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RESUMO

Os refrigerantes sdo conceituados como bebidas ndo alcodlicas, produzidas com
agua, acucar, suco natural ou extrato vegetal, corante, acidulante, antioxidante,
aromatizante, conservante e gas carbonico. A composi¢cao quimica com elevado teor
de acucar, o pH menor que 4,3, a atividade de agua (Aa) maior que 0,90 e a
atmosfera dos refrigerantes oferecem condi¢des favoraveis ao desenvolvimento de
microrganismos aerobios, microaerofilicos e anaerdbios facultativos, como bactérias,
leveduras e fungos filamentosos. Tendo em vista essas caracteristicas, 0 objetivo
deste trabalho foi avaliar a qualidade fisico-quimica e microbiolégica e a ocorréncia
de leveduras em 69 amostras de refrigerantes sabor guarand, envasadas em
embalagens PET - 2000 mL, comercializadas na regido de Sao José do Rio Preto -
SP. Com referéncia as analises fisico-quimicas de Brix, acidez titulavel, pH
eletrométrico e teor de CO2 foram encontradas, respectivamente, as variagfes de:
0,1 a 12,2 °Brix; 0,082 a 0,222%; 2,55 a 3,73 e 0,0 a 3,5. Os resultados obtidos para
coliformes totais revelaram que todas as amostras (100,0%) encontravam-se em
conformidade com o padrdo federal em vigor, sendo consideradas, portanto,
“produtos em condigBes sanitarias satisfatérias”. Foram, ainda, isoladas 19
leveduras, as quais foram submetidas, para identificacdo, aos testes taxondmicos
(morfoldgicos, fisiologicos e de assimilacdo de fontes de carbono). Por meio deles,
foi evidenciada a ocorréncia de 5 (26,3%) culturas classificadas como
Saccharomyces cerevisiae e 14 (73,7%) Debaryomyces hansenii var. fabryi. Foi
também verificada a resisténcia dessas culturas em relacdo aos conservantes
alimenticios utilizados comercialmente como benzoato de sédio, sorbato de potassio
e metabissulfito de potassio, respectivamente, nas concentragdes de 0,025; 0,05 e
0,1%; 0,015; 0,03 e 0,06%; 0,002; 0,004 e 0,008% e ao tratamento térmico (65°C/10

e 20 minutos). O benzoato de sddio apresentou maior eficacia, uma vez que inibiu
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89,5% das culturas na concentragéo de 0,1%, sendo a mesma o dobro da permitida
pela legislacdo vigente. O tratamento térmico empregado inibiu 19 (100,0%)
leveduras em ambos os tempos de exposicdo. Sob condigcdes experimentais, o
tratamento térmico inibiu maior nimero de leveduras do que o emprego de benzoato
de sodio a partir de 0,025, sorbato de potassio de 0,015 e metabissulfito de potassio
de 0,002%. Com isso, foi possivel verificar que o tratamento térmico, embora se
caracterize como uma pratica nao utlizada pelas industrias de refrigerantes na

atualidade, apresentou-se mais eficaz que a adicdo de conservantes.
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ABSTRACT

Soft drinks can be considered as non-alcoholic drinks, produced with water, sugar,
natural juice or vegetable extract, coloring, acidulant, antioxidant, aromatizer,
preservative and carbonic gas. The chemical composition with high sugar content,
the pH < 4.3, the water activity (aw) > 0.90 and the soft drinks’ atmosphere offer
favorable conditions for the development of optional anaerobic, microaerofilic and
aerobic microorganisms, as bacteria, yeasts and filamentous fungi. Considering
these characteristics, the objective of this work was to evaluate the microbiological
and physical chemistry quality, and the occurrence of yeasts in 69 samples of
guarana flavor soft drinks, 2000 mL PET bottled, commercialized in the region of S&o
José do Rio Preto - SP. Referring to the physical chemistry analyses of Brix, titratable
acidity, pH and CO, content, the following variations were verified, respectively: from
0.1 to 12.2 °Brix; 0.082 to 0.222%; 2.55 to 3.73 and 0.0 to 3.5. The results obtained
for thermotolerant coliforms revealed that all samples (100.0%) were in comformity
with the current federal standard, being considered therefore “products in satisfactory
sanitary conditions”. Ninetten yeasts were isolated, which were submitted, for
identification, to taxonomic tests (morphological, physiological and assimilation of the
carbon sources). By the tests it was evidenced the occurrence of 5 (26.3%) cultures
classified as Saccharomyces cerevisiae and 14 (73.7%) as Debaryomyces hansenii
var. fabryi. It was also verified the resistance of these cultures to food preservatives
commercially used as sodium benzoate, potassium sorbate and potassium
metabisulphite in the concentrations of 0.025; 0.05 and 0.1%; 0.015; 0.03 and 0.06%;
0.002; 0.004 and 0.008%, respectively; and to thermal treatment (65°C/10 and 20
minutes). The sodium benzoate was the most efficient preservative because it

inhibited 89.5% of the cultures in the concentration of 0.1%, which is twice that one
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allowed by the current legislation. The thermal treatment inhibited 19 (100.0%) yeasts
in both times of exposure. Under experimental conditions, the thermal treatment
inhibited more yeasts than the sodium benzoate from 0.025, potassium sorbate from
0.015 and potassium metabisulphite from 0.002%. Therefore, it was possible to verify
that the thermal treatment although it is characterized as a practice not used by the
soft drink industries nowadays, it was more efficient than the addition of

preservatives.
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14
1 INTRODUCAO

Os refrigerantes sdo produtos alimenticios consumidos, principalmente, para
saciar a sede. Possuem alto teor de acucar (TOCCHINI; NISIDA, 1995), e podem ser
conceituados como bebidas ndo alcodlicas, produzidas com agua, agulcar, suco
natural ou extrato vegetal, corante, acidulante, antioxidante, aromatizante,
conservante e gas carbbénico (MORAIS et al., 2003).

A composicao quimica adocicada, o pH menor que 4,3, a atividade de agua
(Aa) maior que 0,90 e a atmosfera dos refrigerantes oferecem condi¢fes favoraveis
ao desenvolvimento de microrganismos aerébios, microaerofilicos e anaerébios
facultativos, como bactérias, leveduras e fungos filamentosos (TANIWAKI;
IAMANAKA; BANHE, 1999).

A constatacdo de fungos em alimentos é indicativa de ma qualidade da
matéria prima ou falhas higiénicas ao longo do processamento. A presenca de
micélio visivel, substancia estranha a constituicdo normal dos refrigerantes,
independente de ser passivel de germinacdo ou multiplicacdo, pode constituir uma
razao para a rejeicédo deste produto (MORAIS et al., 2003).

Apesar disso, muitas vezes, o produto pode estar de acordo com os padrdes
exigidos pela legislacao brasileira, pois, segundo Morais et al. (2003), a legislacao, a
partir de janeiro de 2001, excluiu o parametro contagem de bolores e leveduras
(padrdo de 20 UFC/mL), mas manteve o de coliformes a 35°C (auséncia/50 mL)
como padrdo microbiolégico para refrigerantes, deixando a responsabilidade do
controle higiénico-sanitario para a industria.

A producgéao de refrigerantes, quando comparada com a de outros alimentos
ou mesmo com alguns processos quimicos, parece de um modo geral bastante
simples, mas uma analise mais detalhada mostra que algumas etapas, se nédo
complexas, exigem bastante cuidado (TOCCHINI; NISIDA, 1995).

Como o objeto de estudo dessa pesquisa aborda especificamente a producéo
de refrigerantes sabor guarand, cabe enfatizar que tais bebidas sdo produzidas com
agua, acucar, extrato natural de guarana, corante natural, acidulante, aromatizante,
conservante e gas carbbnico (BRASIL, 1998).

Segundo o Guia de elaboracéo do plano APPCC (Analise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle) - cerveja, refrigerante e agua (SENAI, 2003), seu
processamento (FIGURA 1) engloba as seguintes matérias primas e etapas:

Create PDF with GO2PDF for free, if you wish to remove this line, click here to buy Virtual PDF Printer


http://www.go2pdf.com

15

1. Acucar cristal: é recebido em big-bags de 1000 kg.

2. Extrato natural de guarand adicionado dos aditivos: acidulante (acido

citrico), corante caramelo, aromatizantes e conservantes (sorbatos e benzoatos).

3. Agua declorada: é obtida por meio do bombeamento da agua da rede de
abastecimento para um filtro declorador (de carvao). Apos sua saida do declorador,
determina-se a concentracdo de cloro, que deve ser zero, e a agua € transportada

para um filtro polidor, por meio de tubulac¢des de aco inox, e direcionada a fabrica.

4. Garrafas/tampas: utiliza-se garrafa de polietileno tereftalato (PET), com
capacidade de 2 L e tampa rosqueavel.

5. Recepcdo das matérias primas: sao inspecionadas quanto a sua
integridade fisica e as condi¢fes de transporte a que foram submetidas. Realiza-se a
conferéncia dos laudos e certificados de qualidade que acompanham o produto e
gue sao enviados pelo fornecedor.

6. Armazenamento das matérias primas e embalagens: sao estocadas sobre
pallets, afastados das paredes e em local exclusivo para a estocagem conforme
indicac&o do fornecedor (almoxarifado, patio ou camara fria). E realizado o controle
de estoque em que, baseado nas datas de validade, o primeiro que vence é o
primeiro que sai (PVPS).

7. Confeccado do xarope simples: é obtido por meio da diluicdo do acUcar em
agua a uma temperatura final de 85 °C por 20 minutos, que ocorre no tanque
dissolvedor. Esse xarope é tratado com carvao ativado, com um contato minimo de
15 minutos, para a retirada de cor e odores. E adicionada, como elemento filtrante,
terra diatomacea para auxiliar na retirada do carvao e fornecer brilho.

8. Filtragcdo: a mistura passa por um filtro constituido de placas de ago inox de
5 micras, que sdo recobertas por uma mistura de terra diatomacea grossa e fina, que
servira de leito filtrante. Apos a filtracdo, o xarope é resfriado a fim de preserva-lo da
contaminacao, evitar inversdo da sacarose e ndo permitir perda de aromas no

xarope composto. E transferido, por meio de um trocador de calor de placas de ago
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inox, para o tanque de preparo de xarope composto. Para se evitar a proliferacéo
microbiana, a temperatura final deve ser de 20°C e o tempo de estocagem nao deve

ser superior a 12 horas.

9. Pesagem dos aditivos: é realizada com o auxilio de uma balanca de
preciséo de acordo com a formulacdo do refrigerante.

10. Diluicdo dos aditivos: quando em po, faz-se necesséria diluicdo prévia em
agua tratada.

11. Elaboracdo do xarope composto: no tanque de preparo, € feita a correcao
do xarope simples com agua declorada para 60°Brix. Em seguida, sdo adicionados
os aditivos na ordem de formulag&o. Para a liberacdo desse xarope para o envase, €
coletada uma amostra para a realizagdo de um ensaio no laboratdrio, que consiste

em analises fisico-quimicas, principalmente para a checagem do Brix.

12. Diluicdo: ocorre no proporcionador de um equipamento chamado carbo-
cooler de acordo com o Brix do xarope composto, onde se adiciona a agua

declorada e desaerada na proporcao ideal para se obter o Brix da bebida final.

13. Carbonatagéo: o gas carbbnico (COy) € injetado no carbo-cooler até se
obter a concentracdo desejada, sendo recomendada, pela legislagcdo vigente, o
minimo de 1 volume (BRASIL,1998).

14. Lavagem de garrafas PET: sdo colocadas vazias em uma esteira
transportadora que as conduz até a entrada da enxaguadora (rinser). Sao viradas de
boca para baixo e recebem um jato de agua potavel na superficie interna. A agua

escorre e entdo as garrafas retornam a posicdo inicial, seguindo pela esteira

transportadora até a enchedora.
15. Envase: € realizado por um processo de equalizacdo de pressdes entre a

garrafa e a parte superior da enchedora, ocorrendo o enchimento, conforme o

volume de refrigerante necessario para cada embalagem.
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16. Embalagem/Paletizacdo: as garrafas fechadas sdo transportadas até o
empacotamento, passando pela rotuladora e pela datadora. Nesta Ultima, recebem
0os codigos de lote, data e hora de envase. Sao envolvidas por um filme de

polietileno termoencolhivel, seguindo para o forno para finalizar o empacotamento.

17. Estocagem/Expedicdo: os pacotes sdo colocados sobre pallets, que sao
estocados em local adequado, com empilhamento maximo de dois. A expedicdo &
realizada por meio do carregamento do produto em caminhdes, conforme os pedidos
dos clientes.

A utilizacdo de acido citrico na composicdo desse refrigerante o classifica
como alimento muito acido (pH inferior a 4,0), sendo esse um fator de importancia na
limitacdo dos tipos de microrganismos capazes de se desenvolver no produto,
principalmente de patogénicos que nao se desenvolvem em pH abaixo de 4,5
(LEITAO et al., 1977).

