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RESUMO

- Um total de 1.155 amostras de suco citrico foram coletadas em
onze pontos diferentes da linha de produgdo de uma indistria
de suco de laranja, tendo sido examinadas as condigoes higig-
nicas da fabricacao através da contagem microbiaha, fungos e
leveduras nos sequintes pontos da linha de processamento:
"finisher" (apds o acabamento), centrifuga, seis estdgios de
evaporagao (concentracgao), "flash cooler", tanque de mistura

e trocador de calor.

As contagens obtidas situaram-se em torno de 5x105‘germes por
grama do produto para as bactérias lacticas e 25x10% para le-
veduras. Os ensaios realizados nos pontos antes e depois - do
pasteurizador mostraram que, apesar do tratamento térmico ter

sido eficiente, ocorria recontaminagdo apds a pasteurizagdo.

' Dentre as bactérias licticas isoladas, houve predomindncia -
dos tipos heterofermentativos em forma de bastonetes. As bac-

térias encontradas e caracterizadas foram: Lactcbacillus plan

tarum, Lactobacillus brevis, Lactobacillus acidophilus, Lacto

bacillus delbrueckii, Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc

dextranicum, Pediococcus acidilactici e Pediococcus halo -

philus. N3o foram encontradas espécies do género Streptoco-

cCcus.



SUMMARY

A total of 1,155 samples were collected at eleven different
points of concentrate orange juice plant. The higienic condi-
tion was examined by counts of bacteria, molds and yeasts ,
from following points of the processing line: after the fini-
sher, centrifuge, the six stages of evaporation, flash cooler,

mixing tank and heat exchanger.

The counts of final product were approximately 5x105 lactic
acid bacteria per gram and 25x104 yeasts. The assays carried
out before and after the pasteurization showed that, although
the thermal treatment had been efficient, recontamination -

after pasteurization was observed at great extent.

Among the lactic acid bacteria isolated, there was a predomi-~
nance of the hetercfermantative types in the form of rods.The

types found and characterized were: Lactobacillus plantarum,

Lactobacillus brevis, Lactobacillus acidophilus, Lactoba-

cillus delbrueckii, Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc

dextranicum, Pediococcus acidilactici and Pediococcus halo-

philus. No species of the Streptococcus were found.
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1. INTRODUCAOC

£ consenso geral que os alimentos destinados ao consumo huma-
no estEobsujeitos a contaminagoes de varias ordens. Tambdm os
sucos de frutas nao fogem a esta regra apresentando contamina
¢ao proveniente tanto da casca do fruto como do ‘equipamento,

do ambiente, das embalagens e dos préprios.operadores.

A ocorréncia desses contaminantes, mesmo em frutos Integros,
]
& considerada inevitdvel e sua minimizacao & de  fundamental

importancia tecnoldgica e econdmica.

A literatura menciona cifras bastante elevadas de microrganis
mos em casca de frutos citricos, mesmo com aparéncia normal.
Aparecem, portanto, cifras da ordem de 5x105 a 1x107 microrga
nismos por cm2 sobre cascas de frutas, podendo os fungos che-

,
garem a 6x10° ou mais.

Acresce também que, dentre esses contaminantes dos sucos ci-
tricos, ocorrem espécies com agao prejudicial e que elaboram
acetil-metil-carbinol, que, por sua vez, & convertido em dia-
cetil responsavel por modificagSes de sabor. Neste caso, pode

mos mencionar principalmente os géneros Leuconostoc e Lactoba

cillus. Destes, as espécies de maior ocorréncia sao: Lactcka-

cillus plantarum, Lactobacillus brevis, Leucornostoc mesente -

roides & Leuconostoc sp.




As leveduras também ocupam um papel de destaque como agentes
de deterioragao de varios produtos vegetais inclusive de su-

cos cltricos. Tem maior atuagao os géneros Saccharomyces cere

visiae, S. chevalieri e Zigosaccharomyces vini.

A importdncia do grupo de bactérias dcido-lacticas ainda é ma
ior se considerarmos que este, além de ocorrer em sSucos de
frutas, também tem sido constatado em cervejas, vinhos, toma-
tes, emulsoes de carne, pepinos fermentados, azeitonas, chu-
crute, ervilhas, pessegos enlatados e mesmo em refinarias de

aglcar.

E necessario todavia destacar que as propriedades fermentati-
vas de algumas espécies desses géneros saoc aproveitadas na e-
laboragao, modificag@o e melhoria das caracteristicas de uma
série de produtos para uso na alimentacao humana. Assim é que
algumas espécles de bactérias lécticas se empregam no preparo
de emulsoes de carnes e na fermentagao de pepinos e chucrute

que se processam as custas de Pediococcus cerevisiae, Lactcba

-

cillus brevis e Lactobacillus plantarum. Existem, ainda, ai-

guns Lactobacillus que produzem alteracoes em produtos fermen

tados como a cerveja, o vinho e as azeltonas principalmente

por espécies de Lactobacillus brevis. Também turbidez provoca

da por Lactobacillus heterofermentativos nao & incomum em ve-

getais fermentados. O Leuconostoc mesenteroides prcovoca decom

posicaoc gasosa em abacaxi e ervilhas enlatados e gomosidade

em pessegos. Finalmente, o Leuconostoc dextranicum causa alte




ragoes nos sucos concentrados de laranja, provocando grandes

prejuizos econdmicos a esta indistria.

Ainda no que respeita aos sucos citricos parecé haver certo -
consenso quanto a relagcao proporcional existente entre o nime
ro de contaminantes e a quantidade de diacetil. H3 trabalhos
que procurém estabelecer uma relagao entre o nimero de conta-

minantes presentes em um suco e a quantidade de diacetil.

Tem-se procurado estabelecer padroes calcados no numero de
germes encontrados em relagao a quantidade.de diacetil, mas.

nao ha concordancia numérica entre os varios pesquisadores.

A constatacao e identificacgao dos agentes produtores de diace
til e sua eliminagao & da mais alta relevancia para a indds

tria de sucos sendo a principal raziao desta pesquisa.
O presente trabalho tem pois como objetivo principal:

1l.- O levantamento microbioldgico do suco citrico em diferen-
tes pontos da linha de processamento;

2 - A verificagao dos Indices de conﬁaminagéo nos diferentes
pontos desta linha;

3 - A caracterizacao das espécies de microrganismos predomi -
nantes na linha de fabricagao de suco citrico;

4 - A verificacao da eficiéncia da pasteurizagao:

5 - A constatacao da recontaminagao ou nao dos produtos  apds

pasteurizagdo e sua extensao.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Contaminacao microbiana na Indlstria de Citrus

Vérios pesquisadores tem estudadoc o problema de contaminantes
‘em produtos citricos e seus reflexos sobre o gosto, sabor e a

ceitabilidade.

