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RESUMO

Nos ultimos anos, houve aumento da popularidade das bebidas lacteas fermentadas em virtude de
beneficios nutricionais, praticidade de seu consumo e baixo custo do produto para o fabricante e
consequente redugio do prego final para o consumidor. Durante o processo de fabricagio, estes produtos
podem estar sujeitos a fontes de contamina¢do microbiana. Neste estudo foi investigada a microbiota
contaminante em bebidas lacteas fermentadas produzidas por pequenas e médias empresas, empregando-
se analises de contagem de fungos filamentosos e leveduriformes, determinagio do Numero Mais
Provavel (NMP) de coliformes totais e termotolerantes, pesquisa de Escherichia coli e de Salmonella spp.
e determinagdo dos valores de pH. Apesar de auséncia de Salmonella spp., houve elevada frequéncia de
fungos filamentosos e leveduriformes, tendo sido detectada E. coli em cinco amostras (16,67 %); e as
amostras foram classificadas como “produtos em condi¢des sanitarias insatisfatorias” Por conseguinte,
sugere-se que programas de qualidade, como as Boas Praticas de Fabricagdo (BPF) e Andlise de Perigos e
Pontos Criticos de Controle (APPCC) sejam introduzidas e empregadas pelos produtores de alimentos,
para prevenir riscos de contaminacao, a fim de oferecer produtos seguros para o consumidor.
Palavras-chave. qualidade microbioldgica, produtos lacteos, coliformes, fungos filamentosos e
leveduriformes.

ABSTRACT

Lately, the acceptability of fermented dairy beverages has been increased, due to the nutritional benefits,
the practical consumption and the low cost of product for the manufacturers, and consequently for final
market price to the consumers. During the manufacturing process, these products can be susceptible to
microbiological contamination. The present study investigated the contaminant microbiota in fermented
dairy beverages produced by small- and medium-sized companies, by means of analyses on moulds
and yeasts counting, determination of the Most Probable Number (MPN) of total and thermo tolerant
coliforms, Escherichia coli and Salmonella spp. detection, and determination of pH value. In spite of the
absence of Salmonella spp., a high counts of yeasts and moulds were found, and E. coli was detected in
five samples (16.67 %); and the sample were classified as “products in poor sanitary conditions’, because
they showed thermo-tolerant coliforms counting higher than the standard established by the legislation
in force. Therefore, quality programs such as Good Manufacturing Practices (GMP) and Hazard Analysis
and Critical Control Points (HACCP) should be employed to prevent any contamination risk, in order to
provide safe products to consumers.
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INTRODUCAO
No Brasil, dentre os indmeros derivados
licteos, as bebidas lacteas fermentadas sio os

mais comercializados e apresentam caracteristicas
sensoriais semelhantes as do iogurte'. De acordo com
o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade
de Bebidas Lacteas, pautado na Instru¢ao Normativa
n. 16, de 23 de agosto de 2005 (MAPA), as bebidas
lacteas fermentadas sdo produtos resultantes da
fermentagao, por cultivos especificos e/ou adi¢ao de
leites fermentados, da mistura do leite (in natura,
pasteurizado, esterilizado, UHT, reconstituido,
concentrado, em po, integral, semidesnatado ou
parcialmente desnatado e desnatado) e soro de leite
(liquido, concentrado e em po), adicionado ou nédo de
gordura vegetal ou substéncias alimenticias e isento de
tratamento térmico apds a fermentagdo. A base lactea
deve representar pelo menos 51,0 % (massa/massa)
do total de ingredientes do produto. A contagem
total de bactérias laticas viaveis deve ser no minimo
de 10° UFC/g, no produto final, para o(s) cultivo(s)
latico(s) especifico(s) empregado(s), durante todo o
prazo de validade. As bebidas lacteas podem conter em
sua formulacdo, além do soro do leite e dos cultivos
de Dbactérias ldticas, acidulantes, aromatizantes,
espessantes, emulsificantes, corantes, conservantes,
pedacos, polpa ou sucos de fruta e mel®.

Devidoasimplicidadedo processodefabricacao
pela utilizagdo de equipamentos bdsicos disponiveis
nas industrias, as pequenas e médias empresas
laticinistas possuem a infraestrutura necessaria para
a produ¢do de bebidas lacteas fermentadas. Porém,
diversos fatores podem resultar em contaminagao dos
produtos, especialmente de origem microbiana, tais
como: colaboradores pouco capacitados, descuidos
com a higiene pessoal, instalagdes industriais
inadequadas, falhas na higieniza¢do dos equipamentos
e acessorios, poucos recursos ou ainda condigdes
escassas para a implantacdo das Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF)’.