Na elaboracdo, também €& permitida, pela prépria legislacdo, o emprego de
conservantes (BRASIL, 1998). Sabe-se que os benzoatos e sorbatos sdo agentes
bacteriostaticos, ou seja, ndo eliminam 0s microrganismos, apenas ndo permitem
gue se proliferem. Dessa forma, serdo tdo ou mais eficientes quanto menor for a
contaminacao inicial, sendo que os maiores efeitos inibidores sao alcangados em pH
acido, em que o sal se converte na forma acida, que é ativa (TOCCHINI; NISIDA,
1995).

Da mesma forma, o COz2, além de realgcar o sabor do refrigerante, possui
também um efeito inibidor em relacdo ao desenvolvimento de alguns
microrganismos (TOCCHINI; NISIDA, 1995).

Assim, a atuacdo sinérgica desses fatores (pH, conservantes e atmosfera de
CO2) melhora a estabilidade do produto, aumentando a vida util e,
consequentemente, a qualidade, tornando-o in6cuo a saude do consumidor,

segundo a publicacéo Elementos de apoio para o sistema APPCC (SENAI, 2000).
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2 JUSTIFICATIVA

A relevancia deste trabalho reside no fato de que o Brasil é o terceiro
mercado consumidor de refrigerantes em nivel mundial. Segundo dados da
Associacdo dos Fabricantes de Refrigerantes do Brasil - AFREBRAS (2006), em
2005 foram consumidos 12,42 bilhGes de litros, totalizando um consumo de 67
litros/per capita. Com isso, o pais fica atras apenas dos Estados Unidos (198
litros/per capita) e do México (147 litros/per capita), de acordo com a Associacao
Brasileira das Industrias de Refrigerantes - ABIR (2006).

Além disso, a representabilidade da industria de refrigerantes na economia
regional é evidenciada pelo fato de que, das 57 empresas existentes no Estado de
Sédo Paulo (AFREBRAS, 2006), 36 encontram-se no interior, num raio de
aproximadamente 300 km a partir da cidade de S&o José do Rio Preto - SP.

A escolha do sabor guarana se justifica por ser o mais produzido em nivel
regional, embora seja o segundo mais consumido em nivel nacional. Isso se deve ao
fato de que o sabor cola, que é o primeiro mais consumido, é prioritariamente
produzido pelas industrias multinacionais, segundo a ABIR (2006).

Da mesma forma, a escolha da embalagem PET decorre de seu significativo
indice de consumo, podendo representar até 81% da participacdo do mercado,
dados obtidos nos trés primeiros meses do ano de 2006 conforme a ABIR (2006).

A preocupacao desta pesquisa em analisar a qualidade fisico-quimica dos
refrigerantes vem no sentido de verificar quais os padrdes estabelecidos pela
legislacdo em vigor para esse produto, bem como o comprometimento das industrias
em atendé-los.

Da mesma forma, a intencdo de avaliar a qualidade microbioldgica decorre do
fato de que as caracteristicas fisico-quimicas desse produto propiciam o
desenvolvimento de microrganismos aerobios, microaerofilicos e anaerdbios
facultativos, como bactérias, leveduras e fungos filamentosos, principalmente
durante o seu processamento (TANIWAKI; IAMANAKA; BANHE, 1999).

A presenca de bolores e leveduras nos refrigerantes causa mudancas
indesejaveis, tanto na composi¢cdo quimica quanto na aparéncia. Dessa forma, o
produto passa a ser rejeitado, 0 que pode ocasionar perda econdémica com 0
desperdicio de matéria prima (TANIWAKI; SILVA, 2001).
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Assim, o isolamento e a identificacdo de leveduras em refrigerantes permitem
o conhecimento da biota potencial de contaminacdo, sendo possivel, por meio da
utilizacdo de processos fisicos e quimicos, associados as Boas Praticas de
Fabricacéo (BPF), reduzir tais contaminantes.

3 OBJETIVOS

Este trabalho, considerando os aspectos abordados, teve como objetivos:

- efetuar as analises fisico-quimicas (Brix, acidez titulavel, pH eletrométrico e
teor de CO,) e microbioldgicas (contagem de bolores e leveduras, bactérias lacticas,
totais, pesquisa de coliformes totais, termotolerantes e de Escherichia coli) em 69
diferentes amostras de refrigerantes sabor guarana, envasadas em embalagens PET
de 2000 mL, obtidas no comércio varejista regional, para verificar a qualidade do
produto baseada na legislacéo brasileira em vigor e a biota existente;

- isolar e identificar, por meio de provas taxonO0micas, as leveduras
encontradas nas diversas amostras;

- realizar testes de resisténcia/sensibilidade in vitro desses microrganismos
isolados frente aos conservantes alimenticios comerciais permitidos na legislacao
brasileira: benzoato de soédio (INS - 211), sorbato de potassio (INS - 202) e
metabissulfito de potassio (INS - 224), respectivamente nas concentracdes de 0,025;
0,05 e 0,1%,; 0,015; 0,03 e 0,06%; 0,002; 0,004 e 0,008%;

- verificar a resisténcia térmica dessas leveduras por meio da aplicacdo da

temperatura de 65°C/10 e 20 minutos.

4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os refrigerantes sao considerados alimentos de elevadas atividade de agua
(Aa > 0,90) e acidez (pH < 3,7) e podem ser contaminados por varios grupos de
microrganismos, mas somente alguns aciduricos sao relevantes (BATCHELOR,
1984, apud MASSA et al., 1998). As leveduras, por serem tolerantes a acidez e
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possuirem a capacidade de se multiplicar sob condi¢cdes de anaerobiose, sdo
consideradas como o mais importante grupo de microrganismos deteriorantes desse
produto. Os bolores, também considerados aciduricos, somente irdo se desenvolver
se houver oxigénio dissolvido presente, condi¢cdes estas (acidez e O2) encontradas
nos refrigerantes (JUVEN; SHOMER, 1985, apud MASSA et al., 1998). As bactérias
lacticas também possuem atividade fermentativa, fazendo uso de carboidratos e
gerando, como produtos finais do metabolismo, &cido lactico (homofermentativas) ou
lactico, acético, etanol e COz2 (heterofermentativas) segundo Leitédo et al. (1977).
Dessa forma, quanto aos padrBes microbiologicos, Leitdo et al. (1977)
analisaram 1730 amostras de sucos, refrigerantes, refrescos, néctares e xaropes.
Com relacdo as amostras de refrigerantes, foram analisados produtos preservados,
ou seja, adicionados de conservantes (1100) e pasteurizados (9), sendo que, das
amostras preservadas, 187 (17%) estavam fora dos padrdoes e, desses, 11,3%
apresentaram contaminagdes por bolores e leveduras e 5,7% por bactérias lacticas.
Quanto as amostras pasteurizadas, o resultado foi auséncia de microrganismos.
Com relacdo a contagem de bactérias totais, o resultado, para ambos os produtos,
também foi auséncia. Praticamente ndo houve rejeicdo das amostras provenientes
de grandes industrias, nas quais as condicdes de higiene no processamento sao
mais rigidas. Por outro lado, as amostras adquiridas de pequenas empresas
apresentaram problemas que evidenciam falhas durante o processamento, bem

como nos aspectos de higiene e limpeza de embalagens e instalacdes.

Juven; Shomer (1985) analisaram refrigerantes de frutas deteriorados,
contaminados por bactérias causadoras de floculacdo. Foi identificado que a
floculacdo era causada pela Acetobacter spp. O floco consistia de células de
bactérias associadas a microfibras de celulose. Foram realizados testes para a
inibicdo da formag&o do floco utilizando diferentes conservantes em diversas
temperaturas de estocagem. A producdo do floco ndo foi inibida com a adicado de
200 ppm de benzoato de sédio, 200 ppm de sorbato de potassio ou 100 ppm de
diéxido de enxofre. A temperatura de estocagem onde ocorreu a inibicdo da

formagao do floco foi a de 4°C.

Hoffmann; Garcia-Cruz; Vinturim (1993) pesquisaram 0 nimero e 0s principais

grupos de microrganismos contidos em 25 amostras de refrigerantes vendidas na
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regido de Sdo José do Rio Preto - SP. O estudo mostrou que, com relacdo a
legislacéo estadual, 28% n&o atenderam ao padrdo estabelecido para bolores e
leveduras. Quanto a coliformes totais, todas as amostras (100%) encontravam-se de
acordo com a legislagao federal vigente.

Posteriormente, Hoffmann et al. (1997) analisaram a qualidade microbiol6gica
de amostras de refrigerantes sabor limao, laranja e guarana produzidas por uma
pequena industria. As amostras foram divididas em 2 lotes, sendo o primeiro
analisado imediatamente a coleta (tempo zero) e o segundo apés 3 meses de
estocagem, com tempos de incubacgéo de 1, 2 e 3 dias. Nessa pesquisa, nenhuma
amostra (100%) apresentou coliformes em tempo zero ou apds a estocagem (3
meses). Entretanto, para bolores e leveduras, bactérias aerGbias mesdfilas, lacticas
e acido-produtoras, apresentaram contagem, sendo que a de guarana poderia ser
consumida no tempo zero, a de limao encontrava-se inadequada para 0 consumo e
apenas o sabor laranja poderia ser consumida ap0s 3 meses de estocagem. Com
relacdo a analise de pH, todas (no tempo zero e apos 90 dias) estavam dentro do
padrao legal vigente. Contudo, com referéncia a acidez titulavel, em tempo zero
apenas 4,3% estavam de acordo com os padrdes. ApGs 90 dias, nenhuma atendia
aos padrdes legais vigentes, indicando possiveis reacfes quimicas ou
microbioldgicas.

Em pesquisa realizada por Ferreira; Bezerra (2004), relacionada a qualidade
guimica e fisico-quimica de refrigerantes populares, foram analisadas 7 diferentes
marcas comercializadas na regido do Cariri - CE, nos sabores uva, laranja, cola,
guarana, limdo e caju. Nas andlises de pH, acidez titulavel, solidos sollveis totais,
acucares totais e teor de tanino, foi evidenciado que uma das marcas encontrava-se
fora dos padrdes estabelecidos pelo Ministério da Agricultura (BRASIL, 1998) quanto

ao teor de acglcar e °Brix, e duas apresentavam teor de tanino abaixo do minimo.

Felipe et al. (2004) realizaram avaliagcdo microbiolégica e sensorial de 15
amostras de refrigerantes de 5 marcas diferentes em 3 lotes distintos
comercializadas na cidade de Fortaleza - CE. Apenas 1 amostra do lote 1
apresentou um alto nivel de contaminacdo por bolores e leveduras (6,67%), sendo
que 14 (93,33%) encontravam-se dentro dos parametros exigidos para
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comercializagdo. Nesse artigo, 0s pesquisadores afirmam, ainda, que n&o foi
possivel constatar se a contaminacdo ocorreu por falhas no controle de qualidade
entre os lotes ou por problemas relacionados ao transporte e/ou estocagem.

Na cidade de Natal - RN, 20 amostras de refrigerantes acondicionadas em
embalagens metdlicas (latas) foram analisadas quanto a contagem padrdo de
bactérias mesdfilas e determinagéo de coliformes a 45°C, com o objetivo de avaliar a
contaminagao existente nas embalagens. Os resultados indicaram que 50% foram
consideradas péssimas; 20% ruins, 5% regulares e 25% boas quanto a contagem de
bactérias mesofilas, conforme os critérios estabelecidos pela Organizacdo
Panamericana de Saude - OPAS. Em relacao a coliformes a 45°C, observou-se que
65% apresentaram esse indicador (PINTO; ROSA, 2004).

Na avaliagdo microbiologica realizada por Morais et al. (2003), em 100
amostras de refrigerantes coletadas aleatoriamente em estabelecimentos comerciais
no interior e na capital do Estado de S&o Paulo, ndo foram detectadas bactérias do
grupo coliforme, atendendo, portanto, a legislagdo em vigor. Quanto a presenca de
bolores e leveduras, 13% encontravam-se em condi¢fes higiénicas insatisfatérias
por apresentarem contagens superiores a 20 UFC/mL, sendo que, desse total,
46,2% apresentavam leveduras, 30,8% leveduras e fungos filamentosos e 23%

fungos filamentosos.

Alguns estudiosos dedicaram-se também a pesquisas que visavam a um
melhor conhecimento da biota desse produto. Nesse sentido, Sand; Van Grinsven
(1976) analisaram 425 amostras (bebidas carbonatadas, matérias primas e produtos
intermediarios) de 6 plantas iraquianas durante 4 anos. Das amostras analisadas, 69
bebidas carbonatadas de laranja, 4 xaropes aromatizados e 19 simples continham
leveduras. Da bebida de laranja, 2 espécies foram isoladas, Saccharomyces
montanus e Torulopsis stellata. Isolou-se, do xarope simples, as espécies:
Hansenula anomala, Saccharomyces bisporus var. mellis, Torulopsis candida e
Torulopsis stellata; do xarope aromatizado foi isolada a espécie Saccharomyces

bisporus var. mellis.
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Massa et al. (1998) estudaram o comportamento da Escherichia coli EAC1 e
EAC75, Salmonella derby SD37 e SD81 e Listeria monocytogenes, inoculadas em
refrigerantes de laranja com pH de 3,0, 4,9 e 6,8. As amostras contaminadas foram
armazenadas em temperatura de 8°C e analisadas durante um periodo de 35 horas.
Os resultados mostraram a fragilidade da Listeria monocytogenes a baixos valores
de pH, limitando a sobrevivéncia desse patdogeno durante o periodo de
armazenamento. A Escherichia coli EAC1 e EAC75 e a Salmonella derby SD37 e
SD81 em pH de 4,9 e 6,8 mantiveram-se viaveis. Por outro lado, em pH 3,0 houve

um declinio na concentracao inicial.