MURDOCK (35), estudou o controle da contaminagao micrcbiana -
na inddstria citrica e, cbservou que, além da qualidade dos
frutos, & importante, também, a manutencao de um programa de
sanidade durante todas as fases do processamento. O mesmo au-
tor, enfatizou a necessidade de precaugdes visando proteger o
equipamento durante os periodos de inatividade e durante a en
tre-safra, confirmando a importancia da prova do diacetil na
detecgao da atividade microbiana nos concentrados de laranja

e pomelo.

GARRO e HERNANDEZ (18), estudaram a influéncia de varias qua-
lidades de laranja na contaminacao do suco. Estes autores va-
leram-se do controle microbioldgico para o exame do suco a
salda dos extratores utilizando laranjas de ma qualidade e re
frigeradas. Mesmo com a linha de produgao desinfetada, a expe
riéncia resultou na producdo de um suco altamente contaminado
e, decorridas duas horas de funcionamentc, revelou um indice
de diacetil superior a 0,6 ppm. O intervalo de desinfeccao -
gque seria de guatro horas para os extratores, cinco horas pa-

ra os homcgeinizadores, trds horas para as centrifugas e qua-
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tro a cinco para o pasteurizador, nao poderia prevalecer com
este tipo de matéria-prima que, jd com duas horas alcangou

0,6 ppm de diacetil.

SHARF (42), chamou a atencdo para a limpeza frequente dos e-
'quipamentds a fim de evitar que dentro do sistema, pudesse -
formar-se um ponto adequado 3 multiplicagdo e fixagdo de cold
nias bacterianas, tornando-se assim um reservatorio de conta-
minagao continua do produto. Ainda Sharf concluiu que as bac-

térias dos géneros Leuconostoc e Lactobacillus, bem como as

leveduras, se desenvolvem entre 1,7 a lOOC. Dal a necessidade
de manter-se o suco proximo a 0°C. Nem todos estes microrga -
nismos revelaram porém o mesmo gradiente térmico observando -

o
se que, enquanto o Leuconostoc crescia entre 4,5 a 10°C os

Lactobacillus somente se desenvolviam acima de 10°C, 0 que re

forgou mais ainda a necessidade da manutencao de boa supervi-

sao higiénica na elaboracgio destes produtoé.

GENTH (20), também enfatizou a importadncia de medidas sanita-
rias adequadas na indiistria de bebidas nao alcodlicas face
aos desastrosos efeitos resultantes quandc da negligéncia de
tais precaugées. Quantoc a origem dos contaminantes, o mesmo
referiu como causas: a matéria-prima, os produtos semi-acaba-
dos, os recipientes reaproveitados, equipamentos, maquinaria
e o problema de pessoal ccm inadegquada educagao sanitaria.Ain
da Genth fez mencdo scbre a necessidade da utilizagdo de  a-
gentes desinfetantes de boa qualidade e eficiéncia, bem como

seu uso na concentragac adequada. Também o perigo de contami-
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nacao por leveduras e fungos foi ehfatizado, dado a crescente

importancia das micotoxinas..

GARRO E HERNANDEZ (19» levaram a efeito um eStﬁdo sistemdtico
visando determinar os focos de contaminagao existentes nas 1i
nhas de fabricagéo a fim de que este conhecimento servisse de
base para 6 desenvolvimentc de um programa racional de limpe-
za e higiene. O exame foi conduzido sobre cinco pontos dife -
rentes da linha de processamento, chegando-se a conclusao de
que, no inicio do trabalho, era necessario limpar e desinfe -
tar os pontos criticos de contaminagao. Nos referidos pontos
eram alcancados, apds trés a cinco horas de operagdo, conta-
gens de contaminantes de aproximadamente 250.000 germes por
ml. A desinfecgdo e limpeza da linha, feita a cada quatro ho-
ras, resultou numa redugao palpivel do nimero de bactérias,ao
passo que, a -omissao desta pratica, resultava em uma elevada
e progressiva contaminacao acompanhada de aiteragSes de sabor

e gosto.

MURDOCK (34), tentou estabelecer tabelas quantitativas de o-
corréncia de bactérias em suco de laranja concentrado e de~
monstrcu que nos diversos pontos da linha de processamento se
constatavam diferencas microbianas quantitativas. O mesmo au-
.tor verificou, ainda, que estas diferencas variavam com a es-
tacao do ano, aumentando de janeiro a maio nos Estados Unidos.
Este estudo, que teve a duragao de 16 anos, comegando sempre

no extrator e acabando no "finisher", evidencicu que as conta
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gens mals elevadas dependiam da estagao do ano sendo sempre

mals altas nos meses mais quentes.

o) problemé de acimulo e desenvolvimento de gerhes em determi-
nados pontos da linha de processamento comecou a assumir gran
de importéﬁcia na medida em que os sucos citricos passaram a
constituif artigo de exportacao. Dal em diante, varios pesqui
sadores se interessaram pelo assunto e procuraram remedid- lo
pelo uso de mais severas medidas higiénicas e de substancias

inibidoras ou desinfetantes. Assim & que, WEBEROVA et al.(50),

procuraram verificar a agao de inibidores sobre Leuconostoc

mesenteroides utilizando um produto contendo 36 a 40% de aci-

do peracético, 7 a 10% de dgua oxigenada e 1% de &cido sulfi-
rico. Em uma outra série de experiéncia os mesmos autores usa
ram dietil pirocarbonato verificando que, as minimas quantida
des necessarias para destruir este microrganismo eram 20 ppm
em 60 minutos para o primeiro ensaio e 75 pbm em 30 minutos
para o segundo. O segundo dos produtos era préferivel, por a-
gir também contra leveduras e, por decomposigao, produzir CO2
e etanol que sao preferiveis ao acido acético resultante do

primeiro produto.

BARKAI e AHAROMI (3), estudaram a agao dos vapores de acetal-
deido sobre o desenvolvimento das leveduras tendo verificado
que a agao fiingica & uma fungdo da concentracao da droga fren
te ao tempo de exposigdo. Assim € que a exposicao por 10 horas

a 0,5% de acetaldeido foil letal para quase todas as espécies.



- 16 -

Os Schizosaccharomyces, principais responsaveis pela deterio-

racao de sucos citricos, foram sensivelmente inibidos por va-

pores de acetaldeldo.

DJIEN et al. (15), estudaram o efeito combinado do  benzoato
de sGdio e tratamento térmico sobre o suco de laranja. Consta
taram que a adig@o de 250 ppm de benzoato de sddio a 50°C re-

duziu o tempo de letalidade de Saccharomyces cerevisiae em

100%, ao passo que, 100 ppm a 60°C reduziram a mesma em ape-

nas 90%.

