarideos, que aumentam a viscosidade, além de acido félico e
bacteriocinas (TAMIME; ROBINSON, 1991).

A temperatura de fermentacdo se da na faixa de 40 a 43°C,
sendo este o intervalo médio entre as temperaturas 6timas de desenvolvimento
dos microrganismos da cultura iniciadora, também chamada de “starter”, S.
salivarius subsp. thermophilus (39°C) e L. delbrueckii subsp. bulgaricus (45°C).
O cultivo iniciador, “starter”, € inoculado em uma propor¢gdo de
aproximadamente 2,0%, podendo variar de 1,0 a 5,0% do volume para

proporcionar uma concentragao inicial entre 10% a 10" UFC/mL composto por
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quantidades aproximadamente iguais de cada um dos microrganismos
(ADAMS; MOSS, 1997). A porcentagem de semeadura dependera do poder
acidificante da cultura, do tempo de incubagéo desejado, da quantidade de
células bacterianas existentes, da relacado lactobacilos/estreptococos e do
extrato seco do leite (KURMANN, 1977).

A fermentacdo dura aproximadamente 4 horas, durante as
quais as bactérias promovem a transformacdo da lactose em acido lactico. A
presenca deste acido provoca a diminuicdo do pH de 6,3 a 6,5 para
aproximadamente 4,6, ponto isoelétrico da caseina, quando as micelas se
agregam para produzir um gel continuo, no qual estdo agrupados todos os
componentes e onde a presenca de soro é insignificante ou nula (ADAMS;
MOSS, 1997).

Vale ressaltar que, durante o processo de fermentacéo, é de
vital importdncia a manutencdo e/ou o controle do pH, uma vez que, a
separagédo do soro relaciona-se diretamente a este pardametro (THAMER;

PENNA, 2006).

4.1.1.9. Resfriamento Il

Como a elaboracao das bebidas lacteas fermentadas consiste
em um processo bioloégico, é necessario o monitoramento da temperatura para
otimizar a atividade metabdlica dos microrganismos, a producao de acidos e a
atividade das enzimas. O objetivo do resfriamento é reduzir a temperatura do

coagulo de 30-45°C em 10°C (para cessar a atividade microbiana), téo



16

rapidamente quanto seja possivel, para controlar a acidez final (TAMIME;
ROBINSON, 1991).

Atingindo o pH de 4,6, inicia-se o resfriamento até a
temperatura atingir 15-20°C, evitando assim a fase de supermaturacao tendo
como consequéncia o aumento da acidez e a liberagao de soro (sinérese). Em
seguida procede-se a adicao de polpa de frutas, aromas e corantes e o

resfriamento final até a temperatura de 5°C (VARNAN; SUTHERLAND, 1994).

4.1.1.10. Adicao de polpa de frutas, aromas e corantes

Além dos ingredientes mais comumente usados na mistura
para a preparacdo de uma bebida lactea (leite, soro, agucar, estabilizantes,
entre outros), adiciona-se também compostos aromatizantes, corantes e a base
de frutas (ou outros aditivos), para conferir caracteristicas especificas ao
produto (BRANDAO, 1997).

De maneira geral, frutas frescas também podem ser utilizadas
no processamento de produtos fermentados, porém o carater sazonal de
produgdo das mesmas e a variabilidade de sua qualidade limitam
consideravelmente sua utilizacdo pelas industrias, sendo mais populares as
conservas de frutas, principalmente pela possibilidade de padronizar a mistura
com o objetivo de satisfazer as especificacdes desejadas pelos consumidores
(TAMIME; DEETH, 1980).

O tratamento térmico dos preparados de frutas pode causar
uma diminuicdo da intensidade do aroma. Por isso, a adicdo de agentes

aromatizantes se faz necessaria para compensar esses produtos. Os
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aromatizantes s&o classificados, em fungdo de sua origem, em trés grupos:

naturais, idénticos aos naturais e sintéticos ou artificiais (TAMIME; ROBINSON,

1991). Os aromas séo utilizados para realgar os compostos quimicos (aldeidos,

cetonas, ésteres, etc.), e fazer com que o sabor do produto final seja

semelhante ao sabor de frutas (BRANDAO, 1997).

O objetivo da adicdo de corantes nas bebidas lacteas com

sabor de frutas € de aumentar a atracao do produto. O Regulamento Técnico

de Identidade e Qualidade de Bebida Lactea (BRASIL, 2005) autoriza a

utilizacado dos seguintes corantes segundo a Tabela 2.

Tabela 2. Relagdo dos corantes e suas concentracdes permitidas (BRASIL,

2005).

Identificagao

Corante

Concentragao maxima
no produto final

1000 i
101 i
101 ii
110
120
122
124
129
131
132
133
140 i
1411
141 i
143
150 a
150 b
150 ¢
150 d
160 ai
160 a i
160 b
162

Curcumina, cdrcuma

Riboflavina

Riboflavina 5 fosfato de sodio
Amarelo crepusculo

Carmin, cochonilha, acido carminico
Azorrubina

Ponceau 4R

Vermelho 40

Azul Patente V

Indigotina

Azul Brilhante FCF

Clorofila

Clorofila cuprica

Clorofilina cuprica

Verde rapido FCF

Caramelo | simples

Caramelo Il processo sulfito caustico
Caramelo lll processo amoénia
Caramelo IV processo sulfitoambnia
Caroteno: beta-caroteno sintético
Carotenos naturais (alfa, beta e gama)
Urucum, bixina, norbixina

Vermelho de beterraba, betanina

0,008
0,003
0,003
0,005
0,01 (como ac. carminico)
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
quantum satis
0,005
0,005
0,005
quantum satis
quantum satis
0,05
0,05
0,005
0,005
0,001 (como bixina)
quantum satis
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4.1.1.11. Envase

A escolha do material € de suma importancia porque falhas
cometidas na escolha da embalagem adequada podem trazer repercussdes
graves em termos econbmicos e de saude publica no que diz respeito a
qualidade do produto embalado (MADUREIRA, 2004).

E imprescindivel que, os materiais das embalagens que
entram em contato direto com o produto sejam: atoxicos, resistentes a acidos,
impermeaveis ao oxigénio, quimicamente inertes, ndo reajam com o alimento e
evitem a perda de substancias volateis responsaveis pelo aroma do produto

(TAMIME; ROBINSON, 1991).

4.1.1.12. Armazenamento, transporte e distribuigcao

As bebidas lacteas fermentadas deverdo ser conservadas e
comercializadas em temperatura nao superior a 10°C. O seu armazenamento
nestas condicbes ocasiona uma diminuicdo das reagdes bioquimicas e
biologicas resultantes da atividade metabdlica das culturas lacteas e de
possiveis contaminantes (TAMIME; ROBINSON, 1991). O transporte da
industria para o comércio deve ser o mais rapido possivel e em caminhdes
refrigerados, principalmente no verao, para evitar a depreciacdo da qualidade
do produto (ABREU, 2000).

As bebidas lacteas podem conter ainda outros ingredientes
como: acucares e/ou glicidios, maltodextrina, edulcorantes nutritivos e néao

nutritivos, frutas em pedagos/polpa/suco e outros preparados a base de frutas,
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mel, cereais, vegetais, gorduras vegetais, chocolate, frutas secas, cafe,
especiarias e outros alimentos aromatizantes naturais e inécuos e/ou sabores,
amidos ou amidos modificados, gelatina ou outros ingredientes, produtos ou

substancias alimenticias (BRASIL, 2005).

4.2. Soro de leite

O soro de leite é definido como o liquido residual, obtido a
partir da coagulacdo do leite destinado a fabricacdo de queijos ou de caseina
(BRASIL, 2005), isto &, tradicionalmente, se trata de um subproduto do
processamento de queijos (conforme a Figura 2), sendo variavel sua
composi¢cdo em fungdo da matéria-prima, processamento, tratamento térmico,
etc. Basicamente sdo duas as fontes de proteinas de soro: soro doce e soro
acido. O soro doce é resultante da manufatura tanto de queijos como da
caseina usando renina como coagulante, com pH entre 6,2 a 6,5. O soro acido
pode ser obtido por meio da manufatura tanto da caseina acida ou da
fabricagdo de queijos por coagulacdo acida, com pH ao redor de 4,6 a 4,7

(HARPER, 1992).

Lot =) 520 de a0 ) (s, ) cote )
ou acido gulag
da caseina) SORO

Figura 2. Esquema de obtencéo do soro de leite (VAN DENDER; SPADOTI,

2006).
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O soro de leite pode receber também a denominagéo de soro
de queijo, sendo talvez aquela a forma mais adequada, uma vez que o soro se
origina do leite e ndo do queijo (VAN DENDER; SPADOTI, 2006).

Como mencionado anteriormente, a composi¢cdo do soro €&
variavel por inumeras razdes, sendo classificados como doce e acido. Portanto,

apresenta-se na Tabela 3, a composi¢cao média e pH do soro doce e do acido.

Tabela 3. Composicdo média e pH dos soros doce e acido (GIRALDO-ZUNIGA

et al., 2004).

Soro doce Soro acido

(%) (%)
Umidade 93,00 - 94,00 94,00 - 95,00
Gorduras 0,30-0,50 0,30 -0,60
Proteinas 0,80 -1,00 0,80 -1,00
Lactose 4,50-5,00 3,80 -4,20
Cinzas 0,50-0,70 0,70-0,80
Acido lactico 0,10 0,10-0,80
Calcio 0,05 0,13
Sbdio 0,07 0,06
Potassio 0,13 0,15
Fosforo 0,06 0,09
pH 6,40 4,70

Mais recentemente é considerado, por muitas industrias
lacteas, como um subproduto muito utilizado no preparo de outros. Representa
cerca de 90,0% do peso do leite (BRANDAO et al., 2006).