Durante uma pesquisa realizada por Stratford et al. (2002), em instala¢gGes de
producéo de refrigerantes, foram isoladas leveduras de uma vespa morta encontrada
em um tanque externo de estocagem de xarope de agucar. A levedura encontrada
era similar, mas nao idéntica, as caracteristicas fisioldgicas da Candida lactis-
condensi e Candida stelatta. Analises mais detalhadas evidenciaram uma espécie
diferente que foi nomeada de Candida davenportii, sendo essa osmotolerante,
moderadamente resistente a conservantes e capaz de se desenvolver em condi¢des
muito acidas, no caso pH 1,4. Esse microrganismo se desenvolveu em refrigerantes
sintéticos, de frutas e de cola, sendo, portanto, uma potencial causa de deterioracao
desses produtos, podendo também o ser de outros alimentos acucarados. Isso
ocorre principalmente, pelo fato de que essas leveduras estdo associadas a abelhas
e vespas que normalmente sdo atraidas por residuos de agucar, comuns em tais
industrias. A presenca desses insetos pode representar uma fonte de contaminacao
por essas leveduras, fomentando, assim, a deterioracao do refrigerante.

Também Back et al. (1999) sugeriram uma nova espécie de microrganismo a
partir de uma pesquisa em que foram isolados varios bacilos gram-positivos
causadores de turbidez e perda de sabor em refrigerante de laranja. Estudos
fisiologicos e bioquimicos, incluindo analise SDS-PAGE da proteina da célula,
mostraram ser este um grupo homogéneo de microrganismos. Dois representantes
desse grupo foram analisados em relacdo a seqiiéncia genética, o que revelou que
formavam uma linha distinta filogeneticamente dentro do género Lactobacillus,

sendo todas as linhagens facultativamente heterofermentativas, produtoras de acido
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lactico-L. O nome sugerido, Lactobacillus perolens, refere-se a perda de sabor

causada pela elevada quantidade de diacetil produzida por tal microrganismo.

Segundo Rocha et al. (2004), a composicdo quimica dos refrigerantes
favorece o desenvolvimento de varios microrganismos e, principalmente, a
fermentacdo causada por leveduras, ndo constituindo um risco a saude das pessoas
mas, sim, causando sérias perdas econdmicas para a industria. Entre as linhagens
identificadas, as de maior ocorréncia sdo: Brettanomyces bruxellensis, Candida
parapsilosis, Hansenula  anomala, Hanseniospora  valbyensis, Pichia
menbranaefaciens, Rhodotorula rubra, Rhodotorula glutinis, Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces ludwigii, Schizosaccharomyces pombe,

Zygosaccharomyces bailii, Zygosaccharomyces rouxii.

Nesse sentido, Put et al. (1976) estudaram a alta resisténcia de 120 espécies
de leveduras, representativas da biota fangica de refrigerantes e produtos
alimenticios &cidos. Foram testadas 35 espécies de leveduras esporogénicas
(Brettanomyces, Candida, Kloeckera, Rhodotorula e Torulopsis) e 85 espécies de
ascomicetos (Debaryomyces, Hansenula, Kluyveromyces, Lodderomyces, Pichia,
Saccharomyces e Saccharomycopsis). As temperaturas testadas foram 55, 60, 62,5
e 65°C nos tempos de 10 e 20 minutos. Os resultados obtidos evidenciaram que,
das espécies testadas, a Saccharomyces cerevisiae e a Saccharomyces chevalieri

mostraram-se mais resistentes.

Um estudo realizado por Ndagijimana et al. (2004) teve como objetivo a
identificagcdo e a caracterizagcdo de microrganismos responsaveis por um caso de
deterioracdo em uma industria de refrigerantes em julho de 2001. Nessa empresa,
500.000 garrafas PET de refrigerantes a base de laranja, mesmo adicionadas de
benzoato de sddio, foram fermentadas por Saccharomyces cerevisiae, causando
turvacdo, deformacdo nas embalagens, perda de sabor e aroma e estouro de
algumas garrafas nos pontos de venda. Um outro refrigerante similar, que se
diferenciava por possuir em sua composicdo compostos flavorizantes, ndo sofreu
deterioracdo. Os pesquisadores evidenciaram que tal fato ocorreu devido a atividade

antimicrobiana do 6leo essencial de laranja utilizado nesse produto.
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Rocha et al. (2005) mapearam 0s pontos criticos passiveis de contaminacao
por leveduras em uma industria de refrigerantes, situada na cidade de Curitiba - PR.
Foram coletadas e analisadas, pela técnica de filtragdo em membrana, amostras de
matérias primas e em diferentes fases do processamento de refrigerantes sabores
liméo, laranja e guarana. Os resultados mostraram que 49 (30%) amostras estavam
contaminadas por leveduras, sendo que dessas, 15% eram provenientes do
arrolhador e das rolhas metélicas, 8% de vasilhames sanitizados, 6% do acucar e do
ar ambiente da sala de envase e 1% da agua de processo e de sucos de frutas
utilizados na composicdo dos refrigerantes de limdo e laranja. Apds o teste de
assimilacdo de acucares pelas leveduras isoladas, os autores evidenciaram a
predominancia das espécies Hansenula anomala (40%), Saccharomyces cerevisiae
(830%), Zygosaccharomyces bailli (17%), Rhodotorula mucilaginosa (8%) e Pichia

membranaefaciens (5%).

ROCHA (2006), acrescenta as informagdes acima, o fato de que os géneros
de leveduras Saccharomyces e Hansenula foram os encontrados com maior
freqiéncia, assim como 0s agentes quimicos que apresentaram melhores
resultados, quanto a inibicdo das cepas de leveduras isoladas, possuiam pH basico
(soda caustica e hipoclorito de sodio).

A legislacdo brasileira define os conservadores como “substéncias que
impedem ou retardam a alteracdo dos alimentos provocada por microrganismos ou
enzimas”, permitindo o uso de diferentes conservadores, sendo 0os mais utilizados os
benzoatos e sorbatos (BRASIL,1999). A escolha de um conservador para uma
aplicacdo especifica é baseada nos seguintes fatores: propriedades fisicas e
quimicas (solubilidade, pKa, reatividade, toxidade), tipos de microrganismo de
interesse e tipo e propriedades do produto a ser conservado. A combinacédo de mais
de um conservador também pode ser utilizada para o aumento da eficiéncia em um
determinado produto (SOFQOS, 1995.a).

Nesse sentido, Golden; Beuchat (1992) estudaram os efeitos do sorbato de
potassio no desenvolvimento, morfologia e sensibilidade ao calor de uma levedura
osmotolerante (Zygosaccharomyces rouxii) utilizando o meio de cultura YM broth
acrescido de glicose e sacarose (Aa 0,93). Os padrdes de crescimento da Z. rouxii,
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em meios suplementados com glicose (YMBG) e sacarose (YMBS), foram similares,
embora uma maior concentracdo de sorbato de potassio resultou em uma menor
taxa de crescimento. O crescimento em YMBS com sobarto de potassio néo
apresentou uma acentuada reproducao quando comparado ao YMBG com 0 mesmo
conservante. Pequenas diminui¢des no tamanho da célula e alteragdo da morfologia
celular foram associadas também com o aumento da concentragdo do sorbato. A
presenca de plasmolise aumentou na medida em que a concentracdo do
conservante foi elevada no YMBS, porém, esse aumento ndo foi notado no YMBG. A
tolerancia de Z. rouxii ao sorbato foi aprimorada pela adaptacao anterior das células
em meio com elevada concentracdo do mesmo. A resisténcia ao calor das células
ndo adaptadas ao conservante apresentou pouco ou nenhum aumento, nao
considerando a idade da cultura. Entretanto, foi notado um crescimento consideravel

nas células em meio contendo sorbato de potassio, particularmente no YMBS.

Organismos resistentes a conservantes incluem uma grande variedade de
espécies de leveduras do género Candida, Debaryomyces, Dekkera, Issatchenkia,
Pichia, Saccharomyces, Schizosaccharomyces e Zygosaccharomyces (PITT;
HOCKING, 1985).

Hoffmann (1995) testou a resisténcia das leveduras isoladas de refrigerantes
aos conservantes benzoato de sodio, sorbato de potassio e metabissulfito de sédio.
A pesquisa demonstrou que o conservante de maior eficiéncia foi o benzoato de
sodio que, na concentracdo maxima permitida pela Legislacao Brasileira (0,05%), foi
eficaz em 39 (72,2%) das 54 leveduras isoladas.

A acdo antifungica do acido sorbico e sorbato de potassio tem sido atribuida a
inibicdo de enzimas (SOFOS; BUSTA, 1993). O sorbato de potassio pode acumular
na membrana citoplasmética, interferindo, assim, no transporte de substrato e
fosforilagéo oxidativa (FREESE; SHEU; GALLIERS, 1973; SHEU et al., 1975).

Muitos conservantes sao efetivos sob baixos pH: acido benzéico (pH < 4,0),
propiénico (pH < 5,0) e sérbico (pH < 6,5), além de sulfetos (pH < 4,5). Os
parabenzenos (acidos-ésteres benzodicos) sdo mais efetivos em condicbes de pHs

neutros. Os acidos acético, benzobico, lactico e sorbico sao fracos, comumente
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utilizados na conservagédo de alimentos. Essas moléculas inibem o desenvolvimento
de bactérias e fungos. Utiliza-se, geralmente, uma concentracdo de
aproximadamente 500 ppm de &cido benzdbico para a conservacao de bebidas com
base de sucos de frutas (FORSYTHE, 2002).

A concentracdo minima de acido benzdico, assim como de sorbico,
necessaria para a inibicdo de microrganismos varia dependendo de fatores como
tipo de substrato, pH do meio e microrganismo de interesse. As faixas minimas de
concentracdo variam de 10 a 1000 ppm (bactérias), 25 a 400 ppm (leveduras) e 10 a
1000 ppm (fungos) (LUCK, 1977).

Avaliando a influéncia do &cido sorbico no desenvolvimento de culturas,
Thomas; John; Alfred (1958), estudaram 66 espécies de fungos filamentosos, 32 de
leveduras e 6 de bactérias lacticas, sendo o pH o principal fator de controle da
eficacia do acido sérbico como um inibidor do desenvolvimento microbiano. Todos
0S microrganismos estudados cresceram a uma concentracdo de 0,1% de &acido
sérbico em pH 7,0; em pH de 4,5, na mesma concentracdo, houve a inibicdo de
leveduras e fungos filamentosos e, a um pH de 3,5, as bactérias lacticas também

foram inibidas.

Pitt; Richardson (1973), na Australia, estudaram casos de deterioracdo em
bebidas carbonatadas causadas por leveduras que resistiam aos conservantes
utilizados. A levedura Saccharomyces baillii tolerou a concentracao de 400 mg/Kg de
acido benzdico, sendo considerada a mais importante. Também foram identificadas
as espécies Pichia membranaefaciens, Candida krusei, Torulopsis holmii e T.
stellata.

Em solucdo, os &cidos fracos conservantes existem em um equilibrio pH-
dependente (medido pelo valor pK) entre os estados associados e dissociados. A
atividade o6tima de inibicdo ocorre em condi¢Bes de pH baixo, pois isso favorece o
estado associado e ndo carregado da molécula que é livremente permeéavel através
da membrana plasmatica (lipolitica) e, assim, é capaz de penetrar na célula. A
molécula se dissociara apos entrar na célula, resultando em liberacdo de prétons e

anions, que nao sao capazes de atravessar a membrana plasmatica. Dessa forma, a
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molécula de conservante difunde-se na célula até que o equilibrio seja atingido. Isso
resulta em acumulo de anions e protons no interior da célula (BOOTH; KROLL,
1989).

O acido benzéico tornou-se um dos conservadores mais utilizados devido ao
seu baixo custo, facilidade de incorporagdo nos produtos, auséncia de cor e
toxicidade relativamente baixa (CHIPLEY, 1993), sendo muito utilizado

industrialmente devido a sua maior solubilidade (KIMBLE,1977).

Assim como para 0s benzoatos, a atividade antimicrobiana dos sorbatos esta
relacionada com a molécula ndo dissociada, o que determina sua maior atividade em
alimentos &cidos ou acidificados. O acido sérbico apresenta maior atividade em pH <
6. Em pH entre 4 e 6 este acido e seus sais sdo mais eficientes que os benzoatos
(JAY, 1996 e 2001).

