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RESUMO

A ricota possui um alto teor de umidade e também é
rica em proteinas do soro - lactoalbumina e lactoglobulina. Vinte e seis amostras
de ricotas de diferentes marcas comerciais foram adquiridas no comércio varejista
da cidade de Sao José do Rio Preto - SP e regido. Estas foram submetidas as
seguintes analises microbiolégicas: contagem de bactérias aerébias
mesofilas, enumeragdo de bolores e leveduras, contagem de Staphylococcus
aureus, determinagcdo do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e
fecais (termotolerantes), pesquisa de Escherichia coli, de Salmonella spp. e
também de Listeria monocytogenes. Dos resultados obtidos, observou-se que das
26 amostras, 23 (88,46%) foram classificadas como "produtos em condigdes
sanitarias insatisfatérias" e, portanto, "produtos impréprios para o consumo

humano", por apresentarem Staphylococcus aureus acima do padrao estabelecido

pela legislacdo vigente. Destas amostras, foram ainda isoladas 82 leveduras

(100,00%), que foram submetidas as provas taxondémicas, morfolégicas,
fisiologicas e de assimilagdo de varias fontes de carbono. Nas provas
taxonémicas, verificou-se que esses microrganismos pertenciam ao género
Debaryomyces, com duas espécies distintas: Debaryomyces hansenii var.
fabryii (97,56%) e Debaryomyces vanrijiae var. vanrjia (2,44%). Foi
verificada também a resisténcia dessas leveduras em relagdo aos principais
conservantes alimenticios contidos na legislagao brasileira, como benzoato de
sodio (INS - 211) nas concentragdes de 0,1; 0,2 e 0,4%, propionato de sodio (INS
- 281) nas de 0,1; 0,15;0,2; 0,3; 0,4 e 0,6%, sorbato de potassio (INS - 202 ) nas
de 0,05; 0,1; 0,2 e 0,4% e natamicina (INS - 235) nas de 0,002; 0,004 e 0,008%.
Nas concentragées de 0,1 e 0,4% de conservante, o benzoato de sédio foi 0 mais

eficaz. Na concentragéo de 0,2%, o mais eficaz foi o sorbato de potassio, sendo
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ineficaz o propionato de sodio em qualquer concentragdo empregada. O emprego
da natamicina permitiu o desenvolvimento de 38 leveduras (46,91%), quando
empregada no dobro da concentragao efetiva
(0,008%) encontrada na literatura. Foi analisada ainda a sensibilidade das
mesmas frente ao tratamento térmico de 63°C/30 minutos, dai verificando-se que,
das 82 leveduras isoladas, 75 (91,46%) foram resistentes, sendo 73 (97,33%)
representadas por Debaryomyces hansenii var. fabryii. Recomenda-se, portanto
como fundamental, tendo em vista os resultados obtidos, o continuo
monitoramento das diferentes etapas envolvidas no processo de elaboragao

desses produtos, para garantir a idoneidade a vida util dos mesmos, bem como

para minimizar os danos a saude do consumidor.

Palavras-chave: qualidade microbioldgica; leveduras; conservantes alimentares;

resisténcia ao tratamento térmico.
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ABSTRACT

Ricotta cheese has a high level of humidity, and is rich

in whey proteins - lactoalbumine and lactoglobluline. Twenty-six samples of

different brands of ricotta were acquired at open market of Sdo José do Rio Preto,
SP, and outskirts. They were submitted to the following microbiological analyses:
aerobic mesophylic bacteria count, enumeration of moulds and yeasts,
Staphylococcus aureus count, determination of the Most Probable Number (MPN)
of total and fecal coliforms (thermotolerants), analysis for the presence of
Escherichia coli, Salmonella sp, and Listeria monocytogenes as well. The results
pointed out that 23 (88.46%) out of 26 were classified as “products in
unsatisfactory sanitary conditions”, therefore ‘“inappropriate for human
consumption”, for bringing Staphylococcus aureus beyond the pattern established
by the current legislation. Eighty-two (82) 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 genus Debaryomyces, with two different
species: Debaryomyces hansenii var. fabryii (97.56%), and Debaryomyces
vanrijiae var. vanrijia (2.44%). Resistance to these yeasts were also reported in
relation to the main preservatives present in Brazilian legislation, such as sodium
benzoate (INS - 211) at concentrations of 0.1; 0.2 and 0.4%, sodium propionate
(INS - 281) at 0.1; 0.15; 0.2; 0.3; 0.4 and 0.6%, potassium sorbate (INS - 202) at

0.05; 0.1; 0.2 and 0.4%; and natamicin (INS - 235) at 0.002; 0.004 and 0.008%. At
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the concentrations of 0.1 and 0.4%, the sodium benzoate was the most effective;
at the concentration 0.2%, the most effective was the potassium sorbate. Sodium
propionate was ineffective at any concentration. The use of natamicin allowed the
development of 38 yeasts (46.91%), when used in the double of the effective
concentration (0.008%) found in literature. Their sensitivity to thermal treatment of
63°C/30 minutes was analyzed, reporting that 75 (91.46%) out of 82 isolated
yeasts were resistant to treatment. Of theses 73 (97,33%) are represented by
Debaryomyces hansenii var. fabryii. So, based on the results, the current
monitoring of the different phases involved in the manufacturing process of these
products is fundamental, in order to guarantee the capacity and their useful life as

well as to minimize the damages to the consumer’s health.

Key-words: microbiological quality, yeasts, food preservatives, thermal treatment

resistance.
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1 -INTRODUGAO

A ricota € um produto alimenticio relativamente popular e
de grande consumo. Apresenta elevado teor de nutrientes, principalmente agua,
lactose e sais minerais. Essa € uma das condigdes que geralmente facilita a
sobrevivéncia ou a multiplicagdo dos microrganismos, que podem estar presentes
no produto, originarios da matéria prima, ou ainda, serem acrescidos a0 mesmo
no processamento, pelo ndo emprego das Boas Praticas de Fabricagédo (BPF),
podendo vir posteriormente a deteriora-lo, ou também, ocasionar surtos de
doencgas transmitidas por alimentos (DTA).

O desenvolvimento microbiano depende de varios fatores,
dentre eles aqueles inerentes ao alimento (atividade de agua, pH, potencial de
oxido-redugdo, composi¢cdo em nutrientes, estruturas biologicas, etc) e os
inerentes ao meio que o cerca (temperatura, umidade relativa, presenga de
gases, etc).

Por tais motivos, este trabalho & importante no que se
refere a verificar a qualidade microbiolégica do produto, com relagdo aos
principais microrganismos patégenos e deteriorantes; identificar as leveduras
encontradas no mesmo, que poderdo alterar até as caracteristicas sensoriais do
alimento e verificar a sensibilidade dessas leveduras aos conservantes permitidos
em alimentos e ao tratamento térmico, com a finalidade de, além de mencionar as
recomendagdes basicas, como o treinamento de manipuladores, visando

melhorar as condigdes higiénico-sanitarias do alimento, propor o emprego dos
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conservadores e do tratamento térmico, como mais uma das barreiras propostas
para controlar o desenvolvimento de microrganismos, aumentando a vida atil do
produto e fornecendo ao consumidor um alimento indécuo.

A ricota é um produto originario da Italia, produzido através
da precipitagdo das proteinas do soro, por meio de calor, associado a
acidificagao, sendo utilizado como matéria-prima o soro de queijo, leite fresco
pasteurizado ou acidificado, ou ainda, a mistura destes (FUNDACAO CENTRO
TECNOLOGICO DE MINAS GERAIS, 1985; MODLER; EMMONS, 1989).

E denominada também “queijo de albumina”, por constituir-
se basicamente desta proteina e de lactoglobulina, que sdo os principais
componentes protéicos do soro e nao coagulaveis por coalho (FURTADO;
LOURENGCO NETO, 1994).

A ricota é constituida de lactoalbumina do soro que, a uma
temperatura de 72°C, separa-se, coagulando em flocos que vém sucessivamente
prensados, expurgando-se o soro (BERTO; HOFFER, 1999).

O soro & um subproduto da industria de leite, resultante da
fabricagdo de queijos, que se separa do coagulo durante a fabricagédo, retendo

55% dos nutrientes iniciais. Cada litro de leite da origem a 0,6 a 0,9 L de soro

(ZALL, 1979; PONSANO; PINTO; CASTRO-GOMEZ, 1992).

O soro, liquido residual da fabricagdao de queijos, € uma
fonte protéica de elevado nivel nutricional, apresentando taxa de eficiéncia
protéica (PER) de 3,0-3,2, sendo superior ao da caseina, que €& 25

(SCHINGOETHE, 1976).
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A vida utii do soro como produto inalterado é
extremamente curta, devido ao seu alto valor nutritivo (VIEIRA et al., 1985) e suas
condigdes de umidade (MADRID,1979), temperatura e pH (AMIEVA,1974).

A tecnologia de fabricagdo de ricota € constituida das

seguintes etapas: recepc¢ao do leite, filtragao, pasteurizagao (63-65°C/30 min.),

coagulagao e obtengao da coalhada, separagao do soro, aquecimento do soro
(65°C), adigdo do leite (20% - ricota consistente ou 5% - ricota pastosa),
acréscimo do acido acético (67 mL/10 L de soro), aquecimento (90°C),
enformagem, repouso e acondicionamento (7°C), segundo a Fundagao Centro
Tecnolégico de Minas Gerais, 1985.

Na Figura 1 encontra-se o fluxograma do processamento
de ricotas (Fonte: Fabrica de Laticinios - Laticinios Tirolez Ltda. - Monte Aprazivel
- SP).

As principais caracteristicas da ricota sdo um elevado

contelido de agua (cerca de 70%), textura delicada, sabor suave, levemente acido
e adocicado, rico em proteinas do soro - lactoalbumina e lactoglobulina
(MEDEIROS; TRAVASSOS; MANGUEIRA, 2001).

A ricota fresca, por apresentar um teor de umidade de 70 a
73%, facil dessora durante o seu transporte e demonstrar acondicionamento
dificil, devido a necessidade de boas condi¢gbes higiénicas, pode ter problemas
em relagdo a sua preservagdo, recomendando-se assim consumi-la na regiéo

produtora (PANETTA,1975).
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Leite (produgéo de leite "in natura")

v

Coleta / Transporte / Carro / Tanque PCC, (B)

'

Recepgao / Selegéo do leite "in natura" PCC; (B, Q)

v

Filtragao / Medigao / Resfriamento PC

¥

Estocagem do leite "in natura" PC

!

Filtragao / Clarificagéo PCC;(F)

’

Padronizagao PC

v

Pasteurizagéo PCC4(B)

v

Tanque de fabricagédo de queijos

v

h

Coagulagéo de queijos £37°C

Y

Processo do queijo Soro - Temperatura

PCCs (B)

4°C e/ou 37°C

Y

Adigao do leite
pasteurizado

5 —
Controle de acidez y

°Dornic Adicao de acido acético
3,5 L/4000 L do soro 65
a 85°C

Y

Estoca-

aem < 4°C

Acondicio- | Enforma- | Aquecimento 90-92°C
namento aem Mexedura

y

Distribuigdo /
Comercializacao

PCC; (B) 2

PC PC PC PCCs(B)

LEGENDA: PCC - PONTO CRITICO DE CONTROLE; PC - PONTO DE CONTROLE;
B - BIOLOGICO; Q - QUIMICO; F - FISICO.

Figura 1 - Fluxograma do processamento de ricotas.
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Medeiros; Travassos; Mangueira (2001) concluiram que as
ricotas processadas com o soro de queijo de coalho pasteurizado e mantidas sob
refrigeragcao a 7°C encontram-se aptas para o consumo humano no prazo de até
30 dias apods a sua fabricagao.

Hough et al. (1999) relataram que a ricota € um queijo
macio de alta umidade e o pH inicial € > 6, sua vida de prateleira & limitada,
mesmo em baixa refrigeragao.

A fabricagdo de ricota € uma das formas mais simples e
econdémicas de aproveitamento do soro proveniente de varios tipos de queijos, por

nao exigir equipamentos adicionais para a sua elaboragao, obtendo-se um

produto de facil comercializagdo e de baixo custo (PEREIRA; POVOA; CRUZ,

1988; MEDEIROS; TRAVASSOS; MANGUEIRA, 2001).

A ricota € um produto consumido em larga escala,
apresentando alto teor de lactose e sais minerais. Apresenta étimas condigdes
para o desenvolvimento de microrganismos, freqientemente relacionados com
doengas de origem alimentar. Pinto (1996) relatou ainda que a expressao
“doengas de origem alimentar” & vulgar e tradicionalmente utilizada para designar
um quadro sintomatoldgico, caracterizado por um conjunto de perturbagées
gastricas, envolvendo vomitos, diarréia, febres e dores abdominais, que podem
ocorrer individualmente ou em combinacgéo.

Sendo a ricota fresca considerada um dos produtos que
apresenta melhores condigbes para o desenvolvimento e crescimento de
microrganismos, frequentemente relacionada com surtos de toxinfecgdes

alimentares e consumida em larga escala, a avaliagao da sua qualidade higiénico-
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sanitaria torna-se muito importante. Soma-se a estes aspectos o fato de que os

microrganismos contaminantes também apresentam agGes deletérias sobre os

queijos, alterando suas caracteristicas sensoriais (RANGEL; ORNELAS; SILVA,

2002).
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Realizar, previamente, as analises microbiologicas prescritas na
legislagao brasileira, assim como a contagem de bolores e leveduras, em

diferentes amostras de ricotas;

2.2 - |dentificar as diversas leveduras isoladas deste tipo de alimento
através dos resultados das provas morfoldgicas, fisiologicas e de assimilagdo

apresentados pelas leveduras;

2.3 - Verificar a resisténcia dessas leveduras em relagdo aos principais

conservantes permitidos em alimentos, como o benzoato de sddio (cédigo INS -

211), nas concentragées de 0,1; 0,2 e 0,4%; propionato de sddio (INS - 281), nas

de 0,1; 0,15; 0,2; 0,3; 0,4 e 0,6%; sorbato de potassio (INS - 202), nas de 0,05;

0,1; 0,2 e 0,4% e natamicina (INS - 235), nas de 0,002; 0,004 e 0,008%; e

2.4 - Analisar também a sensibilidade das mesmas frente ao tratamento

térmico a 63°C por 30 minutos.
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3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 - Produtos lacteos: soro de leite / leite / queijos

O soro é um subproduto da industria de leite, resultante da

fabricacdo de queijos, que se separa do coagulo durante a fabricagédo, retendo

55% dos nutrientes iniciais. Cada litro de leite da origem a 0,6 a 0,9 L de soro

(ZALL, 1979; PONSANO; PINTO; CASTRO - GOMEZ, 1992).

O soro & um liquido claro de cor amarelada, representando
entre 80 e 95% do volume total do leite utilizado na produgao de queijo, estando
seus componentes distribuidos da seguinte forma: agua 93-94%, lactose 4,5-5%,
proteinas soluveis 0,6-0,8% e sais minerais 0,6-1,0%. O soro de leite contéem
ainda quantidades consideraveis de outras substancias, como o acido lactico,
citrico, compostos nitrogenados nao protéicos e vitaminas do grupo B
(VEISSEYRE, 1988). A lactose e as proteinas soluveis sao os componentes mais
importantes do ponto de vista nutricional, tecnolégico e ambiental. As proteinas
possuem alto valor nutricional e a lactose é fonte de material energético para os
diversos processos biotecnoldgicos, assim como um componente utilizado na
industria farmacéutica e alimenticia (COSTA, 1995; GONZALEZ SISO, 1996;
FERREIRA, 1997).

O aproveitamento do soro tem como um dos principais

empecilhos o fato de ser visto como rejeito, recebendo assim tratamento
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inadequado, o que facilita a contaminagdo e o crescimento microbiano
(PONSANO; PINTO; CASTRO-GOMEZ, 1992).

No Brasil, a sua disponibilidade tem aumentado
significativamente. Entretanto, o seu aproveitamento esta aquém do desejavel. Da
producado de 1,78 milhdes de toneladas em 1986, somente 278,20 mil toneladas
foram utilizadas para fins alimenticios, visando principalmente a produgao de soro
em pd, para consumo humano e animal. Portanto, 1,68 milhdo de toneladas
deixou de ser aproveitado, sendo descartado e causando sérios problemas de
poluicdo ambiental, por ser um residuo com alta concentragao de matéria
organica, representada principalmente por lactose e proteina. Estes impéem um
alto valor de demanda bioquimica de oxigénio as plantas de tratamento de aguas
residuais, variando de 30.000 a 60.000 mg/L (ZALL, 1979; BRANDAO, 1994).

Em 1999, no Brasil, foram produzidas 350.000 toneladas

de queijo, gerando 3,5 milhdes de toneladas de soro (REVILLION; BRANDELLI;

AYUB, 2000).

Dentre as técnicas para sua valorizagdo enquanto produto
alimenticio, o soro de leite pode ser utilizado desde a fabricagéo de ricota e bebida
lactea, até ser concentrado e transformado em po6, na obtengdo de seus
componentes; sendo que cada alternativa deve ser precedida de uma analise
técnica e econdmica (RICHARDS, 1997, MACHADO; FREIRE; SILVA, 2001;
PRIMO, 2001).

No Estado do Parana, no ano de 1999, do soro de leite
gerado no conjunto das industrias de laticinios, 4,8% foi utilizado na produgao de

bebida lactea e 19,6%, na de soro de leite em pd, o correspondente a uma
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utilizagdo de apenas 24,4% do total, tendo ainda em volume uma quantidade de
198,4 milhdes de litros que pode ser aproveitada enquanto componente
alimenticio (GIROTO, 2001).

A elaboragdo de queijos constitui uma das mais
importantes atividades das industrias de laticinios, sobretudo no Brasil, onde os
tipos de maior consumo compreendem o queijo “Minas Frescal” e a mussarela
(BEHMER, 1984; FELICIO FILHO, 1984). Estes representam cerca de 40% do
montante comercializado no pais, cuja produgdo se concentra, principalmente, em
industrias de pequeno e médio porte das regies Sul e Sudeste (FELICIO FILHO,
1984).

Desde o RIISPOA (1952) existe a determinagao para o uso
de leite pasteurizado na elaboragdo do queijos frescos, mas a sua
comercializagdo, a partir de leite ndo pasteurizado, € muito comum em nosso
meio, tornando necessaria uma maior fiscalizagdo na selecdo da matéria-prima,
etapas de processamento e na sua comercializagao.

Os queijos em geral devem ser obtidos a partir do leite
pasteurizado, integral ou padronizado, coagulados por meio de enzimas do
coalho, podendo ser acrescidos de fermento lacteo, sal e outras substancias
permitidas (BRASIL, 1980).