A lactose e as proteinas de alto valor biologico sdo os
componentes mais importantes sob o ponto de vista nutricional. O soro de leite
apresenta ainda quantidades significativas de vitaminas do complexo B e

lipossoluveis e diversos minerais. Além do que, sua utilizagdo na elaboragao de
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bebidas lacteas constitui-se numa forma racional de aproveitamento deste
produto (GOMES, 2005).

As propriedades funcionais atribuidas aos produtos de soro
sdo de grande importdncia para os fabricantes de produtos lacteos
fermentados por apresentarem as chamadas caracteristicas probibticas ou
nutracéuticas. Os produtos de soro ndo s6 permitem ao fabricante reduzir o
custo total dos ingredientes como também apresentam a importante vantagem
de possuirem propriedades funcionais excepcionais (HUGUNIN, 1999).

Este derivado lacteo apresenta em sua composi¢céo
aproximadamente 93,0-94,0% de agua, 4,5-5,0% de lactose, 0,7-0,9% de
proteinas soluveis, 0,6-1,0% de sais minerais e quantidades apreciaveis de
outros componentes como vitaminas do grupo B (SISO, 1996).

A industria nacional de laticinios produz em torno de 450.000
toneladas de queijo/ano, isso corresponde a aproximadamente 4.059.000
toneladas de soro de leite/ano (FLORENTINO et al., 2005). Acredita-se que
50,0% de todo o soro produzido nao é aproveitado. Seu descarte no ambiente,
sem o tratamento adequado, ndo é somente crime previsto por lei, como
também desperdicar uma matéria-prima de excelente qualidade (SANTOS;
FERREIRA, 2001). Quando desprezado nos rios, além de se tratar de um
desperdicio econémico, a presenca de soro torna-se um gravissimo problema
de poluicdo ambiental, devido as suas caracteristicas organicas, com alta
demanda biolégica de oxigénio (DBO), da ordem de 30,0 a 40,0 g de oxigénio
por litro de soro (NEVES, 1993).

A criacéo de alternativas para o aproveitamento adequado de

soro de leite € de suma importancia em fungédo de sua qualidade nutricional, de
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seu volume e principalmente de seu poder poluente. Dentre as alternativas cita-
se 0 uso do soro in natura para alimentagcdo animal, fabricagdo de ricota e de
bebida lactea; concentrado; em pod; separagéo das proteinas e de lactose com
posterior secagem, entre outros (REIS, 1999; RICHARDS, 1997; UNITED
STATE DAIRY EXPORT COUNCIL - USDEC, 2004).

A vantagem da adi¢ao de soro ao final da fermentacao é que a
partir de uma unica base, a industria pode fabricar produtos diferentes
variando-se a concentragdo de soro, aromas, polpas de frutas e corantes
(MADUREIRA, 2004).

Pesquisas recentes tém demonstrado que a utilizagado do soro
em quantidades que variam de 30,0 a 70,0% do total, confere as bebidas
lacteas caracteristicas proximas as do iogurte natural em relagdo a coloragéo e
aroma. A viscosidade pode variar de “relativamente baixa”, semelhante a de
uma mistura de leite e suco de frutas, até “relativamente alta”, como a
viscosidade dos tradicionais iogurtes para beber (SEIBEL; CANSIAN, 2000).

Sendo assim, a incorporagéo do soro em férmulas de iogurtes
oferece uma série de beneficios, nao s6 econdbmicos, como também ao valor
agregado ao produto final em fungcdo das melhores caracteristicas de sabor,

textura e outros parametros nutricionais (HUGUNIN, 1999).

4.3. Qualidade microbiolégica

E fato que, a utilizagdo de matérias-primas inadequadas, bem

como a falta de cuidados durante o processamento e/ou armazenamento,

acarreta uma série de inconvenientes, como observado em produtos que
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pecam pela aparéncia, valor nutritivo e qualidade microbiolégica (FREO;
REOLON, 2006).

Um estudo de grande valia realizado por Careli, Dias, Andrade
(2005) abordou as condigbes de processamento em micro-industrias de leite,
onde sdo relatadas algumas situagdes que se mostram justificaveis a ma
qualidade do produto final, como:

e Quanto a matéria-prima, os responsaveis pela produgéo,
em sua maioria, ndo eram treinados para o desenvolvimento de produtos
lacteos;

e Quanto as condi¢cbes de processamento, algumas dessas
micro-industrias submetiam a matéria-prima (o leite) a um processo de
pasteurizagédo inadequado, devido as falhas do bindbmio tempo/temperatura, e,
devido ao pequeno porte da empresa, seria inviavel a mesma possuir um
laboratorio de analises de rotina, devido a isto, o servigo era terceirizado, sendo
realizadas esporadicamente; nos equipamentos e utensilios foram observadas:
ferrugem, ranhuras, presenca de solda, equipamentos velhos e desgastados;

e Quanto a estrutura fisica, as micro-industrias ndo eram
projetadas para a fabricacdo de produtos lacteos, muitas delas ndo possuiam
espaco fisico adequado;

¢ Quanto ao pessoal, os manipuladores se apresentavam em
condigbes “variadas”, assim denominadas pelos autores. Apenas uma unica
empresa apresentava seus manipuladores com uniformes completos, algumas,
os apresentavam com uniformes incompletos, outras ainda, apresentavam
seus funcionarios totalmente sem uniformes e sem cabelos presos por toucas.

Boa parte desses trabalhadores higienizavam as maos corretamente.
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Schulze e Fernandes (1997) igualmente enfatizaram sobre a
importancia da higiene em industrias de alimentos, alertando que quando estes
ndo sédo produzidos de maneira higiénica, tornam-se fontes de contaminagéo
e/ou intoxicagéo.

Importante mencionar que, ao término do processamento, a
temperatura e o tempo de armazenamento no comércio, determinardo a
integridade do produto, pois grande parte dos postos de venda apresenta
condi¢gbes precarias de conservagédo e podem alterar a aparéncia e o prazo de
validade do produto (ROGINSK, 1988).

Vale ressaltar que os fatores inerentes ao alimento, os
chamados de parametros intrinsecos, como por exemplo, o pH e a atividade de
agua (Aa) e aqueles inerentes ao ambiente, ou seja, os parametros
extrinsecos, como a temperatura, a umidade relativa (UR) e a presenga de
gases, interferem diretamente no desenvolvimento da microbiota natural ou
contaminante do produto em questdo (HOFFMANN, 2001).

A microbiota de alimentos pouco acidos (pH > 4,5) é
extremamente variada, havendo condi¢gdes para o desenvolvimento da maioria
das bactérias, inclusive as patogénicas, bolores e leveduras. Nos alimentos
acidos (pH 4,0 a 4,5), como é o caso da maioria das bebidas lacteas
fermentadas analisadas, a microbiota € mais restrita, representada por
bactérias lacticas e algumas esporuladas dos géneros Bacillus e Clostridium.
Os patogenos se desenvolvem com certa dificuldade, a ndo ser que a biota
contaminante seja elevada. Nesta faixa de pH, os bolores e as leveduras
encontram condi¢cbes 6timas de desenvolvimento. Em alimentos considerados

muito acidos (pH < 4,0), os microrganismos capazes de se desenvolver
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restringem-se apenas aos bolores e leveduras e, por vezes, bactérias lacticas e
acéticas (HOFFMANN, 2001).

O controle da qualidade de alimentos vem sendo objeto de
uma constante evolucao, visando produzir e oferecer ao consumidor produtos
de origem animal absolutamente de acordo com as normas especificas de
seguranga sanitaria (FREO; REOLON, 2006).

Para se manter um produto alimenticio com boa qualidade &
necessario um maior rigor que vai desde a selegdo das matérias-primas até o
cumprimento das medidas higiénico-sanitarias, bem como na estocagem; desta
forma, oferecer ao consumidor um produto idéneo, quer no ambito industrial
quer a nivel comercial varejista (HOFFMANN; PENNA; VINTURIM, 1998).

A qualidade das matérias-primas e a higiene (de ambientes,
manipuladores e superficies) representam a contaminagéo inicial. O tipo de
alimento e as condi¢des ambientais regulam a multiplicagdo (HOFFMANN,
2001). A exemplo disso, casos onde foram encontradas elevadas contagens de
Escherichia coli no leite (matéria-prima do produto em questado), pasteurizado
inadequadamente, evidenciando, portanto a necessidade de melhorias na
higiene nas industrias leiterias (GRAN et al., 2002).

Os coliformes sdo normalmente microrganismos utilizados
como indicadores das condigdes higiénico-sanitarias em produtos lacteos. A
presenca desses microrganismos € sugestiva de condi¢cdes ou praticas
higiénicas insatisfatérias durante as etapas de producdo (MENEZES et al.,
2003). Sua investigagdo pode ser realizada por meio de avaliagdes
microbioldgicas desde o processamento até a disponibilidade do produto para o

consumidor (BIROLLO; REINHEIMER; VINDEROLA, 2001).
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Fleet (1990) esclareceu que a contaminagéo por leveduras
esta diretamente relacionada a adigcdo de frutas, assim como praticas
inadequadas de higiene durante o envase do produto. O autor relatou também
que os produtos lacteos, de maneira geral, oferecem condigbes adequadas
para o desenvolvimento e predominancia de leveduras. Tal ocorrido justifica-se,
devido as caracteristicas intrinsecas dessa microbiota, sendo elas:
fermentacdo ou assimilagédo de lactose, produgcéo de enzimas proteoliticas e
lipoliticas, assimilagéo de acido lactico e acido acético, desenvolvimento sob
baixas temperaturas e elevada concentragéo de sal.