Todos os sais de enxofre parecem atuar de maneira anéloga (FURIA, 1968),
com inibic&o relativa do desenvolvimento de fungos e bactérias, sendo as leveduras
e muitos fungos mais resistentes do que as bactérias lacticas e acéticas (TOCCHINI;
NISIDA; DE MARTIN, 1995).

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Obtencéo das amostras

Foram adquiridas 69 amostras de refrigerantes sabor guarana, de diferentes
marcas comerciais, em embalagens PET de 2000 mL, dentro do prazo de validade,
junto ao comércio varejista da regido de Sao José do Rio Preto - SP. As mesmas
foram transportadas em condi¢fes adequadas até o Laboratério de Microbiologia de
Alimentos para andlise imediata (INTERNATIONAL COMMISSION ON
MICROBIOLOGICAL SPECIFICATIONS FOR FOODS, 1978).
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5.2 Preparo das amostras

No Laboratério, cada amostra recebeu um cddigo de identificacdo, ou seja,

RG,, em que RG significa refrigerante de guarana e ,, nUmero da amostra.

5.3 Andlises fisico-quimicas

5.3.1 Brix

Para a realizacdo dessa andlise, foi usado um refratbmetro digital Atago,
modelo DR Al (FIGURA 2), capaz de medir o indice de refracdo. A presenca de
solidos soluveis na agua resulta numa alteracdo deste indice, e, por meio dessa
mudanca, é possivel determinar a quantidade de soluto presente na solucao aquosa.
Esta propriedade é utilizada para determinar a concentracéo de solidos sollUveis em
solugbes de acucar. O resultado € expresso em °Brix com uma casa decimal
(WALKIRIA et al., 1976).

FIGURA 2. Refratdbmetro digital Atago, modelo DR Al.

5.3.2 Acidez titulavel

Esta analise pode ser de grande importancia na avaliagdo do estado de
conservacao de um alimento, pois um processo de decomposi¢ao, seja por hidrolise,
oxidacao ou fermentacgédo, altera quase sempre a concentracdo dos ions hidrogénio.
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Apés a desgaseificacdo da amostra, realizada por agitagdo, titulou-se uma aliquota
de 10 mL adicionada de fenolftaleina (1 g/60 mL de etanol, completando o volume
para 100 mL com &gua destilada) com solucdo de NaOH 0,1N até o ponto de
viragem do indicador (mudanca de incolor para a coloracdo résea). Realizado o
célculo, o resultado foi expresso em % de acido citrico anidro (m/v) com trés casas
decimais (WALKIRIA et al., 1976).

5.3.3 pH eletrométrico

Nos processos eletrométricos, utilizam-se aparelhos, chamados pHmetros,
potenciOmetros especialmente adaptados que permitem uma determinagédo direta,
simples e precisa. Neste caso, utilizou-se o pHmetro (Tecnopon, modelo MPA 210)
obtendo-se o pH eletrométrico imergindo o eletrodo do equipamento na amostra
previamente desgaseificada e o0 resultado foi expresso como um ndmero

adimensional, com duas casas decimais (WALKIRIA et al., 1976).

5.3.4 Teorde CO2

Para realizacdo dessa analise, fez-se necessaria a utilizacdo do aparelho
testador de gas carbbnico Escher, modelo CTC 100 (FIGURA 3) que, por meio de
uma agulha, perfura a tampa da embalagem PET do refrigerante e, com o auxilio de
um mandémetro acoplado, mede a pressdo interna. Apdés esse procedimento, foi
medida, com a ajuda de um termémetro, a temperatura do liquido. Esse método
baseia-se na medida da pressdo gasosa versus temperatura (SANT ANA et al.,
2003).
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FIGURA 3. Aparelho testador de CO2ESCHER, modelo CTC 100.

5.4 Andlises microbiolbgicas

Utilizou-se a técnica de filtragdo em membrana em triplicata. Esta é
amplamente usada pela industria, possibilitando a andlise de maiores volumes,
sendo mais representativa e também propiciando a obtencdo de resultados em
tempo inferior as demais (MORAIS et al., 2003). Este método permite a inoculagéo
de um maior volume de amostra concentrando-o na superficie da membrana de
nitrocelulose de porosidade conhecida devido a filtragdo mecénica, sendo que o
volume frequentemente utilizado é de 100 mL. O resultado € quantitativo e os fatores
limitantes para seu emprego sao as amostras turvas e/ou viscosas (SAMSON et al.,
1992). Essa técnica utiliza um conjunto de filtracdo, composto por um porta filtro, um
suporte triplo manifold (MFS, modelo KMP3) e um copo de filtracdo (FIGURA 4). O
porta filtro € um tipo de funil cuja parte superior € plana, para acomodar a membrana
filtrante e, sobre esta, o copo de filtracdo é rosqueado. A parte inferior do porta filtro
€ encaixado ao manifold e este ligado a um frasco de Kitasato que, conectado a uma
bomba de véacuo, recolhe o liquido filtrado (SILVA et al., 2004).
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FIGURA 4. Conjunto de porta copo de filtracdo e suporte triplo Manifold.

5.4.1 Contagem de bolores e leveduras

Inverteu-se a garrafa de refrigerante 25 vezes e foram vertidos 100 mL de
amostra no copo graduado de filtracdo. Em seguida a filtrag&o, o copo foi retirado e,
com o auxilio de uma pinga flambada e resfriada, transferiu-se a membrana de 0,80
mm para a placa de Petri de 47 mm de diametro, previamente esterilizada e
identificada, contendo 2 mL de meio de cultura Yeast and Mold Broth (m-Green)
embebido em uma “almofada absorvente” (pad), sendo a mesma incubada em
estufa (Marconi, modelo MA 415) a 25°C por 72 horas. O resultado foi expresso em
unidades formadoras de colonias (UFC)/100 mL (POWER; McCUEN, 2003).

Colbnias tipicas de bolores e leveduras podem ser visualizadas na FIGURA 5.

FIGURA 5. Colbnias tipicas de bolores e leveduras.

Create PDF with GO2PDF for free, if you wish to remove this line, click here to buy Virtual PDF Printer


http://www.go2pdf.com

34

5.4.2 Enumeracédo de bactérias lacticas

A garrafa de refrigerante foi invertida 25 vezes e colocaram-se 100 mL de
amostra no copo graduado de filtracdo. Posteriormente a filtracdo, retirou-se o copo
e, com a ajuda de uma pinca flambada e resfriada, a membrana de 0,45 nm foi
transferida para a placa com 2 mL de caldo soro de laranja embebido em um pad.
Para tornar o meio de cultura mais especifico, foi incorporado alcool 2-feniletilico
(0,3%), que nesta concentracdo inibe o desenvolvimento de bactérias Gram-
negativas, sem prejudicar o de bactérias lacticas. A placa foi incubada em estufa
(Marconi, modelo MA 415) a 25°C por 120 horas, sendo o resultado expresso em
UFC/100 mL (POWER; McCUEN, 2003). Colbnias caracteristicas de bactérias
lacticas podem ser verificadas na FIGURA 6.

FIGURA 6. ColOnias caracteristicas de bactérias lacticas.

5.4.3 Contagem de bactérias totais

Para a contagem de bactérias totais, a garrafa de refrigerante foi invertida 25
vezes e colocaram-se 100 mL de amostra no copo graduado de filtracao.
Posteriormente, retirou-se o copo e, com a ajuda de uma pinca flambada e resfriada,
transferiu-se a membrana de 0,45 nmm para a placa contendo 2 mL de caldo triptona
glicose extrato de carne (m-TGE) embebido em um pad. A placa foi incubada em
estufa (Biomatic, modelo 363) a 35°C por 48 horas, sendo o resultado expresso em
UFC/100 mL (POWER; McCUEN, 2003). Col6nias tipicas de bactérias totais podem
ser vistas na FIGURA 7.
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FIGURA 7. Colbnias tipicas de bactérias totais.

5.4.4 Pesquisa de coliformes totais

Quando positivo no item 5.4.3, as colbnias obtidas foram transferidas, com o
auxilio de uma alca de platina, para um tubo de ensaio de 16 x 150 mm, contendo
caldo lauril sulfato triptose (LST) com tubo de Durhan e incubadas em estufa
(Fanem, modelo 002 CB) a 35°C por 24-48 horas. O resultado foi expresso como

auséncia (-) ou presenca (+) desse grupo de microrganismos em 100 mL de produto.

5.4.5 Pesquisa de coliformes fecais (termotolerantes)

Posteriormente, para a confirmacao do item 5.4.4., uma alcada do LST foi
semeada em um tubo de ensaio de 16 x 150 mm com caldo EC contendo tubo de

Durhan e incubada a 44,5°C por 24 horas.

5.4.6 Pesquisa de Escherichia coli

A partir do tubo contendo caldo EC que apresentou turvagcdo, com ou sem gas
no interior do tubo de Durhan, foi semeada, por esgotamento, em placa de Petri
contendo &gar eosina azul de metileno, seguido de incubacdo a 35°C por 24-48
horas. Para identificacdo das colbnias suspeitas utilizou-se os testes bioquimicos
(IMVIC), isto é, de indol/vermelho de metila/Voges-Proskauer/citrato (SPECK, 1976).
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5.5 Isolamento das culturas de leveduras

Apéds a contagem de bolores e leveduras, foram isoladas col6nias de todos 0s
tipos morfoldgicos existentes. Tais coldnias, com o0 objetivo de garantir sua pureza,
foram submetidas a analise microscopica sob coloracdo de Gram. Em seguida, cada
cultura pura recebeu um codigo de identificacdo, ou seja, RGnn1 (onde RG =
refrigerante de guarana, , = nimero da amostra e ,; = numero da levedura isolada
desta amostra). Em seguida, foi estocada em tubos de ensaio de 12 x 100 mm
contendo meio Gymp (glicose, extrato de levedura, extrato de malte, NaH,PO, e
agar) para posterior identificacdo. Para evitar ressecamento foram cobertas com
6leo mineral e mantidas a 8 + 2°C, conforme ilustrado na FIGURA 8.

FIGURA 8. Leveduras isoladas de leveduras e estocadas em meio Gymp.

5.6 Provas taxonbmicas

Nos testes taxonémicos (morfolégicos e fisioldgicos) foram empregados 0s
métodos descritos por Kreeger Van Rij (1984) e Barnett, Payne e Yarrow (1983 e
1990).

As culturas foram identificadas segundo as chaves descritas por Barnett,
Payne e Yarrow (1990) e Kurtzman e Fell (1998).
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5.7 Provas morfolégicas

Com o intuito de se verificar a producdo de esporos, foram utilizados o meio
de cultura de Gorodkowa (glicose 0,1%, peptona 1,0%, NaCl 0,5% e agar 1,8%) e o
agar acetato de McClary (glicose 0,1%, KCI 0,18%, extrato de levedura 0,25%,
acetato de sbédio 0,82% e agar 1,8%). As placas de Petri foram mantidas a

temperatura ambiente e as observacdes feitas periodicamente entre 7, 14 e 21 dias.

5.8 Provas fisioldgicas

5.8.1 Capacidade fermentativa

Para verificar a capacidade fermentativa, foi utilizado o meio béasico para
fermentacao (peptona 0,75% e extrato de levedura 0,5%) em tubos de ensaio de 12
x 100 mm contendo tubo de Durhan invertido. Os agucares foram esterilizados
separadamente do meio de cultura. A principio, foi testada a capacidade
fermentativa frente a glicose (1%). As culturas que apresentaram resultado positivo,
foram, entdo submetidas a trés dissacarideos: sacarose (2%), maltose (1%) e
lactose (1%). Os tubos de ensaio foram mantidos a temperatura ambiente, sendo as
leituras feitas periodicamente entre 7 e 21 dias. O resultado foi considerado positivo
quando 1/3 a 3/3 do tubo de Durhan estava preenchido com gés e negativo quando
nao houve tal producéo (KREEGER VAN RI1J, 1984; BARNETT; PAYNE; YARROW,
1983 e 1990).

5.8.2 Desenvolvimento em diversas temperaturas

Foi analisada a capacidade de desenvolvimento a 35, 40 e 42°C, utilizando-se
0 meio basico para fermentacdo (peptona 0,75% e extrato de levedura 0,5%)
acrescido de 2,0% de glicose. Para a temperatura de 35°C, os tubos de ensaio
foram mantidos em estufa de incubacdo e para as demais foi utilizado o banho-
maria. As leituras foram feitas através do Cartdo de Whickerham (KREEGER VAN

RIJ, 1984), apdés 48-72 horas de incubacdo. Foi considerado desenvolvimento
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positivo quando as linhas do cartdo ndo foram visiveis e negativo quando estas

foram visualizadas.