COSTER (10), estudando o efeito do pH sobre aerdbios esporula
dos, utilizou suco de fruta concentrado contaminado com 100
esporos por ml. Verificou que, esses aerdbios esporulados nao
conseguiam atacar o suco de pH normalmente baixo. O aguecimen
to a 96°¢C por 20 segundos reduziu este nimero de esporos mas,
conservadores quimicos nao tiveram efeito. Ainda COSTER e MAK
(11) , contaminaram suco concentrado com 70 anaerdbios esporu-
lados por ml e o incubaram por sete dias i 37°C. N3o observa-
ram modificagao oréanoléptica do suco e o niimero de bactérias
declinou para cinco por ml apds esse periodo de incubacdo. Em
outra experiéncia, a concentragao de bactérias foi elevada pa
ra 10° por ml e apds cinco dias a 37°C n3o foi observada de-
composic3o da pectina nem limosidade. Recomendaram entao, uma
pasteurizagao a 96°¢C por 20 segundos a fim de eliminar os es-

poros.

SVORCOVA (45), estudou a propagacic de psicrdofilos e  outros
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germes produtores de nucosidade em meio artificial contendo
carboidratos, tantd'em aerobiose como em anaerobiose e em vé
riaé temperaturas. Concluiu, que a propagagao dos psicréfi -
los pode ser controlada e restringida pelo empregc de normas
higiénicas habituais. Por outro lado, o autor verificou ain-
da que a manutencdo de bebidas a 18°C ndo constitui fator 1i
miténte.uma vez que este grupo de germes se desenvolve e pro

iifera, mesmo a lOC.

Em vista da importancia das levedﬁras na elaboragao de bebi-
das nio alcodlicas, estas tem merecido cuidadosos estudos.
Entre os pesquisadores que se dedicaram a este assunto, pode
mos mencionar PATRICK e HILL (39), PITT (40) e PUTT et al. -
(41) , que, estudando bebidas e alimentos liquidos deteriora-
dos, isolaram varias leveduras. Estudando estes microrganis-
mos, Pitt verificou que s3ao bastante resistentes podendo cres
cer em meio com pH muito baixo, nao sendo portantc inibidos
em alimentos dcidos. Todavia, tanto o dcido acético como o &
cido ascdOrbico se mostraram eficientes contra a maioria des-
tas leveduras. A despeito disso, as leveduras constituem im-
portante problema devendo merecer consideragaes especiais no

exame dos alimentos acidos.

TURTURA e ZAMAJA (47), estudando a deterioragao de sucos de
frutas por estes microrganismos fizeram uma mengao especial
quantc aos efeitos do pH entre 2,35 a 3,8 e a pureza da saca

rose utilizada no produto. O resultado rmostrou gue O cresci-



mento das leveduras diminuia com o decréscimo do pH e gque be-
bidas preparadas com ag¢licar comercial permitiam melhor cresci
mento de leveduras do que aquelas em que se usava sacarose

p.a.

Até esté ponto, vimos varios trabalhos referentes & ocorréncia
de béctérias e leveduras em alimentOS'liquidoé,,ou seja em su
cos}citricos. Sabe-se todavia que os alimentos, além de veicu
larem agentes microbianos, também sao capazes de serem porta-
"dores, de forma passiva, de alguns virus tal como o da polio-
melite e da hepatite infecciosa. Muito embora, os virus ndo
sejam capazes de multiplicarem-se nos alimentos,encontram nes
ses, um meio de sobrevivéncia adequado para manter sua viabi-
lidade por tempo varidvel. Assim & que KOCOT (29), fazendo
uma revisido deste assunto, constatou que, em quatro de cada
dez surtos de poliomelite, o veiculo foil leite crd ou pasteu-
rizado, creme ou limonada. Em outros sete surtos, relatados
pelo mesmo autor, a fonte de contaminagao inicial foi relacio
nada a pessoas infectadas, principalmente leiteiros. No caso
do virus da hepatite infecciosa do homem, os alimentcs respon
siveis foram o leite, os moluscos, salada de batata, sorvete
e suco de larania. Este aspecto do problema ainda nao foi su-
ficientemente estudado sendo cue a literatura poucos trabalhcs
apresenta a respeito. Todavia, tendo em conta a importancia
destes achados em salide piblica, nado poderiamos ter deixado
de menciond-lo a fim de despertar a atengao para o problema,
principalmente quanto d sua possivel importancia na indlstria

de sucos de frutas como possivel agente de disseminagao.
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2.2. Anilises do suco de laranija visando Controle Microbiano

JUVEN (27), em 1976 apresentou uma técnica simples e facil pa
ra detectar germes produtores de gas em alimentos liquidos. O

autor isolou uma amostra de Lactobacillus brevis de uma lata

estufada contendo pomelo com xarope.

Esta amostra de Lactobacillus brevis, quando inoculada em su-

co de laranja com pH inferior a 3,5 produziu diacetil e um
cheiro desagradivel. Este germe provocava deterioracdo de su-

cos citricos com pH inferior a 3,5.

O Servigo de Pesquisa do Ministério de Agricultura dos Esta-

dos Unidos (1), mencionou ter identificado Lactobacillus bre-

vis, Lactobacillus plantarum variedade mobilis, Leuconostoc

dextranicum e Leuconostoc mesenteroides em sucos, responsabi-

lizando-os pela elaboracao do diacetil.

BERRY et al. (4), CARR (8) e CARR (9), estudaram os germes im
plicados na deterioragdo de succs citricos mencionando o Leu-

conostoc sp., o Lactobacillus plantarum variedade mobilis e a

Zigosaccharomyces vini como responsaveis pela deterioragao.

Quando um alimento oferece condicoes prdprias & proliferagao
microbiana, a multiplicacao destes traz um aumento do nimero
de germes e, também, Q aparecimenﬁo de produtos metabdlicos e
catabdlicos, no interior do alimento. Dentre estes produtos,

temos substancias resultantes do desdobramento do substrato e,
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no caso dos sucos de frutas, o aparecimento do diacetil.

De acordo com MURDOCK (35) e ZANGELMI et al. (53), a atividade
microbiaﬁa no suco citrico pode ser avaliada éela determina -
cao quantitativa do diacetil, pois, os principais microrganis
mos que sé desenvolvem no suco (bactérias lacticas e levedu-

ras) produzem esse metabolito durante o seu crescimento.

GARRO E HERNANDEZ (18), face as interferéncias que ocorrem na
determinagao do diacetil apresentaram uma equagao derivada da
absorvancia a 530 nm a um minuto e trinta minutos apds o apa-
recimento da cor na reagao de Voges Proskauer (reagdo do dia-
cetil com << -naftol em meio alcalino). Constataram grande
sensibilidade do processoc e determinaram uma relagao linear
entre a carga microbiana e o conteido de diacetil no suco de

laranija.

O teste do diacetil é usado rotineiramente na. indGstria como
Iindice que indica crescimento bacteriano no suco. Como citado
por WEISSMAN (51), um produto & considerado insatisfatdrio

quando o conteido de diacetil ultrapassa 5 ppm.