Para Walstra et al. (1999) o desenvolvimento de bolores e
leveduras é favorecido, nestes produtos, simplesmente devido ao baixo pH e a
elevada concentracdo de acido lactico, portanto, meios propicios para o
desenvolvimento desses microrganismos. Sua presenca promove fermentacao
com formacao de gas, resultando em sabores estranhos, deteriorando o
produto, e consequientemente comprometendo a sua vida de prateleira. Tais
microrganismos podem causar toxinfecgdes alimentares, evidenciando a
necessidade de maior aperfeicoamento dos cuidados na fabricagdo da matéria-
prima e da engenharia de processo dos alimentos, tdo como a inspegcdo mais
eficaz destes produtos (ARAUJO et al., 2001).

Portanto, a presenca de bolores e leveduras ndo é desejada
nas bebidas lacteas fermentadas, pois sua deterioracéo pode ser decorrente da
acao desses microrganismos (SURIYARACHCHI; FLEET, 1981). Em virtude de
sua contaminagao, o produto caracteriza-se por um aroma de acido acético

associado ao gosto de acido (GUEDES NETO et al., 2003).
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4.4. Conservantes alimenticios

A conservagdo de alimentos tem como obijetivo, oferecer
produtos ndo s6 dotados de qualidades nutritivas, como também sensoriais e
de palatabilidade normal e, principalmente, isentos de microrganismos nocivos
e suas toxinas (EVANGELISTA, 2001). O método de conservagdo mais
utilizado é o emprego de substancias quimicas, as quais atuam como
antimicrobianas, isto é, impedem o desenvolvimento de bactérias, leveduras e
bolores (LUCK, 1977).

Neste contexto, Evangelista (2001) definiu tais substancias
quimicas como aditivos conservadores e preservadores que retardam os
processos de deterioragdo de produtos alimenticios, protegendo-os contra a
agao de microrganismos ou de enzimas, proporcionando um aumento na vida
util do produto.

Conforme elucidado por Sofos (1995), a escolha do
conservante para a aplicacdo especifica €& alicercada nos seguintes
parametros: propriedades fisicas e quimicas como solubilidade, pKa,
reatividade e toxicidade, tipos microbianos de interesse e as propriedades do
produto a ser conservado.

Dentre as inumeras propriedades do produto alvo de
conservagdo, o pH é, sem duvida, a que mais influencia na atividade
antimicrobiana da substadncia conservante empregada. Baixos pH
potencializam a atividade de acidos minerais fracos como, nitritos e sulfitos e

de acidos lipofilicos fracos, soérbico, benzdico e propidnico (SOFOS, 1995).
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Com o inicio da industrializagdo, a conservagédo tornou-se
cada vez mais importante, e, 0 homem passou a questionar a qualidade das
substancias empregadas como conservantes, uma vez que muitas delas
alteravam significativamente as propriedades e estruturas dos alimentos.
Sendo assim, aumentaram-se os esforgos para que tais substancias, além de
conservar os alimentos, mantivessem as propriedades nutritivas e sensoriais

(LUCK, 1977).

4.4.1. Acido benzodico e seus sais

O 4acido benzdico € uma das mais antigas substancias
conservadoras utilizadas pelas industrias farmacéuticas e de alimentos (JAY,
1996), e, até nos dias de hoje, a mais utilizada devido ao seu baixo custo, a
facilidade de incorporagéo aos produtos, a auséncia de cor e a baixa toxicidade
(CHIPLEY, 1993).

O acido benzbico foi descrito pela primeira vez por Fleck em
1875, quando se empenhava em encontrar um sucessor do conhecido acido
salicilico. Todavia, como na época havia dificuldade para sintetiza-lo em
grandes quantidades, sua utilizacdo na conservacdo de alimentos foi
introduzida no fim do século XIX (LUCK, 1977).

O benzoato de sédio apresenta atividade contra todos os
microrganismos, sendo mais efetivo contra bactérias e leveduras (KIMBLE,
1977; SOFQOS, 1995). A concentracao minima de acido benzoéico necessaria
para a inibicdo de microrganismos depende de fatores, como: tipo de substrato,

pH do meio e microrganismo de interesse. As faixas de concentracdo minima
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para inibicdo variam de 50 a 1800 ppm para bactérias, 20 a 700 ppm para

leveduras e para fungos de 20 a 500 ppm (LUCK, 1977).

4.4.2. Acido sorbico e seus sais

Composto naturalmente presente na natureza, o acido so6rbico
foi isolado pela primeira vez em 1859, pelo quimico alemdo Von Hofmann.
Entretanto foi apenas em 1939 que sua agé&o antimicrobiana foi descoberta
simultaneamente por Muller, na Alemanha e por Gooding, nos Estados Unidos
(TFOUNI, TOLEDO, 2001).

Os sorbatos sdo mais eficientes principalmente contra fungos
e leveduras, embora atuem também contra uma ampla variedade de bactérias
(JAY, 1996). A concentragdo minima de acido sérbico necessaria para a
inibicdo de microrganismos varia dependendo de fatores como o tipo de
substrato, pH do meio e microrganismo de interesse. As faixas de minima
concentragédo para inibicdo variam de 10 a 10000 ppm (bactérias), 25 a 400
ppm (leveduras) e para fungos de 10 a 1000 ppm. Quando comparado ao acido
benzéico, o acido soérbico apresenta maior eficiéncia em pH acima de 4,5
(LUCK, 1977).

A principal desvantagem dos sorbatos é o seu custo
relativamente maior do que o dos benzoatos e propionatos. Todavia, em
produtos de maior pH eles sdo geralmente utilizados em quantidades menores
do que os benzoatos e propionatos de modo a obter o efeito desejado

(ROBACH, 1980).
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Obtencao das amostras

Foram analisadas 31 amostras de bebidas lacteas
fermentadas com adigdo de polpas de frutas, em embalagens de 1000,0 mL,
dentro do prazo de validade, sendo 7 da marca A, referentes aos sabores:
ameixa preta, coco, frutas vermelhas, maméao com laranja, morango, péssego e
salada de frutas; 4 da B, sabores: coco, morango, péssego e vitamina: mamao,
maca e mamao, e da C, coco, morango, péssego e salada de frutas; 3 da D, E,
sabores: coco, morango e péssego e da F, coco, morango e salada de frutas; 2
da G, mamao, banana e maga e morango; 1 da H, |, J, K e L, exclusivamente
representadas pelo sabor morango. Importante mencionar que todos os
sabores das repectivas marcas avaliadas foram adquiridos e analisados. As
mesmas foram acondicionadas em caixas de material isotérmico (isopor)
contendo cubos de gelo e transportadas de imediato ao Laboratério de
Microbiologia de Alimentos - UNESP - Campus de Sao José do Rio Preto, SP
(HARRIGAN; MC CANCE, 1976; INTERNATIONAL COMMISSION ON

MICROBIOLOGICAL SPECIFICATIONS FOR FOODS - ICMSF, 1978).

5.2. Preparo das amostras

No Laboratério cada amostra recebeu um codigo de

identificacéo, ou seja, BL, onde BL = bebida lactea fermentada com adicéo de

polpas de frutas e , = nUmero da amostra. A seguir, assepticamente 10,0 mL
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da mesma foram colocados em um frasco de Erlenmeyer contendo 90,0 mL de
agua destilada estéril, sendo homogeneizados posteriormente (diluicao 107). A
partir desta foram realizadas as demais diluicdes decimais seriadas até 10
utilizando-se o mesmo diluente. As seis diluigdes obtidas, assim como a 100,
foram usadas, conforme necessarias, nas analises subseqientes (ICMSF,

1980).

5.3. Contagem de bactérias aerobias mesofilas

Foi pipetado assepticamente 1,0 mL das diluigbes
previamente preparadas e colocado em placas de Petri devidamente
identificadas. Adicionaram-se a seguir 15,0 mL de agar padrao para contagem.
Depois da homogeneizacéo, as placas foram incubadas a 35°C por 48 horas e
calculou-se as unidades formadoras de colbnias - UFC (AMERICAN PUBLIC

HEALTH ASSOCIATION - APHA, 1992).

5.4. Enumeracgao de bolores e leveduras

Foi pipetado assepticamente 1,0 mL de cada diluicdo e
distribuido em placas de Petri esterilizadas e identificadas. Foram adicionados
a cada placa 15,0 mL de agar batata dextrose acidificado com acido tartarico a
10,0% (pH = 4,0), ambos esterilizados. Apds solidificacédo as placas foram
incubadas em estufa a 25 C por 5 dias. As UFC foram calculadas de acordo

com as diluicées (ICMSF, 1978).
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5.5. Determinagao do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes

(coliformes totais ou a 35°C)

Foi utilizada a técnica dos tubos multiplos, empregando-se o
caldo lauril sulfato triptose com incubacdo a 35C durante 48 horas

(THATCHER; CLARK, 1973).

5.6. Determinagcao do NMP de coliformes termotolerantes (fecais ou

a 45°C)

Foi também usada a técnica dos tubos multiplos, utilizando-se
o caldo EC com incubacao a 44,5 C durante 24 horas (BRASIL, 1981; 2003). A
determinacdo do NMP de coliformes termotolerantes, assim como a de

coliformes, foi realizada empregando-se a tabela de Hoskins (ICMSF, 1978).