5.8.3 Desenvolvimento em meio de cultura contendo nitrato

Utilizou-se o Yeast Carbon Base (YCB-Difco) contendo 0,078% de KNOsj;
como fonte de nitrogénio e 2,0% de agar (KREEGER VAN RIJ, 1984; BARNETT,;
PAYNE; YARROW, 1983 e 1990).

5.8.4 Resisténcia a pressao osmotica

Neste teste, foram utilizadas duas substancias distintas. O meio basico para
ambas foi o agar Sabouraud glicose. Para um dos testes, foi acrescentado 50,0% de
glicose e para o outro 10,0% de NaCl (KREEGER VAN RIJ, 1984; BARNETT,
PAYNE; YARROW, 1983 e 1990).

5.8.5 Desenvolvimento em meio de cultura contendo cicloheximida (actidione)

Para esta prova foi empregado 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 concentracdo desejada (100 ou 1000 partes por milhdo-ppm),
segundo metodologia descrita por Kreeger Van Rij (1984).

5.8.6 Sintese de amido

Para a verificagcdo da producdo de compostos amildides foi utilizado o agar
Sabouraud glicose. Apés o desenvolvimento das culturas, foi gotejada sobre as
mesmas uma solucédo de lugol. O aparecimento de coloracdo azul escura indicou
resultado positivo (KREEGER VAN RIJ, 1984; BARNETT; PAYNE; YARROW, 1983
e 1990).
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5.8.7 Provas de assimilacao de fontes de carbono

Foram usadas as seguintes substancias: glicose, galactose, L-sorbose,
maltose, sacarose, celobiose, trealose, lactose, melibiose, rafinose, melezitose, Para
esta prova foi utilizado o agar Sabouraud glicose, pH = 3,0; onde foram
acrescentados os conservantes alimenticios benzoato de sodio (codigo INS - 211)
nas concentracdes de 0,025; 0,05 e 0,1%, sorbato de potassio (cédigo INS - 202)
nas de 0,015; 0,03 e 0,06%; e metabissulfito de potassio (cédigo INS - 224) nas de
0,002; 0,004; 0,008%. Para verificar o desenvolvimento microbiano foi empregado

como controle 0 mesmo meio de cultura, porém sem a adi¢cdo de conservante.

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 substancias
foram utilizadas na concentracdo 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
RI1J, 1984; BARNETT; PAYNE; YARROW, 1983 e 1990).

5.9 Ensaio de resisténcia aos principais conservantes alimenticios contidos na

legislagao vigente

Para esta avaliacdo o pH do meio foi ajustado para 3,0; porque neste valor se
obtém uma o6tima atividade antimicrobiana dos conservantes empregados. Foram
também esterilizados separadamente, por autoclavagem, o meio basico (sem o
agar), o agar e 0s conservantes, para se evitar, em primeiro lugar, a hidrélise do
agar durante o aquecimento, com a perda do poder de gelificacdo e ainda no que se
refere aos conservantes utilizados eventuais perdas por hidrélise ou evaporacéo.

5.10 Prova de sensibilidade ao tratamento térmico (65°C/10 e 20 minutos)

Neste teste as respectivas culturas puras isoladas foram previamente
inoculadas com alga de platina em tubos de ensaio contendo 5 mL caldo nutriente e

incubadas a 25°C por 24 horas. Depois desse periodo tais culturas foram
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submetidas a temperatura de 65°C por 10 e 20 minutos (TOCCHINI; NISIDA; DE
MARTIN, 1995). Apos o tratamento térmico as leveduras foram entdo semeadas em
placas de Petri contendo agar nutriente e incubadas a 25°C. As leituras foram feitas

apos 5 dias.

5.11 Técnica de replica-plate

A técnica de replica-plate foi usada para as provas descritas nos itens 5.7,
5.8.3a5.8.7,5.9 e 5.10.

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

As placas de Petri foram incubadas em estufa a 25°C com leituras de 7, 14 e

21 dias de incubacéao.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Andlises fisico-quimicas e microbioldgicas

Os resultados das andlises fisico-quimicas e microbiolégicas, para as 69
amostras de refrigerantes sabor guarana, de diferentes marcas, em embalagens
PET de 2000 mL, junto ao comércio varejista da regido de Sao José do Rio Preto -
SP, estdo apresentados na TABELA 1.

Com referéncia as andlises fisico-quimicas de Brix, acidez titulavel, pH
eletrométrico e teor de CO, foram encontradas, respectivamente, as variagfes de:
0,1 a 12,2 °Brix; 0,082 a 0,222%; 2,55 a 3,73 e 0,0 a 3,5, sendo evidenciada a falta
de padrdes de identidade e qualidade estabelecidos pela legislacdo em vigor por
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algumas marcas (BRASIL, 1998), sendo que das amostras analisadas 10 (52,6%)
apresentaram acidez abaixo do permitido e 1 (5,2%) amostra apresentou auséncia
de COa,.

Esse fato também foi observado por Ferreira; Bezerra (2004), uma vez que,
de 7 marcas analisadas de refrigerantes sabor guarand, foi encontrada uma variacao
de Brix, acidez, acucares, tanino e pH respectivamente de 0,0 a 12,2 °Brix; 0,13 a
0,20%; 0,0 a 10,7%; 0,0 a 5,2%; 2,96 a 3,44. Em 1 das marcas, o resultado de Brix
foi 0%, evidenciando a utilizacdo de edulcorante sem a devida informacdo no roétulo
para o consumidor. Quanto ao teor de tanino, também verificado nesse trabalho,
constatou-se que, das amostras de refrigerantes sabor guarana analisadas, 2
marcas apresentaram teor abaixo do estabelecido (1 mg/100 mL de bebida final).
Esse fato pode também estar relacionado a falta do extrato de guarand na
composicao.

No caso deste trabalho, a contagem de bolores e de leveduras apresentou,
respectivamente, variagbes compreendidas nos intervalos de: <1 a 16 UFC/100 mL
(bolores) e < 1 a > 200 UFC/100 mL (leveduras). Para bactérias lacticas e totais, 0s
intervalos situaram-se entre < 1 a 50 UFC/100 mL e <1 a > 200 UFC/100mL. Para
coliformes totais, fecais e Escherichia coli, os resultados foram negativos, sendo,
portanto, considerados, segundo a legislagdo (BRASIL, 2001), “produtos em
condicdes sanitarias satisfatorias” e, por conseguinte, “produtos de acordo com 0s
padrdes legais vigentes”.

A legislagdo atual apresenta como Unico padrdo microbiologico para
refrigerantes o de coliformes a 35°C/50 mL (auséncia). No trabalho realizado por
Morais et al. (2003), 100% das amostras analisadas estavam de acordo com o
padrdo vigente, o que ndo seria verdadeiro se estivesse em vigor a Portaria n°.
451/97 que estabelecia o padrédo para bolores e leveduras (20 UFC/mL), pois 13%
apresentaram contagens acima desse padrdo, sendo que 46,2% continham
leveduras, 30,8% leveduras e fungos filamentosos e 23% fungos filamentosos.
Segundo Morais et al. (2003), a retirada desse parametro dificulta a avaliacdo das
condicdes de higiene do produto pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA).

Hoffmann; Garcia-Cruz; Vinturim (1993) analisaram 25 amostras obtidas na
regido de Sao José do Rio Preto - SP quanto a qualidade microbiol6gica. Dos
resultados obtidos, verificou-se que 36% (9) das amostras apresentaram unidades
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formadoras de colénias de bactérias aerdbias meséfilas em agar soro de laranja e,
em agar para contagem padrdo, 68% (17). Com relagcdo as bactérias &cido
produtoras, 80% (20) apresentaram UFC. N&o foi detectada a presenca de bactérias
do tipo coliforme (totais e termotolerantes) ou mesmo E. coli. Esses produtos, apesar
das contaminagOes encontradas, foram considerados dentro dos padrdes.

A presenca de coliformes totais n&do foi detectada em nenhuma das amostras
de refrigerantes analisadas neste trabalho, assim como em nenhum dos outros
citados, e sim de bolores e leveduras, microrganismos deteriorantes que podem
causar perdas econdbmicas e de imagem para as industrias. Os resultados
mostraram, ainda, que, em produtos preservados, raramente ocorre a auséncia de
leveduras, bolores e bactérias lacticas, pois a eficiéncia dos conservantes depende
de sua concentragdo, pH do produto, tipo e grau de contaminagdo, sendo
necessarias condi¢des de higiene durante o processamento.

No que se refere a coliformes totais e bactérias totais, a pesquisa realizada
por Felipe et al. (2004) evidenciou que, em 100% das amostras das 5 marcas
analisadas, utilizando a técnica de filtragdo em membrana, ndo foram encontrados
esses microrganismos. Para o parametro bolores e leveduras, houve o aparecimento
de unidades formadoras de colbénias em 1 amostra de 1 dos lotes analisados
(6,67%), ndo sendo possivel determinar se tal contaminacéo ocorreu devido a falhas
no controle de qualidade ou ao transporte e/ou armazenamento inadequados.

Isso também ficou evidente na avaliagdo microbioldgica realizada por Leitdo
et al. (1977), em que os resultados mostraram que bactérias coliformes séo
dificiimente isoladas de refrigerantes.

Assim, as bactérias totais, lacticas, bolores e leveduras foram verificados
respectivamente em 65,2; 15,9; 7,2 e 11,6% das amostras analisadas (TABELA 1).
Tais parametros podem indicar problemas relacionados a ma qualidade da matéria-
prima ou até mesmo negligéncia em relacdo as Boas Praticas de Fabricacdo. Cabe
enfatizar, entretanto, que ainda assim, tais produtos encontram-se de acordo com 0s
padrdes estabelecidos pela legislacdo, uma vez que o padrdo para contagem de
bolores e leveduras foi excluido pela resolucdo RDC n.12 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria - ANVISA.

Observacdes analogas foram levantadas por Rocha (2006), que identificou
como pontos criticos de contaminagcdo do produto acabado, o ar ambiente,

maquinario, equipamentos de envase e rolhas metdlicas. Isso indica que o0 momento
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mais suscetivel a contaminacdo é o processamento do produto, evidenciando a

necessidade da inddstria investir nas Boas Praticas de Fabricagéo.
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6.2 Isolamento das culturas de leveduras

As leveduras sdo fungos unicelulares, sendo a maioria classificada como
ascomiceto, apresentando células geralmente esféricas, ovais ou cilindricas, e
divisdo celular por brotamento. Crescem abundantemente em habitats onde ha a
presenca de aclcares, como frutas, flores e cascas de arvores (MADIGAN;
MARTINHO; PARKER, 2004).

Por serem possiveis agentes de deterioragdo dos alimentos, o conhecimento
desses microrganismos € de grande importancia na sua conservacao. Dependendo
do tipo e caracteristicas do produto, uma mesma espécie de levedura pode ter um
efeito benéfico ou maléfico. Esse fato pode ser evidenciado por meio da levedura
Saccharomyces cerevisiae, que se faz necesséria na fermentacdo alcodlica de
mostos e consequente fabricacdo de vinhos, ou na fabricagdo de alcool etilico por
meio da fermentacdo de caldo de cana. Mas pode, por outro lado, ser a causa de
deterioracao de frutas, ou mesmo, de bebidas carbonatadas (FURTADO, 1998).

Nesta pesquisa, um total de 19 (100,0%) leveduras foi isolado de 69 amostras
de refrigerantes sabor guarana, de diferentes marcas comerciais, em embalagens de
polietileno tereftalato (PET) de 2000 mL. A distribuicdo das leveduras, segundo a
origem, esta exibida na TABELA 2.

Com relacdo as leveduras isoladas, o género Saccharomyces foi 0 menos
numeroso, compreendendo 5 culturas (26,3%) e representado apenas pela espécie
Saccharomyces cerevisiae. Em estudo realizado por Ndagijimana et al. (2004) o
género Saccharomyces foi o responsavel pela deterioracdo de refrigerantes em
embalagens PET, sabor laranja, causando turvacéo, deformacdo nas embalagens,
perda de sabor, de aroma e estouro de algumas garrafas nos pontos de venda.

O género Debaryomyces, por sua vez, foi 0 mais numeroso nesta pesquisa,
sendo representado por 14 leveduras (73,7%), todas pertencentes a espécie
Debaryomyces hansenii var. fabryi. Este género foi um dos sete, isolados por
Hoffmann (1995), de amostras de refrigerantes.

Tal levedura possui uma elevada tolerancia ao sal, apresentando um
comportamento haldéfilo, sendo capaz de se desenvolver mesmo em salmouras com
concentragdes variaveis de 18 a 20% (FURTADO, 1998).

Create PDF with GO2PDF for free, if you wish to remove this line, click here to buy Virtual PDF Printer


http://www.go2pdf.com

48

Os acucares sado fermentados por algumas espécies de Debaryomyces,
porém o nitrato e o inositol ndo sao assimilados. Peliculas podem se formar em meio
de cultura liquido e compostos similares ao amido extracelular ndo sdo produzidos.
A producao de urease e liquefacdo de gelatina ndo séo determinadas (KURTZMAN;
FELL, 1998).