O conteido de diacetil inferior a 0,37 ppm ou uma carga micro
biana em torno de 69.000/ml indicariam produto elaborado em
boas condig¢oes higiénicas ao passo que, cifra superior a uma
carga de 228.000/ml e Indice de diacetil superior a 0,45 ppm
denotariam condicoes higiénicas de producao pouco adequada =~

GARRO E HERNANDEZ (19).
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O valor do diacetil depende principalmente da concetragao de
acetofna nos sucos de frutas citricas, que € um metabolito
de bactérias &cido-tolerantes, tais como os géneros Leuconos

toc e lLactobacillus.

Quando o teor do diacetil & suficientemente grande, resulta
na formagao de sabor e aroma anormais dengminados pelos pes-
quisadores de lingua inglesa de "huttermilk". Como ja men -
cionamos, este & provavelmente o problema mais importante na
| conservagSove comercializacdo dos suces citricos sendo de to
interesse a eliminag3ao dos agentes que o elaboram, visto seu’
motivo de desvalorizagao ou mesmc de rejeicao de partidas de

sucos congelados por parte dos paises importadores.

De acordo com WEISSMAN (51), as leveduras também sao capazes
de produzir diacetil, porém, algumas conseguem eliminar es-
se composto, provavelmente por acao de enzimas redutoras, e
desta forma, produtos que 2 principio dariam ensaios positi-
vos, acabam dando uma reagao de resultado negativo para o
diacetil. Assim, um produto com elevado teor de diacetil in-
dica certamente um suco em via de deterioragao; no entanto,
aquele de baixo teor de diacetil nem sempre indica um produ-
to de boa qualidade uma vez que hd possibilidade de um aumen
to deste Indice com o decorrer db tempo. Para controle mais
aprimorado desta prové foi sugerida a contagem das bactérias

utilizando-se o meio "crange serum agar" (OSA).

Dentre os muitos autcres gue estudaram o prcblema, COSTER -
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(10), recomendou os meios de glicose-triptona-extrato de leve
dura agar (GTL), WL-nutriente agar e melo de extrato de figa-
do paravuso rotineiro de controle microbioldgico do suco ci-
trico durante as fases de produgcao. A incubagdo nesses meios
foi feita a 30°%¢ por 72 horas, sendo que o GTL podia ser usa-
do como meio universal por prestar-se a detecgao de fungos,le
vedufas e bactérias; o meio WL-agar € mais Gtil para a distin
gao visual entre os varios grupos de microrganismos, e, O al-
timo dos meios mencionados indicaria mais propriamente germes

. formadores de gas quando em anaerobiose.

MURDOCK e HATCHER (36), estudaram o método da alga de platina
padronizada de 0,01 e 0,001 ml comparativamente ao processo
de semeaduras em placas para contagem global de bactérias emnm
suco de laranja ndo concentrado. A vantagem do uso da alga as
sim padronizada é que ela nao necessita pipetas e frascos de
diluicao, simplificando o trabalho. Os resultados deste estu-
do comparativo revelaram haver uma diferenga estatisticamente
significativa, nos dados obtidos. Todavia, tendo em vista que
tal diferenca € muito pequena para condicoes normais de roti-
na ae trabalho, os autores foram de opinidao que este processo
constitulia uma alternativa valida para trabalhos rotineiros

podendo ser conduzido mesmo sem flambar a alga; € um processo
r3pido, nao reguer equipamento especial mas necessita um bom

treinamento prévio a fim de se manter um bom grau de precisao.

CRANSTON e CALVER (13), tratando do mesmo assunto, descreve -
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ram um processo de coloracao fluorescente que torna possivel

a avaliaéao ripida de leveduras contaminantes em bebidas. Es-
se método.permite distinguir células vivas de mortas tendo re
vélado ainda uma boa correlagEo com aquele de contagem em pla

ca.

Finalmente, BEECH (5), fez uso de membrana filtrante simples

para exame do eguipamento de uma fabrica de extragao de sucos
de cidra a fim de comprovar a esterilidade final do produto.O
processo € simples e de facil aplicacao para o equipamento

descrito.

Com a mesma finalidade, PATON e JONES (38), empregam membrana
filtrante preta ou marrom para contagem de microrganismos de
amostras de alimentos fluidos. Apds a filtragdo, a membrana &
montada sobre lamina e examinada ao microscdpio com luz U.V.
Os microrganismos presentes na membrana flubrescem fortemente
baixo a incidéncia dos raios de luz U.V. Para a verificagao
da existéncia de células vivas, o material‘em exame & mistu-
rado a uma solucao de acetato de fluoresceina. Por este pro -
cesso as células vivas viaveis fluorescem ao passo que, as
nio viiveis n3o mostram fluorescéncia. A ccmparagao deste pro
cesso com aquele de exame em placas mostra boca correlagac. Ac
que tudo indica, este processo pode vir a ser de grande utili
dade pratica visto que pode indicar as condigdes higiénicas

dos alimentos antes de seu tratamento térmico dando uma hoa i

déia sobre as condicdez do trato e conservagao da matéria-pri
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ma antes do processamento final.

2.3. Caracteristicas das bactérias lacticas presentes no

suco de larania

As bactérias lacticas apresentam-se sob a forma de bastonetes
ou cocos Gram positivo. S3o tolerantes d acidez elevada e con
vertem grande percentagem de aglcares em acido lactico. Meta-
bolicamente, existem dois tipos: os homofermentativos e os he
terofermentativos. Os homofermentativos produzem quase que ex
clusivamente acido lictico pela fermentagao da glicose, ao
passo que os heterofermentativos produzem, além do &cido lac-
tico, acido acético, alcool etilico e didxido de carbono LA-

MANNA e MALLETTE (30).

Tanto os homofermentativos como os heterofermentativos, quan-

do na forma de bastonetes pertencem ao género Lactobacillus .

Os homofermentativos na forma de cocos pertencem aos géneros

Pediococcus ou Streptococcus e os heterofermentativos na for-

ma de cocos pertencem ao género Leuconostoc. Algumas espécies

dos géneros ja mencionados, quando presentes no suco de fru -
tas, s3o responsiveis pela deterioragao destes, causando altes
ragao na composicao quimica e propriedades sensoriais do pro-
duto. CARR (7), abordou o problema da presenca destes microrga
nismos em forma de tétrades, em cidra, devido a tolerdncia a
condi¢Ges dcidas e a teores alcodlico e salino. Algumas for-

mam limosidade e, em certos substratos, tais como cervejz,cau
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sam uma alteracdo que se traduz por uma viscosidade filamento

sa denominada de "ropiness". O mesmo autor verificou que tan-

to os Lactobacillus como os Pediococcus sao comumente encon -
trados em cidra, ao passo que as tétrades homofermentativas

sao extremamente raras.