5.7. Pesquisa de Escherichia coli

A partir dos tubos de ensaio contendo caldo EC, usados na
quantificacdo de coliformes termotolerantes que apresentaram turvagdo com
gas no interior do tubo de Durham, foram semeados por esgotamento em
placas de Petri contendo agar eosina azul de metileno e incubadas a 35°C
durante 48 horas. As UFC suspeitas, que possuiam 2 a 3 mm de diametro e se
apresentaram azuis com centro negro e bordas claras a luz transmitida, e brilho

metalico-esverdeado a luz refletida, foram identificadas utilizando-se os testes
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bioquimicos (IMVIC), isto é, de indol/lvermelho de metila/Voges-

Proskauer/citrato (MARTH, 1978).

5.8. Pesquisa de Salmonella spp.

Em 225,0 mL de caldo lactosado foram homogeneizados
respectivamente, 25,0 mL de cada amostra. Depois da incubagédo a 35C por
24 horas, 1,0 mL de cada cultivo foi transferido para tubos de ensaio contendo
10,0 mL de caldo selenito cistina, posteriormente incubados a 35C. Apos 24,
48 e 120 horas foram feitas semeaduras, em placas de Petri contendo agar
Salmonella Shigella incubadas a 35°C/48 horas (BRASIL, 1981; 2003). As UFC
suspeitas foram transferidas com auxilio de uma alga de platina para um tubo
de ensaio contendo o meio para manutencédo de culturas de bactérias, agar
padrao para contagem, e incubadas a 35C por 24 horas. Posteriormente foram
submetidas a um teste sorologico. Para isto, 2 (duas) gotas de solug¢ao salina
fisiolégica 0,85% estéril foram colocadas nas extremidades de uma lamina.
Uma algada do microrganismo suspeito foi transferida para cada extremidade e
homogeneizada com a solugéo salina, acrescentou-se 1 (uma) gota do soro
somatico polivalente anti - Salmonella sobre uma das gotas. A leitura foi
realizada apdés 2 (dois) minutos de delicados movimentos de inclinagdo e
rotacao da lamina. A auséncia de aglutinacdo das misturas classificou a reacéo

como negativa (SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 1997).
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5.9. Isolamento e manutencgao das culturas de leveduras

A partir do experimento realizado para a enumeracdo de
bolores e leveduras, foram isoladas apés cinco dias de incubacgéo a 25°C, 74
culturas de todos os tipos morfolégicos existentes, sendo que colbnias mais
numerosas no agar batata dextrose acidificado foram isoladas em maior
proporgao, visando conhecer aquelas predominantes. Em seguida, cada cultura
pura recebeu um cédigo de identificagdo, ou seja, BL,,1 onde BL = bebida
lactea fermentada com adicao de polpas de frutas, , = nUmero da amostra e 1
= numero da levedura isolada desta amostra. Foram estocadas em tubos de
ensaio de 12 x 100 mm contendo meio “Gymp” (2,0% de glicose, 0,5% de
extrato de levedura, 1,0% de extrato de malte, 0,2% de NaH.PO4 e 2,0% de
agar), para posterior identificagéo, sendo entdo cobertas com éleo mineral para

evitar ressecamento e mantidas a 8 + 2'C.

5.10. Provas taxonOmicas

Nos testes taxondmicos (morfoldgicos e fisioldgicos) foram
empregados os métodos descritos por Kreeger Van Rij (1984) e Barnett;
Payne; Yarrow (1983, 1990).

A identificacdo das culturas foi finalizada segundo chaves

descritas por Barnett; Payne; Yarrow (1990) e Kurtzman; Fell (1998).
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5.11. Provas morfologicas

Para verificagdo da produgédo de esporos foram utilizados o
meio de cultura de Gorodkowa (glicose 0,1%, peptona 1,0%, NaCl 0,5% e agar
1,8%) e o agar acetato de McClary (glicose 0,1%, KCI 0,18%, extrato de
levedura 0,25%, acetato de s6dio 0,82% e agar 1,8%). As placas de Petri foram
mantidas a temperatura ambiente e as observagdes feitas periodicamente entre

7, 14 e 21 dias (KURTZMAN; FELL,1998).

5.12. Provas fisioldgicas

5.12.1. Capacidade fermentativa

Para verificar a capacidade fermentativa das culturas foi
utilizado o meio basico para fermentacao (peptona 0,75% e extrato de levedura
0,5%). O mesmo foi colocado em tubos de ensaio de 12 x 100 mm contendo
tubo de Durham invertido. Os acucares, glicose 1,0%, sacarose 2,0%, maltose
1,0% e lactose 1,0% foram esterilizados separadamente do meio de cultura e,
posteriormente adicionados.

Os tubos de ensaio foram mantidos a temperatura ambiente,
sendo as leituras realizadas entre 24 horas, 7, 14 e 21 dias. Considerando-se
resultado positivo quando 1/3 a 3/3 do tubo de Durham estivesse preenchido
com gas e negativo quando nao houvesse tal produgdo (KREEGER VAN RIJ,

1984; BARNETT; PAYNE; YARROW, 1983, 1990).



36

5.12.2. Desenvolvimento em diversas temperaturas

Foi analisada a capacidade de desenvolvimento a 35, 40 e
45°C, utilizando-se o0 meio basico para fermentagéo (peptona 0,75% e extrato
de levedura 0,5%) acrescido de 2,0% de glicose. Para a temperatura de 35°C,
os tubos de ensaio foram mantidos em estufa de incubagéo e para as demais
foi utilizado o banho-maria. As leituras foram feitas por meio do Cartdo de
Whickerham (KREEGER VAN RIJ, 1984), apds 48-72 horas de incubagéo. Foi
considerado desenvolvimento positivo quando as linhas do cartdo ndo foram

visiveis e negativo quando foram visualizadas.

5.12.3. Desenvolvimento em meio de cultura contendo nitrato

Utilizou-se o Yeast Carbon Base 1,17% (YCB-Difco) contendo
0,078% de KNO3; como fonte de nitrogénio e 1,8% de agar (KREEGER VAN

RIJ, 1984; BARNETT; PAYNE; YARROW, 1983, 1990).

5.12.4. Resisténcia a pressao osmoética

Neste teste, foram utilizadas duas substancias distintas. O
meio basico para ambas foi 0 agar Sabouraud glicose. Para um dos testes, foi
acrescentado 50,0% de glicose e para o outro 10,0% de NaCl (KREEGER VAN

RIJ, 1984; BARNETT; PAYNE; YARROW, 1983, 1990).
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5.12.5. Desenvolvimento em meio de cultura contendo

cicloheximida (actidione)

Para esta prova foi empregado o Yeast Nitrogen Base 0,67%
(YNB-Difco) acrescido de 1,0% de glicose, 1,8% de agar e aliquotas de
cicloheximida que variaram de acordo com a concentragdo desejada (100 ou
1000 partes por milhdo - ppm), segundo metodologia descrita por Kreeger Van

Rij (1984).

5.12.6. Sintese de amido

Para a verificagcdo da produgdo de compostos amildides foi
utilizado o agar Sabouraud glicose (glicose 2,0%, peptona 1,0%, extrato de
levedura 0,5% e agar 1,8%). Apds o desenvolvimento das culturas, foi gotejada
sobre as mesmas uma solugéo de lugol. O aparecimento de coloracéo azul
escura indicou resultado positivo (KREEGER VAN RIJ, 1984; BARNETT;

PAYNE; YARROW, 1983, 1990).

5.12.7. Provas de assimilagdao de fontes de carbono

Foram usadas as seguintes substancias: glicose, galactose, L-
sorbose, maltose, sacarose, celobiose, trealose, lactose, melibiose, rafinose,
melezitose, inulina, amido soluvel, D-xilose, L-arabinose, D-arabinose, D-
ribose, L-ramnose, etanol, glicerol, eritritol, ribitol (adonitol), galactitol (dulcitol),

D-manitol, D-glucitol (sorbitol), salicina, citrato, m-inositol e glicosamina. Todas
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as substancias foram utilizadas na concentragéo de 0,5% exceto a rafinose que
foi a 1,0%, acrescidas ao Yeast Nitrogen Base 0,67% (YNB-Difco) mais 1,8%
de agar (KREEGER VAN RIJ, 1984; BARNETT; PAYNE; YARROW, 1983,

1990).

5.13. Ensaio de resisténcia aos principais conservantes
alimenticios contidos na legislacdo vigente para

produtos lacteos

Para este prova foi utilizado o agar Sabouraud glicose, pH =
4,0; onde foram acrescidos os conservantes alimenticios sorbato de potassio
(cédigo INS - 202) nas concentragdes de 0,015; 0,03; 0,05; 0,06; 0,10; 0,20 e
0,40% e benzoato de sédio (cédigo INS - 211) nas de 0,10; 0,20 e 0,40%. Para
verificar o desenvolvimento microbiano foi empregado como controle o mesmo
meio de cultura, porém sem a adi¢do de conservante.

Nesta avaliagdo o pH foi ajustado para 4,0; porque neste valor
se obtém uma o6tima atividade antimicrobiana dos conservantes empregados.
Foram também esterilizados separadamente por autoclavagem, o meio basico
(sem agar), o agar e os conservantes, para se evitar, em primeiro lugar, a
hidrolise do agar durante o aquecimento, com a perda do poder de gelificacéo
e ainda no que se refere aos conservantes utilizados eventuais perdas por

hidrolise ou evaporagéo.
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5.14. Técnica de Replica-plate

A técnica de Replica-plate foi usada para as provas descritas
nos itens 5.11., 5.12.3. a 5.12.7 e 5.13.

Nos testes onde foi utilizado este método, como indéculo,
culturas de 24-48 horas em meio Gymp, foram transferidas e pré-incubadas
durante 3 a 5 dias a temperatura ambiente em Yeast Nitrogen Base 0,67%
(YNB-Difco) liquido contendo 0,1% de glicose, sendo agitadas periodicamente
para o consumo do endogeno. A partir dai, cada in6culo foi transferido
assepticamente para um sistema replica-plate multitiped, que permite a
inoculacdo de vinte e cinco colbénias/placa de Petri (LEDERBERG;
LEDERBERG, 1952; SHEREE LIN; FUNG; COX, 1987).