A conjugacdao entre a célula e seu broto precede a formagédo de ascomiceto e
a conjugacéo entre células separadas também pode ocorrer. Os esporos podem ser
esferoidais com paredes asperas, cuja aspereza nem sempre € distinta sob um
microscépio. Com um microscopio eletrbnico as verrugas aparecem como pequenas
protuberancias arredondadas ou saliéncias, e a presenca de muitos esporos da a
cultura uma coloragdo marrom. Os esporos sdo observados nas culturas de
Debaryomyces apés 1 a 2 semanas, em temperatura de 20°C ou abaixo
(KURTZMAN; FELL, 1998).

A variedade fabryi pode ser fisiologicamente distinguida da variedade hansenii
somente pela temperatura maxima de crescimento sendo de 36° a 39° C e de 31° a
35°C, respectivamente. O crescimento a 37° C pela variedade fabri pode ser variado
(KURTZMAN; FELL, 1998).

Neste trabalho, apds serem submetidas aos testes taxondmicos, as leveduras
foram divididas em 6 grupos (TABELA 3) de acordo com a discordancia em alguns
dos resultados em relacdo a descri¢do padrao.

Do total de leveduras isoladas, verificou-se que 5 (26,3%), representadas por
Saccharomyces cerevisiae, estavam contidas nos grupos I, Il e lll; e 14 (73,7%) por
Debaryomyces hansenii var. fabryi, incluidas nos grupos IV, V e VI. Pode-se
constatar que tais leveduras apresentaram variagcdes em seus resultados em relagéo
a descricao padréo, conforme apresentado na TABELA 6.

As do grupo | diferiram da descricdo padrao por utilizar o ribitol (adonitol) e
assimilar o nitrato. A do Il diferiu por assimilar L-sorbose, inulina e nitrato. A do lll,
por ndo fermentar glicose, assimilar L-sorbose, inulina e nitrato. As do IV por utilizar
nitrato e se multiplicar a 40°C. A do V diferiu do padrédo por assimilar nitrato e se
desenvolver a 40°C e a do VI por ndo usar D-xilose, maltose, trealose, assimilar
nitrato e se multiplicar a 40°C.

Saccharomyces cerevisiae, a menos isolada neste estudo, se caracteriza
como uma levedura fortemente fermentativa, mas pouco frequente como

deteriorante. Em xaropes de glicose com pH neutro se desenvolve em Aa abaixo de
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0,89 e o pH minimo na faixa de 1,6 a 2,0, dependendo do &cido presente. E pouco
resistente aos conservantes, com tolerancia maxima a 100 mg/kg de acido benzéico
em pH = 2,5 a 4,0, e 200 mg/kg de acido sérbico em pH = 4,0. O valor Dgy das
células vegetativas é de 0,1 a 0,3 minutos, mas 0s ascOsporos sdo muito mais
resistentes, com Dgo = 17,5 minutos. A reducéo da Aa também aumenta a resisténcia
térmica, observado-se que, em sucos de frutas com Aa = 0,99 (pH = 3,1), o valor
Deo foi 0,3 a 2 minutos, mas com Aa = 0,93 esse valor aumentou para 5 minutos ou
mais (TANIWAKI; SILVA, 2001).

O género Saccharomyces possue reproducdo vegetativa por brotos
multicelulares e pseudo hifas podem estar presentes. Na reproducéo sexuada 0s
ascomicetos sdo geralmente ndo conjugados e formam de 1 a 4 ascoporos
elipsoidais macios. Possuem vigorosa fermentacdo dos acgucares, ndo produz
compostos semelhantes ao amido e ocorre auséncia de crescimento quando o
nitrato é a unica fonte de nitrogénio (KURTZMAN; FELL, 1998).

As Saccharomyces cerevisiae produzem enzimas extracelulares como
poligalacturonases e proteases, toleram ambientes acidos, sdo resistentes aos
conservantes quimicos sorbato de potassio e benzoato de sédio e ocorrem isoladas,
em pares ou em cadeias (BATTEY; DUFFY; SCHAFFNER, 2002). Além disso, sdo
microrganismos fermentadores de agucares tais como glicose, galactose, sacarose,
maltose e rafinose (SCHMDT, 1994).

6.3 Ensaio de resisténcia aos principais conservantes alimenticios comerciais

contidos na legislagéo vigente

Os conservantes usados para prevenir o desenvolvimento de fungos em
alimentos sao o di6xido de enxofre e os acidos benzdico, sérbico e propidnico (e
seus sais de so6dio, potassio e calcio), usualmente adicionados aos refrescos,
refrigerantes, sucos, polpas e outros derivados de frutas (TANIWAKI; SILVA, 2001).

As 19 leveduras isoladas nesta pesquisa, foram testadas frente a trés
conservantes alimenticios em diferentes concentracdes, sendo eles: benzoato de
sédio (codigo INS - 211) nas de 0,025; 0,05 e 0,1%; sorbato de potassio (INS - 202)
nas de 0,015; 0,03 e 0,06%; e metabissulfito de potassio (INS - 224) nas de 0,002;
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0,004 e 0,008%. O efeito dos conservantes sobre as leveduras esta apresentado
nas TABELAS 4 e 5.

6.3.1 Benzoato de sddio (INS - 211)

O acido benzéico possui uma eficiéncia maior sobre bactérias e leveduras do
gue contra bolores (SOFOS, 1995b). Entretanto, quando utilizado em alimentos
acidos, atua sobre bolores e leveduras, pois, o proprio pH € suficiente para inibir o
desenvolvimento bacteriano (CHIPLEY, 1993).

A concentragcdo minima necesséria para a inibicdo de microrganismos varia
dependendo de fatores como tipo de substrato, pH do meio e microrganismo de
interesse. As faixas de concentracdo minima para inibicdo variam de 50 a 1800 ppm
(bactérias), 20 a 700 ppm (leveduras) e para bolores de 20 a 500 ppm (LUCK, 1977).

Os maiores efeitos inibidores do benzoato sdo obtidos em pH acido, sendo
demonstrado que o acido ndo dissociado € a forma ativa. Em pH proximo a
neutralidade a eficiéncia é praticamente nula (TOCCHINI; NISIDA, 1995).

Como agente antimicrobiano, o &cido benzdico apresenta agdo sinérgica com
cloreto de sodio, sacarose, acido boérico, diéxido de carbono e de enxofre (SMITH,
1997; SOFOS, 1995b).

A auséncia de efeitos toxicos é devido ao fato de que o mesmo nao se
acumula no organismo. Ele se combina com a glicina e transforma-se em acido
hipdrico, que é facilmente excretado por via renal (FRIAS et al., 1996).

No caso deste trabalho, foram testadas concentragdes tendo como parametro
o estabelecido pela legislacdo vigente (BRASIL,1998) que é de 0,05%. Nesse caso,
verificou-se que 47,4% das leveduras foram sensiveis. Na concentracéo de 0,025%,
gue caracteriza a metade do estabelecido, o benzoato de sédio atuou sobre 26,3%
das leveduras isoladas, e por outro lado, na concentracao de 0,1%, que corresponde

ao dobro do regulamentado, agiu sobre 89,5%.

6.3.2 Sorbato de potassio (INS - 202)

O acido sérbico e os sorbatos possuem atividade contra leveduras e bolores,
sendo menos eficientes contra bactérias (TOCCHINI; NISIDA, 1995). Podem
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também inibir a germinagéo de esporos, o desenvolvimento e a divisdo de células
vegetativas (SOFOS, 1995a).

As duplas ligacdes conjugadas do &cido sérbico séo reativas e podem ter
influéncia tanto na sua capacidade antimicrobiana quanto na qualidade e seguranca
de produtos alimenticios (SOFOS, 1995a). Industrialmente, € mais utilizado na forma
de sais devido a maior solubilidade em agua (SOFOS; BUSTA, 1993).

Assim como no &cido benzodico, no sorbico a molécula ndo dissociada € a
forma mais ativa (TOCCHINI; NISIDA, 1995).

A concentragdo minima de acido sorbico necessaria para a inibicdo de
microrganismos varia dependendo de fatores como tipo de substrato, pH do meio e
microrganismo de interesse. As faixas de minima concentracdo para inibicdo variam
de 10 a 10000 ppm (bactérias), 25 a 400 ppm (leveduras) e para bolores de 10 a
1000 ppm (LUCK, 1977).

Em relagdo ao ensaio de resisténcia ao sorbato de potassio realizado nesta
pesquisa, constatou-se que apenas as concentracbes de 0,03 e 0,06% foram
eficazes sobre as leveduras testadas. Na de 0,03, concentracdo estabelecida pela
legislacdo vigente (BRASIL,1998) para este tipo de produto, houve inibicdo de
47,4% e na de 0,06% a inibicdo chegou a 52,6%.

Isso evidencia que, isoladamente, o sorbato de potassio ndo apresentou uma

significativa eficacia.

6.3.3 Metabissulfito de potassio (INS - 224)

Os metabissulfitos sdo mais estaveis que os sulfitos (TOCCHINI; NISIDA,
1995). Atuam reduzindo ligacdes S-S de certas enzimas, inativando-as. Também
reagem com aldeidos no metabolismo de carboidratos, bloqueando-os. Sé&o
empregados na industria de suco de uva, vinhos e vinagres para inibir o

desenvolvimento de leveduras e bactérias acéticas (SENAI, 2000).

As concentragfes de 0,002; 0,004 e 0,008% de metabissulfito de potassio néo

inibiram o desenvolvimento de nenhuma das leveduras testadas.

Comparando-se 0s conservantes benzoato de sodio e metabissulfito de
potassio, pode-se verificar que o segundo, nas concentracfes empregadas (0,002;

0,004 e 0,008%), demonstrou menor eficacia, uma vez que néo inibiu nenhuma das
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leveduras testadas; enquanto o benzoato de sédio demonstrou atuagdo mais eficaz,
pois, a partir de 0,025% inibiu 26,3% das leveduras. Na de 0,05% inibiu 47,4% e a
0,1% atingiu 89,5%.

Em relagé@o ao sorbato de potassio ocorreu uma similaridade com o benzoato
de sodio, pois, nas concentracbes estabelecidas pela legislacdo vigente
(BRASIL,1998), respectivamente de 0,03 e 0,05%, esses conservantes inibiram 9
(47,4%) das leveduras pertencentes a mesma espécie, ou seja, Debaryomyces

hansenii var. fabryi.

Debaryomyces hansenii difere-se da maioria das outras leveduras pela forma
esférica das células, por utilizar uma grande variedade de compostos de carbono e,
particularmente, por se desenvolver na presenca de altas concentragbes de NacCl
(até 24%), formando filmes superficiais (TANIWAKI; SILVA, 2001).
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TABELA 6. Resultados das provas morfolégicas, fisiologicas e de assimilagéo
apresentados pelas leveduras.

Prova/Cultura RG1; RG1, RGI1; RG2; RG2, RG4, RG10,
Pigmento C C C B B C
Esporos + + + + + + +
Fermentagéo da glicose + + + - + - -

Fermentacdo da maltose

+

Fermentacéo da sacarose

Fermentacdo da lactose - - - - - - -
Glicose + + + + + + +
Galactose + + + + + + +
L-sorbose - - - + + + +
Glicosamina - - - + + + +
D-ribose - - - - - - -
D-xilose - - - + + + +
L-arabinose - - - + + + +
D-arabinose - - - - - - -
L-ramnose - - - - - - -
Sacarose + + + + + + +
Maltose - - - + + + +
Trealose - - - + + + +
Celobiose - - - - - - -
Salicina - - - + + + .
Melibiose - - - - - - -
Lactose - - - - - - -
Rafinose - - - + + + +
Melezitose - - - + + + +
Inulina - - - + + + +
Amido solavel + + + + + + +
Glicerol + + + + + + +
Eritritol - - - - - - +
Ribitol (Adonitol) + + + + + + +
D-glucitol (Sorbitol) + + + + + + +
D-manitol + + + + + + +
Galactitol (Dulcitol) - - - - - + -
m-inositol - - - - - - -
Citrato - - - + + + +
Etanol + + + + + + +
Nitrato + + + + + + +
Cicloheximida 100 ppm - - - + + + +
Cicloheximida 1000 ppm - - - - - - +
Glicose 50% + + + + + + +
NaCl 10% + + + + + + +
Sintese de amido - - - - - - -
35°C + + + + + + +
40°C + + + + + + +
42°C + + + + + + +

(continua)

C = creme; B = branca.
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TABELA 6. Resultados das provas morfolégicas, fisiologicas e de assimilagéo
apresentados pelas leveduras.