Peresi et al. (2001) avaliaram no periodo de abril de 1998

a setembro de 1999, as condig¢des higiénico-sanitarias de 30 amostras de queijo

“Minas Frescal” artesanal, comercializadas em 10 feiras livres de Sao José do Rio
Preto - SP e 30 industriais, coletadas em supermercados. A analise

microbiolégica foi realizada segundo a metodologia recomendada pela American
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Public Health Association - APHA. Os resultados microbiolégicos revelaram 7
(23,3%) amostras industriais e 23 (76,7%) artesanais em desacordo com o0s
padroes previstos na legislagdo vigente, principalmente pela presenga de
coliformes fecais e/ou estafilococos coagulase positiva em niveis elevados. Nao
houve isolamento de Listeria monocytogenes em nenhuma das amostras
analisadas, enquanto que Salmonella foi detectada em 2 (6,7%) artesanais.
Peresi et al. (2001) concluiram que o monitoramento praticado no processo de
fabricacao, transporte e comercializagéo do queijo tipo “Minas Frescal” industrial,
com intuito de atender as exigéncias dos érgéos fiscalizadores, reflete na melhor
condicao higiénico-sanitaria do produto.

Cardoso; Aratjo (2003) realizaram um estudo retrospectivo
sobre a qualidade de queijos comercializados de 1997 a 2001 no Distrito Federal.
Os dados analiticos foram obtidos de 189 laudos de amostras coletadas pelo
Programa de Vigilancia Sanitaria. Destas amostras analisadas, 109 foram

aprovadas (57,70%) e 80 (42,30%) apresentaram irregularidades quanto aos

parametros analisados. Do total, 49 amostras eram clandestinas e 140

apresentaram o selo do Servigo de Inspecédo Federal (SIF). Com relagdo aos
parametros microbiolégicos, 26,5% das analisadas foram condenadas pela
presenca de coliformes totais, fecais e Staphylococcus aureus acima dos padroes
legais. Relataram também que das 189 amostras avaliadas, 49 (25,90%) néo
continham rétulos.

Sa Barretto; Pereira (1999) coletaram 22 amostras de
diferentes marcas comerciais de queijo “Minas Frescal’, no periodo de abril a

outubro de 1998, no municipio do Rio de Janeiro - RJ, e destas, 19 (86,36%), se
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mostraram em desacordo com a legislagao em vigor, apresentando contaminagéo
por coliformes fecais (100,00%) e, destas, 6 apresentaram também
Staphylococcus aureus (31,57%). Apenas 3 (13,63%) apresentaram padrées
microbioldgicos de acordo com a legislagéo.

Korber (1971) relatou que a ocorréncia de mofos em
queijos € uma constante fonte de aborrecimento, pois provocam alteragdes fisicas
no produto, levando a uma série de prejuizos, como a perda da mercadoria.

Florentino; Martins (1999) citaram que a presenga de
bolores e leveduras no queijo pode ser atribuida a ma qualidade do produto e a
forma irregular de armazenamento, ou seja, a refrigeragao intercalada por longos
periodos em que o produto fica exposto a temperatura ambiente.

O leite e seus derivados sédo produtos que, na distribuigao
e comercializagdo no varejo, estao sujeitos a sérias alteragdes. Por isso, devem
ser cuidadosamente observadas as temperaturas e a carga das gdndolas de
supermercados, assim como as sobrecargas e a temperatura ambiente, devendo
também esta ultima ser motivo de preocupagéo, uma vez que o ar condicionado
do ambiente também pode prejudicar o produto. O controle deve ser rigoroso,

pois alguns graus a mais de temperatura ambiente levam a um comprometimento

da vida de prateleira dos derivados (MACEDO et al., 2000).

Tavares et al. (2003) analisaram a temperatura interna dos
queijos “Minas Frescal” e das géndolas no mercado varejista do municipio de
Niter6i - RJ. Estudaram também a correlagdo entre as temperaturas em 20
mercados diferentes, sendo 10 deles localizados em bairros considerados de alto

poder aquisitvo e 10 de baixo, entre 7h30min. e 9h30min. Em cada

A,
AVAVAY

/Y
1 Z 3 4 S 6 T unespwl 12 13 14 15 16

17

18



estabelecimento, realizaram a medigdo da temperatura interna de um queijo e da
goéndola com termdmetro digital com precisdo de 0,1°C. Os resultados obtidos nos
10 mercados de maior poder aquisitivo foram para a temperatura da gdéndola
7,27°C e do queijo 8,95°C enquanto que nos 10 mercados de baixo foram para a
temperatura da géndola 10,57°C e do queijo 10,85°C. Os autores observaram que
a temperatura interna média encontrada nos queijos “Minas Frescal” no mercado
varejista de Niteréi - RJ ndo atendeu as normas regulamentares de < 8°C, e
concluiram que os estabelecimentos devem melhorar seu padrao de qualidade,
no que diz respeito ao controle da temperatura e que os 6rgaos de fiscalizagao
sanitaria devem ser mais rigidos, ao exigirem o cumprimento da lei para proteger
a saude do consumidor.

Garrido et al. (2001) reafirmaram que o leite é considerado
um alimento quase completo para a raga humana, por conter alto teor de

nutrientes, sendo amplamente comercializado e consumido pela populagéo,

especialmente criangas e idosos.

Cruz; Gomes (2001) relataram que nem todos os
componentes do leite estdo presentes no queijo, pois a caseina, ao aglutinar-se,
separa a fase soélida da agua, resultando em um concentrado protéico gorduroso.
As globulinas, as albuminas, a lactose e algumas vitaminas e sais permanecem
na fase liquida, formando, junto com a agua, o soro.

Segundo Froeder; Pinheiro; Brandao (1985); Oliveira
(1976) a qualidade microbiolégica do leite pode ser comprometida devido as

condicbes de higiene durante a ordenha, de limpeza de utensilios e
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equipamentos, antes e apds a pasteurizagdo, e até mesmo das condigbes
climaticas da regido, dentre outros fatores. O leite também oferece condi¢des
excelentes para a multiplicagao de microrganismos em curto espago de tempo.
Garrido et al. (2001) analisaram, no periodo de 1995 a
1998, 390 amostras de leite (123 de leite tipo C, 86 de B e 181 de leite tipo
integral), provenientes de 16 mini e micro-usinas de beneficiamento da regido de
Ribeirdao Preto/SP, sob a fiscalizagao do Servigo de Inspegao de Sao Paulo (SISP)
ou Servigo de Inspegao Municipal (SIM). Quanto a qualidade microbiolégica, pode-
se observar que a porcentagem de amostras em desacordo com a legislagao foi
similar para os trés tipos de leite provenientes de mini e micro-usinas da regiao de
Ribeirao Preto/SP, ou seja, 32,5%, 32,6% e 31,0%, para o leite tipo C, B e integral,

respectivamente.

3.2 - Ricota

Panetta (1975) citou que o soro proveniente da fabricagao
de queijos de massa crua (minas) e de filada (mussarela e provolone) produz
ricotas de qualidade superior em relagdo aos de semicozida (prato e reino) ou

cozida (parmesao e sardo), pelo fato do soro dos queijos semicozidos e cozidos

ser bem mais acido, o que acarreta a ricota as caracteristicas negativas de

flacidez, inconsisténcia e fragmentagao.
Cruz; Gomes (2001) citaram que a ricota € um queijo
obtido da concentragdo da albumina provocada pelo calor e por acidos, tendo

como matéria prima o soro e ndo o leite.
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Segundo Modler; Emmons (1989) nos paises da América
Latina, esse produto também € conhecido como queijo “blanco”.

A ricota possui textura suave, sabor levemente acido e as
analises microbioldgicas sugerem curto periodo de vida util (ROBINSON, 1995).
Tronco (1996) referiu-se a esse alimento como um produto fresco de alto valor
nutritivo e de elevada digestibilidade.

Souza et al. (2002) revelaram que nao existe legislagéo
especifica para os queijos cottage e ricota. Baseando-se nos valores sugeridos na
literatura, os queijos cottage e ricota séo classificados como queijos magros (10-
24,9% de gordura no extrato seco total) e muito alta umidade (> 55% de
umidade).

Trinta amostras de ricotas de 5 marcas diferentes foram
avaliadas em relagdo a umidade, das quais 1 (3,33%) poderia ser classificada
como queijo de média umidade, 1 (3,33%) como de alta umidade e 28 (93,34%)
de muito alta umidade (SOUZA et al., 2000).

Sakate; Santos; Brandao (1998) analisaram 20 amostras
de ricota de diferentes marcas, coletadas no Mercado Central de Belo Horizonte -
MG em dezembro de 1997 e janeiro de 1998. Das analisadas, 85% estavam com
niveis superiores a 1100 NMP/g de coliformes totais; 25% com fecais acima do
limite maximo permitido pela legislagado; 85% com contagens superiores a 1,0 x

10’ UFC/g de psicrotréficos e 85% apresentaram-se com contagens de fungos e

leveduras acima de 1,0 x 10" UFC/g. Portanto, a maioria das amostras

apresentava-se em condigdes higiénico-sanitarias insatisfatérias, sendo
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potenciais fontes de toxinfecgbes alimentares, além da redugdo dos niveis de
qualidade e do prazo de validade.

Travassos; Medeiros; Mangueira (2001) verificaram, por
meio da analise microbiolégica, o comportamento de alguns microrganismos nas
ricotas de leite de cabra, conservadas em temperatura de refrigeragdo de
aproximadamente 7°C, com 24 horas, 15 e 30 dias apds o processamento. Trés
ricotas foram elaboradas com soro de queijo de coalho de leite de cabra
pasteurizado. Todos os resultados obtidos nas andlises de Salmonella sp e S.
aureus foram negativos nas trés ricotas. A ricota consistente analisada nos trés
tempos (24 horas, 15 e 30 dias) apresentou 16,66% das amostras com niveis
elevados de coliformes totais. Na analise de coliformes fecais, 100% das
amostras das trés ricotas analisadas com 24 horas, 15 e 30 dias apresentou com
niveis abaixo do recomendado pelo Ministério da Saude. Estes resultados devem-
se a pasteurizacao realizada no leite de cabra antes do processo de elaboragao
das ricotas, assim como as condigdes higiénicas observadas durante o
processamento dos produtos. De acordo com os resultados, pode-se concluir que
as ricotas encontravam-se aptas para o consumo humano no prazo de até 30
dias.

Rangel; Ornelas; Silva (2002) avaliaram 60 amostras de

queijos ricota quanto as caracteristicas microbiolégicas. Em desacordo com os

padrées legais vigentes, estavam 27 (45,00%) das amostras, sendo todas com
valores de Numero Mais Provavel de coliformes a 45°C superiores aos previstos.
Os outros microrganismos analisados, ou seja, Staphylococcus coagulase

positiva, Salmonella spp. e Listeria sp ndo foram detectados em nenhuma
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amostra. Os resultados microbiolégicos encontrados servem de alerta para a
importancia do controle higiénico-sanitario ndo sé das etapas de produgdo do
queijo, mas sim daquelas de obtengdo do leite (matéria-prima) e seu
processamento.

Raimundo et al. (2002) analisaram o resultado das 4
amostras de ricotas denominadas com as letras A, B, C e D, das quais a amostra
A apresentou contagem de coliformes totais e termotolerantes dentro dos limites.
As demais apresentaram altos indices de coliformes totais e termotolerantes,
aerdbios mesdfilos e bolores e leveduras.

Bachmann et al. (2002) analisaram a qualidade
microbiolégica de 12 amostras de ricota tipo colonial, de marcas variadas,

comercializadas na regido de Blumenau - SC e obtiveram os seguintes

resultados: bolores e leveduras variaram de 1 x 10’ a 2,4 x 10’ UFC/g. A média

para Staphylococcus aureus foi 3,3 x 10* UFC/g e a contagem de aerébios foi
1,73 x 10° UFC/g. Os coliformes totais apresentaram uma variagdo de 8 x 10? a
1,33 x 10* UFC/g. Para a E. coli, o resultado foi 4 x 10° a 6 x 10° UFC/g.
Concluiram que a fabricagdo deste produto na regido de Blumenau deveria ter
uma fiscalizagdo melhor pelos 6rgdos competentes, pois a contagem elevada do
Staphylococcus aureus e da Escherichia coli podem trazer um grande problema
de saude para o consumidor.

Carminati et al. (2002) recolheram em trés laticinios da
regido da Lombardia, 11 amostras de ricotas preparadas com soro de leite bovino.
Por meio das analises microbiologicas, verificaram que elas apresentaram

coliformes entre < 10 a 3,5 x 10° UFC/g, microrganismos meséfilos entre 2,7 x 10*
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crescimento de microrganismos, como, por exemplo, pH mais baixo ou atividade

de agua (aw) ou conservantes, e, além de armazenar a frio, deve também ter uma

vida de prateleira menor que 30 dias.

Palmas et al. (1994) realizaram um estudo na Italia com
dois processos comparativos, por meio dos produtores de ricota feito com leite de
ovelha, sendo um dos processos o tradicional, correspondente ao manual, e o
outro, o qual inclui a manipulagdo mecanizada do coagulo, tratamento de calor
intensivo, adigdo de acido citrico e lactico, empacotamento automatico em
recipientes lacrados e armazenamento a frio. Com este estudo, avaliaram que o
rendimento do produto, a qualidade microbiolégica e a vida de prateleira no
processo mecanizado foram superiores do que 0 mesmo processo executado
com o método tradicional. A composi¢cdo e as propriedades sensoriais foram
semelhantes para os dois tipos.

Lodi et al. (1999) analisaram no verdo e no inverno um
total de 32 amostras de ricotas produzidas em Mildo, na Italia, e introduziram
artificialmente os  microrganismos  Salmonella  typhimurium, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Somente em uma
amostra foi encontrado o Staphylococcus aureus no valor de 200 UFC/g. A
Escherichia coli estava presente em 9 amostras no valor de > 10 UFC/g,
representando 28,12% das amostras. Os coliformes totais, os bolores e leveduras
e as bactérias psicrotréficas e lacticas indicaram que a qualidade microbiolégica
das ricotas produzidas no inverno foram superiores as produzidas no verao.

Todas as amostras apos 4 dias de vida de prateleira apresentaram alteragdo na
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microbiota. Entretanto, o tempo de vida util proposto por eles é de 2 dias para
ricota fresca e sem sal.

Fadda et al. (1989) analisaram 52 amostras de produtos
derivados de leite de ovelha, incluindo 14 queijos duros frescos, 18 queijos

maturados, 5 queijos moles, 10 queijos de ricota fresca e 5 de ricota maturada

salgada. Encontraram bactérias meséfilas nos queijos moles, no valor entre 10% a

10° UFC/g; nos queijos duros, entre 10°a 10" UFC/g; nos queijos de ricota fresca,
no valor de < 10° UFC/g e na ricota maturada salgada, no valor de > 10° UFC/g. A
Escherichia coli estava presente em 7 (50,00%) das amostras de queijos duros
frescos e em 8 (44,00%) das de queijos maturados, mas nao estava presente nos
5 queijos moles. Nas 10 amostras de ricota fresca, estava ausente, mas presente
em 3 das 5 amostras de ricota maturada salgada, representando 60,00%. O
Enterococcus estava presente em 30 e 60% de amostras de ricota maturada
salgada e fresca, respectivamente.

Ottogalli; Rondinini; Capelletti (1981) verificaram que a
qualidade microbiolégica foi alterada em 54 amostras de ricotas que
apresentaram bactérias mesdfilas, enterobactérias, do acido lactico, bolores e
leveduras. Apos o tratamento de aquecimento, a microbiota foi drasticamente
reduzida, logo apés houve a recontaminagao pelo ar e alguns microrganismos
encontrados na ricota estavam também presentes nas maos dos trabalhadores.
Nas primeiras 24 horas todos os grupos microbianos cresceram e, no periodo
seguinte, os coliformes, os bolores e as leveduras estavam se desenvolvendo

significativamente. Com pH elevado e isentas de sal, as ricotas podem conter
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elevada contagem de microrganismos e representar um risco a saude do
consumidor.

A pasteurizagdo do produto, a fabricagdo eventualmente
em condigdes assépticas e uma atenta avaliagdo da vida de prateleira tém
permitido estabelecer em um més o tempo de conservagdo (COSSEDDU et

al.,1997; COSENTINO et al., 1994).

3.3 - Contaminagao microbiana em leite e derivados

No ultimo século, houve grande avango tecnolégico. Os
processos antes ndo explicados, principalmente em relagdo a transformagao e
produgcdo de alimentos, tornaram-se compreendidos, possibilitando efetuar um
controle mais seguro sobre a fabricagdo de alimentos. Todos os alimentos, de
origem animal ou vegetal, frescos ou processados, incluindo a agua, podem
veicular diferentes microrganismos patogénicos, causadores de diversas
perturbagées fisiologicas nas pessoas que os consomem (BACHMANN et al.,
2002).

Dentre os alimentos considerados de alto valor biolégico, o

leite ocupa um lugar de destaque. No entanto, os leites crus ou processados séo

bem conhecidos como veiculos de muitas bactérias patogénicas (ADESIYUN;
WEBB; RAHAMAN, 1995).

O leite deriva do latim /acte e pode ser definido como
liquido branco secretado pelas glandulas mamarias, um pouco antes e apés o

parto dos animais mamiferos. Behmer (1984) definiu este produto como “uma
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emulsdo de cor branca, ligeiramente amarelada, de odor suave e gosto
adocicado”.

Entende-se, ainda, por leite, sem outra especificagdo, o
produto oriundo da ordenha completa, ininterterrupta, em condigdes de higiene,
de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. O leite de outras espécies
deve denominar-se segundo a espécie da qual proceda (BRASIL, 1997).

Fatores como pasteurizagao ineficiente, higiene deficiente
na ordenha e no processo de fabricagao sao determinantes para a contaminagao
do produto, além de mas condi¢gbes de transporte, armazenamento e manipulagéao
do leite no comércio varejista que também favorecerem o crescimento de
microrganismos contaminantes pré-existentes (RABELO et al., 2001).

Valle (1995) ressaltou que a matéria-prima, equipamentos,

embalagens e manuseio sédo as principais fontes de contaminagao na industria de

queijos. Assim, sendo o leite um produto altamente perecivel, torna-se um

transmissor de microrganismos e infecgdes alimentares em potencial, podendo
comprometer produtos com riscos inclusive a saude publica, se nao for
adequadamente obtido, manuseado e processado.