As bebidas ldcteas, assim como a maioria
dos produtos de origem animal, apresentam grande
susceptibilidade ao desenvolvimento microbiano.
Entretanto, as bebidas ldcteas fermentadas sio
alimentos acidos, com valores de pH variando entre
4,0 e 4,5. Apesar de ndo proporcionar condigoes
adequadas para o desenvolvimento de coliformes
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totais e termotolerantes, estudos relatam a presenca
desse grupo de micro-organismos em bebidas lacteas
fermentadas®*, que sdo indicadores de mas condi¢oes
higiénico-sanitarias durante o processamento. Com
relagdao aos fungos filamentosos e leveduriformes, estes
encontram condi¢des oOtimas de desenvolvimento,
o que faz desse produto um excelente meio para sua
proliferagao®>.

O estudo da microbiota contaminante em
alimentos pode fornecer um diagnéstico importante
da necessidade de implantagdo de medidas preventivas
e corretivas nos programas de qualidade, atendendo as
recomendacoes de BPF e Analise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle (APPCCQC).

Neste estudo, o objetivo foi investigar a microbiota
contaminante em bebidas l4dcteas fermentadas,
produzidas por pequenas e médias empresas, por meio
da enumeragio de fungos filamentosos e leveduriformes,
determinacio do Numero Mais Proviavel (NMP)
de coliformes totais e termotolerantes, pesquisa de
Escherichia coli e de Salmonella spp. e a determinagao dos
valores de pH.

MATERIAL E METODOS

Obtencao das amostras

Foram adquiridas 30 amostras de bebidas lacteas
fermentadas, embaladas em sacos de polietileno de
1000 mL, de 11 diferentes marcas e diversos sabores,
produzidas por pequenas e médias empresas,
comercializadas na regido de Sdo José do Rio Preto, SP
(Tabela 1). Todas as amostras se encontravam dentro
do prazo de validade e foram acondicionadas em caixas
isotérmicas contendo cubos de gelo e transportadas de
imediato ao laboratério para analise’.

Enumeracao de fungos filamentosos e leveduriformes

Inicialmente foram realizadas as diluicdes
decimais seriadas até 10'°, sendo empregadas as
dilui¢oes pares (102, 10, 10, 10® e 10'). Foi pipetado
assepticamente 1,0 mL das diluicdes empregadas, em
placas de Petri esterilizadas e identificadas. A seguir,
foram adicionados aproximadamente 20,0 mL de
agar batata dextrose acidificado com 4cido tartarico a
10,0 % (pH =4,0), ambos esterilizados. Ap6s solidificacdo
do meio de cultura, as placas foram incubadas a 25 °C por
120 horas. Os valores de UFC foram calculados segundo
as dilui¢oes empregadas’.
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Determina¢do do Numero Mais Provavel (NMP) de
coliformes totais e termotolerantes

Foi utilizada a técnica dos tubos multiplos,
empregando-se o caldo lauril triptose com incubagio a
35 oC durante 48 horas e o caldo Escherichia coli (EC)
com incuba¢do em banho-maria a 45 °C durante 24
horas. A determinacdo do NMP de coliformes totais e
termotolerantes foi realizada empregando-se a tabela de
Hoskins’.

Pesquisa de Escherichia coli

A partir dos tubos considerados positivos em
caldo EC, usados na quantificagao de coliformes a 45 °C,
uma al¢ada foi inoculada por estrias em placas de Petri
contendo agar eosina azul de metileno e incubadas a
35 °C por 48 horas. As coldnias suspeitas foram
identificadas utilizando-se os testes bioquimicos de
indol/vermelho de metila/Voges-Proskauer/citrato -
IMViC"8.

Pesquisa de Salmonella spp.

Vinte e cinco mililitros de cada amostra de
bebida lactea fermentada foram adicionados em 225 mL
de caldo lactosado e de agua peptonada a 1,0 %, agitados
para a obteng¢do de uma solugdo homogénea e incubados
a 35 °C por 24 horas; em seguida, 1 mL de cada cultivo
foi transferido para tubos de ensaio contendo 10 mL de
caldo selenito cistina e incubados a 35 °C. Apds 24, 48
e 120 horas foram realizadas semeaduras em placas de
Petri, contendo agar Salmonella Shigella e agar verde
brilhante; as coldnias suspeitas foram submetidas aos
testes bioquimicos e soroldgicos’.

Determinacio dos valores de pH

Os valores de pH foram determinados por
medi¢ao direta em potencidmetro, introduzindo-se o
eletrodo diretamente nas amostras.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de pH das amostras apresentaram
uma variacdo de 3,90 a 4,76 (Tabela 1), considerados
como néo apropriados para este tipo de produto'.