Prova/Cultura RG10, RG10; RG12; RG12, RG24; RG24,
Pigmento C C B B C
Esporos + + + + + +
Fermentagéo da glicose + - - + + +

Fermentacdo da maltose - -

+
1
+
1

Fermentacéo da sacarose - -

Fermentacdo da lactose - - - - - -
Glicose + + + + + +
Galactose + + + + + +
L-sorbose + + + + + +
Glicosamina - - + + + +
D-ribose - - + + . .
D-xilose - - + + + +
L-arabinose - - + + + +
D-arabinose - - - - - -
L-ramnose - - + + + +
Sacarose + + + + + +
Maltose - - + + + +
Trealose - - + + + +
Celobiose - - + + + +
Salicina - - + + + +
Melibiose - - - - - -
Lactose - - - - - -
Rafinose - - + + + +
Melezitose - - + + + +
Inulina + + + + + +
Amido solavel + + + + + +
Glicerol + + + + + +
Eritritol - - + - - -
Ribitol (Adonitol) - - + + + +
D-glucitol (Sorbitol) + + + + + +
D-manitol + + + + + +
Galactitol (Dulcitol) - - - - + -
m-inositol - - - - - -
Citrato - - + + + +
Etanol + + + + + +
Nitrato + + + + + +
Cicloheximida 100 ppm - - + + + +
Cicloheximida 1000 ppm - - + + + +
Glicose 50% + + + + + +
NaCl 10% + + + + + +
Sintese de amido - - - - - -
35°C + + + + + +
40°C + + + + + +
42°C + + + + + +

(continua)
C = creme; B = branca.

Create PDF with GO2PDF for free, if you wish to remove this line, click here to buy Virtual PDF Printer


http://www.go2pdf.com

59

TABELA 6. Resultados das provas morfolégicas, fisiologicas e de assimilagéo
apresentados pelas leveduras.

Prova/Cultura RG24; RG26; RG26, RG26; RG69; RG69,
Pigmentos B B C B C
Esporos + + + + + +
Fermentagéo da glicose - + - - + +

Fermentacdo da maltose

+

Fermentacéo da sacarose

Fermentacdo da lactose - - - - - -
Glicose + + + + + +
Galactose + + + + + +
L-sorbose + + + + + .
Glicosamina + + + + + -
D-ribose - - - + + .
D-xilose + + + + + .
L-arabinose + + + - - -
D-arabinose - - - - - -
L-ramnose + + + - - -
Sacarose + + + + + +
Maltose + + + + + .
Trealose + + + + + .
Celobiose + - - + + .
Salicina + + + + + .
Melibiose - - - - - -
Lactose - - - + + .
Rafinose + + + + + +
Melezitose + + + + + +
Inulina + + + + + +
Amido soldvel + + + + + +
Glicerol + + + + + +
Eritritol - - - + . +
Ribitol (Adonitol) + + + + + +
D-glucitol (Sorbitol) + + + + + +
D-manitol + + + + + +
Galactitol (Dulcitol) + - - - - -
m-inositol + - - - - -
Citrato + + + + + +
Etanol + + + + + +
Nitrato + + + + + +
Cicloheximida 100 ppm + + + + + -
Cicloheximida 1000 ppm - - - + + -
Glicose 50% + + + + + +
NaCl 10% + + + + + +
Sintese de amido - - - - - -
35°C + + + + + +
40°C + + + + + +
42°C + + + + + +

C = creme; B = branca.
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6.4 Prova de sensibilidade ao tratamento térmico (65°C/10 e 20 minutos)

A temperatura é um, se ndo o mais importante, dos fatores ambientais que
afetam o desenvolvimento e a sobrevivéncia dos microrganismos (MADIGAN;
MARTINKO; PARKER, 2004).

O calor elimina as células dos microrganismos quando estas sdo submetidas
a uma temperatura letal. Esta varia de acordo com a espécie do microrganismo e
com a forma em que ele se encontra. As células vegetativas sdo destruidas em
temperaturas da ordem de 60°C; os esporos bacterianos, de um modo geral, sdo
inativados em temperaturas superiores, ou seja, a 100°C (SENAI, 2000).

O efeito da temperatura sobre a preservagédo e deterioracdo dos alimentos
envolve dois aspectos: a temperatura durante o processamento (aplicagéo de calor)
e a de estocagem. A quantidade de calor aplicada no processamento de produtos,
de alta acidez e/ou baixa Aa, nos quais a deterioracdo € predominantemente
provocada por fungos, € sempre menor do que a aplicada aos de baixa acidez e alta
Aa, nos quais a deterioracdo € provocada por bactérias e se faz necessaria a
destruicéo de esporos (TANIWAKI; SILVA, 2001).

Tratamento térmico é o processo pelo qual o alimento recebe aplicacdo de
calor por meio de vapor d'agua condensado a uma determinada temperatura. Pode
ainda ser obtido de ar quente ou outro meio aquecido, sendo, no entanto, o vapor
d’agua o mais utilizado (TOCCHINI; NISIDA; DE MARTIN, 1995).

Pasteurizacdo € um tratamento térmico que elimina a grande maioria dos
microrganismos existentes no alimento. A temperatura ndo passa de 100° C,
podendo esse aquecimento ser produzido por vapor, agua quente, radiacbes
ionizantes, calor seco, microondas, etc (GAVA,1984). Alguns microrganismos podem
sobreviver, desta forma medidas mais severas de conservagdo Sd0 necessarias
(TOCCHINI; NISIDA; DE MARTIN, 1995).

Dentre as 19 leveduras testadas neste trabalho, todas (100,0%) foram
sensiveis ao tratamento térmico empregado (65°C/10-20 minutos), sendo
pertencentes as espécies Saccharomyces cerevisiae e Debaryomyces hansenii var.
fabryi (TABELA 7).

A relacdo tempo/temperatura utilizado no tratamento térmico teve como

referéncia o trabalho de Put et al. (1976) segundo o qual foi constatado que
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Debaryomyces hansenii var. fabryi, pode sobreviver por 20 minutos a 55°C e 10
minutos a 60°C, mas néo sobrevive por 20 minutos a 60°C ou 10 minutos a 62,5°C.

Fazio (2006) testou 115 leveduras quanto a resisténcia térmica (90°C/60
segundos), dessas, 44 (29,57%) foram resistentes, sendo 2 delas pertencentes as
espécies Saccharomyces cerevisiae e Debaryomyces hansenii var. fabryi. A
diferenca entre os resultados estd no tempo e temperatura a que foram expostos 0s
microrganismos.

Os resultados evidenciam que, embora Saccharomyces cerevisiae e
Debaryomyces hansenii var. fabryi sejam leveduras de alta resisténcia, o tratamento
térmico pode vir a apresentar uma grande eficacia se for empregada uma adequada

relagéo tempo/temperatura.
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7 CONCLUSOES

Tendo em vista um dos objetivos deste trabalho, que foi analisar a qualidade
fisico-quimica e microbioldgica dos refrigerantes sabor guarana, em embalagens
PET de 2000 mL, foi constatado que, com relagdo aos padrdes fisico-quimicos, 10
amostras (14,5%) apresentaram acidez titulavel abaixo do estabelecido e 1 (1,4%)
nao apresentou teor de CO,, ndo atendendo, assim, aos padroes de identidade e
gualidade estabelecidos para esse produto. Pode-se dizer, com isso, que tais
produtos encontram-se em desacordo com a legislagéo vigente.

Em relacdo aos padrdes microbiolégicos estabelecidos pela legislacdo
brasileira, os resultados obtidos para coliformes totais revelaram que todas as
amostras (100,0%) encontravam-se de acordo com o padrao federal vigente, sendo
consideradas pela legislacdo “produtos em condi¢des sanitérias satisfatérias”.

No que diz respeito a bactérias totais, lacticas, bolores e leveduras,
microrganismos considerados deteriorantes de refrigerantes, esta pesquisa detectou
a presenca em numeros elevados. Cabe enfatizar, entretanto, que, ainda assim, tais
produtos encontram-se de acordo com os padrbes estabelecidos pela legislagcéo
vigente.

Especificamente em relacdo as leveduras, as duas identificadas foram
Saccharomyces cerevisiae e Debaryomyces hansenii var. fabryi, as quais
representaram, respectivamente, 26,3 e 73,7% .

Dos conservantes testados, o metabissulfito de potassio ndo inibiu nenhuma
levedura. O benzoato de sodio apresentou maior eficacia do que o sorbato de
potassio, uma vez que inibiu 100,0% das culturas a partir da concentracdo de
0,06%, contra a de 0,10% do outro conservante.

Comparativamente a adicdo de conservantes, o tratamento térmico
empregado mostrou-se mais eficaz, inibindo 19 (100,0%) leveduras.

Os resultados obtidos sinalizam a necessidade das industrias de refrigerantes
investir em Boas Praticas de Fabricacdo, pois a negligéncia em relacdo a elas
acarreta o0 aumento da contaminacdo inicial, diminuindo a eficiéncia dos
conservantes quimicos utilizados para prolongar a vida util do produto.

A possivel consequéncia do que foi exposto pode ser a contaminacdo por

microrganismos deteriorantes, causadores de mudancas fisicas e quimicas como:
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turvacdo, perda de sabor e aroma, deformacdo das embalagens e até mesmo
estouro destas nos pontos de venda. Tais ocorréncias podem levar a rejeicdo do

produto por parte do consumidor, o que causaria prejuizos econémicos e de imagem
a indastria.

Create PDF with GO2PDF for free, if you wish to remove this line, click here to buy Virtual PDF Printer


http://www.go2pdf.com

65

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ASSOCIAQAO BRASILEIRA DAS INDUSTRIAS DE REFRIGERANTES. Disponivel
em: <www.abir.gov.br>. Acesso em: 30 abr. 2006.

ASSOCIACAO DOS FABRICANTES DE REFRIGERANTES DO BRASIL. Disponivel
em: <www.afrebras.org.br>. Acesso em: 04 ago. 2006.

BACK, W. et al. Lactobacillus perolens sp. nov., a soft drink spoilage bacterium.
Systematic and Applied Microbiology, Stuttgart, v. 22, n. 3, p. 354-359, Sept.
1999.

BARNETT, J. A.; PAYNE, R. W.; YARROW, D. Yeasts: characteristics and
identification. Cambridge: Cambridge University Press, 1983. 881 p.

BARNETT, J. A.; PAYNE, R. W.; YARROW, D. Yeasts: characteristics and
identification. 2nd. ed. Cambridge: Cambridge University Press, 1990. 1002 p.

BATTEY, A. S.; DUFFY, S.; SCHAFFNER, D. W. Modeling yeast spoilage in cold-
filled ready to drink beverages with Saccharomyces cerevisae, Zygosaccharomyces
baili and Candida lipolytica. Applied and environmental microbiology, New
Jersey, v. 68, n. 4, p. 1901 - 1906, Apr. 2002.

BOOTH, I. R.; KROLL, R. G. The preservation of foods by low pH. In: GOLD, G. W.
(Ed.) Mechanisms of action of food preservation procedures. London: Elsevier,
1989. p. 119-160.

BRASIL. Portaria n. 544, de 16 de novembro de 1998. Aprova os regulamentos
técnicos para fixacdo dos padrbes de identidade e qualidade, para refresco,
refrigerante, preparado ou concentrado liquido para refresco ou refrigerante,
preparado sélido para refresco, xarope e cha pronto para o consumo. Diario Oficial
da Republica Federativa do Brasil, Poder Executivo, Brasilia, DF, 17 de novembro
de 1998. Secéo 1, p. 2197-2200.

BRASIL. Resolucdo RDC n. 389, de 05 de agosto de 1999. Aprova o regulamento
técnico sobre o uso de aditivos alimentares, estabelecendo suas funcbes e seus
limites maximos para a categoria de alimentos 16: bebidas - subcategoria 16.2.2 -
bebidas néo alcodlicas gaseificadas e ndo gaseificadas. Diario Oficial da Republica
Federativa do Brasil, Poder Executivo, Brasilia, DF, 06 de agosto de 1999. Secéo
1, p. 45-53.

Create PDF with GO2PDF for free, if you wish to remove this line, click here to buy Virtual PDF Printer


http://www.abir.gov.br>.
http://www.afrebras.org.br>.
http://www.go2pdf.com

66

BRASIL. Resolugcdo RDC n. 12, de 02 de janeiro de 2001. Aprova o regulamento
técnico sobre padrdes microbioldgicos para alimentos. Diario Oficial da Republica
Federativa do Brasil, Poder Executivo, Brasilia, DF, 10 de janeiro de 2001. Secéo
1, p. 45-53.

CHIPLEY, J. R. Sodium benzoate and benzoic acid. In: DAVIDSON, P. M.; BRANEN,
A. L. (Ed.) Antimicrobials in foods. New York: Marcel Dekker, 1993. cap. 2, p.11-
48.

FAZIO, M. L. S. Qualidade microbiolégica e ocorréncia de leveduras em polpas
congeladas de frutas. 2006. 132f. Dissertacao (Mestre em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos) — Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, Universidade
Estadual Paulista, S&do José do Rio Preto, 2006.

FELIPE, E. M. F. et al. Avaliacdo microbiolégica e sensorial de refrigerantes
comercializados na cidade de Fortaleza. In. CONGRESSO BRASILEIRO DE
CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS, 19., 2004. Recife. Anais..., Rio de
Janeiro: SBCTA, 2004. 4 p.