As placas de Petri foram incubadas em estufa a 25°C com

leituras de 7, 14 e 21 dias de incubacéo.
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6.1. Analises microbiologicas
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A Tabela 4 apresenta os resultados ap6s as diferentes

analises microbiolbgicas e a verificagdo do pH eletrométrico.

Tabela 4. Apresentacéo dos resultados nas diferentes avaliagdes.

?:;?:ss 22:;%2?: Bolores e Coliformes Coliformes Escheri_chia Salmonella
fermentadas pH mesofilas leveduras termotolerantes Coli spp.-
(sabores) (UFC/mL) (UFC/mL) (NMP/mL) (NMP/mL) (confirmativo) (-/+)
Marca A
Ameixa preta 4,10 <1 0,5x10° <3 <3 - -
Coco 4,10 1,8 x 10* 2,4 x 10* <3 <3 - -
Frutas vermelhas 3,90 3,2 x 10’ 3,0x10° <3 <3 - -
Mama&o com laranja 4,00 <1 1,0 x 10° <3 <3 - -
Morango 4,10 <1 <1 <3 <3 - -
Péssego 410  3,9x10 1,8x10° <3 <3 - -
Salada de frutas 390 6,6x10° 9,7 x 10° <3 <3 - -
Marca B
Coco 4,10 1,9 x 102 1,3x 10° <3 <3 - -
Morango 3,90 <1 1,1x10° <3 <3 - -
Péssego 390 82x10° 3,0x10° <3 <3 - -
Vitamina: banana, -4 55 55x10°  27x10' <3 <3 - -
macga e mamao
Marca C
Coco 4,16 1,6 x 10° 4,7 x10 <3 <3 - -
Morango 418  6,4x10° 5,6 x 10 43 15 + -
Péssego 415  21x10° 1,2 x 10° <3 <3 - -
Salada de frutas 4,08  2,4x10* 4,3x10° 23 23 + -
Marca D
Coco 430 3,7x10° 1,5 x 10* <3 <3 - -
Morango 400 1,3x10' 2,5x10° <3 <3 - -
Péssego 4,10 1,2 x 10° 5,0 x 10° <3 <3 - -
Marca E
Coco 428  36x10° 6,4 x 10* 1100 15 + -
Morango 4,76 1,3x10° 3,2x10° > 1100 >1100 + -
Péssego 4,41 8,3 x 10 7,5x10° 460 15 + -
Marca F
Coco 397 87x10° 3,1x10° <3 <3 - -
Morango 4,00 <1 5,0 x 10° <3 <3 - -
Salada de frutas 400 0,5x10° 4,5x10° <3 <3 - -
Marca G
Mamso, bananae 4oy 245102  2,6x10° <3 <3 - -
maca
Morango 400  1,3x10? 7,5 x 10° <3 <3 - -
Marca H
Coco 438  52x10° 3,7x10° <3 <3 - -
Marcall
Morango 4,05 <1 2,0x10° <3 <3 - -
Marca J
Morango 3,72  38x10° 1,0 x 10" <3 <3 - -
Marca K
Morango 401  4,2x10° 5,0 x 10 <3 <3 - -
Marca L
Morango 400  3,9x10 2,9 x 10 <3 <3 - -
3,72 <1 <1 <3 <3
Variagao a a a a a -+ -
476  52x10° 3,7x10° > 1100 > 1100
Padrao Federal Maximo Auséncia
(BRASIL, 2001) 10/mL em 25 mL
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Apdbs a obtengao dos resultados, pode-se concluir que, das 31
amostras (100,00%) analisadas, 26 (83,87%) apresentaram-se dentro dos
padrées estabelecidos pela legislagédo em vigor, exceto 5 (16,13%) referentes a
Marca C, sabores: salada de frutas e morango, e, a E, sabores: coco, morango
e péssego. Estas apresentaram, para a pesquisa de coliformes
termotolerantes, uma variagéo de 15 a > 1100/mL do produto, uma vez que, a
legislagéo prescreve, para esses microrganismos, o limite maximo de 10/mL do
produto.

Quanto a pesquisa de Salmonella spp., exigida pelo Padréao
Federal (BRASIL, 2001), todas as amostras (100,00%) analisadas
apresentaram auséncia deste microrganismo em 25 mL, portanto, em acordo
com o estabelecido.

Na verificacdo do pH eletrométrico, as amostras apresentaram
uma variagéo de 3,72 a 4,76, valores estes considerados por muitos estudos
como nao apropriados para este tipo de produto. Segundo Brandio (1995),
valores maiores do que 4,6 favorecem a separagéo do soro porque a estrutura
do gel nao foi suficientemente formada. Por outro lado, se o valor do pH estiver
abaixo de 4,0 ha contracdo do coagulo, devido a reducédo da hidratacéo das
proteinas, que também causa desoramento, podendo comprometer as
caracteristicas sensoriais do produto, o que n&o o torna tdo atraente aos olhos
do consumidor.

Apesar da inexisténcia de um padrdo microbioldgico para a
enumeragdo de bactérias aerdbias meséfilas e de bolores e leveduras, o
estudo apresentou variagcbes de, respectivamente: <1 a 5,2 x 10°e <1a3,7x

10° UFC/mL.
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Hoffmann, Penna, Vinturim (1998) avaliaram a qualidade e
determinaram o pH de diferentes marcas comerciais de bebidas lacteas - sabor
morango. Quanto ao pH encontraram valores entre 3,76 a 3,93. Para as
analises microbioldgicas, verificaram os seguintes resultados: < 1 a 4,4 x 10™
UFC/mL para a contagem de bactérias aerébias mesofilas e < 1 a 8,6 x 107
UFC/mL para a enumeracao de bolores e leveduras. Segundo os mesmos
autores, elevadas contagens destes microrganismos podem ser um indicio de
condi¢cdes sanitarias deficientes durante o processamento ou utilizagédo de
matérias-primas excessivamente contaminadas, podendo comprometer o
periodo de validade do produto. Considerando o padrdo em vigor para
coliformes termotolerantes e Salmonella spp., (maximo de 10/mL e auséncia
em 25 mL, respectivamente), todas as amostras apresentaram-se dentro do
limite estabelecido pela legislac&o.

Brandao et al. (2006) declararam que a bebida fermentada
probiética de soro de leite que desenvolveram, se trata de um produto de boa
qualidade, ou seja, em conformidade com a legislagcdo, havendo auséncia de
microrganismos patogénicos e deteriorantes. Quanto ao pH, encontraram uma
variagao de 3,8 a 4,2.

Do total de 14 amostras de bebidas lacteas fermentadas
avaliadas por Rodrigues e Santos (2007), todas se apresentaram em acordo
com o padrao estabelecido para coliformes termotolerantes. Porém, 28,57%
das amostras estavam contaminadas por bolores e leveduras. Na
determinacao do pH, foi encontrada uma variacao de 4,0 a 4,6. Os autores

também analisaram 39 amostras de iogurtes, constatando a presenca de
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bolores e leveduras em 53,84% das amostras e a presenca de coliformes
termotolerantes em 5,13%.

Hoffmann et al. (1997) avaliaram, sob o aspecto higiénico-
sanitario, diferentes tipos de iogurte. Ndo foi constatada a presenga de
coliformes totais, fecais (Escherichia coli) e Salmonella spp. Para a contagem
de bactérias aerdbias mesofilas e de bolores e leveduras, encontraram uma
variacdo, respectivamente, de < 1 a 4,0 x 10" UFC/mL e < 1 a 2,4 x 10°
UFC/mL. Os autores alegam que, apesar de o produto ndo possuir um padrao
para as analises descritas acima, essas foram realizadas para se ter uma
nocgédo da quantidade dos microrganismos presentes e da qualidade higiénico-
sanitaria do produto.

Queiroz et al. (2002) elaboraram um iogurte de leite de bufala
e, testaram a sua qualidade microbioldgica, por meio das analises: coliformes
totais e termotolerantes (fecais), Salmonella, bolores e leveduras. Nao foi
constatada a presenca de coliformes e de Salmonella nas amostras analisadas,
0 que demonstra, segundo os autores, condicbes adequadas para o
desenvolvimento do produto. Quanto aos bolores e leveduras, observou-se sua
presenca em algumas das amostras, porém em valores muito baixos, na ordem
de 10 UFC de levedura/g e < 1 UFC de bolores/g. A pequena ocorréncia destes
microrganismos deve-se principalmente a presenca de frutas e adicdo de
acucar ao derivado.

Longo et al. (2006) realizaram a determinacdo do pH
eletrométrico em amostras de iogurtes naturais que situou-se na faixa de 4,06 a

4,27, diferentemente daquela observada neste estudo.



44

Lacerda et al. (2001) avaliaram amostras de duas diferentes
marcas de iogurtes naturais. A primeira apresentou variagdo do pH de 4,4 a 4,5
diferentemente da segunda, 3,9 a 4,3. Quanto a pesquisa de bactérias do
grupo coliforme, todas as analises apresentaram resultados inferiores a 3 (< 3),
portanto, consideradas de acordo com os parametros estabelecidos pela
legislacao.

Em um estudo realizado por Silva e Rodrigues (2006) foi
relatada a auséncia de coliformes totais e de termotolerantes (fecais) em
iogurtes aromatizados, considerados, portanto, produtos que atenderam aos
padrbes legais para o consumo. Na determinacdo do pH eletrométrico
observaram uma variagdo de 3,87 a 4,17 nas amostras analisadas.