Os valores de pH tém sua importancia
relacionada com o aspecto visual do produto final.
Os valores maiores do que 4,6 favorecem o processo
de sinérese, isso porque a estrutura do gel ndo ¢
suficientemente formada. Por outro lado, se o valor
do pH apresentar-se abaixo de 4,0 havera contragdo

do codgulo, devido a redugdo da hidratagio das
proteinas, causando o dessoramento. Sendo assim, ¢é
fundamental que haja controle rigoroso do valor de pH
para evitar a acidificagdo elevada, em fun¢ao do tempo
de fermentagao. Isso evita que ocorra a separagdao de
fases e alteragdes nas caracteristicas sensoriais durante
sua conservagdo em temperaturas baixas, que poderao
tornar o produto indesejavel'.

Apesar da inexisténcia de um padrao
microbioldgico para fungos filamentosos eleveduriformes
em bebidasldcteas fermentadas'!, estes micro-organismos
foram encontrados nas 30 amostras analisadas, variando
de <1 a 3,7 x 10° UFC/mL. O desenvolvimento desses
micro-organismos se deve as suas caracteristicas
intrinsecas, tais como: a fermenta¢do ou a assimilacdo
de lactose, a produc¢ao de enzimas proteoliticas e
lipoliticas, a assimila¢do de acido latico e acido acético,
o desenvolvimento em baixas temperaturas e valores de
pH". Tal contaminagdo pode estar diretamente associada
a adigdo de frutas, assim como praticas inadequadas de
higiene durante o envase do produto’.

Considerando todas as amostras de bebidas
lacteas analisadas, as de sabor de coco apresentaram os
maiores indices de contaminagao por fungos filamentosos
e leveduriformes (Tabela 1). De maneira geral, as polpas
de frutas utilizadas pelos laticinios sdo adquiridas de
terceiros. Provavelmente as caracteristicas intrinsecas
das polpas de coco e as condi¢oes de obtengdo e de
preparo resultem em maior incidéncia de fungos. Essa
contaminac¢do também pode ser atribuida aos elevados
teores de carboidratos, de dcidos graxos saturados e de
outros nutrientes de facil assimilagdo, normalmente
presentes nessas polpas, além de elevada atividade de
agua®.

O coco apresenta caracteristicas proprias de
um meio de cultura altamente nutritivo e pH favoravel
a a¢do microbiana, o que acarreta problemas em sua
conservagao logo apds a abertura do fruto. A polpa de
coco até o momento da extra¢do do fruto é considerada
um produto estéril, porém, o contato com o ambiente,
utensilios, equipamentos e manipuladores sem a devida
higienizagao podem tornar o produto, ao qual sera
adicionado, improéprio para o consumo, diminuindo sua
qualidade, possibilitando, inclusive, ser uma fonte em
potencial de contaminagdo microbiana®.

Das 30 amostras analisadas, 25 (83,33 %)
atenderam aos padroes estabelecidos pela legislacdo
em vigor'!, exceto 5 (16,67 %) referentes as marcas C
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Tabela 1. Populagao de fungos filamentosos e leveduriformes, coliformes totais e termotolerantes, E. coli e valor de pH de bebidas lacteas fermentadas

Bebidas lacteas Fungos filamentosos  Coliformes Coliformes ,
fermentadas pH e leveduriformes totais termo-tolerantes et ) ST
(marca/sabor) (UFC/mL) (NMP/mL)  (NMP/mL) (confirmativo) /%)

A

Ameixa preta 4,10 <1 <3 <3 - -

Coco 4,10 2,4x10* <3 <3 - -

Frutas vermelhas 3,90 <1 <3 <3 - -

Mamao com laranja 4,00 <1 <3 <3 - -

Morango 4,10 <1 <3 <3 = =

Péssego 4,10 1,8x10° <3 <3 - -

Salada de frutas 3,90 9,7 x 10° <3 <3 - -
B

Coco 4,10 1,3x10° <3 <3 - -

Morango 3,90 1,1x10° <3 <3 - -

Péssego 3,90 <1 <3 <3 - -

Vitamina: banana, maga

. 4,00 2,7 x 10! <3 <3 - -

€ mamao
C

Coco 4,16 4,7 x 107 <3 <3 - -

Morango 4,18 5,6 x 10* 43 15 + -

Péssego 4,15 1,2x10° <3 <3 - -

Salada de frutas 4,08 4,3x10° 23 23 + -
D

Coco 4,30 1,5x 10* <3 <3 - -

Morango 4,00 <1 <3 <3 - -

Péssego 4,10 5,0 x 10° <3 <3 - -
E

Coco 4,28 6,4 x 10* 1100 15 + -

Morango 4,76 3,2x 10° > 1100 > 1100 + -

Péssego 4,41 7,5x 10° 460 15 + -
F

Coco 3,97 3,1 x10°% <3 <3 - -

Morango 4,00 <1 <3 <3 - -

Salada de frutas 4,00 <1 <3 <3 - -
G

Mamado, banana e mac¢a 4,00 2,6 x10° <3 <3 - -

Morango 4,00 7,5 x 10? <3 <3 - -
H

Coco 4,38 3,7x10° <3 <3 - -
I

Morango 4,05 <1 <3 <3 = =
J

Morango 4,01 5,0 x 10° <3 <3 - -
K

Morango 4,00 2,9x10° <3 <3 - -

Variagdo 3,90a4,76 <la3,7x10° <3a>1100 <3a>1100 -+ -

Padrao Federal® NMP/mL Maximo 10/mL Auséncia

em 25 mL

(+) = positivo/presenga; (-) = negativo/auséncia
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(sabores: salada de frutas e morango) e E (sabores: coco,
morango e péssego) (Tabela 1), o que revela uma situagdo
preocupante, uma vez que esses produtos estavam
disponiveis no comércio. Além disso, mostra que as
duas industrias (marcas C e E) e a fiscaliza¢ao ndo foram
eficazes na detecgdo de falhas no processo produtivo. Por
outro lado, quando os alimentos sdo produzidos seguindo
as BPF e APPCC, estas situagdes podem ser evitadas.

O numero mais provavel (NPM) de coliformes
termotolerantes variou de 15 a > 1100 por mL (Tabela
1), sendo que a legislaciao prescreve limite maximo de
10 por mL. Normalmente, os coliformes sio um grupo
de micro-organismos utilizados como indicadores das
condigoes higiénico-sanitarias em produtos lacteos. A
presenca deles ocorreu nas amostras que apresentaram os
maiores valores de pH, o que proporciona condi¢des para
o seu desenvolvimento (Tabela 1). Praticas inadequadas
durante o processamento por parte dos manipuladores,
a ma qualidade da agua, higieniza¢ao inadequada dos
equipamentos e procedéncias duvidosas dos aditivos
e de outras matérias-primas podem ser causas de
contaminagdo, comprometendo a vida de prateleira dos
produtos ou até tornando-os veiculos em potencial para
a transmissdo de doengas'**.

Sendo assim, as elevadas contagens observadas
nas amostras podem ser indicios de condi¢des sanitdrias
deficientes durante o processamento e/ou utilizagdo
de matérias-primas contaminadas, comprometendo a
vida de prateleira do produto. Recomenda-se, portanto,
como fundamental o cumprimento das BPF e APPCC,
ou seja, o continuo monitoramento das diferentes etapas
envolvidas no processo de elaboragdo desses produtos,
desde a selecdo das matérias-primas, bem como em
todas as etapas do processamento até a estocagem e
distribui¢do do produto, a fim de garantir a seguranca
durante a vida de prateleira, bem como para minimizar
os danos a satde do consumidor.

Em todas as amostras analisadas ndo houve
isolamento de Salmonella spp. em 25 mL, portanto, em
acordo com o estabelecido pela legislagdo vigente.

Algumas pequenas e médias industrias ainda nao
transmitem para o colaborador todas as informacoes
necessarias para a execugdo de seu trabalho. O
conhecimento dos conceitos de qualidade, BPF e APPCC
pelo colaborador ¢ de grande importancia, uma vez que
esse ¢ o principal envolvido na manipulagdo do alimento
durante seu processamento. Essa falta de conhecimento
pode ser também uma das razdes pela incidéncia de

contaminagdo acima dos limites legais nas amostras das
bebidas lacteas das marcas C e E.

Os relatos da realidade das pequenas e médias
industrias brasileiras mostram que sdo poucas as
possibilidades de investimentos que tém retorno em curto
prazo, e em funcdo da alta tributagdo que incide sobre os
produtos alimenticios, especialmente os lacteos, poucos
recursos sdo utilizados para a melhoria da infraestrutura,
especialmente na area de transportes e de financiamento
e para mao-de-obra qualificada®.

De maneira geral, nas industrias de alimentos,
a implementa¢do das BPE, por meio do controle de
qualidade da agua, da higienizacdo das superficies e
utensilios, da qualidade do ar ambiental, bem como
o treinamento dos manipuladores, é de fundamental

importancia para a seguranca e a qualidade
microbiolégica dos produtos finais.
CONCLUSAO

Das amostras avaliadas, 16,67 % foram

classificadas como “produtos em condigdes sanitdrias
insatisfatorias, por apresentarem valores acima do
padrdo microbioldgico preconizado pela legislagdo
vigente para a pesquisa de coliformes termotolerantes, o
que revela uma situagdo preocupante, uma vez que esses
produtos estavam disponiveis no comércio.
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