FERREIRA, M. J. G.; BEZERRA, L. C. N. M. Avaliagdo da qualidade dos
refrigerantes populares comercializados na regidao do Cariri. In: CONGRESSO
BRASILEIRO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS, 19., 2004. Recife.
Anais..., Rio de Janeiro: SBCTA, 2004. 4 p.

FORSYTHE, S. J. Microbiologia da seguranca alimentar. Sdo Paulo: Artmed,
2002. 424 p.

FREESE, E.; SHEU, C. W.; GALLIERS, E. Function of liphofilic acids as antimicrobial
food additives. Nature, London, v. 241, n. 5388, p. 321-325, 1973.

FRIAS, I. et al. Aspectos bromatologicos y toxicologicos de los conservantes
benzoico y sorbico. Alimentaria, Madrid, v. 273, p. 109 -114, 1996.

FURIA, T. E. Handbook of food aditives. The Chemical Rubber Co. USA, 412 p.,
1968.

FURTADO, S. C. Leveduras: uma fonte potencial de deterioracdo em alimentos.
Higiene Alimentar, S&o Paulo, v. 12, n. 54, p. 7 - 9, 1998.

Create PDF with GO2PDF for free, if you wish to remove this line, click here to buy Virtual PDF Printer


http://www.go2pdf.com

67

GAVA, A. J. Principios de tecnologia de alimentos. Sao Paulo: Nobel, 1984. 284
p.

GOLDEN, D. A.; BEUCHAT, L. R. Effects of potassium sorbate on growth patterns,
morphology, and heat resistance of Zigosaccharomyces rouxii at reduced water
activity. Canadian Journal of Microbiology, Ottawa, v. 38, n. 12, p. 1252-1259,
Dec. 1992.

HOFFMANN, F. L. Ocorréncia de leveduras numa planta de processamento de
refrigerantes de pequeno porte. 1995. 119f. Tese (Doutor em Microbiologia
Aplicada) — Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista, Rio Claro, 1995.

HOFFMANN, F. L.; GARCIA-CRUZ, C. H.; VINTURIM, T. M. Qualidade
microbioldgica dos refrigerantes comercializados na regido de S&o José do Rio Preto
- SP. Boletim do Centro de Pesquisa e Processamento de Alimentos, Curitiba, v.
11, n. 2, p. 123-130, 1993.

HOFFMANN, F. L. et al. Survey of the microbiological quality of nonalcoholic
carbonated beverages. Folia Microbiologica, Praga, v. 3, n. 42, p. 199-202, 1997.

INTERNATIONAL COMMISSION ON MICROBIOLOGICAL SPECIFICATIONS FOR
FOODS. Microorganisms in foods: their significance and methods of enumeration.
2nd. ed. Toronto: University of Toronto Press, 1978. v. 1.

JAY, J. M. Microbiologia de alimentos. 6 ed. Sdo Paulo: Artmed, 2001. 712 p.

JAY, J. M. Modern food microbiology. New York: Chapman & Hall, 1996. 679 p.

JUVEN, B. J.; SHOMER, |. Spoilage of soft drinks caused by bacterial flocculation.
Journal of Food Protection, Des Moines, v. 48, n. 1, p. 52-53, 1985.

KIMBLE, C. H. Chemical food preservatives. In: BLOCK, S. S. (Ed.) Desinfection,
sterilization and preservation. Philadelphia: Lea & Febiger, 1977. Chap. 41, p. 834-
858.

KREEGER VAN RIJ, N. J. W. The yeasts: a taxonomy study. Amsterdam: Elsevier,
1984. 1082 p.

Create PDF with GO2PDF for free, if you wish to remove this line, click here to buy Virtual PDF Printer


http://www.go2pdf.com

68

KURTZMAN, C. P.; FELL, J. W. The yeasts: a taxonomic study. 4th. ed. Amsterdam:
Elsevier, 1998. 1055 p.

LEDERBERG, J.; LEDERBERG, E. M. Replica plating and indirect selection of
bacterial mutants. Journal of Bacteriology, Washington, v. 63, n. 3, p. 399-406,
1952.

LEITAO, M. F. F. et al. Avaliacdo de sucos, refrigerantes, refrescos, néctares e
xaropes em face dos padrbes microbiologicos brasileiros. Boletim do Instituto de
Tecnologia de Alimentos, Campinas, n. 49, p. 75-91, jan. /fev.1977.

LUCK, E. Conservacion quimica de los alimentos. Zaragoza: Acribia, 1977.

MADIGAN, M. T.; MARTINKO, J. M.; PARKER, J. Microbiologia de Brock. Séao
Paulo: Prentice Hall, 2004. 608 p.

MASSA, S. et al. Survival of indicator/pathogenic bacteria in orange soft drink. Food
Microbiology, London, v. 15, n. 3, p. 253-257, June 1998.

MORAIS, V. A. D. et al. Avaliagdo microbiolégica de amostras de refrigerantes
comercializadas no estado de Minas Gerais. Revista do Instituto Adolfo Lutz, Sao
Paulo, v. 62, n. 1, p. 1-4, Jan. 2003.

NDAGIJIMANA, M. et al. Effect of aroma compounds on the microbial stabilization of
orange-based soft drinks. Journal of Food Science, Chicago, v. 69, n. 1, p. 20-24,
Jan./Feb. 2004. Supplement.

PINTO, F. T. O.; ROSA, M. S. Contagem padrao de bactérias mesofilas e coliformes
a 45°C em latas de refrigerantes comercializadas na cidade de Natal — RN. In:
CONGRESSO BRASILEIRO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS, 19.,
2004. Recife. Anais..., Rio de Janeiro: SBCTA, 2004. 4 p.

PITT, J. I.; HOCKING, A. D. Fungi and food spoilage. London: Blackie Academic &
Professional, 1985. 413 p.

PITT, J. I.; RICHARDSON, K. C. Spoilage by preservative-resistant yeasts. CSIRO
Food Research Quarterly, Melbourne, v. 33, p. 80-85, 1973.

Create PDF with GO2PDF for free, if you wish to remove this line, click here to buy Virtual PDF Printer


http://www.go2pdf.com

69

POWER, D. A.; McCUEN, P. J. Difco & BBL Manual of microbiological culture
media. Becton: Dinkinson, 2003. 696 p.

PUT, H. M. C. et al. Heat resistance studies on yeasts spp. causing spoilage in soft
drinks. Journal of Applied Bacteriology, Oxford, v. 40, n. 2, p. 135-152, 1976.

ROCHA, C. D. Determinacdo dos pontos criticos de contaminacdo por
leveduras em industria de refrigerantes. 2006. 39f. Dissertacdo (Mestre em
Microbiologia), Universidade Federal do Parand, Curitiba, 2006.

ROCHA, C. D. et al. Enumeracao e identificacdo de leveduras deteriorantes em
industria de refrigerantes. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE MICROBIOLOGIA, 23,
2005. Santos. Anais..., S&do Paulo, 2005.

ROCHA, C. D. et al. Deterioracdo de refrigerantes por leveduras. Visdo Académica,
Curitiba, v. 5, n. 2, p. 95-100, jul./dez. 2004.

SAMSOM, R. A. et al. Moderns methods in food mycology. Journal of Food
Mycology. Amsterdan: Elsevier, 1992. 388 p.

SAND, F. E. M. J.; VAN GRINSVEN, A. M. Comparison between yeast flora of
Middle Eastern and Western European soft drinks. Antonie van Leeuwenhoek,
Amsterdam, v. 42, n. 4, p. 523-532, 1976.

SANT’ANA, A. S. et al. A garantia da qualidade microbiolégica na industria de
bebidas ndo - alcodlicas. Vassouras: Centro de Tecnologia de Alimentos e
Bebidas, 2003. 79 p.

SCHMDT, H. J. Moderne mikrobiologie in erfrisschungsgetrankebetrieben und
brauwelt. 1994. p. 116 - 119.v. 4

SERVICO NACIONAL DE APRENDIZAGEM INDUSTRIAL. Departamento Nacional.
Elementos de apoio para o sistema APPCC. Brasilia, D. F., 2000. 360 p. (Série
Qualidade e Seguranga Alimentar).

SERVICO NACIONAL DE APRENDIZAGEM INDUSTRIAL. Departamento Nacional.
Guia para elaboracdo do plano APPCC: cerveja, refrigerante e 4gua. Brasilia, D.
F., 2003. p.103 -107 (Série Qualidade e Seguranca Alimentar).

Create PDF with GO2PDF for free, if you wish to remove this line, click here to buy Virtual PDF Printer


http://www.go2pdf.com

70

SHEREE LIN, C. C.; FUNG, D. Y. C.; COX, N. A. Conventional and rapid methods
for yeast identification. Critical Reviews in Microbiology, Boca Raton, v. 14, n. 4, p.
273-289, 1987.

SHEU, C. W. et al. Inhibitory effects of lipohilic acids and related compounds on
bacteria and mammalian cells. Antimicrobial agents chemotherapy, Bethesda, v.
7, p. 349-363, 1975.

SILVA, N. et al. Manual de métodos de andalise microbiolégica da agua.
Campinas: ITAL, 2004. 94 p.

SMITH, J. Food additive user’s book. London: Blackie Academic & Professional,
1997.

SOFQOS, J. N. Antimicrobial agents. In: MAGA, J. A.; TU, A. T. (Ed.). Sorbate food
preservatives. Boca Raton: CRC Press, 1995.

SOFOS, J. N. Antimicrobial agents. In: MAGA, J. A.; TU, A. T. (Ed.). Food additive
toxicology. New York: Marcel Dekker, 1995. Chap. 11, p. 501-529.

SOFOS, J. N.; BUSTA, F. F. Sorbic acid and sorbates. In: DAVIDSON, P. M
BRANEN, A. L. (Ed.). Antimicrobials in foods. New York: Marcel Dekker, 1993.
Chap. 3, p. 49-94.

SPECK, M. L. Compendium of methods for the microbiological examination of
foods. Washington: APHA, 1976. 702 p.

STRATFORD, M. et al. Candida davenportii sp. nov., a potencial soft-drinks spoilage
from a wasp. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology, Reading, v. 52, n. 4, p. 1369 -1375, July 2002.

TANIWAKI, M. H.; SILVA, N. Fungos em alimentos: ocorréncia e deteccgéao.
Campinas: ITAL, 2001. 82 p.

TANIWAKI, M. H.; IAMANAKA, B. T.; BANHE, A. A. Comparison of culture media to
recover fungi from flour and tropical fruit pulp. Journal of Food Mycology, v. 2, p.
291- 302, 1999.

Create PDF with GO2PDF for free, if you wish to remove this line, click here to buy Virtual PDF Printer


http://www.go2pdf.com

71

TOCCHINI, R. P.; NISIDA, A. L. A. C. Industrializacéo de refrigerantes. Campinas:
ITAL, 1995. 50 p.

TOCCHINI, R. P.; NISIDA, A. L. A. C.; DE MARTIN, Z. J. Industrializacao de
polpas, sucos e néctares de frutas. Campinas: ITAL, 1995. 85 p.

TOMAS, A. B.; JOHN, L. E.; ALFRED, F. B. Influence of sorbic acid on the growth of
bacteria, yeast, and filamentous fungi. Journal of Bacteriology, Washington, v. 77,
p. 573-580, Oct. 1958.

WALKIRIA, A. B. et al. Normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz. Sdo Paulo:
Instituto Adolfo Lutz, 1976. 371 p. Instituto Adolfo Lutz, 1976. 371 p. v. 1.

Create PDF with GO2PDF for free, if you wish to remove this line, click here to buy Virtual PDF Printer


http://www.go2pdf.com

	CAPA
	COMISSÃO JULGADORA
	FICHA CATALOGRÁFICA
	DADOS CURRICULARES
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	EPÍGRAFE
	RESUMO
	ABSTRACT
	SUMÁRIO
	LISTA DE TABELAS
	LISTA DE FIGURAS
	1 INTRODUÇÃO
	2 JUSTIFICATIVA
	3 OBJETIVOS
	4 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA
	5 MATERIAIS E MÉTODOS
	5.1 Obtenção das amostras
	5.2 Preparo das amostras
	5.3 Análises físico-químicas
	5.4 Análises microbiológicas
	5.5 Isolamento das culturas de leveduras
	5.6 Provas taxonômicas
	5.7 Provas morfológicas
	5.8 Provas fisiológicas
	5.9 Ensaio de resistência aos principais conservantes alimentícios contidos nalegislação vigente
	5.10 Prova de sensibilidade ao tratamento térmico (65°C/10 e 20 minutos)
	5.11 Técnica de replica-plate

	6 RESULTADOS E DISCUSSÃO
	6.1 Análises físico-químicas e microbiológicas
	6.2 Isolamento das culturas de leveduras
	6.3 Ensaio de resistência aos principais conservantes alimentícios comerciais contidos na legislação vigente
	6.4 Prova de sensibilidade ao tratamento térmico (65°C/10 e 20 minutos)

	7 CONCLUSÕES
	8 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS



