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RESUMO. Com o objetivo de avaliar as condi¢des higi€nicas dos refrigerantes, foram analisadas 100
amostras de diferentes marcas, nos sabores de cola, guarana e frutas. As amostras, em embalagens Pet 2
litros, foram coletadas aleatoriamente no periodo de mar¢o a novembro de 2000, em estabelecimentos
comerciais, pela Vigilancia Sanitaria do Estado (VISA/MG). Foram utilizadas duas metodologias distintas
para enumeracéao de fungos viaveis em bebidas e Numero Mais Provavel para bactérias do grupo Coliforme
(APHA,1992). A primeira técnica utilizada para enumeracéo de fungos foi a do espalhamento em superficie,
em placas contendo o meio Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC), e a segunda, a técnica de
membrana filtrante, empregando dois meios: M-Green Yeast and Mold e o meio DRBC. 13% das amostras
foram condenadas como produtos em condi¢8es higiénicas insatisfatorias por apresentarem contagens de
bolores e leveduras superiores a 20UFC/mL (Portaria 451/97 do MS/SVS - item XlI, inciso a). Destas,
46,2% apresentaram leveduras, 30,8% leveduras e fungos filamentosos, e 23% fungos filamentosos. Nao
foram detectadas bactérias do grupo coliforme (auséncia em 50 mL da amostra). Das amostras condenadas,
92,3% eram provenientes de inddstrias classificadas como ruins ou precérias de acordo com suas instalagées.
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INTRODUCAO e uva), 43% de guarana e 11% de cola. As andlises foram
efetuadas em trés repeticoes.
Refrigerantes sdo bebidas nédo alcodlicas, consumidas As industrias produtoras de refrigerantes foram

mundialmente por milhes de pessoas, produzidas com agilassificadas, como: A= boa, B=regular, C=ruim, D= precéria.
agucar, suco natural ou extrato vegetal, corante, acidularista classificacéo foi feita de acordo com os aspectos gerais de
antioxidante, aromatizante, conservador e gas carbbnico. suas instalacfes, qualidade da 4gua e da matéria prima, area de

Considerados alimentos de alta atividade de agua (amanipulagéo, equipamentos e utensilios. As visitas as industrias
0,90) e alta acidez (pH<3,7) os refrigerantes sdo passiveialam realizadas no decorrer do estudo.
contaminacgao por bolores (fungos filamentosos), leveduras
(fungos unicelulare8g coliformes 2. Metodologia

Os fungos constituem um grande e diversificado grupo
de microrganismos composto por milhares de espécies dué Contagem de bolores e leveduras apds plagueamento
podem ser detectadas no solo, ar, agua e alimentos. Eles sdo Aliquotas de 0,3mL, 0,3mL, 0,3mL e 0,1mL da amostra
organismos eucariotas, aclorofilados, heterotréficos, condio diluida foram pipetadas, distribuidas e espalhadas na
reproducdo sexuada e assexuada, capazes de utilizar uma grsunglerficie de placas contendo o meio Dicloran Rosa de Bengala
variedade de substratos como fontes de carbono, nitrogéni®@&BC/DIFCOY, perfazendo 1mL da amostra, em duplicatas.
energia’. As placas foram incubadas, sem inverter a posicao, por 5 dias a

A enumeracéo de fungos viaveis, em bebidas, usualme&C.

é feita pela técnica espalhamento em supeffikie caso de
agua potavel, bebidas e similares recomenda-se também a téch2aContagem de bolores e leveduras apés filtragdo em
de membrana filtrante membranas

O grupo dos coliformes totais inclui cerca de 20 espécies  Aliquotas de 5mL foram filtradas utilizando-se o Sistema
e é constituido por bactérias na forma de bastonetes Grslierofil da Millipore composto de: Manifold em aco inox 308,
negativos, ndo esporogénicos, aerdbios ou anaerdbtmpos descartaveis de polipropileno e membranas de poro
facultativos, capazes de fermentar a lactose com producadd¢gum, especifica para fungos. Este conjunto de filtracao foi
gas. ligado a uma bomba de véacuo.

A enumeracéo de coliformes totais viaveis em bebidas Foram utilizadas placas de Petri estéreis e descartaveis
usualmente é feita pela técnica de NUumero Mais Provaws 47mm em poliestireno, contendo o meio DRBC (DIFEQ)
(NMPY'. e M-Green Yeast and Mold Broth com adicéo de agar (BBL)

O objetivo deste trabalho foi avaliar a presenca ddss placas foram incubadas, sem inverter a posicao, por 5 dias a
fungos e coliformes totais em amostras de refrigerantes 2&°C.
diferentes marcas e sabores, envasadas em embalagens flexiveis
(Pet/2litros) e comercializadas no Estado de Minas Gerais. 228 Isolamento, Enumeracéo e Identificacdo dos fungos
padrbes microbiolégicos foram verificados segundo a Portaria  Cada coldnia de fungos foi contada, isolada e
451/97 do MS/SVS - item Xll incisd.&sta Portaria estabeleciaidentificada de acordo com Samson et al (1996)Pitt &
os limites de 20 unidades formadoras de col6nias (UFC) Hecking (1999.
bolores e leveduras por mL da amostra e auséncia de coliformes As colbnias de leveduras foram identificadas pela
totais em 50mL da amostra. Entretanto, a partir de 2 de jandgm@onomia classiéae também com kits Mini Api ID 32D
de 2001, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria adotoyBioMérieux).

Resolucdo n°Ejue aboliu a contagem de bolores e leveduras
das andlises deste alimento, deixando o controle higiénic@.4 Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes

cargo das industrias. Teste presuntivo: Aliquotas de 10 mL foram inoculadas
em 5 tubos contendo Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST)
MATERIAL E METODOS concentracao dupla, com tubos de Durhan. O pH das amostras
foi neutralizado sempre que necessario usando-se NaOH 0,1N.
1. Amostragem Os tubos foram incubados &°@5por 24 — 48 horas.

As 100 amostras de refrigerantes foram coletadas  Teste confirmativo: Os tubos que apresentaram gas foram
aleatoriamente, em estabelecimentos comerciais do interiatepicados para Caldo Verde Brilhante Bile (VB) concentragdo
da capital do Estado de Minas Gerais/Brasil, pela Vigilancg&mples, com tubos de Durhan. Os tubos foram incubados a
Sanitéria (VISA/MG), no periodo de mar¢co a novembro d&°C por 48 horas.

2000. Destas, 46% possuiam sabor de frutas (abacate, abacaxi, A reac¢do foi considerada positiva quando ocorreu a
framboesa, laranja, limao, mac¢éa, mexerica, morango, tangenmasenca de bolhas no interior dos tubos de Durhan.
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RESULTADOS E DISCUSSAO isoladas € pertinente pois ela é considerada uma levedura
osmofilica e esta frequentemente associada a deterioracéo de

Nao foram detectadas bactérias do grupo coliformaimentos processados. E essencial a manutencdo de um rigoroso
(auséncia em 50 mL da amostra) em todas as amostrapagrama de limpeza e sanitizacdo da linha de producdo de
refrigerantes analisadas. Destas, 13% foram condenadas llsidas porque esta levedura pode desenvolver continuamente
apresentarem contagens de bolores e leveduras superioresreo2@quipamentos e sua presenca no produto so6 serd detectada
UFC/mL (Portaria 451/97 do MS/SVS - item Xll incisd.a) depois de um periodo consideravel de tempo (Pitt & Hocking,

Foram analisadas 46 amostras de refrigerantes de frute8995.

43 de guarand e 11 de cola. De um total de 13 amostras Os bolores mais encontrados for@adosporium sp
condenadas, 6 (46,2%) foram de guarana e 7 (53,8%) de fru@srvularia sp., Aspergillus flavué. parasiticusA. fumigatus

Das amostras condenadas 7,7% foram produzidas émversicolorPenicillium commungeP. decumben®. citrinum
indUstrias consideradas regulares, 69,2% ruins e 23,E4. glabrum A presenca do fungo xerofilicBurotium
precérias. amstelodamtambém foi observada. Benicillium. commune

Em relacdo as duas metodologias utilizadas papmssui habilidade para crescer em atmosferas com baixa
enumeracao de bolores e leveduras observou-se que o percentratentracdo de Qalta concentracdo de CGu ambos. Este
de condenacéo das 100 amostras analisadas foi igual quandaisgo é capaz de produzir, em diversos substratos, vérias
utilizou os meios DRBC (técnica do espalhamento em superfiamicotoxinas incluindo acido ciclopiazdnico, &cido ciclopaldico
e M-Green Yeast and Mold (técnica de filtragdo em membrane):ugulovasings'

Entretanto, neste trabalho o meio DRBC apresentou menores A presenca de micélio visivel, substancia estranha a
populagGes em relacdo ao meio M-Green Yeast and Motsnstituigdo normal dos refrigerantes, independente de ser
guando foi utilizada a técnica de filtracdo em membrana. passivel de germina¢éo ou multiplicacdo, j4 pode se constituir
Este método é utilizado em andlises de rotina pelama razdo para a rejeicdo destes produtos. A constatacdo dos
grandes industrias de bebidas e permite a deteccao de peqdigngos em alimentos é indicativa de ma qualidade da matéria
nimero de microrganismos, por concentragéo da arhostra prima ou falhas higiénicas ao longo do processaménto.

Taniwaki et al. (19993 observaram que as populagGesmportante salientar que alguns bolores e leveduras provenientes
obtidas com o meio DRBC utilizando-se a técnica dde alimentos podem causar infec¢des oportunistas em pacientes
espalhamento em superficie foram maiores quando comparadasnocomprometidos e reac6es alérgicas em individuos
com as populacdes encontradas em outros meios tais como Agaidavefs
Dicloran 18% Glicerol(DG 18), Agar Batata Dextrose CONCLUSAO
Acidificado (APDA), Agar Batata Dextrose Antibidticos
(PDAA), Agar Sabouraud Dextrose Antibidticos (SDAA), Agar A partir de 2 de janeiro de 2001 passou a vigorar a
Extrato de Malte Antibidticos (MEAA) e Petrifilm YM. Esta resolugdo RDC 112 da Agéncia Nacional de Vigilancia
técnica propicia a maior exposicdo das células ao oxigérBanitaria (ANVISA¥ que excluiu o parametro contagem de
atmosférico e evita o estresse das mesmas pelo &gar liquefediores e leveduras (20 UFC/mL) das analises de refrigerantes.
apos aquecimento. Entretanto, o pardmetro coliformes &3/0 mL (Auséncia)

As industrias de refrigerantes vém utilizando o meio Mpermanece. A presenca de coliformes totais, bolores e leveduras
Green Yeast and Mold Broth com a técnica de membrana filtraet® nimero superior aqueles estabelecidos pela Portaria 451/
para detecc¢éo de fungos em bebidas contendo aclcar, xard@peég€m alimentos destinados ao consumo humano, evidencia
frutas citricas, carbonatadas praticas de higiene aquém dos padrdes requeridos para o

As amostras que apresentaram condi¢cBes higiénigaecessamento de alimento§endo em vista que néo foi
insatisfatérias, com base na Portaria n°® 451/97 da Vigilandatectada a presenca de coliformes e sim de bolores e
Sanitéria, foram condenadas. Destas, 46,2% apresentatameduras, a retirada deste ultimo pardmetro da legislacdo
leveduras, 30,8% leveduras e fungos filamentosos, e 23% funddiculta 0 monitoramento das indastrias de refrigerantes pelos
filamentosos. Estes resultados estdo de acordo com Pitb@aos de fiscalizacdo, impedindo assim uma acgéo efetiva por
Hocking (1999) que afirmam que as leveduras séo deteriorantparte das Vigilancias Sanitarias.
associados a alimentos acidos liquidos engarrafados, com

disponibilidade de oxigénio reduzida e diferentes concentractes AGRADECIMENTOS
de CQ, no interior dos quais os microrganismos unicelulares
se dispersam mais facilmente. Os autores agradecem ao Ministério da Salde e ao CNPq

As leveduras mais encontradas foygosacharomyces pelo auxilio financeiro, ao Dr Carlos Rosa (ICB/UFMG) pelo
rouxii, Rhodotorula mucilaginosa Criptococus albidusA  apoio técnico na classificacdo das leveduras e a BioMérieux
presenca d&ygosacharomyces rouxidientre as leveduras pelo fornecimento dos kits Mini Api ID 32C.
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ABSTRACT. The aim of this study was to evaluate the hygienic and sanitary quality of soft drinks of
different commercial brands, flavours cola, guarané and fruits. The samples (2 liters Pet) were randomly
collected in commercial establisments by the Inspection Service (VISA/MG). Two methodologies were
used to enumerate viable fungi in beverages (APHA, 1992). The first one was the surface spread-plate
technique using Dicloran Rose Bengal Chloranphenicol medium, and the second one was the membrane
filter technique, and media: M-Green Yeast and Mold and DRBC medium . 13% of the soft drink samples
showed levels of yeast and mold higher than 20 CFU/mL being classified as unacceptable because of its
hygienic conditions (Portaria 451/97 of MS/SVS — item XlI-a). 46.2% of these samples presented yeasts,
30% yeasts and molds, and 23% molds. Coliforms were not detected in the samples. 92.3% of the
unacceptable samples were provenient from industries classified as bad or precarious according to their
premises.
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