£ de notar-se que as bactdrias licticas s3o prejudiciais 3 in
diGstria de sucos de frutas. Representantes deste tipo de mi-
crorganismos s3c necessarios na indidstria de leite e deriva -
dos por serem responsidveis pela fermentac@o de produtos lac-
teos com producac de caracteristicas organolépticas desejave-
is. B o casoc dos leites fermentados, queijo e manteiga onde
tais bactérias s3o as grandes responsidveis na transformagac

do leite e no processamento industrial dos produtos dele deri
vados, GOMEZ-RUIZ (21), FOSTER et 1];. (17), WILSON e MILLES

(52).

Algumas espécies de Lactobacillus e Streptococcus lactis sao

utilizados como fermento ou indicadores dos processos que con
tribuem para dar a muitos queijos sabor, aroma e melhor coefi
ciente de digestibilidade FOSTER et al. (17) e GOMEZ-RUIZ(21),
outros produtos come cremes acidos, iogurte e leites acidofi-
los devem sua acidez, seu sabor e seu aroma ao acido lactico,
Acidos volateis, acetolna e diacetil elaborados pela flora

lactica.

Outras bactérias dc acido lactico como Pediococcus cerevisiae

também sdo empregadas na elaboracac de produtos fermentados -



em emulsoes de carne, na fermentagao de pepinos, chucrute e a

zeitonas GOMEZ-RUIZ (21) e CARR (7).

0 primeirb representante deste grupo foli isolado de leite fer

mentado "kefir", por Kern em 1881 o qual batizou pelo nome de

Dispora kaucasica posteriormente Lactobacillus caucasicum a-

tualmente Lactobacillus lactis. Depois de Kern, varios ou~

tros autores descreveram germes similares da secregéo vaginal,
estomago, fezes de lactantes e invertebrados, iogurte, leite
comum, peixes, mamiferos, saliva humana, solo, ensilagen, cé-
ries dentarias, esgoto, carnes frescas e cﬁradas, nas aves e

em produtos marinhos, WILSON e MILLES (52) e GOMEZ-RUIZ (21).

Algumas espécies heterofermentativas, notadamente o Lactoba-

cillus hilgardii e Lactobacillus trichodes que sao encontra -

dos em sucos de frutas sao fortemente acidéfilos e contribuem
para o sabor em vinhos pela conversdo do acido midlico a &cido

l3ctico e COZ' Manual de BERGEY (6).

Ainda no Manual de BERGEY, constam 29 espécies do género Lacto

bacillus, 6 espdcies do génerc Leuconostoc, 5 espécies do gé-

nero Pediococcus e 21 espécies do género Streptococcus, perfa

zendo um total de 61 espécies. Muitas dessas espécies apresen
tam ainda sub-espécies, o que vem demonstrar nic sé a comple-
xidade deste grupo como também as dificuldades que apresentam

para tipificac@o e classificacgao.

Portanto, no grupo de bactérias objetc do nosso estudo, ha de
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terminados representantes uteis a indistria de alimentagao, e
também h3 espécies que causam danos a varios produtos elabora

dos. Assim & que certos Lactobacillus produzem alteragces em

produtos fermentados. Destes, certas linhagens de Lactoba-

cillus casei e Lactobacillus acidphilus provocam alteracoes

no leite tornando-o viscoso (leite filanfe) e outras linha-
gens halotolerantes alteram as salmouras utilizadas na fabri-
cagao de queijos e de carnes em processo de maturacao. A cer-
veja, a cidra e o vinho também sao pbr vezes alterados princi

palmente por espécies de Lactobacillus brevis sendo que a tur

bidez destes & causada por Lactobacillus heterofermentativos;

UNDERKOFLER e HICKEY (48).

No entanto, as espécies de Lactobacillus plantarum e Lactoba-

cillus brevis produzem saborvdesejével a manteiga pela forma-

gEo de diacetil ao passo que, em suco de frutas produzem de-
feitos dos mais graves por alterar o sabor normal do produto,

BEECH (5). Ainda o Lactobacillus plantarum provoca o apareci-

mento de manchas brancas em azeitonas fermentadas e tomates .

Também o género Leuconostoc, a par de fermentacgoes uteis, tem

sido encontrado em fermentagoes anormais como € o caso do Leu

conostoc mesenteroides que provoca decomposicao gasosa em aba

caxi e ervilhas verdes enlatadas bem como viscosidade filamen
tosa em pessegos além de causar problemas nas refinarias de a

ciicar pela formagao de dextranio.

Por ultimo, de acordo com OWEN (37), o Lzuconostoc dextrani -




cum, pelas alteragoes gue produz em sucos concentrados congela
dos de laranja nos quais provoca grandes prejuizos econdmicos,
tornou-se ainda mais importante visto que também produz dextra

nio em caldo de cana de aglicar.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL

3.1.1. Amostras de sucos

As amostras de suco de laranja foram coletadas em diferentes
pontos correspondentes as etapas maié impbrtantes, do ponto
de vista microbioldgico, da linha de processamento, em um es-
tabelecimento de industrializagao localizado em Limeira, Sao
" Paulo. A coleta foi feita em frascos esterilizados de 250 ml
e o material foi transpdrtado ao laboratdrio da Faculdade de
Engenharia de Alimentos e Agricola, acondicionado em caixas
de "Isopor" contendo gelo picado. Entre o momento da coleta e
o momento dos exames, decorreram aproximadamente 18 horas. Du
rante esse periodo, o suco fol sempre conservado em temperatu

ra inferior a 5°C, porém superior a temperatura de congelacao.
As amostras foram cclhidas nos seguintes pontos:

Amostra 1 - apds o acabamento ("finisher");

Amostra 2 - apds a centrifugagao;

Amostra 3 - apés.a pasteurizacao;

Amostra 4 a 8 - nos seis estigios de evaporacao (concentrador);
Amostra 9 - no resfriador ("flash");

Amostra 10 - no tanque de misturé;

Aamostra 11 - apSs o trocador de calor.

Obteve-se, assim, um total dJe il amostras correspondendo a on
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ze pontos de coleta (ver fluxograma na Figura 1).

A coleta das amostras fol feita em trés intervalos de higieni
zagao: (1) logc apds a lavagem da linha, (2) a nove horas e

(3) dezoito horas de trabalho continuo.

3.1.2. Equipamentos especiais

Além dos equipamentos e aparelhos normais de laboratério de

Microbiologia foram utilizados os seguintes aparelhos:

1. Incubador de temperatura gradiente da Scientific Industries

Inc., New York, N.Y., equipado com tubos especiais em for-

ma de "L" (17 mm de diametro e 170 mm de comprimento).

2. Agitador de frascos rotatdrio New Brunswick Scientific, -

N.B.S., Modelo V.