A qualidade do leite cru esta intimamente relacionada com
o grau de contaminagéo inicial e com o tempo e temperatura de armazenamento,
desde a ordenha até o momento do processamento, portanto, a qualidade
microbiolégica do queijo € dependente da qualidade da matéria-prima e das boas
praticas de fabricagao (VIEIRA et al., 2001).

No Brasil, a partir de 1994, o consumo de leite tem

aumentado significativamente, tendo em vista a estabilidade da moeda que
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estimulou a produgao desse produto, contribuindo para o crescimento econémico
do setor. Sobre esse assunto, Sant'/Anna; Silva; Gomes (2001) afirmaram que, na
ultima década, o Brasil passou a ser um dos maiores produtores de leite do
mundo, com um crescimento médio anual de 4% (TEIXEIRA; SOUZA; MARTINS,
2001).

Feniman; Pasini; Mucelin (2003) relataram que os laticinios
brasileiros produzem leites pasteurizados tipos A, B e C, além do leite tratado a
ultra alta temperatura (UHT), conhecido como leite longa vida. A qualidade

microbiolégica do leite pasteurizado e as instalagbes para a sua obtengao e

produgéo, estéo vinculadas a classificagéo citada, onde de C para A, o produto

tem, respectivamente, melhor qualidade.

A elevada propor¢cao de casos de mastite no rebanho
leiteiro, ao lado da deficiéncia na higiene da ordenha, constitui a principal causa
da produgdo de leite com elevados teores de patégenos (GERMANO;
GERMANO, 1995).

Um dos processos de tratamento do leite cru é a
pasteurizagao que, de acordo com Veisseyre (1988) tem por finalidade reduzir a
carga microbiana total, seja banal ou patogénica. Chiappini; Franco; Oliveira
(1995) observaram que é efetivo contra os microrganismos, porém nao destréi as
enterotoxinas porventura presentes.

Hoffmann; Garcia-Cruz; Vinturim (1994); Garcia-Cruz;
Hoffmann; Vinturim (1994) realizaram pesquisas sobre a qualidade microbioldgica
do leite tipo C, uma das matérias-primas que podem ser utilizadas para a

produgdo de queijos. Com isso, verificaram que o mesmo por ndo apresentar
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qualidade higiénico - sanitaria satisfatéria, podera ser veiculo de contaminagao
bacteriana, principalmente se nédo for adequadamente pasteurizado.

Paro et al. (2003) recolheram 10 amostras de leite “in
natura” e 40 de leite pasteurizado, em 5 pontos do processamento de uma micro-
usina de beneficiamento de leite tipo B situada no estado de Sao Paulo. Apesar
de 4 (40,0%) amostras de leite cru terem apresentado contagens de
microrganismos mesofilos acima de 5 x 10° UFC/mL e de 4 (40,0%) terem se
mostrado contaminadas por Staphylococcus coagulase positivas, as 40 (100,0%)
amostras de leite pasteurizado analisadas apresentaram-se dentro dos padrées
microbiolégicos legais. Tais achados podem ser atribuidos a elevada (99,8%)
eficiéncia do processo de pasteurizagdo e aos cuidados higiénico-sanitarios
empregados durante o beneficiamento na micro-usina objeto desta investigacao.

O leite pasteurizado tipo C vem perdendo mercado, uma
vez que a qualidade da matéria prima é inferior e ainda por nao possuir um
controle tdo rigoroso durante seu processamento. Isso propicia a ocorréncia de
constantes denuncias quanto a sua qualidade, fazendo com que o consumidor dé
preferéncia a outros tipos de leite. Destaca-se que o crescente mercado do leite
UHT tem conquistado a predilegdo do consumidor (PRIMO, 2001). Os
consumidores tém exigido a melhoria da qualidade dos produtos industrializados,
o que induz as industrias a produzirem dentro de padrbes especificos.

A embalagem é um outro ponto critico que deve ser

considerado no controle microbiolégico do leite pasteurizado tipo C. De acordo

com Santos; Fonseca (2001) embalagens contaminadas séo fonte potencial de

microrganismos contaminantes no leite, apés a pasteurizagdo. A embalagem
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adequada para o acondicionamento desse produto deve estar livre de
microrganismos patogénicos e de outros microrganismos deteriorantes que
possam se desenvolver nas condigbes de estocagem e comercializagdo do
mesmo.

Além do controle da temperatura de refrigeragéao do leite

apos a pasteurizagao, € necessario um controle higiénico durante todo o processo

de fabricagéo, pois a microbiota alterante do leite pasteurizado € de dois tipos:

bactérias termorresistentes, que sobrevivem ao calor e, principalmente,
microrganismos contaminantes, que chegam ao leite apds o tratamento térmico
(VARNAN; SUTHERLAND, 1995).

Segundo o Regulamento da Inspecao Industrial e Sanitaria
de Produtos de Origem Animal - RIISPOA (BRASIL, 1952), para a produgdo de
queijo fresco é exigida a utilizagao de leite pasteurizado. Esta medida visa evitar
que o queijo mantenha os microrganismos patogénicos que possam estar
presentes na matéria prima, uma vez que todo produto elaborado a partir desta
estaria sujeito a aumentar a contaminagao do leite, além da adquirida durante o
seu proprio processamento (FRAZIER, 1985).

As praticas de higiene para elaboragao de queijos estardao
de acordo com o estabelecido no Cédigo Internacional Recomendado de Praticas,
Principios Gerais de Higiene dos Alimentos.

O leite a ser utilizado devera ser higienizado por meios mecanicos adequados e
submetidos a pasteurizagéo ou tratamento térmico equivalente para assegurar a
fosfatase residual negativa combinado ou ndo com potros processos fisicos ou

biolégicos que garantam a inocuidade do produto.
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Fica excluido da obrigagéo de ser submetido a pasteurizagdo ou outro tratamento

térmico o leite higienizado que se destine a elaboragao dos queijos submetidos a

um processo de matlirag:éo a uma temperatura superior aos 5°C, durante um

tempo nao inferior a 60 dias (BRASIL, 1997).

O crescimento dos microrganismos presentes no leite
pasteurizado esta relacionado com as condi¢gées em que o produto € armazenado
antes de chegar ao consumidor. Hoffmann et al. (1999) ressaltaram que a
manutengao desse produto em temperatura superior a indicada pelo Regulamento
da Inspecao Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal - RIISPOA, pode
ser um fator determinante para que o mesmo esteja fora dos padrdes
microbiolégicos recomendados.

Feniman; Pasini; Mucelin (2003) verificaram que a
obtengao higiénica do leite possibilita diminuir a contaminagao e o crescimento da
populagdo bacteriana presente. Quando a carga microbiana inicial do leite é
elevada, os processos de beneficiamento e industrializagdo geralmente nao sao
eficientes para a destruicdo de microrganismos deterioradores, até mesmos os
patogénicos.

A pasteurizagao, segundo Ottogalli (1986); Forsythe (2002)
efetuada a 72°C por 15 segundos, denominada alta temperatura por curto tempo,
reduz a carga total de microrganismos patogénicos presentes no leite fresco, tais
como Mpycobacterium tuberculosis, Salmonella spp e Brucella spp. Os
microrganismos que sobrevivem a pasteurizagdo sao os termoduricos que sdo os
Streptococcus thermophilus, Enterococcus faecalis, Micrococcus Iuteus e

Microbacterium lacticum. Forsythe (2002) afirmou também que os esporos de
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Bacillus cereus e de Bacillus subtilis sobreviverdo ao tratamento térmico, sendo
que o crescimento do Bacillus cereus causa a deterioragdo do leite conhecida
como nata fina. Franco e Landgraf (2003) relataram também que a pasteurizagao
pode ser atingida sob diferentes combinag¢des de tempo e temperatura, sendo a
mais comum denominada baixa temperatura por tempo longo (63°C por 30
minutos).

O soro de leite nao € uma exceg¢do. Amieva (1974) afirma
que as operagdes normais de elaboragcao do queijo ddo como resultado um soro
carregado de microrganismos.

Os principais microrganismos produtores de intoxicagoes e
de infecgdes humanas sao Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella
spp., transferidos direta ou indiretamente para os alimentos por diversas vias
(EVANGELISTA, 2001).

Travassos; Medeiros; Mangueira (2001) citaram que a
ricota fresca é considerada um dos produtos que apresentam melhores condigées

para o desenvolvimento e crescimento de microrganismos como Salmonella spp.

e Staphylococcus aureus. Os coliformes totais e fecais, dentre outros, devido a

presenga de alguns componentes como a lactose e o0s sais minerais, podem
comprometer a qualidade do produto em curto espago de tempo.

Devido a ocorréncia de surtos de intoxicagdo alimentar
envolvendo derivados lacteos, torna-se muito importante a avaliagao da qualidade

higiénico-sanitaria destes produtos (CASAROTTI; GALLO; CAMARGO, 1994).
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3.4 - Principais patégenos microbianos em leite e derivados

A contaminagdo microbiana dos alimentos € a causa
principal de doengas; além disso pode causar debilidade e até a morte. As
doengas alimentares sdo, muitas vezes, causadas por bactérias como
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes e a Salmonella,
sendo umas das causas bacterianas mais comuns dos estimados 6,4 milhdes de
casos de doengas alimentares que ocorrem anualmente nos Estados Unidos

(ARCHER; YOUNG, 1988).

3.4.1 - Staphylococcus aureus

Um dos principais patégenos encontrados no leite é o
Staphylococcus aureus, que pode se multiplicar e produzir toxinas. A intoxicagao
estafilocécica alimentar € uma doenga cosmopolita causada pela ingestdao de
enterotoxinas pré-formadas no alimento por algumas linhagens de S. aureus
(OLIVEIRA; HIROOKA, 1999).

As enterotoxinas estafilocécicas pertencem a um grupo de
proteinas de cadeia simples de baixo peso molecular (26.900 a 29.600 Daltons),

produzidas por algumas espécies de estafilococos, principalmente S. aureus, que,

quando ingeridas, podem causar gastrenterite (SU YI-CHENG; WONG, 1997).

Para Frazier (1985) a enterotoxina € produzida quando os
estafilococos se multiplicam a razdo de muitos milhées por mililitro. Devido ao

risco que representa para a saude publica a presenga de enterotoxinas nos
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alimentos, causadoras de gastroenterites ou inflamagées da mucosa gastrica e
intestinal, € necessario que a utilizagdo de soro de queijo como ingrediente de
alimentos seja acompanhada dos mesmos cuidados que a legislagdo prescreve
para as demais matérias-primas e produtos alimenticios.

Melchiades et al. (1993) ressaltaram que microrganismos
do género Staphylococcus presentes no leite cru podem representar um risco a
saude dos consumidores, pelo fato de algumas linhagens destas bactérias
produzirem . enterotoxinas termoestaveis, capazes de provocar intoxicagao
alimentar. Citam ainda que esta intoxicagéo pode ocorrer apds a ingestao de leite
e derivados crus ou pasteurizados, nos quais as cepas enterotoxigénicas,
encontrando condi¢gdes favoraveis a multiplicagdo, produzem enterotoxinas
capazes de desencadear severos processos de gastrenterite, principalmente em
criangas e idosos.

Segundo Forsythe (2002) a toxina estafilocécica é termo
estavel ndo podendo ser inativada por regimes de cocg¢ao padrao.

O problema da presenga desta bactéria no leite & que,

quando atinge niveis entre 10° - 10° UFC/mL (IARIA, 1991), pode produzir toxinas

em quantidades suficientes para causar a intoxicagao.

Os estafilococos estdo difundidos na natureza. Eles
podem ser encontrados no ar, na poeira, no homem e nos animais. O principal
reservatério no organismo humano € a pele e a cavidade nasal (SU YI-CHENG;
WONG, 1997; von EIFF et al., 2001).

A orofaringe € igualmente colonizada com freqiiéncia

(SALVADOR; BARACCHINI; ITO, 1989). A presenga nas maos € em outras
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superficies corporeas resulta de vinculo epidemiolégico, decorrente de
disseminagdo a partir dos principais sitios anatdémicos (OLIVEIRA SANTOS;
AGUILLAR; TAKAKURA, 1990; CARVALHO; SERAFINI, 1996; PEREIRA et al.,
1999b).

Moutinho (2001) relatou que a intoxicagdo alimentar
causada por toxinas pré-formadas de Staphylococcus aureus € uma das
principais. O homem ¢é considerado a principal fonte de contaminagdo por S.
aureus de produtos submetidos a pasteurizagao, pois 30 a 50% das pessoas
sadias sdo portadoras destes. O contato com as superficies inadequadamente
higienizadas dos equipamentos de produgdo ou a exposicdo do produto
alimenticio, também podem ser origem de contaminagdo por S. aureus
(THATCHER; CLARK, 1973; TATINI; HOCVER; LACHICA, 1984).

Miller; Ledford (1977) analisaram o crescimento de

estafilococos enterotoxigénicos em soro de queijo Cheddar e encontraram 1,5 x

10* unidades formadoras de coldnias (UFC/mL) em soro cru e 3,4 x 10 UFC/mL

em soro aquecido a 62°C por 30 minutos, apés 24 horas de incubagao. Isto vem
mostrar que o alimento processado propicia ao S. aureus coagulase positiva a
auséncia de competidores que impegcam seu crescimento e agao (TATINI;
HOCVER; LACHICA, 1984).

Badini et al. (1996) analisaram 60 amostras de leite cru,
coletadas em 2 cidades paulistas e encontraram 30 amostras, representando
50,0% delas, contaminadas por Staphylococcus coagulase-positiva. Isso
demonstra os riscos que sofrem os consumidores de leite cru, ou de produtos

lacteos, fabricados sem pasteurizagao do leite.
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No periodo de 1992 a 1994 foram notificados 21 surtos,
sendo o alimento suspeito o queijo tipo "Minas Frescal’, sendo que 18 deles
(85,71%) revelaram a presenga de Staphylococcus aureus em contagem na faixa
de 10° a 10° UFC/g do produto. A analise da sintomatologia e do periodo de
incubagdo, associados a elevada contagem de S. aureus revelou este
microrganismo como agente etiolégico potencial dos surtos analisados neste
periodo (DIAS et al. 1995).

Sabioni; Nascimento; Pereira (1994) descreveram um
surto de intoxicagdo alimentar por Staphylococcus aureus que acometeu 11
pessoas que consumiram queijo Minas. O queijo foi produzido com leite cru e

comercializado pelo préprio fabricante, sem refrigeragdo. Havia presenga de cerca

de 10® UFC/g de produto.

Garcia-Cruz; Hoffmann; Vinturim (1994) analisaram 11
amostras de queijo Minas Frescal, sendo que 10 delas apresentaram
contaminagdo por Staphylococcus aureus. A amostra que ndo apresentou
contaminagao foi produzida em laboratorio sob estritas condigdes higiénico-
sanitarias.

Mandil et al. (1982) estudando 99 amostras coletadas no
varejo do municipio de Belo Horizonte, quanto a presenga de microrganismos
potencialmente patogénicos, revelaram que 65 delas (65,70%) apresentaram

Staphylococcus aureus.
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3.4.2 - Coliformes fecais - Escherichia coli

Em conseqiiéncia da frequente precariedade das
condigdes higiénico-sanitarias na produgao de alimentos, € comum a presenga de
coliformes, inclusive da Escherichia coli (FEITOSA et al., 1985).

De acordo com Franco; Landgraf (2003) os coliformes a
30°C, além de serem encontrados em fezes humanas e animais, podem ser
encontrados em outros ambientes como o solo, onde persistem por mais tempo
que as bactérias patogénicas de origem intestinal como a Salmonella e Shigella.

A presenga dos coliformes fecais com énfase na E. coli

tem sido relatada no leite usado como matéria-prima para produgdo de queijos.
Por serem bactérias termossensiveis, sua presenga no produto pasteurizado
indicara contaminagdo, posterior a pasteurizagdo ou entdo tratamento térmico
deficiente (VESSONI PENNA; BARUFFALDI; COLOMBO, 1986).

A contaminagao apds pasteurizagdo por equipamentos
sujos ou falta de higiene durante o preparo, pode levar a uma elevagao do grau
de contaminagdo por coliformes de 10 para 100/mL em leite pasteurizado

(ARCHAM-BAULT, 1954; LIGHTBODY, 1962) e apenas o registro no Servigo de

Inspecdo Federal - SIF, ndo tem sido suficiente para garantir o padrao

microbiol6gico de coliformes fecais nos queijos frescais (PEREIRA et al., 1999a).
Badini et al. (1996) analisaram 60 amostras de leite cru,

coletadas em 2 cidades paulistas e encontraram 11 (18,30%) delas contaminadas

por coliformes fecais, demonstrando o risco de quem consome produtos lacteos

sem pasteurizagao.
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Tessari; Cardoso (2002) analisaram 50 amostras de leite
tipo A pasteurizado que foram coletadas durante o periodo de agosto de 2000 a
janeiro de 2001 na cidade de Descalvado, no estado de Sdao Paulo. Com isso,
verificaram que 18 amostras (36,00%) para contagem de coliformes totais e 9
amostras (18,00%) para contagem de coliformes fecais apresentaram valores
acima dos padrdes legais estabelecidos pelo Ministério da Salde.

Segundo Dias et al. (1995) no periodo de 1992 a 1994,
foram notificados 21 surtos de toxinfecgao alimentar tendo como alimento suspeito
o queijo tipo "Minas Frescal’, sendo que 13 deles (61,90%) apresentaram
coliformes fecais com valores entre 10° a 10° NMP/g, indicando suas mas
condigdes higiénico-sanitarias.

Hayes (1993) relatou que existem padrées microbioldgicos
especificos que devem ser seguidos, e dentro de tais padrdées, o nimero de
coliformes totais e coliformes fecais acima dos padrées indicam contaminagao do
leite, o que favorece a presenca de patégenos de origem entérica.

O numero de coliformes fecais acima do limite toleravel e a
presenga de Escherichia coli sao indicadores de contaminagéao por material fecal
humano e animal, segundo Ribeiro (1981).

A presenga destes microrganismos em indices
condenatérios, além de mostrar as mas condigées higiénicas, evidencia, também,

a possibilidade de o produto veicular outros microrganismos patogénicos ao

homem (PEREIRA et al., 1999a).

A verificagédo de coliformes fecais e de Escherichia coli nos

alimentos, segundo Franco; Landgraf (2003), fornece informagdes seguras sobre
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as condig¢des higiénicas a que o produto foi submetido e indica possivel presenga
de patdégenos.