Rocha et al. (2005) avaliaram a qualidade microbiolégica de
sobremesas lacteas, sabores: goiaba, mangaba e umbu, e constataram
auséncia de coliformes totais e termotolerantes (fecais), podendo ser
consideradas seguras para 0 consumo, sob o ponto de vista microbioldgico.

Com o objetivo de avaliar a incidéncia de bolores e leveduras,
Malagoli, Menezes, Pires (2003) realizaram um estudo no periodo de 2000 a
2002, onde avaliaram 45 amostras de iogurtes, sabores coco € morango. A
prevaléncia de amostras, com contagens elevadas, para os anos de 2000,
2001 e 2002 foram respectivamente de 81%, 75% e 70%. Os autores alegaram
que elevadas contagens de bolores e leveduras acarretam prejuizos para os
laticinios, pela diminuicdo da vida de prateleira do produto, em funcédo de sua
deterioragao.

Queiroz et al. (2003) analisaram 36 amostras de 3 diferentes

marcas comerciais de iogurtes com polpa de morango de 2 partidas distintas
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de cada marca, o resultado para a enumeracgéo de coliformes totais foi NMP <
0,3/g, indicando que os produtos estavam dentro dos padrbes estabelecidos
pela legislacdo vigente, portanto aptos para o consumo. Na pesquisa de
Salmonella spp. foi constatada auséncia em todas as amostras analisadas,
indicando praticas higiénicas adequadas na elaborag&o dos produtos.

Menezes et al. (2003) analisaram 346 diferentes amostras de
iogurtes, entre janeiro de 1999 e dezembro de 2002. No ano de 1999, de 74
amostras analisadas, 13,51% estavam acima dos padrées legais para
coliformes a 45°C. Em 2000, de 178 amostras, 17,98% apresentaram-se fora
da legislacdo. No ano de 2001, de 74 amostras, 9,46% estavam fora do
padrdo. Em 2002, ndo foi detectada a presenga de termotolerantes nas
amostras analisadas. Os dados encontrados pelos autores indicam a
necessidade de maiores esforgcos para a melhoria da qualidade do produto
final, por meio de um rigoroso trabalho de inspegédo e da conscientizagdo dos
produtores sobre os beneficios da adogéo das Boas Praticas de Fabricagcéo
(BPF) para a garantia da seguranga dos produtos ao consumidor.

Portanto, é relevante mencionar que a falta de cuidados
durante o processamento e/ou ainda do armazenamento, acarreta uma série
de inconvenientes; resultado observado em produtos que pecam pela
aparéncia, valor nutritivo e qualidade microbiolégica (FREO; REOLON, 2006).

Segundo Macédo et al. (2000) a temperatura de distribuicao e
de estocagem é um dos fatores mais importantes na manutencdo e
conservagao de derivados lacteos, por controlar ou inibir o metabolismo de
muitos microrganismos, dentre eles os patogénicos, com isso aumentar a vida

de prateleira do produto. O Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de
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Bebida Lactea (BRASIL, 2005), define que a bebida lactea deve ser envasada
em materiais adequados para as condigdes de armazenamento e que confiram
uma protecdo apropriada contra a contaminag¢do. Quanto as condicdes de
conservagao e comercializagdo, deverdo ser conservadas e comercializadas

em temperatura nao superior a 10°C.

6.2. Isolamento das culturas de leveduras

Das 31 amostras de bebidas lacteas fermentadas, com adi¢ao
de polpas de frutas analisadas, foram isoladas 74 leveduras, sendo 11 da
Marca “A”, 15 da “B”, 31 da “C”, 9 da “E” e 8 da “F”, como ilustra a Tabela 5.

Com relagao as leveduras isoladas, a espécie Debaryomyces
hansenii var. fabryii foi a mais numerosa, compreendendo 71 -culturas
(95,95%), seguida por Candida edax, Cryptococcus albidus e Cryptococcus
laurentii, compreendendo apenas uma cultura isolada de cada espécie (1,35%
cada). As espécies e origens das leveduras estdo apresentadas na Tabela 6.

Do total de leveduras isoladas verificou-se que 71 (95,95%),
representadas por Debaryomyces hansenii var. fabryii, foram designadas para
os grupos | e Il, como evidencia a Tabela 7. Tal ocorrido se fez necessario,
devido a discordancias de alguns resultados quando relacionados a descrigao
padrdo, resultados estes apresentados na Tabela 8. As leveduras do grupo |
diferiram da descrigcdo padrao por assimilarem M-inositol e nitrato (BL 1,2; BL
1,7, BL1,9; BL 1,12; BL 2,2; BL 2,3; BL 2,4; BL 2,7; BL 10,1; BL 10,6; BL 10,8;
BL 10,10; BL 10,11; BL 10,12; BL 10,13; BL 20,7; BL 21,5; BL 21,6; BL 21,10;

BL 21,11; BL 21,12; BL 22,8; BL 23,8; BL 29,8). O grupo Il diferiu por assimilar
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M-inositol e nitrato, e se desenvolver a 40°C (BL 1,3; BL 1,4; BL 1,6; BL 1,8; BL
2,8; BL 2,9; BL 3,1; BL 5,1; BL 5,2; BL 5,3; BL 5,4; BL 5,5; BL 5,7; BL 6,2; BL
10,7; BL 11,1; BL 11,2; BL 20,1; BL 20,4; BL 20,5; BL 20,6; BL 20,8; BL 20,10;
BL 20,11; BL 20,13; BL 20,14; BL 20,15; BL 20,17; BL 21,1; BL 21,2; BL 21,3;
BL 21,4; BL 22,1; BL 22,2; BL 22,3; BL 22,4; BL 22,5; BL 22,6; BL 22,7; BL
29,4; BL 29,5; BL 29,6; BL 29,7; BL 29,11; BL 30,1; BL 30,3; BL 30,10).

A espécie Debaryomyces hansenii var. fabryii € normalmente
encontrada em alimentos acidos entre eles queijos e molhos (KURTZMAN;
FELL, 1998). Segundo Barnett; Payne; Yarrow (2000), esta espécie também
pode ser encontrada em carnes, vinhos, cervejas, frutas, solo e agua do mar.
Tem capacidade de oxidar o acido acético alterando o sabor do alimento
(KURTZMAN; FELL, 1998), por este motivo € considerada uma levedura
potencialmente deteriorante.

Na literatura ha inumeros registros correlacionando a
ocorréncia da espécie Debaryomyces hansenii em derivados lacteos. Conforme
suscitado por Wyder (2001), Debaryomyces hansenii € uma das leveduras
mais prevalentes em lacteos. Cosentino et al. (2001) elucidaram propriedades
bioquimicas caracteristicas das Debaryomyces hansenii, dentre elas, boa
tolerancia ao NaCl, habilidade para se desenvolverem em baixas temperaturas
e assimilacao de lactose, lactato e citrato.

Embora a presenca de Debaryomyces hansenii esteja
diretamente relacionada a assimilagdo de lactose, Moreira et al. (2001)
relataram que ha possibilidade de nao fermentarem a lactose; tal ocorrido &

esclarecido devido a elevadas concentragcdes de sacarose no produto.
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No grupo lll esta contida a Candida edax, (BL 20,16), que
diferiu da descricdo padrdo por assimilar inulina, desenvolver-se em meio
contendo 50% de glicose e a temperatura de 40°C.

A Candida edax é uma levedura geralmente isolada de solos,
no Brasil o isotipo Stephanoascus smithiae € comumente encontrado. Trata-se
de um microrganismo nao fermentativo e ndo patogénico (KURTZMAN; FELL,
1998). Por se tratar de um microrganismo caracteristico de solos, cogita-se a
possibilidade de sua transferéncia para plantas e delas para os frutos. Uma vez
as bebidas lacteas fermentadas sendo acrescidas de polpas de frutas,
subentende-se a presenca da Candida edax por meio de frutos contaminados.

O grupo 1V, representado por Cryptococcus albidus (BL 6,1),
diferiu da descricao padrao por assimilar nitrato, desenvolver-se em meio
contendo cicloheximida 100 ppm e ser ascosporogeno.

O Cryptococcus laurentii, BL 12,2, contido no grupo V, diferiu
da descrigdo padrdo por assimilar nitrato, n&o sintetizar amido e ser
ascosporogeno.

Estudos relatam o isolamento de Cryptococcus laurentii em
plantas tropicais, vinhos, 4gua marinha, milho, camardo, solo e ar. E uma
espécie nado fermentativa, que possui capacidade de desenvolvimento em
elevadas concentracdes de acido e sal (KURTZMAN; FELL, 1998).

Como mencionado, existem relatos sobre o isolamento de
Cryptococcus laurentii em plantas tropicais, portanto ha possibilidade de
contaminagao nas bebidas lacteas fermentadas por meio da adicdo de polpas

de frutas, cujos frutos foram contaminados.
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Os dados obtidos neste estudo permitem inferir que, a espécie
encontrada em maior frequéncia foi Debaryomyces hansenii var. fabryii.
Moreira et al. (2001) identificaram um total de 577 leveduras, isoladas de 72
amostras de iogurtes. A espécie mais numerosa foi Debaryomyces hansenii
com 191 (33,10%) das linhagens isoladas.

InUmeros trabalhos relatam tal espécie como a mais
freqiientemente encontrada em produtos lacteos. Gusmao (2005), igualmente
comprovou a prevaléncia deste microrganismo, representada por 96,77%, em
amostras de leite pasteurizado tipos A, B e C. Carnicel (2004) relatou a
predominancia de Debaryomyces hansenii var. fabryii, com 97,56%, isoladas
de amostras de ricota. Silva (2003) evidenciou 0 mesmo microrganismo como o
mais numeroso, com 54,84% das linhagens isoladas de amostras de queijo tipo
“Minas frescal”.

Vijoen et al. (2003) mencionaram as espécies Debaryomyces
hansenii, Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora delbrueckii, Trichosporon
beigelii, Candida versatilis, Cryptococcus albidus, Candida zeylanoides e
Dekkera anomala como as mais freqientemente isoladas de produtos lacteos.

Assim como este, alguns estudos se utilizaram da taxonomia
de leveduras como importante instrumento de identificacdo da microbiota em

questao, além de possibilitar provaveis diagnésticos de contaminagao.
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Tabela 8. Resultados dos testes morfologicos, fisioldégicos e de assimilagéao

apresentados pelas leveduras.

Prova / cultura BL BL BL BL BL BL BL BL BL BL BL BL
1,2 13 14 16 1,7 1,8 19 112 22 23 24 27

Colbnias pink - - - - - - - - - - - -
Esporos + + + + + + + + + + + +

Fermentac&o da glicose
Fermentagédo da maltose
Fermentacéo da sacarose
Fermentacéo da lactose
Glicose
Galactose
L-sorbose
Glicosamina
D-ribose
D-xilose
L-arabinose
D-arabinose
L-ramnose
Sacarose
Maltose
Trealose
Celobiose
Salicina
Melibiose
Lactose
Rafinose
Melezitose
Inulina
Amido soluvel
Glicerol
Eritritol
Ribitol
D-glucitol
D-manitol
Galactitol
M-inositol
Citrato
Etanol
Nitrato
35°C
40°C
42°C
Cicloheximida 100 ppm
Cicloheximida 1000 ppm
Glicose 50%
NaCl 10%
Sintese de amido
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Legenda: BL, 1 onde: BL = Bebida lactea fermentada com adigéo de polpas de frutas;
n = Numero da amostra; n1 = Numero da levedura isolada.

(continua)



Tabela 8. Resultados dos testes morfoldgicos, fisioldgicos e de assimilagéo

apresentados pelas leveduras (continuagéo).

Prova / cultura BL BL BL BL BL BL BL BL BL BL BL BL BL
28 29 31 51 52 53 54 55 57 6,1 62 101 10,6
Colbnias pink - - - - - - - - - - - - -
Esporos + + + + + + + + + + + + +

Fermentac&o da glicose
Fermentac&do da maltose
Fermentagcéo da sacarose
Fermentacéo da lactose
Glicose
Galactose
L-sorbose
Glicosamina
D-ribose
D-xilose
L-arabinose
D-arabinose
L-ramnose
Sacarose
Maltose
Trealose
Celobiose
Salicina
Melibiose
Lactose
Rafinose
Melezitose
Inulina
Amido soluvel
Glicerol
Eritritol
Ribitol
D-glucitol
D-manitol
Galactitol
M-inositol
Citrato
Etanol
Nitrato
35°C
40°C
42°C
Cicloheximida 100 ppm
Cicloheximida 1000 ppm
Glicose 50%
NaCl 10%
Sintese de amido
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Legenda: BL, 1 onde: BL = Bebida lactea fermentada com adigéo de polpas de frutas;
n = Numero da amostra; n1 = Numero da levedura isolada.

(continua)



Tabela 8. Resultados dos testes morfoldgicos, fisiologicos e de assimilagéo
apresentados pelas leveduras (continuagéo).
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Prova / cultura BL BL BL BL BL BL BL BL BL
10,7 10,8 10,10 10,11 10,12 10,13 111 112 12,2
Colbnias pink - - - - - - - R +
Esporos + + + + + + + + +

Fermentac&o da glicose
Fermentagédo da maltose
Fermentacéo da sacarose
Fermentacéo da lactose

Glicose
Galactose
L-sorbose

Glicosamina
D-ribose
D-xilose
L-arabinose
D-arabinose
L-ramnose
Sacarose
Maltose
Trealose
Celobiose

Salicina
Melibiose

Lactose

Rafinose
Melezitose
Inulina
Amido soluvel
Glicerol
Eritritol
Ribitol
D-glucitol
D-manitol
Galactitol
M-inositol
Citrato
Etanol
Nitrato
35°C
40°C
42°C

Cicloheximida 100 ppm

Cicloheximida 1000 ppm
Glicose 50%
NaCl 10%
Sintese de amido
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Legenda: BL, 1 onde: BL = Bebida lactea fermentada com adigéo de polpas de frutas;
n = Numero da amostra; n1 = Numero da levedura isolada.

(continua)
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Tabela 8. Resultados dos testes morfoldgicos, fisioldgicos e de assimilagéo

apresentados pelas leveduras (continuagéo).

Prova / cultura BL BL BL BL BL BL BL BL BL BL
20,1 204 20,5 20,6 20,7 20,8 20,10 20,11 20,13 20,14

Colbnias pink - - - - - - - - - -

Esporos + + + + + + + + + +

Fermentacéo da glicose
Fermentagédo da maltose
Fermentacéo da sacarose
Fermentacéo da lactose
Glicose
Galactose
L-sorbose
Glicosamina
D-ribose
D-xilose
L-arabinose
D-arabinose
L-ramnose
Sacarose
Maltose
Trealose
Celobiose
Salicina
Melibiose
Lactose
Rafinose
Melezitose
Inulina
Amido soluvel
Glicerol
Eritritol
Ribitol
D-glucitol
D-manitol
Galactitol
M-inositol
Citrato
Etanol
Nitrato
35°C
40°C
42°C
Cicloheximida 100 ppm
Cicloheximida 1000 ppm
Glicose 50%
NaCl 10%
Sintese de amido
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Legenda: BL, 1 onde: BL = Bebida lactea fermentada com adigéo de polpas de frutas;

n = Numero da amostra; n1 = Nimero da levedura isolada.

(continua)
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Tabela 8. Resultados dos testes morfologicos, fisioloégicos e de assimilagéo
apresentados pelas leveduras (continuagéo).

BL BL BL BL BL BL BL BL BL BL

Prova/cultura 5545 20,16 20,17 211 21,2 213 214 215 21,6 21,10

Colbnias pink - - - - - - - - - -
Esporos + + + + + + + + + +
Fermentacgéo da glicose - - - - - - - - - -
Fermentagédo da maltose - - - - - - - - - -
Fermentacéo da sacarose - - - - - - - - - -
Fermentacéo da lactose

Glicose + + + + + + + + + +
Galactose + + + + + + + + + +
L-sorbose + + + + + + + + + +

Glicosamina + + + + + + + + + +
D-ribose + + + + + + + + + +
D-xilose + + + + + + + + + +

L-arabinose + + + + + + + + + +

D-arabinose + + + + + + + + + +

L-ramnose + + + + + + + + + +
Sacarose + + + + + + + + + +

Maltose + + + + + + + + + +
Trealose + + + + + + + + + +
Celobiose + + + + + + + + + +

Salicina + + + + + + + + + +
Melibiose + + + + + + + + + +

Lactose + + + + + + + + + +
Rafinose + + + + + + + + + +
Melezitose + + + + + + + + + +

Inulina + + + + + + + + + +

Amido soluvel + + + + + + + + + +

Glicerol + + + + + + + + + +

Eritritol + + + + + + + + + +

Ribitol + + + + + + + + + +
D-glucitol + + + + + + + + + +
D-manitol + + + + + + + + + +
Galactitol + + + + + + + + + +
M-inositol + + + + + + + + + +

Citrato + - + + + + + + + +

Etanol + + + + + + + + + +

Nitrato + + + + + + + + + +

35°C + + + + + + + + + +

40°C + + + + + + + - - -

42°C + - - - - - - - B }
Cicloheximida 100 ppm + + + + + + + + + +
Cicloheximida 1000 ppm + + - + + + + + + +
Glicose 50% + + + + + + + + + +

NaCl 10% + + + + + + + + + +

Sintese de amido

Legenda: BL,,, onde: BL = Bebida lactea fermentada com adigéo de polpas de frutas;
n = Numero da amostra; n1 = Numero da levedura isolada.

(continua)
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Tabela 8. Resultados dos testes morfologicos, fisioloégicos e de assimilagéo
apresentados pelas leveduras (continuagéo).

Prova / cultura BL BL BL BL BL BL BL BL BL BL
21,11 2112 221 222 223 224 225 226 227 228
Colbnias pink - - - - - - - - - -
Esporos + + + + + + + + + +
Fermentagdo da glicose + - - - - - - - - -

Fermentac&do da maltose
Fermentacéo da sacarose
Fermentacéo da lactose
Glicose
Galactose
L-sorbose
Glicosamina
D-ribose
D-xilose
L-arabinose
D-arabinose
L-ramnose
Sacarose
Maltose
Trealose
Celobiose
Salicina
Melibiose
Lactose
Rafinose
Melezitose
Inulina
Amido soluvel
Glicerol
Eritritol
Ribitol
D-glucitol
D-manitol
Galactitol
M-inositol
Citrato
Etanol
Nitrato
35°C
40°C
42°C
Cicloheximida 100 ppm
Cicloheximida 1000 ppm
Glicose 50%
NaCl 10%
Sintese de amido
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Legenda: BL, 1 onde: BL = Bebida lactea fermentada com adigéo de polpas de frutas;

n = Numero da amostra; n1 = Nimero da levedura isolada.