3. Spectrofotometro "Bausch and Lomb" Spectronic 20, adaptado

para operar com tubos de 20 mm de diametro externo. Compri
mento de onda utilizado 600 nm. Uma adaptacao foi feita no
protetor dos raios externos para poder receber os tubos em

"L" do incubador de temperatura gradiente.

4. Microscoovio de contraste de fase "Nikon” modelo L-Ke, a-

daptado com ocular micrométrico "Nikon tipo filar”.

5. Conjunto de filtros de membrana de Millipore.
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Coleta das amostras Lavagem

para exames
Selegao
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Classificagdo por tamanho
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Amostra 1 > Acabamento ("finisher")
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Amostra 2 > Clarificacao (centrifuga)
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Amostra 3 > Pasteurizagao
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Amostra 4 e 8
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Amostra 9 >
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Amostra 10 > 19 resfriamento (tanque de mistura)
L4 -
Amostra 11 > 29 resfriamento (apds trocador de calor)

l

Embalagem

!

Camara frigorifica

Figura 1 - FLUXOGRAMA DE PROCESSAMENTO DE SUCO DE LARANJA.
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Potencidmetro de pH Corning Digital 110.

Jarras anaerdbias com seus respectivos catalizadores e en

velopes geradores de gases "GasPack Anaerobic System" -

(BBL) .

Banho termostitico de temperatura controlada "Fanem" Mod.

©120/2 de 110 V e 1000 KW.

Conjunto para cromatografia de camada delgada marca "Desa

ga Heidelberg".

Refratometro tipo Abbé da Carl Zeis..

Incubador agitador-rotativo, Mod. G-25, New Brunswick

Scientific Co. Inc.

3.1.3. Meios de cultura

"potato Dextrose Agar" da Difco Laboratories, Inc., SHARF

(42).

"All Purpose Medium with Tween" (ARPT-sélido) da Difco La-

boratories, Inc., SHARF (42).

"All Purpose Medium with Tween" (APT-liquido) da Difco La

boratories, Inc., SHARF (42).

"orange Serum Agar" (0SA) da Difco Laboratories; Inc., =

SHARF (42).
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"Man Rogosa Sharp" (MRS} da Difco Laboratories, Inc., -
Difco (14).
Figado sorbato (FS), SHARF (42),

Meio base para fermentacao de agucares, HARRIGAN e McCANCE

(14).

Meio para produgdo da amonia a partir da l-arginina, -

SKERMAN (43).

3.1.4. Reagentes

Reagentes de Benzidina preparado da seguinte forma:

Composigao:

Hidrocloreto dé benzidina lg
Acido acético glacial 20 ml
Agua destilada 30 ml

Aquecer para dissolver os ingredientes. Resfriar e adicio-
nar 50 ml de 3lcool etilico a 95%. Colocar o reagente em

- . - o
frasco escuro e guardar em refrigerador a 10°C.

Reagente de Catalase-Agua oxigenada a 3% (v/v), Tavlon e

Achanzar (46).

Solucdo alcodlica de Vermelho de Metila, HARRIGAN E McCAN-~
CE (14).
Reagente de Nessler, HARRIGAN E McCANCE (14).
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5. Reagente para coloracgao de Gram preparado segundo a técni

ca de Hucker, Society of American Bacteriologists (44).
6. Tampao fosfato a pH 7,2, SHARF (42).
7. Vaspar, SHARF (42).

8. Kcidos organicos: acido citrico, malico, lictico, guinico

e succinico a 0,25% (p/v), CARR (7).

9. Reagentes para cromatografia.
Solventes para desenvolver placas de cromatografia de ca-
mada delgada com a composigEo abaixo, KREBS et al. (28),
LEWIS e SMITH (31) e HOUGH (25).
2A) n-butanol: hidrdxido de amdnio a 30%: agua (85:5:10)
B) n-butanol: etanol: agua (80:22:38)

Solventes para cromatografia em papel Whatman n? 1l:

A) n-butanol, Piridina e agqua (6:4:3)
B) n-butanol, Piridina e agua (6:6:3)
C) n-butanol, Piridina e &gua (10:4:3)
D) n-butanol, Piridina e agua (6:4:1)
E) n-butanol, écido‘acético e agua (50:25:25)

F) n-butanol: etanol: igua: hidrdéxidc de amdnio (80:22:38:80)

10. Reveladores de acicares, LEWIS e SMITH (31) e HOUGH (25)
(a) |

Soluc3o de Dicromato de potdssio 5

Q

-+

Acido sulfurico 40% 100 ml
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(B)
Anilina
Iodo n? 141

Nitrato de prata, hidrdxido de s6dio n? 234

3.2. METODOS

3.2.1. Determinacao do pH e do Grau Brix

Preliminarmente foram determinados o pH e o Grau Brix do suco
concentrado. Em sequida foi feita a diluicdo com agua destila.
da estéril atd atingir a concentragao natural do suco. As di-
luigdes decimais subsequentes, para fins de semeadura e isola
mento de colonias, foram feitas conm tampac de fosfato de po -

tassio com pH 7,2.

3.2.2. Contagem de microrganismos

O suco concentrado de laranja reconstituido conforme acima
descrifo, foi diluido, a seqguir, em ordem decimal até o ponto
desejado, e as trés Gltimas diluigCes foram semeadas em pro -
fundidade, em triplicata, para cada meio, em quantidade de
1,0 ml, em placas de Petri previamente esterelizadas. O mesmo
foi feito com ¢ suco concentrado a f£im de verificar possiveis

diferencas de comportamento no crescimento.

Em uma fase preliminar as placas foram adicionadas dos meios

fundidos de "AFT", OSA, FS e PDA acidificado a QSOC para se-



- 36 -

rem a seguir semeados. Em fase posterior, foram selecionados
apenas o meio OSA e o PDA acidificado para prosseguimento dos
testes de contagem dos microrganismos e o meio APT para os de
mais testes. Para tal fim fol utilizado o método recomendado

por APHA (2) e HAUSLER (24).

As placés foram entao incubadas em aerobiose e anaerobiose pe
lo processo "GasPack", posteriormente abandonado e substitui-
do pela extracdo do ar atmosférico e sua substituigao por ni-
‘trogénio e didxido de carbono na proporgaorde 90:10 respecti
vamente. Para assegurar a eliminacao mais completa possivel

do ar atmosférico esta operacao foi repetida trés vezes.

A incubacao foi feita a temperatura de 30°C por 24 a 72 horas
e para fins de contagem foram consideradas ‘apenas as placas -
contendo um minimo de 30 e um mdximo de 300 coldnias. As cold
nias computadas foram multiplicadas pelo fator de diluigao e
os resultados expressos em numero de bactérias por grama do

produto ou logaritmo desse nilmero.