A Escherichia coli enterotoxigénica € causa comum da
“diarréia de viajante”. Algumas linhagens, ao serem ingeridas com os alimentos,
desenvolvem no intestino e produzem toxinas que originam hipersecregao no
intestino delgado; a luz intestinal é distendida pelo liquido, provocando
hipermotilidade e diarréia que duram alguns dias (1 a 3). O periodo de incubagao
é de 24 a 72 horas, ocorrendo vomito e diarréia, embora n&do exista febre
(JAWETZ; MELNICK; ADELBERG, 2000).

Leitdo; Romeu; Cruz (1971/1972) verificaram que a
presenc¢a de grande numero de coliformes totais nao € indicativa de perigo para a
salde, porém indica a falta de boas praticas sanitarias e constitui um alerta de
que é possivel encontrar também diferentes patégenos, como por exemplo
Shigella spp e vibrides.

Os surtos de Escherichia coli estdao relacionados a
inadequadas temperaturas de cozimento em carnes bovinas em varias partes do
mundo (MATTHEWS; THEIS, 1993).

Fantasia et al. (1975) relataram que o numero de

Escherichia coli em queijos pode ultrapassar 10° UFC/g, se conservados a

temperatura ambiente e formar colénias em numero maior que 10° UFCIg,

quando conservados a 4°C, durante 10 dias. Isso demonstra a necessidade de
manté-los refrigerados e, principalmente, de se obter um produto com

contaminacgao inicial baixa de microrganismos.
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3.4.3 - Listeria monocytogenes

E um cocobacilo Gram positivo, ndo esporulado, nao
produtor de acidos, aerobio e anaerébio facultativo, de ampla distribuigdo
ambiental, com carater ubiquitario, tendo sido isolado de aguas superficiais,
esgotos domésticos, aguas residuarias de industrias de laticinios e de
abatedouros, solos, insetos, adubo orgéanico, fezes de animais e inclusive de
humanos (KONEMAN et al.,1997; MIMS et al., 1999; NOJIMOTO; SOUZA;
VALADAO, 1997).

Listeria sp € normalmente encontrada no meio ambiente,
sendo a silagem a principal fonte de contaminag¢do para os ruminantes. Listeria

monocytogenes é responsavel por quadros de mastite, contaminando o leite cru.

As toxinas produzidas causam quadros neurotéxicos em humanos, sendo graves

em gestantes. Os surtos de listeriose humana na América do Norte tém sido
associados a produtos lacteos contaminados, resultando em mortalidade de 33%
do total de casos (EL MARRAKCHI; HAMAMA; EL OTHMANI, 1993).

Apesar da Listeria monocytogenes ser um patdégeno
estudado por mais de 60 anos, causando doengas em animais, somente a partir
da década de 80 é que foi reconhecida a sua significancia em saude publica,
associada a toxinfecgbes alimentares humanas (ARCHER, 1996; BRACKET,
1988; EMOND,1993). Sem duvida alguma, os principais surtos epidémicos de
listeriose humana originam-se de alimentos contaminados (FARBER; PETERKIN,

1991).
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As manifestagdes clinicas comumente associadas a tais
patogenias sdo: meningite, septicemia, formas tiféidicas e pulmonares,
granulomatose séptica e aborto. Nas bacteremias por L. monocytogenes em
adultos, o sintoma mais comum é a febre, podendo ocorrer fadiga, mal estar,
nausea, vomitos, dores e diarréia (FRANCO; LANDGRAF, 2003).

Na microbiologia de alimentos, vém sendo estudada, nos
Ultimos anos, a presenga de Listeria sp com predomindncia da espécie
monocytogenes, assim como a diversidade de espécies do género. Contribui para
este estudo um maior conhecimento destes patdgenos nos seus aspectos
epidemiolégicos, clinicos e laboratoriais, através do desenvolvimento de meios de
cultura mais seletivos que favoreceram seu isolamento e identificagdo (FRASER;
SPERBER, 1988; HAYES et al.,1992).

Segundo Dominguez Rodriguez et al. (1985) a presenga de
Listeria no leite e derivados pode ocorrer antes ou apds a pasteurizagao. Tais
autores examinando 95 amostras de leite cru refrigeradas, encontraram Listeria

grayi em 89,5%, L. monocytogenes em 43 amostras (45,3%), L. innocua em

15,8%, L. welshimeri em 3,1% e L. seeligeri em 1,05%.

A sobrevivéncia de L. monocytogenes em varios tipos de
queijos foram estudadas também por Dominguez Rodriguez et al. (1987)
relatando que esse microrganismo sobrevivia por um periodo de 60 até 434 dias.

Cox et al. (1989) também detectaram Listeria sp em quase
todas as amostras de efluentes de industrias processadoras de queijos e
concluiram que poderiam ser consideradas como uma importante fonte externa

destes microrganismos.
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Apesar dos varios relatos na literatura internacional sobre
a ocorréncia de listeriose associada a ingestdo de alimentos, sendo os produtos
de laticinios os mais freqiientemente envolvidos nos casos recentes de listeriose
humana, no Brasil pouca atengao tem sido dada a possibilidade de veiculagao do
agente por alimentos (SILVA; VILARDI; TIBANA, 1998).

A grande freqiéncia de casos de listeriose, veiculada por
queijos, evidencia a importancia desse alimento e de outros derivados do leite na
cadeia epidemiolégica de transmissao de Listeria sp (RYSER; MARTH, 1991).
Entretanto, sdo poucos, e em alguns casos discordantes, os resultados obtidos
pelos pesquisadores Casarotti; Gallo; Camargo, 1994; Destro; Serrano; Kabuki,
1991; Vieira et al.,, 1993, sobre a incidéncia desse patéogeno em queijos
consumidos no nosso meio. Provavelmente a maioria dos laboratérios ndo se
encontra familiarizada com a metodologia de isolamento e/ou devido aos
diferentes procedimentos empregados.

No Brasil, existem varios registros da presenca de L.

monocytogenes em leites e derivados, conforme os trabalhos de Destro; Serrano;

Kabuki, 1992; Furlanetto; Santos; Hara, 1996; Moura; Destro; Franco, 1993; Silva,
1997; Van Dender, 1995. Dentre eles, Silva; Hofer; Tibana (1998) pesquisaram
sobre a contaminagdo em queijos produzidos no Rio de Janeiro, encontrando
19,6% das amostras positivas para L. monocytogenes e, ainda, as mesmas foram
também positivas para L. innocua e L. grayi.

Silva; Vilardi; Tibana (1998) analisaram 103 amostras de
diferentes tipos de queijos (gorgonzola, roquefort, cheddar, brie, camembert,

“Minas Frescal” e ricota), sendo que 11 (10,8%) apresentaram-se contaminadas
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por L. monocytogenes, 13 (12,7%) por L. innocua, 6 (5,8%) por L. grayi e 1

(0,97%) por L. welshimeri. Foram positivos para L. monocytogenes os queijos:

gorgonzola, roquefort e “Minas Frescal’. E relevante a incidéncia de L.

monocytogenes em 5,7% dos queijos maturados (gorgonzola e roquefort)
analisados, pois no Brasil inexistem dados a esse respeito.

Os queijos macios, brancos e frescos sdo submetidos ao
minimo processo antes do empacotamento e sdao muito pereciveis. Mesmo na
refrigeragao, possuem vida de prateleira muito pequena. Porém, devido ao fato da
Listeria monocytogenes ser psicrotrofica e poder desenvolver nas temperaturas
refrigeradas, a contaminagao por este microrganismo poderia encadear para um
fator de alto risco. Em 1985, o consumo de queijo contaminado, estilo mexicano
(queijo branco) da marca Jalisco, fabricado no estado da Califérnia, ocasionou
mais de 142 casos de listeriose, incluindo também 48 mortes (LINNAN et al.,
1988).

Hayes et al. (1986) isolaram Listeria monocytogenes em
15 (12,0%) das 121 amostras de leite cru examinadas durante um surto de
listeriose ocorrido nos Estados de Massachusetts e Connecticut, nos E.UA. A
presenga de listeria foi detectada na Alemanha, em amostras de queijos
embalados (WEBER et al., 1988), com isolamento de 60 linhagens nas 509

amostras examinadas, a saber: 29 Listeria monocytogenes, 31 Listeria innocua.
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3.4.4 - Salmonella spp.

Por razées ndao bem compreendidas, a incidéncia de
doengas entéricas parece estar aumentando. O maior surto de salmonela na
histéria ocorreu em 1985 (RYAN et al., 1987).

Segundo Alves et al. (2001), a salmonelose, doencga
causada pela bactéria Salmonella, constitui-se num importante problema sécio-
econdmico em varios paises do mundo, principalmente nos desenvolvidos, ja que
o agente etiolégico desta enfermidade tem sido incriminado como o principal
responsavel pelos surtos das doengas transmitidas por alimentos (DTA).

Goes et al. (2001) comprovaram que a maioria dos casos
de DTA ocorre via manipulador, o qual transmite o microrganismo patogénico,
sem contudo apresentar sintomas da doenc¢a. Sua inobservancia nos habitos de
higiene termina por comprometer a qualidade dos alimentos.

Trata-se de um patégeno muito envolvido em casos de
surtos de doengas de origem alimentar em diversos paises. Jay (2000)
mencionou que esse agente, dentre os bastonetes Gram-negativos que causam
gastrenterites de origem alimentar, € o mais importante.

As salmoneloses caracterizam-se por sintomas que
incluem nauseas, vomitos, enxaqueca, calafrios, dores abdominais e diarréia. Os

mesmos sao usualmente acompanhados de prostragdo, dor muscular, desmaio,

febre moderada, agitagdo e sonoléncia (JAY, 2000). A sintomatologia surge em

média de 12 a 72 horas ap6s a ingestédo do alimento contaminado, com a duragéo
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de 1 a 7 dias ou mais (CENTERS FOR DISEASES CONTROL AND
PREVENTION - CDC, 1999; HOBBS; ROBERTS, 1999).

Inimeros surtos de infecgao alimentar por Salmonella sao
conhecidos, envolvendo os mais variados tipos de alimentos, principalmente os
de origem animal. Nos casos onde estdo envolvidos produtos de laticinios,
comumente ha ligagdo com o consumo de leite cru ou pasteurizado de forma
inadequada e também de queijos (JAY, 2000).

Jay (2000) citou também 2 dos maiores surtos de
salmonelose registrados nos Estados Unidos, que ocorreram em circunstancias
incomuns. O primeiro e maior ocorreu em 1994 e envolveu mais de 224.000
pessoas, devido a S. enteritidis, atingindo 41 estados. O veiculo de transmissao

foi sorvete produzido com leite transportado num caminhdo-tanque, que

previamente tinha sido carregado com ovo liquido. O segundo ocorreu em 1995 e

envolveu cerca de 200.000 pessoas, devido a S. typhimurium, proveniente de leite
semi-desnatado.

A implantagdo das boas praticas de fabricagdo e dos
principios de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) sao os
instrumentos mais significativos para o controle das salmoneloses nas industrias e
estabelecimentos manipuladores dos alimentos (BARROS; PAIVA; PANETTA,

2002).
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3.5 - Bolores e leveduras

Os bolores sdo formados por filamentos denominados

hifas, que, em conjunto, formam o micélio, sendo este responsavel pelo aspecto

caracteristico das suas coldnias. Estas podem apresentar aspecto cotonoso,
serem secas, Umidas, compactas, aveludadas, gelatinosas, com variadas
coloragdes. Por serem aerdbios, na maioria das vezes, o crescimento dos
alimentos limita-se a superficie em contato com o ar (FRANCO; LANDGRAF,
2003).

Os bolores podem desenvolver dois tipos de agdes: ndo
patogénica e patogénica. A primeira tem a participagdo de transformacgido da
matéria organica do solo, deteriora alimentos e outros produtos e sdo agentes de
processamentos industriais, enquanto a segunda provoca doengas em vegetais e
animais (EVANGELISTA, 2001).

De acordo com Franco; Landgraf (2003) a produgdo de
micotoxinas por bolores pode tornar-se um perigo a saude publica.

As leveduras sdo microscépicas e pertencem a subdivisao
das talofitas, designadas por Eumycetos, que por sua vez podem ser divididas em
Ascomycetos (leveduras verdadeiras) e Deuteromycetos (leveduras falsas)
(EVANGELISTA, 2001).

Os bolores e as leveduras mostram maior tolerancia ao
pH, sendo que os primeiros podem multiplicar-se em valores mais baixos que as

leveduras, sendo estas, por sua vez, mais tolerantes que as bactérias a valores
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baixos de pH. Entre as bactérias, verifica-se que as patogénicas sdo as mais
exigentes (FRANCO; LANDGRAF, 2003).

Os bolores no queijo sdo comuns e que podem ser um
problema para o produtor, durante a maturagdo, bem como para o varejista e
consumidor, durante a estocagem, seja ele refrigerado ou ndo. Esse crescimento
sempre foi considerado indesejavel por causar perdas econdmicas, devido as
descoloragdes, aparéncia desagradavel, perda de sabor e também por ser capaz
de produzir metabdlicos toxicos, conhecidos como micotoxinas (TANIWAKI; VAN
DENDER, 1991).

Ao se comparar a velocidade de multiplicagdo de
bactérias, de bolores e de leveduras, constataram que as primeiras apresentam o
menor tempo de geragdo. Por isso, sdo os principais agentes deteriorantes
quando o alimento oferece condi¢des ideais para sua multiplicagdo. Se, no

entanto, existirem condigées seletivas, como pH acido, atividade de agua inferior

a 0,94, temperatura entre 25-28°C e substrato rico em carboidratos e acidos

organicos, 0s microrganismos predominantes serdo as leveduras
(EVANGELISTA, 2001; FRANCO; LANDGRAF, 2003).

Algumas espécies de fungos sdo dimoérficas e tém a
capacidade de desenvolver na forma de levedura ou bolor, dependendo das
condigées ambientais (JAWETZ; MELNICK; ADELBERG, 2000).

As leveduras sao unicelulares, e, de modo geral, exigem
menor umidade que a maioria das bactérias e maior que a maioria dos bolores. A
temperatura ideal para o seu desenvolvimento varia entre 25 e 30°C e o pH &cido

favorece o crescimento. Multiplicam-se melhor quando estdo em aerobiose, mas
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os tipos fermentativos desenvolvem-se bem também em anaerobiose. Os
acucares sao a melhor fonte de energia (FRANCO; LANDGRAF, 2003). Segundo
Jawetz; Melnick; Adelberg (2000), leveduras sdo células isoladas, de forma
geralmente esférica ou elipsoide, cujo didmetro varia de 3 a 5 um. Na maioria das
leveduras, a reprodug¢do ocorre por brotamento, e algumas espécies produzem
brotamentos que geralmente ndo se desprendem, tornando-se alongados. O
processo continuo de brotamento produz entdo uma cadeia de células alongadas
de leveduras, denominada pseudohifa. Em geral, suas col6nias tém consisténcia
mole, sdo opacas e de cor creme, de 1-3 mm de tamanho. Como as coldnias e a
morfologia microscépica de numerosas leveduras sdao muito semelhantes, as

espécies sao identificadas com base em testes fisiologicos e em algumas

diferengas morfolégicas significativas. As produtoras de pigmentos, provocam o

aparecimento das seguintes cores: branco, creme, rosa ou marrom (FRANCO;
LANDGRAF, 2003).

As leveduras podem representar o principal grupo de
microrganismos que pode ocasionar deterioragdo em alimentos, sendo que seu
crescimento € comumente acompanhado da formagdo de CO; e alcool. Algumas
também desenvolvem turbidez, floculagdo, pelicula e depédsito. Elas podem
também degradar os acidos organicos, promovendo o aumento do pH e formar o
acetaldeido, contribuindo também para a fermentagao do agucar (WALKER, 1977,
WALKER; AYRES, 1970).

Os métodos de preservagao usualmente empregados para

controlar o desenvolvimento de leveduras sdo altas temperaturas (para
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desnaturar os esporos), conservantes com acidos fracos (acido sorbico) e
antibiéticos como natacilina. Algumas leveduras ja adquiriram resisténcia ao acido
sorbico e podem degrada-lo, produzindo pentadieno de odor desagradavel
(FORSYTHE, 2002).

No periodo de 1914 a 1989, muitas leveduras foram
isoladas de produtos derivados do leite e taxonomicamente identificadas, e,
durante este periodo, ocorreram muitas mudangas na classificagdo e
nomenclatura de leveduras (FLEET, 1990).

A presenca de leveduras nos queijos pode ser originaria
do leite, de contaminagées durante a sua fabricagdo, de equipamentos de
processo, de meios de cultura para as bactérias acido lacticas, de adigao de sal
ou cultura para fungos (MARTINEZ; TESONE; QUEVEDO, 1986).

Varios produtos de laticinios, como queijos e creme para
fabricar manteiga, podem ser alterados por sua agéo sobre a lactose; desse
processo fermentativo, resulta enorme produgédo de CO;, originando odor n&o
agradavel (EVANGELISTA, 2001).

Fleet (1990) além de relatar que a contaminagdo por
leveduras esta geralmente relacionada a adicdo de frutas e/ou a praticas
ineficientes de higiene durante a operagéo de empacotamento, mencionou ainda
que as leveduras em alguns queijos contribuem para a deterioragdo, mas, em
outros, fazem uma contribuigdo positiva para o desenvolvimento do sabor,
durante o estagio de maturagao.

Fleet (1990/1992) relatou que as leveduras e os fungos

estdo geralmente envolvidos na deterioragdo de iogurtes, sendo responsaveis
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pela perda do sabor, da qualidade e da textura, devido a produgdo de gas,
estufamento e diminuigdo (FOSCHINO; GARZAROLLI; OTTOGALI, 1993).

A presencga de bolores e leveduras em iogurte foi relatada
em pesquisas, em Portugal (VAN UDEN; CARMO-SOUSA, 1957), Australia
(FLEET; MIAN, 1987; SURIYARACHCHI; FLEET, 1981) e Nigéria (GREEN; IBE,
1987). Foi relatado que mais de 60% das amostras apresentaram contagens
superiores a 10* UFC/g. A contagem de bolores e leveduras estava entre 10* e
10° UFC/g no Egito (HARIDY, 1993; SAAD; MOUSTAFA; AHMED, 1987). No
Reino Unido (DAVIS, 1974; DAVIS, 1975) e Canada (ARNOTT,
DUISTSCHAEVER; BULLOCK, 1974) mais de 30% das amostras mostraram
contagens maiores que 10° UFC/g. O contetido de mais de 10> UFC/g foi relatado
em 95% de iogurtes na Espanha (BRAZAL-GARCIA; RUIZ; DIAZ, 1986). Nos
Estados Unidos (HANKIN; SHIELDS, 1980) e na Holanda (HUP;
STADHOULDERS, 1972) a contaminagao foi um pouco menor.