(continua)



Tabela 8. Resultados dos testes morfologicos, fisioldégicos e de assimilagéao

apresentados pelas leveduras (continuagéo).
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Prova / cultura BL BL BL BL BL BL BL BL BL BL
238 294 295 296 29,7 298 2911 30,1 30,3 30,10
Colbnias pink - - - - - - - _ - N
Esporos + + + + + + + + + +
Fermentacgéo da glicose - - - - - - - - - -
Fermentac&do da maltose - - - - - - - - - -
Fermentag&o da sacarose - - - - - - - - - -
Fermentacéo da lactose - - - - - - - - - -
Glicose + + + + + + + + + +
Galactose + + + + + + + + + +
L-sorbose + + + + + + + + + +
Glicosamina + + + + + + + + + +
D-ribose + + + + + + + + + +
D-xilose + + + + + + + + + +
L-arabinose + + + + + + + + + +
D-arabinose + + + + + + + + + +
L-ramnose + + + + + + + + + +
Sacarose + + + + + + + + + +
Maltose + + + + + + + + + +
Trealose + + + + + + + + + +
Celobiose + + + + + + + + + +
Salicina + + + + + + + + + +
Melibiose + + + + + + + + + +
Lactose + + + + + + + + + +
Rafinose + + + + + + + + + +
Melezitose + + + + + + + + + +
Inulina + + + + + + + + + +
Amido solavel + + + + + + + + + +
Glicerol + + + + + + + + + +
Eritritol + + + + + + + + + +
Ribitol + + + + + + + + + +
D-glucitol + + + + + + + + + +
D-manitol + + + + + + + + + +
Galactitol + + + + + + + + + +
M-inositol + + + + + + + + + +
Citrato + + + + + + + + + +
Etanol + + + + + + + + + +
Nitrato + + + + + + + + + +
35°C + + + + + + + + + +
40°C - + + + + - + + + +
42°C - - + + + - + + - -
Cicloheximida 100 ppm + + + + - - + + + +
Cicloheximida 1000 ppm + + + + - - - + - +
Glicose 50% + + + + + + + + + +
NaCl 10% + + + + + + + + + +

Sintese de amido

Legenda: BL,,, onde: BL = Bebida lactea fermentada com adigéo de polpas de frutas;

n = NUmero da amostra; n1 = NUmero da levedura isolada.
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6.3. Ensaio de resisténcia aos principais conservantes alimenticios

contidos na legislagao vigente para produtos lacteos

Segundo a legislacdo brasileira ndao é permitida a adigédo
intencional de substancias conservantes, embora admitir-se-a a presenca dos
aditivos transferidos por meio dos ingredientes opcionais em conformidade com
o principio de transferéncias de aditivos alimentares, de acordo com a Portaria
n°. 540 - SVS/MS, de 27 de outubro de 1997 (DOU de 28/10/97). A
concentragdo no produto final ndo devera superar a propor¢cao que
corresponda a concentragdo maxima admitida no ingrediente opcional
(BRASIL, 2005).

O Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Bebida
Lactea (BRASIL, 2005) preconiza o limite maximo do conservante sorbato de
potassio na concentragcdo de 0,03% no produto final. Na legislagédo vigente
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DAS INDUSTRIAS DE ALIMENTACAO - ABIA,
2003) os limites maximos permitidos, para o mesmo conservante, sdo nas
concentragdes de 0,10 e 0,20% e para o benzoato de sédio na de 0,20% no
produto final. Orientando-se a partir dos parametros limites exigidos, citados
anteriormente, este estudo constatou in vitro o comportamento das leveduras
frente as concentracbes, portanto mencionadas, assim como a metade e o
dobro dos valores permitidos.

Sendo assim, as 74 leveduras isoladas foram testadas frente
aos conservantes alimenticios nas diferentes concentragdes: benzoato de
sédio, nas concentracdes de 0,10; 0,20 e 0,40% e sorbato de potassio nas de

0,015; 0,03; 0,05; 0,06; 0,10; 0,20 e 0,40%.
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6.3.1. Benzoato de sodio

Os resultados nos ensaios com o conservante benzoato de
sédio permitem inferir que das linhagens isoladas, quando na presencga do
conservante na concentracao de 0,10%, observou-se o desenvolvimento de 62,
isto é, 83,78% do total isolado. Para as de 0,20 e 0,40%, tais microrganismos
ndo apresentaram diferencas quanto ao seu desenvolvimento, onde 37, ou
seja, 50,00% deles se desenvolveram para ambas as concentragbes testadas.
As leveduras e seus respectivos percentuais de desenvolvimento estao
disponiveis na Tabela 9.

Seguindo a mesma tematica, Coelho (2001) e Fazio (2006)
testaram a agdo antimicrobiana deste conservante sobre leveduras. Nas
concentragbes de 0,10 e 0,20%, Coelho (2001) observou desenvolvimento
respectivamente, em 0,83 e 0,00% nas leveduras testadas, enquanto que Fazio
(2006) constatou 0,00% de culturas resistentes para ambas as concentragées.
Valores estes, inferiores aos encontrados neste estudo.

Carnicel (2004) relatou desenvolvimento em 74,39; 65,86 e
32,93% das linhagens isoladas, quando submetidas respectivamente, as
concentracbes de 0,10; 0,20 e 0,40%. Nas mesmas concentragcdes, Gusméo
(2005) verificou respectivamente, 85,42; 77,08 e 39,58% de leveduras
resistentes a este conservante.

Com relacdo as espécies, Cryptococcus albidus (BL 6,1), e
Cryptococcus laurentii (BL 12,2), ndo resistiram ao conservante benzoato de
sédio em todas as concentragdes as quais foram submetidas (0,10; 0,20 e

0,40%). A espécie Candida edax (BL 20,16) apresentou capacidade de
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desenvolvimento em todas as concentragbes testadas. Da espécie
Debaryomyces hansenii var. fabryii, um total de 71 culturas (95,95%) foram
isoladas, onde 61 (82,44%) resistiram a concentracao de 0,10% e 36 (48,65%),
resistentes as de 0,20% e 0,40%.

Segundo Fleet; Mian (1987), Debaryomyces hansenii possui
alta resisténcia aos conservantes sorbato e benzoato, o que pode explicar as

altas percentagens desse microrganismo observadas neste estudo.
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6.3.2. Sorbato de potassio

Com relagdo ao conservante sorbato de potassio, nas
concentragcdes de 0,015 e 0,03%, observou-se desenvolvimento de 72, isto é
(97,30%), dos microrganismos isolados. Nas de 0,05 e 0,06%, constatou-se
que 70 (94,60%) das leveduras testadas se desenvolveram. Para a de 0,10%,
verificou-se desenvolvimento em 66, ou seja, (89,19%) do total isolado. Na de
0,20%, 48 (64,86%) delas se desenvolveram. E, para a de 0,40%, observou-se
desenvolvimento em 14 (18,92%) das linhagens isoladas. Valores estes e suas
respectivas leveduras elucidadas na Tabela 10.

Gusmao (2005) observou capacidade de desenvolvimento de
93,33% das culturas isoladas, quando submetidas as concentra¢des de 0,10;
0,20 e 0,40%. Nas mesmas concentracdes, Carnicel (2004) verificou
resisténcia, respectivamente, em 18,29; 37,80 e 47,56% do total de
microrganismos isolados.

Em estudo realizado por Coelho (2001), nas concentragdes de
0,10 e 0,20%, observou-se resisténcia em 0,42 e 0,00% das linhagens
isoladas.

Com relacdo as espécies, Cryptococcus albidus (BL 6,1) e
Cryptococcus laurentii (BL 12,2) ndo se desenvolveram na presenca deste
conservante em todas as concentragbes as quais foram submetidas (0,015;
0,03; 0,05; 0,06; 0,10; 0,20 e 0,40%). A Candida edax (BL 20,16) apresentou
capacidade de desenvolvimento em todas as concentragdes, exceto na de
0,40%. Das culturas isoladas referentes a Debaryomyces hansenii var. fabryii,

todas (95,95%) demonstraram capacidade de desenvolvimento as
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concentragcbes de 0,015 e 0,03. Nas de 0,05 e 0,06%, 69 (93,25%)
apresentaram resisténcia. Enquanto que, nas de 0,10; 0,20 e 0,40%, as
linhagens isoladas que apresentaram capacidade de desenvolvimento foram,

respectivamente de, 65 (87,84%), 47 (63,52%) e 14 (18,92%) culturas.
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7. CONCLUSOES

Os resultados permitem inferir que, 16,13% das amostras
(100,00%) avaliadas apresentaram-se acima do padrdo microbiolégico
preconizado pela legislacdo vigente em um dos parametros, sendo por este
motivo, classificadas como “produtos em condi¢des sanitarias insatisfatérias” e,
por conseguinte “produtos improprios para o consumo humano”.

Com relagéo as leveduras isoladas, a espécie Debaryomyces
hansenii var. fabryii foi a mais numerosa, compreendendo 95,95% do total
(100,00%) isolado, seguida por Candida edax, 1,35%, Cryptococcus albidus,
1,35% e Cryptococcus laurentii, 1,35%.

As informacgdes obtidas neste estudo permitem inferir que
elevadas contagens de microrganismos deteriorantes podem ser um indicio de
condi¢cbes sanitarias deficientes durante o processamento ou utilizagdo de
matérias-primas excessivamente contaminadas, podendo comprometer o
periodo de validade do produto. Tal situagcdo permite concluir que, medidas de
prevencao, higiene e controle devem ser rigorosamente adotadas, desde a
selecdo das matérias-primas bem como, em todas as etapas do
processamento até a estocagem e distribuicdo do produto.

A partir dos testes de resisténcia aos principais conservantes
alimenticios é possivel concluir que, as concentracdes de 0,20% de benzoato
de sbédio e 0,40% de sorbato de potassio foram as mais eficazes,
representando respectivamente, 50,00% e 18,92% de culturas resistentes a

presenca dos conservantes testados.
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