Foram isoladas 400 coldnias de bactérias lacticas das aifereg
tes placas, tomando o cuidado de n3o proceder a selegdo das
coldnias na retirada das linhagens. Para tanto, as placas a-
presentando até 5 coldnias foram todas aprovelitadas e aquelas
contendo mais de 5 coldnias foram subdivididas em setores de
1/2, 1/4 ou 1/8 de aresa, conforme a densidade, retirando-se

todas as coidnlas presentes em um desses setores sorteados; -

HARRIGAN e McCANCE (14).
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3.2.3. Pesquisa de leveduras

Durante o isolamento das bactérias lacticas, foi feito o iso-
lamento de algumas leveduras para verificar a sua capacidade
produtora de diacetil. De um total de 100 culturas de levedu-

ras isoladas, 20 foram estudadas com maiores detalhes.

3.2.4. Caracteristicas morfoldgicas das coldnias

Apds a incubagac as placas foram observadas com lupa de X10
'sendo anotadas as segquintes caracteristicas: (a) tamanho das
coldnias; (b) pigmentacdo; (c) forma; (d) elevagao; (e) bor-

das; (f) superficie.

3.2.5. Reacao de Gram

Procedeu-se o estudo da reagdo de Gram de cada coldnia usando

se o método modificado por Hucker, APHA (2).

3.2.6. Comprovacao da pureza das coldnias

As coldnias foram semeadas em estrias sobre placas de | Petri
com o meio APT-sdlido pela técnica de esgotamento. A seguir,
essas foram incubadas em jarras anaerdbias a 30°C durante 24
a 72 horas, sendo em seguida, reexaminadas com lupa para com-—
provacdo de sua morfologia, coloracao e presenga de relévo.
Pela coloracdo de Gram, verificcu-se, além desta reacao, a

morfologia e arranjo das células.
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Comprovada a pureza, as colonias foram novamente semeadas em
tubos de APT-sdlido que, apds incubagao e desenvolvimento, fo
ram cobertas com vaselina liquida esterilizada para evitar
contacto com o ar atmosférico e a secagem do meio, mantendo -

se assim a vitalidade das células por maior periodo de tempo.

3.2.7. Reativacao das culturas

Todas as colonias gque foram utilizadas nos.testes bioquimicos
e fisioldgicos foram previamente revigoradas inoculando-se -
0,1 ml para outro tubo contendo o meio APT—liquido recém pre-.
paraao e incubando-se i 30°C durante 24 a 72 horas. Esta trans
feréncia fol repetida por trés vezes a fim de se obterem cul-
turas vigorosas. Os meios de cultura usados foram sempre de
preparo recente, tendo sido fervidos por cinco minutos antes

do uso para eliminar o oxigénio dissolvido.

Colonias bem isoladas apre§entando caracteristicas que lembra
vam bactérias lacticas foram transferidas em picada para ' tu-
bos contendo o meio APT-sblido e estes foram posteriormente -
incubados a 30°C por 24 a 72 horas. ApSs o periodo de incuba-
950 fol verificada a pureza das culturas, baseada nas suas

caracteristicas tintoriais e morfoldgicas.

As colonias puras foram submetidas a testes bioquimicos e fi-

sioldgicos para sua caracterizagao.
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3.2.8. Prova da catalase

Foi realizada pela utilizagdo de coldnias desenvolvidas em
placas de APT-sdlido. A catalase foi detectadé observando-se
o desprendimento de oxigénio sobre cada colonia apds a adigao

de dgua oxigenada a 3% (v/v).

3.2.9. Prova de benzidina ou de heme-proteina

Foi adicionada Aqua oxigenada & 3% mais uma gota de benzidina.
O teste foil considerado positivo quando houve aparecimento de

uma colorag¢ao azulada.

3.2.10. Producao de CO, a partir da glicose

2

Ao tubo com meio APT (semi-sélido, sem citrato de sédio) pre-
viamente derretido foi adicionada assepticamente uma solucao
de glicose a 0,7%, esteriiizada por filtraééo. Este fol deixa
do em banho & 45°C por uma hora a fim de atingir a temperatu-
ra adequada de inoculacao. A prova foi realizada em triplica-
ta pela inoculacao de 0,2 ml de cada uma das linhagens isola-
das. Em sequida, os tubos foram selados com 0,2 ml de "Vaspar"
previamente esterilizado a 121CC por quinze minutos e incuba-
dos a 30°C‘por quinze dias sendo examinados a cada 24 horas.
Nos tubos em que o carboidrato foi fermentado acompanhado de
produgdo ée gas, houve a elevagao do selo de "Vaspar” acima
da superficie do meic de cultura. Neste caso, o teste foi con

siderado positivo para tactérias heterofermentativas. No caso
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de nido ter havido produgdo de gas, o teste foi considerado ne

gativo e as bactérias tidas como homofermentativas.

De um total de 400 culturas isoladas e estudadas quanto a pro
ducdo de catalase, benzidina e glicose, 30 linhagens foram u-
tilizadas para o estudo mais detalhado, compreendendo os se-

guintes grupos:

Morfologia Gram Heterofermentativos Homofermentativos
Bastonetes + 5 5
Cocokacilos + 5 5
Cocos + 5 5
Total + 15 15

3.2.11. Medicao das coldnias e das células

As coldnias foram medidas atravds do uso de régua milimetrada.
Sua morfologia e coloragao foram observadas com lupa, através

da luz refletida.

Quanto as células, apds a coloragao pelo Gram, 10 foram medi-
das usando para tal fim a ocular micrométrica tipo filar, aco
plada ao microscopio binocular. As medidas de comprimento e

largura foram anotadas e, no caso de forma em cocos, apenas o
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diametro do mesmo.

3.2.12. Prova de vermelho de metila e Voges Proskauer

Os tubos contendo caldo-glicose-peptona foram inoculados, em
triplicata, com 0,2 ml de cada linhagem e incubados a 30%¢ du
rante 5 dias. Apds a incubagao uma porgao do meio foi adicio-
nada de cinco gotas de solugao de vermelho de metila. O apare
cimento de cor vermelha indicou teste positivo. A outra por-
¢ao do meio de cultura fol utilizada para a prova de Voges
Proskauer pela adigao de 0,6 ml de uma solugao a 5% de ©&-naf:
tol e 0,2 ml de hidrdoxido de potdssio a 40%. O aparecimento -

da cor vermelha indicou teste positivo.

3.2.13. Testes de fermentacao

Para o estudo das reagoes de fermantagao, usou-se o meio basi
co de HARRIGAN E McCANCE (14) de extrato de carne, peptona e
dgua, ao qual foi adicionado 1,0 ml de uma solugao de bromo-

cresol pirpura a 1,6% em alcool etilico.