Os trabalhos de Koburger (1971); Hup; Stadhouders
(1972), Anagnostakis; Hankin (1975); Koburger; Farhat (1975); Henson et al.

(1982); Brodsky et al. (1982); Williams (1986); Jarvis; Shapton (1986); Banks;

Broard (1987) mostram que bolores e leveduras isoladas estao presentes em

alimentos em geral. Ha referéncias da ocorréncia de leveduras em muitas
amostras de queijos moles, semi-moles e duros. Em algumas amostras, as
contagens de leveduras tém sido relatadas tao altas quanto 10° - 10° UFC/g.

No género Debaryomyces, as ceélulas vegetativas sao
esféricas e a reprodugdo ocorre por brotamento multilateral. Apresentam pouca

atividade fermentativa (FRANCO; LANDGRAF, 2003). Sua reprodugéo se faz ndo
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sO por gemagdo multipolar, como também por forma sexual (EVANGELISTA,
2001). Suas espécies possuem elevada tolerancia ao sal (18 a 20%) e pertencem
ao grupo das formadoras de pelicula na superficie de alimentos salgados ou
mantidos em salmoura (FRANCO; LANDGRAF, 2003).

Fleet; Mian (1987) relataram a espécie Debaryomyces
hansenii como o contaminante mais comum de alimentos, apresentando os
seguintes atributos: (a) habilidade de crescer bem em baixas temperaturas; (b)
habilidade de fermentar sacarose e/ou lactose e resisténcia aos conservantes
sorbato e benzoato.

Moreira et al. (2001) analisaram 72 amostras de iogurte e
isolaram no total 577 leveduras, sendo que 191 (33,10%) delas foram
identificadas como a espécie Debaryomyces hansenii.

Moreira et al. (2001) relataram também que a espécie
Debaryomyces hansenii foi a mais freqientemente isolada nas amostras de
iogurtes da Australia e do Reino Unido.

Fleet (1992) relatou um alto nivel de nédo aceitagdo por
contaminagao de leveduras em iogurte em muitos paises.

Segundo Barnett; Payne; Yarrow (2000), a espécie de
levedura halotolerante Debaryomyces hansenii € encontrada em queijos, carnes,
vinhos, cervejas, frutas, solo e agua do mar. Esta € uma das espécies mais
conhecidas como osmotolerantes (BANSAL; MONDAL, 2000) e comumente
encontrada em todos os tipos de queijos (FLEET, 1990). Segundo Ramos et al.

(1998), as linhagens de origem européia sdo pobremente fermentativas, enquanto

as brasileiras tém capacidade de fermentagédo notavel.
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Fleet (1990) relatou também que a espécie Debaryomyces
hansenii possue boa tolerancia a concentragéo elevada de sal, o qual € o principal
ingrediente usado na fabricagdo de alguns queijos. Acrescentou ainda que esta
espécie tem habilidade variavel para produzir enzima proteolitica e lipolitica para
metabolizar as proteinas e a gordura do leite.

Levantamentos especificos realizados com 12 amostras de

queijos importados da Europa e América do Norte indicaram que 5 delas

apresentaram contagens de leveduras entre 10° - 10® UFC/g. As espécies mais

freqlientemente isoladas foram Debaryomyces hansenii e Candida lipolytica
(NAKASE; KOMAGATA, 1977).

Bder; Kuik (1987); Nooitgedagt; Hartog (1988) verificaram
por meio de analises feitas em 256 amostras de diferentes tipos de queijos (“Blue-
veined’, Brie, Camembert, Danablue, Roquefort e Gorgonzola), uma incidéncia
muito elevada de leveduras. Oitenta e sete por cento das amostras de Gorgonzola
e 77% das de Roquefort apresentavam resultados elevados para contagem de
leveduras, 10’ - 10® UFC/g. Apds isolamento e taxonomia, a espécie
Debaryomyces hansenii foi encontrada com maior freqiiéncia, sendo também
verificadas Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces cerevisiae e Yarrowia
lipolytica. As amostras de queijos Brie e Camembert, pesquisados na Holanda,
revelaram que 60% destas apresentavam uma populagdo de leveduras > 10°
UFC/g, sendo isoladas Yarrowia lipolytica, Debaryomyces hansenii,
Kluyveromyces marxianus e algumas espéecies de Candida, sendo que esta lltima

predominava sobre as isoladas.
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Ikemiya; Yasumi (1973) reportaram um bom crescimento
de Debaryomyces hansenii na superficie de queijos processados. A determinagdo
por julgamento subjetivo da deterioragdo do queijo ocasionada por leveduras
durante a maturagdo & complicada, pois pode ser benéfica ou maléfica a
qualidade do produto (FLEET ,1990).

Segundo Marth (1978), os géneros Debaryomyces,
Rhodotorula, Torulopsis e Céndida fazem varias contribuigbes no processo de
cura: algumas espécies desses géneros metabolizam o acido lactico do coagulo
de queijo, desse modo, fazendo o pH aumente de valor inicial 5,0 a
aproximadamente 5,7. Esta diminuicdo da acidez encoraja o crescimento de
bactérias, cujas atividades lipotitica e proteolitica sdo essenciais para a maturagao
do queijo.

Os autores Roth; Clegg; Stiles (1971); Hankin; Stephens;
Dillman (1975); Guirald; Galzy (1976); Brocklehurst; Lund (1985); Engel (1986b);
Engel et al. (1987) avaliaram que existe pouca duvida que as leveduras possam

deteriorar queijo cottage ou tipos semelhantes de queijo de maturagao leve, tais

como queijo quarq. As leveduras que apresentam contagens entre 10° a 10’

UFC/g se desenvolvem no armazenamento refrigerado do produto final, levando a
alteragdes no sabor e no odor, obtendo formagao de gas e a presenga de coldnias
na superficie. Entretanto, Suriyarachchi; Fleet (1981); Green; Ibe (1987)
afirmaram que a deterioragao se torna evidente quando as coldnias de leveduras
produzem gas através da fermentagao e ocasionalmente sao vistas na superficie

da embalagem.
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As espécies de leveduras e suas contagens podem variar
entre as fabricas de laticinios bem como igualar-se entre dias consecutivos da
mesma fabrica, como foi demonstrado por varios autores (WELTHAGEN;

VILIJOEN, 1998; SEILER; BUSSE, 1990). A diversidade de espécies observada

em diferentes tipos de produtos pode ser atribuida a diferentes tipos de condigdes

na producgéao da fabrica (COSENTINO et al., 2001).

Fleet (1990) revelou que algumas propriedades
especificas sao selecionadas para o crescimento e predominancia de leveduras
em produtos lacteos, dentre elas: fermentacdo ou assimilagdo de lactose,
produgcdo de enzimas proteoliticas e lipoliticas, assimilagdo de acido lactico e
acido aceético, crescimento sob baixa temperatura e também elevada
concentragao de sal.

Peppler (1977); Miller (1979) realizaram uma avaliagdo
geral de propriedades fisicas e bioquimicas de leveduras em relagdo a sua
atividade em alimentos. Diversas discussées relacionadas as diferentes
propriedades de leveduras isoladas de produtos lacteos, foram também feitas por
Schmidt; Graffard; Lenoir (1979), Baroiller; Schmidt (1984) e Fleet; Mian (1987).

Schmidt; Graffard; Lenoir (1979); Baroiller; Schmidt (1984);
Schmidt; Daudin (1983) estudaram uma focalizagdo taxonémica em leveduras
isoladas dos queijos e a compilagao das espécies. Isso poderia aparecer através
das observagdes que produtos derivados do leite, em seu conjunto, apresentam
um nicho ecolégico unico, selecionado para o crescimento e ocorréncia de
somente umas poucas espécies principais, como as Debaryomyces hansenii e

Kluyveromyces marxianus, assim como de seus esporos equivalentes.
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Moreira et al. (2001) verificaram que as espécies de
Debaryomyces e Kluyveromyces foram também capazes de assimilar a lactose,
sugerindo que o iogurte € um bom substrato para o crescimento delas. A
presenga de leveduras que ndo fermentam a lactose nos iogurtes pode ser
explicada pela concentragdo mais alta de sacarose adicionada a este produto.

Alguns autores relataram que as leveduras estdo
disponiveis em ambos os leites, tanto no cru (FOSTER et al., 1957; INGRAM,
1958, RANDOLPH et al.,1973; ENGEL, 1986a) como no pasteurizado (JONES;
LANGLOIS, 1977; FLEET; MIAN, 1987; VADILLO et al., 1987).

Cousin (1982); Bishop; White (1986) revelaram que a

populagdo < 10° UFC/mL é a mais relatada, mas ocasionalmente pode ocorrer

contagem > 10* UFC/mL. Tais leveduras desenvolvem em leite durante a

refrigeragéo e reproduzem-se rapidamente como as bactérias psicrotréficas.
Segundo Fleet; Mian (1987); Vadillo et al. (1987), a
ocorréncia frequente de leveduras em leite pasteurizado sugere que elas tenham

algum grau de tolerancia para o processo de pasteurizagao.

3.6 - Conservantes

A conservagao de alimentos tem por objetivo oferecer ao
individuo produtos alimenticios ndao s6 dotados de qualidades nutritivas,
sensoriais e de palatabilidade normais, como principalmente isentos de

microrganismos nocivos e suas toxinas (EVANGELISTA, 2001).
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A mesma é feita por meio de processos tecnoldgicos de
processamento, ou seja, o uso do calor, frio, fermentagéo, aditivos e radiagdo. O
emprego de conservadores quimicos, que atuam como agentes antimicrobianos,
protege os alimentos contra a contaminagédo por fungos, leveduras e bactérias
(KIMBLE, 1977; LUCK, 1977; MARSH, 1966; TFOUNI; TOLEDO, 2001).

Os conservantes podem ainda ser usados isoladamente ou
combinados com os métodos fisicos, complementando as técnicas de
conservagao (LUCK, 1977; CHIPLEY, 1993; SOFOS, 1995).

Conforme a legislagao brasileira em vigor, 0os conservantes
alimenticios sdo definidos como “substincias que impedem ou retardam a
alteracdao dos alimentos provocada por microrganismos ou enzimas” (BRASIL,
1988).

Os aditivos conservadores ou preservadores séo
substancias que retardam os processos de deterioragdo de produtos alimenticios,
protegendo-os contra a agdo de microrganismos ou de enzimas. Com essa agao,
proporcionam também o aumento da vida atil do alimento (EVANGELISTA, 2001).

As substancias quimicas com propriedades
antimicrobianas adicionadas aos alimentos, processados ou nao, podem também
ser denominadas de conservantes. A sua fungdo no alimento é inibir o

crescimento e/ou desenvolvimento de microrganismos, aumentando a vida util e

garantindo o consumo com seguranga (ARAUJO, 1988; BRASIL, 1965).

Os aditivos mais utilizados no Brasil sdo o acido benzoico e
o sérbico e seus respectivos sais de sodio, calcio e potassio (TFOUNI; TOLEDO,

2001).
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Forsythe (2002) relatou que os agentes conservantes séo
necessarios para garantir a manufatura segura de alimentos e a néao deterioragdo
destes durante toda a sua vida de prateleira. Varios sao efetivos sob baixos pHs:
acido benzadico (pH < 4,0), propiénico (pH < 5,0) e sérbico (pH < 6,5).

A legislagdo tem restringido o uso de conservantes,
estimulando o uso de barreiras combinado com higiene; permitindo um nivel pré-
definido dessas substincias em diferentes alimentos. Isso tem causado
problemas as industrias de alimentos, uma vez que alguns microrganismos tém
aumentado sua resisténcia frente aqueles mais comumente utilizados. Um
exemplo disso & demonstrado por estudos que tém identificado leveduras

deteriorantes resistentes a conservantes de baixa acidez (PIPER et al., 1998).

A agdo antimicrobiana é mais eficiente em alguns do que

em outros casos, podendo ser tais aditivos empregados de acordo com cada
evento: o acido benzdico e seus sais sédo eficazes contra as leveduras e as
bactérias; o propidnico e seus sais contra os fungos (esporos) e as bactérias
(Bacillus mesentericus) e o sérbico e seus sais, contra os fungos, as leveduras e
também as bactérias (EVANGELISTA, 2001).

Araujo (1988) relatou que a adigdo de conservadores aos
alimentos, em concentragdes aceitaveis, promove a inibigdo de microrganismos,
até que os conservantes sejam eliminados por volatilizagdao, metabolismo,
degradagado ou por meio de interagées quimicas com outros componentes do
proprio alimento.

Diferentes tipos de conservantes sdo empregados,

dependendo do alimento, método de processamento, armazenamento e do
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microrganismo envolvido. O controle do crescimento e/ou desenvolvimento de
microrganismos em alimentos por meio do uso de conservantes também esta
relacionado com o pH do meio. A forma nao dissociada da molécula confere a
caracteristica antimicrobiana dos mesmos. Os valores de pka da maioria dos
conservantes encontram-se na faixa de pH entre 3,0 e 5,0; portanto, a
concentragdo da forma nao dissociada aumenta com a elevagdo da acidez do
alimento, garantindo uma maior eficiéncia no controle de microrganismos
(ANTUNES; CANHOS, 1986).

Tfouni; Toledo (2001) ressaltam também que das
diferentes propriedades de um produto alimenticio, o pH € possivelmente a que
mais influencia no aumento da agao antimicrobiana do conservante.

A nao dissociagdo das moléculas facilita a penetragao
destas pela membrana celular dos microrganismos, sobre os quais ocorrera a

acao inibidora, alterando a permeabilidade dessa membrana, a atividade de

enzimas intracelulares e o mecanismo genético (ARAUJO, 1988).

A maioria dos conservantes alimenticios € efetiva em pHs
acidos. Os acidos organicos incluem o acético, o propidnico, o sérbico e o
benzoéico. Esses compostos, quando em suas formas nao dissociadas, séo
soliveis a membrana. No citoplasma, dissociam-se e ha liberagdo de prétons. A
expulsdo dos protons em solugéao forma um acido fraco, o carbénico. Ele previne
o crescimento de Pseudomonas em niveis menores que 5%, enquanto as
bactérias acido lacticas ndo sao afetadas; por este motivo, as embalagens com

atmosfera modificada alteram a biota deteriorante (FORSYTHE, 2002).
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Tfouni; Toledo (2001) consideraram que as substancias
quimicas utilizadas como aditivos alimentares sdao, muitas vezes, estranhas ao
organismo humano, podendo, portanto, ser toxicas, e seu emprego em alimentos
s6 é permitido por meio de diversos fatores. Dentre eles a real necessidade
tecnoldgica e, principalmente, o estabelecimento de seu uso em pHs baixos, o que
favorece a atividade antimicrobiana dos acidos minerais fracos, que s&o o nitrito e
o sulfito, e de acidos lipofélicos fracos, que sdo o sérbico, o benzdico e o
propidnico (SOFOS, 1995).

Os éacidos fracos atuam preferencialmente inibindo os
microrganismos, ao invés de mata-los, prolongando a fase de laténcia e
prejudicando o transporte ativo (STRATFORD; ANSLOW, 1998).

O acido sérbico foi isolado pela primeira vez em 1859 pelo
quimico alemao A. W. Von Hofmann, a partir do fruto de Sorbus aucuparia L.
(SOFOS; BUSTA, 1993). Entretanto, foi apenas por volta de 1939 que sua agao
antimicrobiana foi descoberta por E. Muller, na Alemanha e por C. M. Gooding,
nos Estados Unidos.

Dentre os conservadores, o acido sérbico & o unico acido
organico insaturado produzido sinteticamente e permitido em alimentos. Em face

de sua caracteristica neutra no sabor, € recomendavel para uso em sucos e

bebidas. E eficaz no controle de bolores e leveduras e pouco eficiente no de

bactérias. Ele é ligeiramente solGvel em agua e o seu sal de potassio & bastante

soltvel. O pH étimo de atuagao estende-se até pH = 6,0 (ARAUJO, 1988).
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O uso do acido soérbico (INS - 200) é bastante divulgado,
podendo ser utilizado puro, ou ainda como sais de sédio (INS - 201), calcio (INS -
203) ou potassio (INS - 202).

Os sorbatos sao eficientes principalmente contra bolores e
leveduras, embora ajam também sobre uma ampla diversidade de bactérias (JAY,
2000). Podem inibir a germinagdo de esporos, o crescimento e a divisdo de
células vegetativas (SOFOS et al., 1986).

Seu emprego mundial &€ bastante amplo, devido ao fato de

ele nao interferir no sabor e ser fisiologicamente inécuo (LUCK, 1977). A sua

principal desvantagem € o custo relativamente maior que o dos benzoatos e
propionatos. Portanto, em produtos de maior pH, eles sdao geralmente usados em
quantidades menores que os outros dois conservadores, de modo a obter o efeito
desejado (ROBACH, 1980).

Jay (2000) relatou que a resisténcia das bactérias lacticas
aos sorbatos, especialmente em pH 4,5 ou maior, permite o uso destes como
agente fungistatico em produtos que sofrem fermentacao lactica. Leitao (1991) diz
que, em pH inferior a 4,0 (alimentos muito acidos), a microbiota capaz de se
desenvolver é constituida principalmente por bolores e leveduras, ao lado de
bactérias acéticas e lacticas.

Segundo Lick (1977), as faixas de minima concentragéo
de inibigdo para os sorbatos variam de 10 a 10000 ppm para bactérias, 25 a 400
ppm para leveduras e 10 a 1000 ppm para fungos.

Hankin; Shields; Hanna (1980) analisaram 141 queijos

cottage e 19 ricotas, no periodo de abril a junho de 1980 e avaliaram a qualidade
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microbiolégica, sensorial e a presenga de substéncia quimica (sorbato). Das
amostras de queijo cottage, a maioria apresentou qualidade sensorial e
microbiolégica boa. O uso do sorbato foi declarado em aproximadamente 11%
das amostras, embora tenha sido encontrado em 23% das amostras deste queijo.
Quanto as amostras de ricota, as qualidades sensorial e microbiolégica estavam
satisfatorias, e a presenga do sorbato néo foi declarada no rétulo, mas ocorreu em
2 amostras deste queijo.

O acido propiénico apresenta a estrutura
CH3CH2CH,COOH, podendo ser usado nesta forma ou na de sais, em alimentos
como paes, produtos de panificagdo, confeitaria, picles e chocolates, com o limite
na faixa de 0,20 a 0,40 g/100 g, expresso em acido propidénico (FRANCO;
LANDGRAF, 2003; EVANGELISTA, 2001).

Os sais sdo bastante hidrossollveis, sendo sua eficiéncia
marcante na inibigao do desenvolvimento de bolores, embora, nas concentragdes
permitidas, tal fato ndo ocorra em relagao as leveduras. Estas caracteristicas os
tornam conservadores ideais para serem adicionados na formulagao de produtos
de panificagdo, nos quais geralmente sdo empregados os fermentos bioldgicos. O

sal de célcio € o mais utilizado nestes produtos, pois fornece a suplementagao de

calcio e uma melhor eficacia do fermento na liberagdo de CO, (FRANCO;

LANDGRAF, 2003).

O propionato de calcio (INS - 282), potassio (INS - 283) e
sadio (INS - 281), como mencionados, sdo usados na concentragéo de 0,20% em
massas semiprontas, recheadas ou nao, para preparo de produtos forneaveis,

doces ou salgados, com umidade superior a 15%, em mistura para produtos de
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panificagdo e confeitaria, picles, pizzas, pastéis, empadas, polentas pré-
embaladas e com umidade superior a 15%, produtos de confeitaria e de
panificagao.

A acao antimicrobiana desses compostos € similar a dos
benzoatos e sorbatos. O pKa do propionato é 4,87 e em pH 4,0, 88% do
composto encontra-se nao dissociado. A molécula ndo dissociada desse acido
lipofilico & necessaria para sua atividade antimicrobiana (FRANCO; LANDGRAF,
2003).

Segundo Lick (1977), no século XIX, comegou-se a utilizar
o acido benzdico e seus derivados, que sao de grande aplicagao na industria de
alimentos e, posteriormente, os sais de acido propidnico e sérbico. A tendéncia
desses sais se dissociarem €& baixa, fazendo com que sejam mais ativos em

alimentos de baixa acidez (FRANCO; LANDGRAF, 2003). Pode ser empregado

puro ou como sais de sédio (INS - 211), calcio (INS - 213) ou potassio (INS - 212).

O 4acido benzdéico apresenta atividade contra bolores,
leveduras e bactérias, mostrando maior eficiéncia sobre bactérias e leveduras do
que sobre bolores (KIMBLE, 1977; SOFQOS, 1995). Entretanto, quando & usado
em alimentos acidos, atua principalmente na inibigdo de bolores e leveduras,
apesar de que valores de pH < 4,5 sdo geralmente suficientes para prevenir o
desenvolvimento bacteriano nesses produtos (CHIPLEY, 1993; JAY, 2000;
WAGNER; MOBERG, 1989).

Segundo Forsythe (2002) os métodos de preservagao

usualmente empregados para controlar o crescimento de fungos sdo: altas
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temperaturas para desnaturar os esporos, conservantes como os acidos fracos e
antimicrobiano como a natamicina.

A natamicina (INS - 235) € um antimicrobiano produzido
por Streptomyces natalenses, usado para inibir o crescimento indesejado de
fungos e leveduras. Além da importancia do seu uso nas superficies de queijos, &
usado também nas de carnes processadas como salsichdo seco. E usualmente
efetiva em baixas concentragdes, além de atuar no controle da produgédo de
micotoxinas. Pode apresentar ligagdo com o ergosterol e outros ésteres. Sendo o
ergosterol um componente principal das membranas de células fangicas, com
esta ligagdo podera ocorrer o rompimento da membrana e o aumento da

permeabilidade, causando a saida de constituintes essenciais da célula,

abaixando o pH intracelular e causando a lise celular. E relativamente estavel ao

calor em suspensao aquosa neutra (50 - 100°C). Tem baixa solubilidade em agua:
60 - 200 ppm. A estabilidade é afetada pela exposigao a luz ultravioleta, valores
extremos de pH, peroxidos, oxidantes, cloro e metais pesados. O pH étimo € de 5
- 7, o pH ativo varia entre 3 - 9; sendo que em pH 3 - 5 ocorre aproximadamente
10% da perda de atividade; em pH < 3 e > 9 ocorre perda de atividade de
aproximadamente 30%. As suas vantagens sao: multipla agdo em diversos tipos
de fungos, nao desenvolve resisténcia, ativo em baixas concentragdes (1 - 40
ppm), ativo também em pH 3 - 9 e sua ac¢éao é eficaz por periodo longo, sendo
também estavel quimicamente (FRANCO; LANDGRAF, 2003; NICOLAU;

TSUKAHARA, [s.d.].
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 - Obtengao das amostras

Foram obtidas do comércio varejista da cidade de Séao
José do Rio Preto - SP e regidao 26 (100,00%) amostras de ricota de diferentes
marcas comerciais (Tabela 1), sendo acondicionadas em caixas de material
isotérmico (isopor), contendo gelo e transportadas imediatamente ao Laboratério
de Microbiologia de Alimentos, para pronta analise (INTERNATIONAL
COMMISSION ON MICROBIOLOGICAL SPECIFICATIONS FOR FOODS -

ICMSF, 1978).

4.2 - Preparo das amostras

No Laboratério, cada amostra recebeu um nimero de

identificagdo. A seguir, assepticamente, 10 g da mesma foram triturados em

almofariz, com auxilio de pistilo e colocados em um frasco de Erlenmeyer

contendo 90 mL de &gua destilada estéril (diluigio 10™"). A partir desta diluigao,

foram efetuadas as demais diluigdes decimais seriadas, até 10", As treze
diluicbes obtidas foram utilizadas, conforme necessarias, nas analises

subseqiientes (ICMSF, 1974).
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4.3 - Contagem de bactérias aerébias mesofilas

Foi pipetado assepticamente 1 mL das diluigbes

previamente preparadas e colocado em placas de Petri devidamente

identificadas. Adicionou-se a seguir 15 mL de Agar Padrao para Contagem.

Depois da homogeneizagao, foram incubadas a 35°C por 48 horas e calculou-se
as unidades formadoras de coldénias - UFC (AMERICAN PUBLIC HEALTH

ASSOCIATION - APHA, 1992).
4.4 - Enumeracgao de bolores e leveduras

Pipetou-se com assepsia 1 mL das diluigdes e distribuiu-se
em placas de Petri identificadas. Foram adicionados 15 mL de Agar Batata
Dextrose acidificado com acido tartarico a 10% (pH=4,0) com homogeneizagao e,
apos solidificagdo, incubou-se a 25°C por 5 dias. As UFC foram calculadas de

acordo com as diluicdes (HARRIGAN; MC CANCE, 1976; ICMSF, 1978).
4.5 - Contagem de Staphylococcus aureus

Semeou-se em duplicata, sobre a superficie do Agar
Telurito-Gema de Ovo, contido nas placas de Petri, 0,1 mL de cada diluigéao

selecionada, com auxilio da alga de Drigalsky. O inéculo (0,1 mL) foi espalhado
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cuidadosamente por toda a superficie do meio de cultura até a total absor¢ao.
Posteriormente, as placas foram incubadas a 37°C por 24 e 48 horas. Calculou-
se, de acordo com as diluigdes, as UFC, que se apresentavam negras, brilhantes,
convexas e rodeadas por zonas claras de 2 a 5 mm de didmetro, submetendo-as
também aos testes bioquimicos de confirmagao, principalmente de termonuclease

e coagulase (SPECK, 1976).

4.6 - Determinagdo do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais

Inoculou-se trés séries de trés tubos de ensaio, contendo

cada um deles 9 mL de Caldo Lauril Sulfato Triptose, com 1 mL das diluigées 107",

102 e 10, Foram homogeneizados e incubados a 35°C durante 48 horas. O

calculo do Numero Mais Provavel de coliformes totais foi realizado com o auxilio

da tabela de Hoskins (ICMSF, 1978).
4.7 - Determinagao do NMP de coliformes fecais

Utilizou-se a técnica dos tubos multiplos, empregando-se o
Caldo EC. Depois da inoculagao, os tubos foram incubados a 44,5°C durante 24
horas (BRASIL, 1991/1992). O célculo do NMP de coliformes fecais foi efetuado

com a ajuda da tabela de Hoskins (ICMSF, 1978).
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4.8 - Pesquisa de Escherichia coli

Uma aliquota dos tubos com Caldo EC, que apresentavam
turbidez, com ou sem gas no interior do tubo de Durhan, foi semeada em placas

de Petri com Agar Eosina Azul de Metileno. As colénias suspeitas, que possuiam

de 2 a 3 mm de didmetro e se apresentavam azuis com centro negro e bordas

claras a luz transmitida, e brilho metalico-esverdeado a luz refletida, foram
identificadas, utilizando-se testes bioquimicos, principalmente Indol/Vermelho de

Metila/Voges-Proskauer/Citrato - IMVIC (MARTH, 1978).

4.9 - Pesquisa de Salmonella spp.

Em 225 mL de Caldo Lactosado e Agua Peptonada a 1%,
foram homogeneizados, respectivamente, 25 g de cada amostra. Os dois meios
de cultura continham 0,5% de Na,SO3; (ICMSF, 1978). Apds a incubagao a 35°C
por 24 horas, 1 mL de cada cultivo foi transferido para 10 mL de Caldo
Tetrationato de Kauffmann e 10 mL de Caldo Selenito Cistina, que foram
incubados respectivamente a 35 e 43°C.

Depois de 24, 48 e 120 horas, foram feitas inoculagées,
em placas de Petri com Agar Salmonella Shigella e Agar Verde Brilhante, sendo
as colénias suspeitas submetidas a testes bioquimicos (semeadura em Agar

Triplice Agucar e Ferro, Agar Lisina e Ferro, prova de urease, degradagéo do
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malonato, desaminagéo da fenilalanina e descarboxilagédo da lisina) e sorolégicos

(MARTH, 1978; BRASIL, 1991/1992).

4.10 - Pesquisa de Listeria monocytogenes

Em 225 mL de Caldo de Enriquecimento para Listeria
(LEB), foram adicionados 25 g de cada amostra, homogeneizados e incubados a
30°C, por 24 e 48 horas (MC CLAIN; LEE, 1989). Ap6s o periodo de 24 horas, foi

retirada uma aliquota de 0,1 mL e inoculada em Caldo de Enriquecimento

Secundario Fraser (FRASER; SPERBER, 1988), que foi incubada a 35°C por 24

horas.

Simultaneamente apés a incubagdo, uma algada dos
referidos caldos (LEB e FRASER) foi semeada por esgotamento diretamente em
duas placas de Petri contendo Agar Seletivo PALCAM - Listeria (VAN NETTER et
al., 1989) e incubadas a 35°C, em sistema de microaerofilia, por 24 e 48 horas

(SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 2001).
4.11 - Isolamento das culturas de leveduras

Procurou-se selecionar todos os tipos morfolégicos
existentes, sendo que as colénias mais numerosas no Agar Batata Dextrose
acidificado foram isoladas em maior propor¢ao, visando conhecer aquelas
predominantes. Em seguida, cada cultura pura recebeu um coédigo de

identificagao e foi estocada em tubos de ensaio de 12 x 100 mm, contendo meio
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“‘Gymp” (glicose, extrato de levedura, extrato de malte, NaH,PO, e agar), para
posterior identificagdo, sendo coberta entdo com o¢leo mineral, para evitar

ressecamento e mantida a 8 + 2°'C. Posteriormente todas as culturas foram re-

espalhadas em Agar Sabouraud-Glicose, de onde foi feita a descrigdo da

morfologia colonial (cor, forma, elevagdo e brilho). Apés essa descricdo
macroscopica, foi realizado um exame microscépico para a analise do tamanho,
forma e outras caracteristicas celulares, bem como para novamente constatar a

pureza das culturas.
4.12 - Provas taxondmicas

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

A identificacdo das culturas foi realizada segundo as

chaves descritas por Barnett; Payne; Yarrow (1990); Kurtzman; Fell (1998).
4.12.1 - Provas morfolégicas

Para a verificagdo da produgdo de esporos, foram
utilizados o meio de cultura de Gorodkowa (glicose, peptona, NaCl e agar) e o

Agar Acetato de McClary (glicose, KCI, extrato de levedura, acetato de sddio e
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agar). As placas de Petri foram mantidas a temperatura ambiente e as

observacdes feitas periodicamente entre 7, 14 e 21 dias.

4.12.2 - Provas fisiologicas

4.12.2.1 - Capacidade fermentativa

Para verificar a capacidade fermentativa das culturas, foi
utilizado o meio basico para fermentagdo (peptona e extrato de levedura). O
mesmo foi colocado em tubos de ensaio de 12 x 100 mm, contendo tubo de
Durham invertido. As solugbes de acgucares foram esterilizadas por filtragao
separadamente do meio de cultura.

Inicialmente foi testada a capacidade fermentativa frente a

glicose na concentragao de 1%. As culturas que apresentaram resultado positivo

foram entdao avaliadas quanto a capacidade fermentativa dos dissacarideos:

sacarose (2%), maltose e lactose (ambas a 1%).

Os tubos de ensaio foram mantidos em temperatura
ambiente, sendo as leituras feitas periodicamente entre 7 e 21 dias. Foi
considerado resultado positivo quando 1/3 a 3/3 do tubo de Durham estava
preenchido com gas e negativo quando nao houve produgéao de gas (KREEGER

VAN RIJ, 1984; BARNETT; PAYNE; YARROW, 1983 e 1990).
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4.12.2.2 - Crescimento em diversas temperaturas

Analisou-se a capacidade de crescimento a 35, 40 e 42°C,

utilizando-se o meio basico para fermentagdo (peptona e extrato de levedura),

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 incubagédo. Foi considerado crescimento
positivo quando as linhas do cartdo nao foram visiveis e negativo quando estas

foram visualizadas.
4.12.2.3 - Crescimento em meio de cultura contendo nitrato

Foi utilizado o “Yeast Carbon Base” (YCB-Difco), contendo
0,078% de KNO3z como fonte de nitrogénio e 2,0% de agar (KREEGER VAN RIJ,

1984; BARNETT; PAYNE; YARROW, 1983 e 1990).
4.12.2.4 - Resisténcia a pressao osmaética

Neste teste, foram utilizadas duas substancias distintas. O
meio basico foi o Agar Sabouraud-Glicose. Para os testes, foram acrescentados,
respectivamente, 50% de glicose e 10% de NaCl (KREEGER VAN RIJ, 1984;

BARNETT; PAYNE; YARROW, 1983 e 1990).
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412.25 - Crescimento em meio de cultura contendo

cicloheximida (actidione)

Para esta prova, foi utilizado o “Yeast Nitrogen Base”
(YNB-Difco) acrescido de 1,0% de glicose, 2,0% 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).

4.12.2.6 - Sintese de amido

Para a verificagdo da produgdao de compostos amildides,

foi utilizado o Agar Sabouraud-Glicose. Apés o crescimento das culturas, gotejou-

se sobre as mesmas uma solugédo de lugol. O aparecimento de coloragdao azul
escura indicara resultado positivo (KREEGER VAN RIJ, 1984; BARNETT,;

PAYNE; YARROW, 1983 e 1990).

4.12.3 - Provas de assimilagéo de fontes de carbono

Foram utilizadas 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 as
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substancias foram utilizadas na concentragao de 0,5%, exceto a rafinose, que foi
a 1,0%, acrescidas ao “Yeast Nitrogen Base” (YNB-Difco), mais 2,0% de agar

(KREEGER VAN RIJ, 1984; BARNETT; PAYNE; YARROW, 1983 e 1990).

4.13 - Ensaio de resisténcia aos principais conservantes permitidos em

alimentos

Para esta prova, foi utilizado o Agar Sabouraud-Glicose,

pH = 5,1; no qual foi acrescentado os conservantes alimenticios benzoato de
sodio (codigo INS - 211) nas concentragdes de 0,1; 0,2 e 0,4%; propionato de
sédio (INS - 281) nas de 0,1; 0,15; 0,2; 0,3; 0,4 e 0,6%; sorbato de potassio (INS -
202) nas de 0,05; 0,1; 0,2 e 0,4% e natamicina (INS - 235) nas de 0,002; 0,004 e
0,008%. Para verificar o desenvolvimento microbiano, foi utilizado como controle o
mesmo meio de cultura, porem sem a adi¢do de conservante.

Para esta avaliagao, o pH do meio foi ajustado para 5,1,
porque € o médio encontrado para este produto e também porque neste valor se
obtém uma 6tima atividade antimicrobiana dos conservantes empregados. Foram
também esterilizados separadamente, por autoclavagem ou filtragdo em
membrana Millipore (0,45 nm), o meio basico (sem o agar), o agar e o0s
conservantes, para se evitar, em primeiro lugar, a hidrolise do agar durante o
aquecimento, com a perda do poder de gelificagdo, e ainda com relagdo aos

conservantes utilizados, eventuais perdas por hidrélise ou evaporagao.
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4.14 - Prova de sensibilidade ao tratamento térmico (63°C/30 min.)

Neste teste, as respectivas culturas puras isoladas foram
previamente inoculadas em tubos de ensaio, contendo Caldo Nutriente e
incubadas a 25°C por 24 horas. Depois desse periodo, tais tubos foram aquecidos
a temperatura de 63°C por 30 minutos em banho-maria, simulando um processo
de pasteurizagao do tipo baixa temperatura, por longo tempo. Apds o tratamento

térmico, as leveduras foram entdo semeadas em placas de Petri com Agar

Nutriente, com posterior incubagado a 25°C. As leituras foram feitas apés 5 dias de

incubacao.

4.15 - Técnica de “replica-plate”

A técnica de “replica-plate” foi utilizada para as provas
descritas nos itens 4.12.1, 4.12.2.3 2 4.12.2.6,4.12.3,4.13 e 4.14.

Para o indculo, culturas de 24-48 horas em meio “Gymp”,
exceto para os itens 4.13 e 4.14, foram transferidas e pré-incubadas, durante 3 a
5 dias, em temperatura ambiente em “Yeast Nitrogen Base” (YNB-Difco) liquido
contendo 0,1% de glicose, sendo agitadas periodicamente para o consumo do
endégeno. A partir dai, cada inéculo foi transferido assepticamente para um
sistema “replica-plate multitipped”, que permite a inoculagao de 25 coldnias/placa

de Petri (LEDERBERG; LEDERBERG, 1952; SHEREE LIN; FUNG; COX, 1987).
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Todas as placas de Petri foram incubadas em estufa a

25°C, com leituras de 7, 14 e 21 dias de incubagéao, excetuando-se o item 4.14.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Analises microbiologicas

Os resultados das analises microbiolégicas efetuadas
estdo apresentados na Tabela 1.

Independentemente da existéncia de padrao
microbiolégico na legislagdo brasileira em vigor (BRASIL, 2001), para bactérias
aerdbias mesdfilas, bolores e leveduras e coliformes totais, nestes produtos, as
amostras foram também submetidas a estas analises para a verificagédo da
qualidade e diversidade microbiana, bem como das condigdes higiénico-sanitarias
do alimento, que muito provavelmente, poderao refletir as da matéria-prima, do
ambiente de trabalho e do pessoal. A contagem de bactérias aerdobias mesdfilas
variou de < 10 a 2,6 x 10'? UFC/g, a de bolores e leveduras, de 2,5 x 10° a 2,8 x
10'? UFC/g e o Numero Mais Provavel de coliformes totais, de < 3 a > 1100
NMP/g.

Com relagédo a contagem de bactérias aerobias mesdfilas

das amostras analisadas, encontra-se em ordem crescente: 1 amostra (3,85%)

que apresentava o valor < 10; 2 (7,69%) 1,5 x 10° a 3,2 x 10%; 5 (19,23%) 8,9 x

10° 29,9 x 10% 3 (11,54%) 2,4 x 10" a6,5x 10'%; 8 (30,77%) de 1,4 x 10" a 9,2
x 10" e 7 (26,92%) de 1,0 x 10'? a 2,6 x 10'? UFC/g.

Cosseddu et al. (1997) revelaram que, em 32 amostras de
ricotas, a contagem de bactérias aerdbias mesoéfilas resultou nos seguintes

valores: 14 amostras (43,80%) de < 5 x 10* UFC/g, em 6 (18,80%) variaram de >
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5 x 10* a 10° UFC/g; em 2 (6,30%) variaram de > 5 x 10° a 10° UFC/g e em 10
(31,30%) foram > 108 UFC/g, enquanto Fadda et al. (1989) relataram, em 10
amostras de ricotas frescas e 5 amostras de ricotas com sal, a contagem destas
bactérias com os valores < 10° UFC/g e > 10° UFC/g, respectivamente.

Uma melhor qualidade da matéria prima e o uso de Boas
Praticas de Fabricagao (BPF), sdo alguns dos aspectos que podem ter
colaborado na obtengdo, para a amostra 1, de baixas contagens de bactérias
aerébias mesofilas e de bolores e leveduras, assim como a auséncia de
patégenos.

Os resultados encontrados foram similares aos relatados
por outros autores em relagéo a contagem de bolores e leveduras.

Sakate; Santos; Brandao (1998) relataram em seu estudo
de 20 amostras de ricotas que 17 apresentavam contagem de bolores e leveduras
acima de 1,0 x 10" UFC/g, sendo este resultado semelhante as 12 amostras de
ricotas que foram estudadas por Bachmann et al. (2002) na variagdo de 1,0 x 10’ a
2,4 x 10’ UFC/qg.

Com relagdo a contagem de bolores e leveduras deste

estudo 53,85% das amostras analisadas apresentaram valores compreendidos

entre 10" a 10°, entretanto 96,15% das mesmas apresentaram contagem > 105:

enquanto que Cosentino et al. (2001) obtiveram contagem para leveduras > 10°
somente em 3,1% das amostras analisadas.

Nakase; Komagata (1977) verificaram que, nas pesquisas
realizadas com 12 amostras de queijos importados da América do Norte e

Europa, 5 (41,66%), apresentaram contagem de leveduras entre 10° a 10® UFC/g.
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Das 23 amostras de queijo Cheddar da Australia e 19

amostras de Cottage analisadas por Fleet; Mian (1987) 11 (48,00%)

apresentaram contagem de leveduras entre 10* a 10° UFC/g e 7 (37,00%), entre

10° a 10" UFC/g, respectivamente.

De acordo com a Tabela 1, o Nimero Mais Provavel para
coliformes totais variou de < 3 a > 1100 NMP/g, sendo que 16 (61,54%) das
amostras apresentaram contaminagao acima de 1100 NMP/g. As altas contagens
de coliformes totais indicam geralmente contaminagdo pos-processamento,
limpeza e sanitizagao inadequadas ou o conjunto destes fatores.

Os resultados da qualidade microbiolégica obtidos por
Sakate; Santos; Brandao (1998); Raimundo et al. (2002); Rangel; Ornelas; Silva
(2002) referentes aos coliformes totais acima do limite permitido pela lei vigente
foram 17 amostras (85,00%), 3 (75,00%) e 27 (45,00%), respectivamente.

As elevadas contagens de bactérias aerdbias mesdfilas
podem geralmente indicar matérias-primas excessivamente contaminadas,
limpeza e desinfeccdo inadequadas de superficies e higiene insuficiente na
producdo ou a combinagdao destas circunstancias. As altas contagens de
bactérias aerébias mesdfilas e de bolores e leveduras, obtidas para a amostra 23,
poderdao estar relacionadas a esses fatores, apesar da mesma nao ter sido
contaminada por patogénicos.

De acordo com a Tabela 1, o Numero Mais Provavel para
coliformes fecais variou de < 3 a 460 NMP/g. Considerando o padrao vigente para
coliformes fecais neste tipo de produto de 5 x 102 ou 5 x 10°%, todas as amostras

(100,00%) atendiam ao padréo estabelecido pela legislagdo. Essa porcentagem
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foi superior aos 25,00% e 75,00% obtidos, respectivamente, por Raimundo et al.
(2002); Sakate; Santos; Brandao (1998).

Foi constatada e/ou confirmada a presenga de Escherichia
coli em 16 amostras, representadas pelos numeros 2, 5a 8, 11 a 18,20 a 21 e 26
(61,54%). Os resultados do IMVIC, para os microrganismos desses produtos,
foram os seguintes: indol (+), vermelho de metila (+), Voges-Proskauer (-) e citrato
©).

Como a legislacao federal (BRASIL, 2001) estabelece para

Staphylococcus aureus padréao de 5 x 10% ou 10° UFC/g, as amostras de niimeros

2a09, 11 a22e de 24 a 26 (88,46%) foram classificadas como “produtos em

condigdes sanitarias insatisfatorias” e portanto “produtos improprios para o
consumo humano” (Tabela 1). Os microrganismos destas amostras apresentaram
também resultados tipicos aos testes bioquimicos empregados.

O Staphylococcus aureus pode ser transmitido ao alimento
pelo manipulador, uma vez que possui como habitat as cavidades nasais, maos,
boca e outras regides do corpo humano (ICMSF, 1978; ICMSF, 1980). Portanto o
manipulador de alimentos portador de S. aureus enterotoxigénico representa um
importante elo na cadeia epidemiolégica dos surtos de doengas veiculadas por
alimentos (PEREIRA et al., 1999b).

O resultado deste estudo foi, como esperado, similar
aquele obtido por Carnicel et al. (2002), que analisaram amostras de ricotas e
observaram que 86,96% delas apresentavam Staphylococcus aureus acima do
limite permitido, estando portanto em desacordo com o padrao estabelecido na

legislagao vigente.
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A quantidade de toxina necessaria para provocar doenga
de origem alimentar é produzida por 10° microrganismos por grama de alimento
(FORSYTHE, 2002). Neste estudo, 14 (53,85%) das 26 amostras analisadas
apresentaram valores iguais ou maiores que 10°, representando assim um risco
potencial a saude dos consumidores.

Resultados similares obtidos neste trabalho foram
relatados por Bachmann et al. (2002) que encontraram Staphylococcus aureus
com média de 3,3 x 10’ UFC/g, em 12 amostras de ricotas analisadas. Resultados
inferiores foram observados quando comparados aos de Lodi et al. (1999).
Segundo estes, de 33 amostras de ricotas analisadas, em apenas 1 (3,03%)
verificaram a presenca de Staphylococcus aureus no valor de 2,0 x 10? UFC/g.
Carminati et al. (2002) obtiveram Staphylococcus aureus em quantidade inferior a
10 UFC/g em 11 amostras de ricotas analisadas na regiao da Lombardia. As
contagens nao elevadas, poderdo estar relacionadas a diferentes fatores, ou seja,
incentivos governamentais, melhor qualidade do leite, contaminagdo menor,
temperatura do ambiente de processo, higiene no processamento e emprego de
menor temperatura no armazenamento.

Travassos; Medeiros; Mangueira (2001); Cosseddu et al.
(1997) nao encontraram, apesar de realidades diferentes, Staphylococcus aureus
em nenhuma das amostras por eles analisadas.

A presenca de Salmonella spp. ndo foi constatada e/ou

confirmada em nenhuma das 26 (100,00%) amostras analisadas, o que esta de

acordo com o padrao de auséncia em 25 g estabelecido na legislagdo (BRASIL,

2001).
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Nas 26 amostras analisadas (100,00%), também nao foi

constatada a presenga de Listeria monocytogenes.

Os resultados obtidos neste trabalho, com relagao,

respectivamente, Staphylococcus aureus, a coliformes fecais, Salmonella spp. e
Listeria monocytogenes, foram maiores, menores e/ou iguais aqueles de Rangel;

Ornelas; Silva (2002).
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Tabela 1. Qualidade microbiolégica das amostras de ricota de diferentes marcas comerciais.

Amostra

n°.

Bactérias
aerbbias
mesofilas

(UFC/lg)

Bolores
e
leveduras

(UFClg)

Staphylococcus

aureus

(UFC/g)

Coliformes
totais

(NMP/g )

Coliformes
fecais

(NMP/g)

( confirmativo )

Escherichia
coli

Salmonella
Spp.

(%)

Listeria

monocytogenes

(++)

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
1
12
13

Padrao Federal
(Brasil, 2001)?

Padrao Federal
(Brasil, 2001)°

<10
3,1 x 108
2,4x 10"
6,5x 10'°
54 x 10"
5,9 x 10"
1,9 x 10"
3,3x 108
5,1 x 10"
3,2 x 10°
1,4 x 10"
1,3 x 10"
1,5 x 10'2

2,5x10°
4,4 x 108
1,0 x 10°
2,7 x 107
1,7 x 108
5,7 x 10°
8,4 x 108
1,6 x 107
9,0 x 108
2.4x10°
2,6 x 10°
2,2x 10"
2,4x 10"

<100
1,5 x 10°
3,2x10°
5,0x 10°
21x10°
8,3x10°
6,8 x 10°
4,2 x 10*
7,4 x 10°
<100
6,0 x 10°
9,5 x 10°
9,2x10°

5 x 102

108

<3
> 1100
1100
4
> 1100
120
1100
> 1100
<3
> 1100
> 1100
> 1100
> 1100

=3
150
&3
<
15
39
4
1
<9
<3
4
210
460

5 x 102

5x10°

auséncia em
25¢g

auséncia em
259

auséncia em
25¢

auséncia em
25g

? de muito alta umidade: umid. 55%, incluindo os queijos de coalho com umidade correspondente, minas frescal, mussarela
(mozzarella, muzzarella) e outros, elaborados por coagulagao enzimatica, sem a agao de bactérias lacticas.
( continua )

® de muito alta umidade: umid. 55%, com bactérias lacticas abundantes e viaveis, incluido o Minas frescal correspondente.

8 L8 2l 12 unespmﬁ 17 18 18 200 Z1 22 23 24 25 26 27 28



Tabela 1. Qualidade microbiolégica das amostras de ricota de diferentes marcas comerciais ( continuagao ).

Bactérias Bolores Staphylococcus Coliformes  Coliformes Escherichia Salmonella Fistert
aerébias e aureus totais termotolerantes il
Amostra mesodfilas leveduras coli spp. monocytogenes

(UFClg) (UFC/g) (UFClg) ( NMP/g) (NMP/g) ( confirmativo ) (-1+) (-1+)

4,7x10" 1,4x10" 3,6 x10*

9,9 x 10° 3,0 x10° 7,.2x 10° 9
9,2 x 10" 2.9x10° 45x 10’

40x10" 1,6 x 10’ 1,2 x 10° 11
1,0x 10" 5,8 x 10° 3,8 x 10° 20
1,9x 10" 43x10° 1,1x10" <3
1,5x10° 1,3x10’ 2,7x10° 4
26x10" 28x10" 1,5 x 10° 20
1,5 x 10" 2,.8x10" 1,1 X 10* <3
9,0 x 10" 43x10" <100 <3
76x10° 5,1x10° 7,4 x 10° <3
8,9x10° 1,1x10’ 7,3 x10* <3
15x10" 33x10° 6,7 x 107 21

IR R R 2 S 2 o

Variag&o <10 2,5x10° <100 <3
a a a a
2,6 x 10" 2,8 x10" 6,7 x 10 460

Padrao Federal 5 x 102 5 x 102 auséncia em auséncia em
(Brasil, 2001)° 259 25g

Padrao Federal 10° 5x10° auséncia em auséncia em
(Brasil, 2001)° 25 g 259

# de muito alta umidade: umid. 55%, incluindo os queijos de coalho com umidade correspondente, minas frescal, mussarela (mozzarella, muzzarella) e outros,
elaborados por coagulagdo enzimatica, sem a agao de bactérias lacticas.

® de muito alta umidade: umid. 55%, com bactérias lacticas abundantes e vidveis, incluido o Minas frescal correspondente.
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5.2 - Isolamento das leveduras

Das 26 amostras de ricotas analisadas, foram isoladas 82
leveduras, sendo tais microrganismos submetidos aos testes taxondmicos,
apresentados na Tabela 2.

Estas foram divididas, de acordo com a discordancia em
alguns dos resultados em relagao a descrigcdo padrao, em 12 grupos (Tabela 3),
todos eles contendo leveduras do género Debaryomyces, com duas espécies
distintas: Debaryomyces hansenii var. fabryii e Debaryomyces vanrijiae var.
vanrijia.

Do total de leveduras isoladas (100,00%), verificou-se que
80 (97,56%) representadas por Debaryomyces hansenii var. fabryii estavam
contidas nos grupos |, I, lll, IV, V, VI, VI, VIII, X, Xl e XIl e 2 (2,44%) por
Debaryomyces vanrijiae var. vanrijia contida no grupo IX.

As mesmas apresentaram discordancias em alguns dos

resultados, em relagdo a descrigdo padrdao, conforme demonstra a Tabela 2. As

leveduras dos grupos |, IV, V, VII, VI, X e Xl diferiram da descri¢do padrao tanto
por assimilarem m-inositol e nitrato bem como se desenvolverem a 40°C. O grupo
I diferiu da descrigéo padrao por assimilar m-inositol e nitrato, por desenvolver-se
a 40°C e apresentar coldnia “pink”. O Il diferiu da descrigdo padrdao por nao
assimilar ribitol e manitol, assimilar m-inositol e nitrato e desenvolver-se a 40°C. O
VI diferiu da descricdo padrao por ndao assimilar manitol, assimilar m-inositol e

nitrato e desenvolver-se a 40°C. O IX diferiu da descricao padrao por assimilar
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lactose, m-inositol e nitrato e desenvolver-se a 40°C. O Xl diferiu da descricao
padrao por ndo assimilar maltose, assimilar m-inositol e nitrato e desenvolver-se a
40°C.

Cosentino et al. (2001) em estudo das propriedades
bioquimicas das Debaryomyces hansenii, relataram boa tolerancia ao NacCl,
apresentando habilidade para crescer em baixas temperaturas e assimilar lactose,
lactato e citrato.

Cosentino et al. (2001) isolaram colbnias de leveduras em
160 amostras de queijos feitos com leite de ovelha da regido da Sardenha, sendo
56 amostras de ricotas, 40 de feta, 32 de pecorino e 32 de caciotta. Foi
caracterizada a capacidade de fermentar ou assimilar a lactose, a glicose, a
galactose, o lactato, o citrato e o acido lactico. Os resultados mostraram que as
281 linhagens isoladas pertenciam a 16 géneros e 25 espécies, sendo que a
levedura isolada dominante (28,80%) foi representada por Debaryomyces
hansenii. Nas 56 amostras, somente de ricotas, isolaram 75 colénias de leveduras
pertencentes aos seguintes géneros e espécies: 5 coldnias de C. catenulata
(6,67%), 1 de C. intermedia (1,33%), 1 de C. malfosa (1,33%), 1 de C.
zeylanoides (1,33%), 2 de Cryptococcus albidus (2,67%), 3 de Cry. laurentii
(4,00%), 15 de D. hansenii (20,00%), 1 de Dek. bruxellensis (1,33%), 1 de
Endomyces spp. (1,33%), 6 de Geotrichum candidum (8,00%), 4 de K. lactis
(5,34%), 9 de K. marxianus (12,00%), 9 de Pichia fermentans (12,00%), 6 de P.

membranaefaciens (8,00%), 6 de R. rubra (8,00%), 1 de S. cerevisiae (1,33%), 2

de Sporobolomyces roseus (2,67%) e 2 de Trichosporon spp. (2,67%).
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Das espécies representadas por Debaryomyces hansenii
(COSENTINO et al., 2001), foi constatado o crescimento de 48 (59,00%) das 81
leveduras em NaCl a 10%. No entanto, os resultados obtidos em neste estudo
indicaram que as linhagens foram representadas por 90,24% de Debaryomyces
hansenii var. fabryii.

Com relagdo a classificacao, verificou-se que o percentual
das linhagens isoladas, neste trabalho, representadas por Debaryomyces
hansenii var. fabryii foi 97,56%, sendo superior aos 84,17% obtido por Coelho
(2001), 54,84% por Silva (2003) e 8,70% por Mansor (2001).

Os resultados obtidos neste trabalho (97,56%) também
foram superiores aos encontrados por Cosentino et al. (2001).

Nakase; Komagata (1977) em pesquisas realizadas em 12
amostras de queijos importados, constataram que, das espécies isoladas, as
predominantes foram Debaryomyces hansenii e Candida lipolytica.

Neste trabalho também constatou-se a importancia das
leveduras da espécie Debaryomyces hansenii, com relagdo a sua difusdo e

particulares caracteristicas bioquimicas. Seu uso como iniciador de -cultura,

especialmente para produgao de queijos, também tem sido proposto por muitos

autores (DEIANA et al., 1984, FATICHENTI et al., 1983).

lkemiya; Yasumi (1973) como anteriormente citado
relataram um bom crescimento de Debaryomyces hansenii na superficie de
queijos processados. A determinagéo por julgamento subjetivo da deterioragdo do
queijo ocasionada por leveduras durante a maturagdo € complicada, podendo ser

maléfica ou benéfica a qualidade do produto (FLEET ,1990).
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Tabela 2. Resultados das provas morfoldgicas, fisiolégicas e de
assimilagao apresentados pelas leveduras.

Provas/Grupos II 11 v

Pigmento
Esporos

F. glicose

F. maltose
F. sacarose
F. lactose
Glicose
Galactose
L-sorbose
Glicosamina
D-ribose
D-xilose
L-arabinose
D-arabinose
L-ramnose
Sacarose
Maltose
D-trealose
Celobiose
Salicina
Melibiose
Lactose
Rafinose
Melezitose
Inulina
Amido soltvel
Glicerol
Eritritol
Ribitol
D-glucitol
D-manitol
Galactitol
M-inositol
Citrato
Etanol
Nitrato
T=35°C

T =40°C
T=42°C
Ciclo.100 ppm
Ciclo.1000 ppm
Glicose 50%
NaCl 10%
Sint. amido

C o+ 0

+

+
+
+
+
+
+
+
-+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

++++ A+ FFFFFF A A A A+

+
+++++++ A A A A A+

++++++++++++++r A A A F A F A A A+ A+

+ 4+ ++ A
+++ 4+

+ -

+(*) +(*)

+++++++++ A+t A A A A A+

+

I e i i i i e i i sl S S S S S S S S S )
+ + +
+ 4+ 4

Legenda: C = creme; P = "pink”; F. = fermentagdo de; Ciclo = cicloheximida e Sint. amido = Sintese de amido
(*) ndo se desenvolveram em NaCl 10% =R19,1; R19,2; R21,8; R21,9; R21,10 e R24,1.
(continua)
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Tabela 2. Resultados das provas morfolégicas, fisiolégicas e de
assimilagéo apresentados pelas leveduras (continuago).

Provas/Grupos

VI

Vil

IX X

XI XII

Pigmento
Esporos

F. glicose

F. maltose
F. sacarose
F. lactose
Glicose
Galactose
L-sorbose
Glicosamina
D-ribose
D-xilose
L-arabinose
D-arabinose
L-ramnose
Sacarose
Maltose
D-trealose
Celobiose
Salicina
Melibiose
Lactose
Rafinose
Melezitose
Inulina
Amido solavel
Glicerol
Eritritol
Ribitol
D-glucitol
D-manitol
Galactitol
M-inositol
Citrato
Etanol
Nitrato
T=35C

T =40C
T=42°C
Ciclo.100 ppm
Ciclo.1000 ppm
Glicose 50%
NaCl 10%
Sint. amido

e i i e e e i s T T i i S o e o S S S e S S S S o

+ +

4+ 0

i i i T i S S S e S i i o i e S S S S S S R

+ 0O
+ 0

4+ v 0 4 4 0
L

+
4+ F A+ F A+

e i T e e T T S S e S S S S o

+t+++++++ A+

++++++++ + 0

R

+++++++++++t+++ bbb F o

R T i T T s o i S S S S S S S S S e

1]
+ 4+ +

Legenda: C = creme; P = "pink”; F. = fermentagdo de; Ciclo = cicloheximida e Sint. amido = Sintese de amido.
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Tabela 3. Frequéncia relativa do género de leveduras isoladas.

Grupo Género / Espécie Cédigo das leveduras Numero de culturas  Porcentagem (n = 82)

Debaryomyces hansenii  R1;; R1y; R34; R5;; RS, R113; R12;; R134, R13,; R133; 48.,78%
var. fabryii R14;; R17;; R17;; R18;; R18;; R19;; R19;; R193; R20y;
R203; R207; R234; R235; R237; R2310; R23,3; R24,; R24,;
R24;; R244; R245; R246; R24;7; R24g; R249; R24,0; R25,;
R25,; R256, R26;.

Debaryomyces hansenii Rl1s.

var. fabryii
I1I Debaryomyces hansenii
var. fabryii

IV Debaryomyces hansenii  Rlg; R23; R36; R37; R10,; R103; R11y; R11;; R124; R21,. 23,17%
var. fabryii R23;; R239; R2315; R255; R254; R255; R253; ; R26,; R26;.

Legenda: RN, onde: R = Ricota; N = Numero da amostra; n = Numero da levedura isolada. (continua)
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Tabela 3. Frequéncia relativa do género de leveduras isoladas (continuagao).

Grupo Geénero / Espécie

Cddigo das leveduras Numero de culturas  Porcentagem (n = 82)

Debaryomyces hansenii

var. fabryii

Debaryomyces hansenii

var. fabryii

Debaryomyces hansenii

var. fabryii

Debaryomyces vanrijiae

var. vanrijia

Debaryomyces hansenii

var. fabryii

Debaryomyces hansenii

var. fabryii

Debaryomyces hansenii

var. fabryii

R20(,.‘, R209; R23g; R257.

R141; R142.

R236.

1,22%

Legenda: RN, onde: R = Ricota; N = Numero da amostra; n = Nimero da levedura isolada.

A
AVAVEY
i

o 1d 18 28 200 21 22 23 24 25 26 27 28



5.3 - Resisténcia aos principais conservantes permitidos em alimentos

5.3.1 - Benzoato de sodio (INS - 211)

Apesar de ndo ser um conservante especifico para ricota,
segundo a legislagao vigente, na concentragdo de 0,2%, podera ser empregado
em queijo fundido.

A Tabela 4 apresenta as leveduras sensiveis a este aditivo
alimentar nas concentragdes de 0,1; 0,2 e 0,4%.

De acordo com a mesma e considerando-se o0s
percentuais de leveduras sensiveis, isto €, 25,61; 34,14 e 67,07%, pode entao ser
verificada respectivamente a porcentagem de leveduras resistentes, frente as
concentragdes de 0,1; 0,2 e 0,4%, de 74,39; 65,86 e 32,93%, demonstrando que,
mesmo quando utilizado no dobro da concentragdo permitida para o queijo
fundido, houve o desenvolvimento de 27 leveduras.

A sensibilidade a este conservante, nas mesmas
concentragées empregadas, apresentou resultados superiores aqueles obtidos
por Carnicel et al. (2003) na concentragdo de 0,1% (14,58%), na de 0,2%
(22,92%) e na de 0,4% (60,42%).

Ao compararmos com Coelho (2001); Mansor (2001); Silva

(2003), verifica-se que este resultado, onde empregou-se no teste o pH de 5,1,

apresentou valores inferiores aqueles obtidos por Coelho (2001), que relatou na

concentragéo de 0,1% a porcentagem de 99,16% e na de 0,2% a de 100,00%.

Mansor (2001) relatou que, nas concentragbes de 0,1 e 0,2% todas as leveduras
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isoladas foram sensiveis e Silva (2003) verificou que, nas concentragées de 0,1;

0,2 e 0,4%, todas também foram sensiveis.
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Tabela 4. Leveduras sensiveis ao benzoato de sodio nas diferentes concentragdes empregadas.

Concentragoes (%)

Cadigo das culturas

N° de culturas  Porcentagem (n = 82)

0,1

R13; R14 R23; R34; R103; R193; R20s; R207; R209; R233;
R23s; R23g; R245;, R254; R25;, R25;; R254 R25s; R257;
R25g; R263.

R11] R13; R14; R23; R31; R103; R161; R193] R203; RQOS;
R207; RZOQ; R233; R235; R239; R2312; R241; R242; R245;
R25+; R25;; R255; R254; R255; R256; R257; R25g; R263.

R14; R12; R13; R14; R23; R34, R32; R34; R3s; R36; R37; R5y;
R52; R102; R103; R134; R132; R133; R164; R194; R19;; R195;
R204; R20;; R20s; R207; R20s; R231 R23,; R233; R235; R23g;
R237; R23s; R23g; R23i; R244; R24;; R24;; R24, R24s;
R24s; R247; R245; R24g; R2440; R25;; R25,; R253; R25s;
R25s5; R256; R257; R25; R26:3.

21 25,61%

34,14%

67,07%

Legenda:

RN, onde: R = Ricota; N = Nimero da amostra; n = Nimero da levedura isolada.
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5.3.2 - Propionato de sédio (INS - 281)

Apesar de nao ser usado especificamente como
conservador em ricota e em nenhum outro tipo de queijo, foi também verificada a
sensibilidade das leveduras isoladas nas concentragdes de: 0,1; 0,15; 0,2; 0,3; 0,4
e 0,6%.

Na Tabela 5, constata-se considerando os percentuais de

leveduras sensiveis, que na concentragédo de 0,1%, 98,78% das leveduras foram

resistentes, sendo que, a partir de 0,15%, 95,12% também apresentaram

resisténcia.
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Tabela 5. Leveduras sensiveis ao propionato de sédio nas diferentes concentragées empregadas.

Concentragées (%) Cadigo das culturas N° de culturas Porcentagem (n = 82)

0,1 R25;. 01 1,22%

R14; R193; R20g; R254. 04 4,88%

R14; R193; R209; R25;.

R14; R193] R20g; R25;.
R14; R193; R20g; R254.

R14; R193; R20g; R254,

Legenda:
RN, onde: R = Ricota; N = Niumero da amostra; n = Namero da levedura isolada.
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5.3.3 - Sorbato de potassio (INS - 202)

Apesar de ndo ser usado especificamente como
conservador em ricota, de acordo com a legislagéo vigente, na concentragao de
0,1%, podera ser empregado em queijos em geral, queijo fundido, pasteurizado,
cremoso, em fatias pré-embaladas, requeijao e 0,2% em queijo ralado.

A Tabela 6 apresenta as leveduras sensiveis a este aditivo
alimentar nas concentragées de 0,05; 0,1; 0,2 e 0,4%. Considerando-se os
percentuais de leveduras sensiveis pode entdo ser verificada respectivamente, a
porcentagem de leveduras resistentes: 91,46; 81,71, 62,20 e 52,44%,
demonstrando que, mesmo quando utilizado na concentragao de 0,4%, ndo houve
inibicdo de um grande numero de leveduras.

Os resultados de Coelho (2001); Mansor (2001); Silva
(2003), em relagcdo ao sorbato de potassio, revelaram a sensibilidade de
diferentes leveduras isoladas de diversos produtos lacteos a este aditivo em
diferentes concentragdes.

Neste estudo, o sorbato de potassio na concentragdo de
0,05% inibiu o crescimento de 7 leveduras isoladas, representando 8,54% das
testadas. O resultado foi superior ao de Coelho (2001), que relatou a inibicdo de
16 (6,67%) leveduras isoladas, nessa mesma concentragao. Estes resultados
foram inferiores ao de Mansor (2001); Silva (2003), que relataram que todas as

isoladas foram sensiveis. Nas concentragdes de 0,1 e 0,2%, obtiveram-se 15

(18,29%) e 31 (37,80%), respectivamente, percentuais inferiores aos de Coelho
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(2001), que obteve, 99,58% e 100,00%, enquanto que Mansor (2001); Silva
(2003) obtiveram todas isoladas sensiveis nestas concentragoes.
Ao comparar-se os trés conservantes alimentares

empregados nas concentragdes de 0,1; 0,2 e 0,4%, pode ser verificado que, na

primeira e na terceira, o mais eficaz foi o benzoato de sédio; na segunda, o

sorbato de potassio, tendo sido ineficaz o propionato de sédio em qualquer

concentragao empregada.
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Tabela 6. Leveduras sensiveis ao sorbato de potassio nas diferentes concentragées empregadas.

Concentragdes (%)

Cadigo das culturas N° de culturas Porcentagem (n = 82)

0,05 R193; R203; R206; R207; R254; R256; R25;. 07

0,1 15

R11; R13; R101; R1g3; R201; R203; RZOG; R207;
R231; R23;; R24;; R243; R25,4; R25¢; R25;.

R14; R12; R13; R33; R34 R3s; R36; R37; R54;
R104; R102; R193; R204; R20;; R20s; R207;
R23:; R23;; R234 R23s; R237; R23g; R24;
R24;; R24,; R245, R24;; R245, R25;; R25;
R25;.

R14; R12; R15; R32; R34 R3s; R3e; R37; R5y;
R10s; R10;; R113; R124 R134; R13;; R133;
R14;; R164; R173; R19;; R20s; R20s;; R20g;
R20;; R23;; R23;; R234 R23s; R23;; R23g;
R24,; R243; R244, R24g; R24;; R24y; R25;
R256; R25;.

8,54%

18,29%

37,80%

47,56%

Legenda: RN, onde: R = Ricota; N = Nimero da amostra; n = Numero da levedura isolada.
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5.3.4 - Natamicina (INS - 235)

Apesar de ndo ser um conservante especifico para ricota,

podera ser empregada na crosta de queijos no limite maximo de 2 mg/100 cm?,

nao devendo haver migragdo para a parte comestivel do queijo.

A Tabela 7 apresenta as leveduras sensiveis a este aditivo
alimentar nas concentragdes de: 0,002; 0,004 e 0,008%. Considerando-se os
percentuais de sensibilidade pode entdo ser verificada, respectivamente, a
seguinte porcentagem de leveduras resistentes as concentragdes citadas: 59,26;
51,85 e 46,91%, demonstrando que, mesmo quando empregado no dobro da
concentragao efetiva encontrado na literatura (0,008%), houve o desenvolvimento

de 38 leveduras.
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Tabela 7. Leveduras sensiveis a natamicina nas diferentes concentragées empregadas.

Concentragées (%) Cédigo das culturas N° de culturas Porcentagem (n = 81)

0,002 R13; R14; R23; R3y; R32; R3s; R37; R102; R103; R133; 33 40,74%
R143; R164; R203; R20s; R20g; R234; R23;; R233;
R23s; R23s; R23g; R243; R246; R24;; R24g R25;;
R25,; R253; R254; R255; R256; R257; R25s.

R13; R14; R23; R34; R32; R34 R3s; R3s; R37; 48,15%
R103; R133; R143; R164; R194; R203; R20s;

R234; R23;; R233; R234;, R23s; R23g;, R23g;

R24;; R24,; R24s; R24;; R24g, R25¢; R25;;

R254; R25s; R256; R257, R25s.

R13; R14; R23; R34; R33; R34 R3s; R3s; R37; 53,09%
R103; R114, R113; R13;; R133; R143; R16y;

R194; R20;3; R20s; R209; R234; R23;; R23;;

R23s; R23s;, R23q; R24;; R24;; R24,4; R24;

R24g5; R254; R25;; R253; R254; R25s5; R25¢;

R25s.

Legenda: RN, onde: R = Ricota; N = Numero da amostra; n = Nimero da levedura isolada.
Nao Realizada = R26;.
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5.4 - Sensibilidade ao tratamento térmico (63°C/30 min.)

Das 82 (100,00%) leveduras isoladas, 75 (91,46%) delas
foram resistentes ao tratamento térmico aplicado, sendo que dessas 73 (97,33%)
estdo representadas por Debaryomyces hansenii var. fabryii e as 2 leveduras

(2,67%) por Debaryomyces vanrijiae var. vanrijia (Tabela 8). As 7 leveduras

restantes (8,54%) foram sensiveis ao tratamento térmico (63°C/30 minutos) e

foram representadas pela Debaryomyces hansenii var. fabryii .

Ao se comparar a resisténcia das leveduras
Debaryomyces hansenii var. fabryii, apés o tratamento térmico, pode-se observar
um valor superior ao resultado obtido por Coelho (2001); Silva (2003), que

relataram, respectivamente, o percentual de 78,46% e 47,61%, de resisténcia.
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Tabela 8. Freqiiéncia relativa do género de leveduras resistentes ao tratamento térmico de 63°C por 30 minutos.

Género/Espécie Codigo das culturas N° de Culturas Porcentagem (n = 75)

R12; R14; R23; R34; R32 R34; R35 R36; R37; R5¢; R5; 73 97,33%
Debaryomyces hansenii var. fabryii R10;; R10; R10s; R11y; R113; R113 R12y; R12y;

R12;; R124 R13;, R13; R133; R143; R17;; R173

R18;; R18, R183 R19;; R19;; R204; R20s; R20s;

R20;; R20g; R21s ; R21¢. ; R2140; R2143; R23; R23;

R23;; R23,; R23s; R23s; R237; R23g; R23q; R2310;

R23:;; R2312 R2313; R244; R24,; R24;; R244; R24s;

R24¢; R245; R2440; R25¢; R25;; R25;; R254, R25s;

R256; R257; R255; R264; R267; R263.

Debaryomyces vanrijiae var. vanrijia R14;R14,.

Legenda:
RN, onde: R = Ricota; N = Niamero da amostra; n = Nimero da levedura isolada.
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Finalizando, sabe-se que a qualidade higiénica da ricota
fresca tradicional depende do asseio do processo e do respeito as corretas
condigbes de conservagao, dado que os microrganismos geralmente encontrados
nestes produtos sao indicadores de escassas condigées de higiene. Mesmo um
rapido consumo representa risco particular a saude do consumidor, pois
microrganismos patogénicos, podem estar normalmente presentes. Esses riscos
podem aumentar mesmo durante a conservagdo, uma vez que a ricota € um
produto de facil deterioragdo, capaz de manter inalteradas as proprias
caracteristicas em condigdes de refrigeragao por poucos dias. Em caso de abuso

térmico na fase de conservagdo, a microbiota presente leva a uma redugao

adicional da vida de prateleira. E recomendavel que as Boas Praticas de

Fabricagdo (BPF) sejam aplicadas e respeitadas, para iniciar a implantagdo do
Sistema de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC),
propiciando o treinamento e a capacitagdo do pessoal no gerenciamento da
seguranga do produto. A necessidade de produzir alimentos mais seguros € uma
maneira de estabelecer os pontos de monitoramento, principalmente nesta linha
de produgédo, com a finalidade de garantir a seguranga do produto final, desde a

origem (ordenha) até o consumidor.

AVA
AVAYAY

2 3 4 5 6 i unespwl 12 13 14 15 16

17

18



6 - CONCLUSOES

1. Das 26 amostras de ricotas analisadas (100,00%), 23 (88,46%) estavam em
desacordo com a legislagao vigente em relagao ao Staphylococcus aureus, sendo
consideradas potencial fonte de toxinfecgao alimentar, podendo ainda ocasionar a
redugéo do nivel de qualidade e do prazo de validade. Quanto aos coliformes
fecais ou termotolerantes, a Salmonella spp. e a Listeria monocytogenes, todas

elas se apresentaram dentro do padréo microbiolégico estabelecido.

2. As leveduras isoladas das amostras analisadas foram Debaryomyces hansenii

var. fabryii (97,56%) e Debaryomyces vanrijiae var. vanrijia (2,44%).

3. Nas concéntragc")es de 0,1 e 0,4%, o conservante, benzoato de sédio foi 0 mais
eficaz. Na concentragdo 0,2% o mais eficaz foi o sorbato de potassio, sendo
ineficaz o propionato de sédio em qualquer concentragao empregada. O emprego
da natamicina permitiu o desenvolvimento de 38 leveduras (46,91 %), quando

empregada no dobro da concentragao efetiva (0,008%), encontrada na literatura.

4. Ao tratamento térmico de 63°C por 30 minutos, setenta e cinco (91,46%) das

leveduras isoladas foram resistentes, sendo 73 (97,33%) da especie
Debaryomyces hansenii var. fabryii e 2 (2,67%) Debaryomyces vanrijiae var.

vanrijia.
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