Os diversos carboidratos foram esterilizados por filtracao.
2Aos tubos contendo 5,0 ml do meio b3sico foram adicionados
0,5 ml de cada acgicar na concentragao de 10%. A sequir, os tu
bos foram inoculados em triplicata, com 0,2 ml de cada linha-
gem e incubados a 30°¢ por 24 a 48 horas. Nos tubos em que o
carboidrato foi fermentado, o indicador de pH mudou de verme-

lho plrpura para amarelo, indicando assim produgao de acido.
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3.2.14. Deteccao de manitol a partir de frutose

A partir dos tubos utilizados para a prova de fermentagao da
frutose que apresentaram reacao positiva, foi feita a cromato
grafia em papel Whatman n? 1 e camada delgada para verifica-
¢ao do desdobramento deste carboidrato a manitol. Para esta
dltima, foram preparadas placas de silica G-60, e as amostras
aplicadas com micropipetas, colocadas na estufa a 37°C até se
car sendo entao transportadas para a camara com solvente para
.desenvolvimento do cromatograma. A seguir, procedeu-se a reve
lagao das placas paravpbservar presenca ou auséncia de carboi’
drato através dos solventes e reveladores que constam na lis-
ta dos reagentes. Paralelamente foi feita a cromatografia em
papel Whatman n? 1 usando-se o solvente e reveladores ja cita

dos.

3.2.15. Reducao de nitratos a nitritos

is culturas ativadas de 48 horas em meio liquido de APT foram
adicionados 1,0 ml de cada um dos reativos para a prova de’ng
tritos. Quando o teste resultava negativo, foi adicion;do zin
co em pd para proceder-se a redugao do nitrato. O nao apareci
mento da cor vermelha, significava que o nitrato ja havia si-
do anteriormente reduzido. Para maior seguranga, esta prova -

fol realizada em triplicata.
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3.2.16. Producdo da amonia a partir da l-arginina

A amdnia foi detectada pelo método desenvolvido por  SKERMAN
(43). Ao medo APT-1Iquido, foram adicionados 0,2 ml da cultu-
ra recentemente ativada e incubados a 30%¢ por 3 a 7 dias. A
produgéo‘de amdnia foi revelada pelo aparecimento de um preci
pitado Vermelho-laranja com o reagente de Nessler. Paralela - -
mente, o teste foi realizado em tubos sem l-arginina como con

traprova em branco.

3.2.17. Tolerincia a cloreto de sddio

Foi usado o meio de cultura MRS contendo 5% de cloreto de s6-
dio CARR (7). Os tubos contendo 5,0 ml de referido meio fecram
inoculados com 0,2 ml de cada linhagem e incubados a 30%¢ por
24 a 72 horas. Paralelamente, o teste foi realizado em tubos

sem cloreto de sbdio como contraprova em branco.

3.2.18. Desdobramento da esculina

Para esta prova foi usado o meio basico j& mencionado para a
fermentag@o dos agucares, acrescido de 0,2% de esculina e 0,5%
de citrato férrico amoniacal conforme recomendado por CARR
(7). A esculina, foi esterilizada por filtragao e adlcionada

assepticamente ao meio. AOS tubos contendo 5,0 ml do meio, fo
ram adicionados 0,5 ml de esculiné a 0,2%. A seqguir foil inoccu

lado em triplicata, 0,2 ml de cada cultura. Esses foram incu-

o - . :
bados o 30°C po¥ 240 horas e a mudanga da cor do meic de
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marrom para preto denotava o desdobramento da esculina.

3.2.19. Teste de produgao de dextranio

Utilizou~se o meio agar-sacarose, SHARF (42) para o teste de

producdo de dextranio a partir de sacarose.

3.2.20. Metabolismo de acidos organicos

Foli feito utilizando o meio APT-1liquido contendo 0,25 (p/Vv)
'a cada um dos seguintes compostos: acido citrico, ldctico, méd
lico, quinico e succinico. Apds a adigdo de cada &acido, o me;
io foi ajustado para pH 4,2 e adicionado indicador verde de
bromdcresol a 0,04% e autoclavado a 121%% por quinze minutos
conforme CARR (7). Apds resfriamento, os tubos foram inocula-
dos com 0,2 ml de cada cultura e incubados a 30°C por quinze
dias. Nos tubos em gue havia utilizagado do acido o indicador

de pH mudava de verde para azul.

3.2.21. Determinacao do pH minimo de crescimento das

bactérias lacticas

Para esta prova, foi utilizado o mesmo meio basico ja emprega
do para as provas de fermentagao dos agiicares contendo  0,5%
de glicose mas sem indicador. A éscala de valores de pH empre
gada foi de 2,5 a 8,0 com intervalos de 0,5. Os tubos de me-
ios de cultura ajustados para a escala de pH acima mencionada,

. - - . 0
foram inoculados com 0,2 ml de cada indculo e incubados a 30°C
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por 5 dias. A leitura da absorvancia foi feita apds 3, 6, 8,

24, 55, 74, 96 e 123 horas, no espectrofotdmetro a 600 nm.

3.2.22. Deteccao de colonias hetero e homofermentativas

Para esta prova foi usado o meio j& empregado para fermenta-
¢ao de aglicares ao qual foram adicionados 5% de glicose e dis
tribuidos a razao de 80 ml em fraséos de 250 ml. Estes foram
inoculados com pipeta 0,2 ml das linhagens recentemente ativa
das. Estas foram incubadas, com agitacao a 220 rpm a uma tem-

‘peratura de 28°C por 14 dias, CARR (7).

3.2.23. Determinacao de acidos totais e voliteis

Apds a incubacao, utilizaram-se 20 ml do meio de cultura e
foi feita a titulacao com NaOH 0,1N. Outros 40 ml de meio fo-
ram destilados e procedeu-se entao & titulagao do material -

‘destilado, utilizando-se 20 ml deste material.

Calculo da quantidade percentual de acidos volateis com rela-

¢do aos acidos totais:

ml NaOH 0,1N gastos na titulacao dos 20 ml

do material destilado
x 100

ml NaOH §,1N gastos na titulacao dos 20 ml
do meio
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3.2.24. Determinacao dos parametros de crescimento

(k e n)

Antes da realizacdo do teste de crescimento a diversas tempe
raturas, os indculos foram reativados, transferindo-se por
trés veies a intervalos de quinze horas em meio APT-1lIquido

e incubando-os a 30°¢ sob agitacao constante a 220 rpm. Em
seguida, foram preparadas as suspensoes de bactérias em um
tampao de fosfato de potdssio a pH 7,2, adicionando-se 0,2 ml

~da linhagem desenvolvida no meio APT-ligquido.

A semeadura para as constantes de crescimento foil realizada,
transferindec-se 1,0 ml da suspensao em tampao de fosfato a
pH 7,2, para cada tubo do incubador gradiente contendo 9,0ml
de meio APT-liquido. O intervalo de temperatura do incubador
foi ajustado de 20° a 60°C, tendo-se utilizado 20 tubos nes-

sa faixa de temperatura para cada linhagem isolada.

A incubacdo foi realizada sob agitagao na velocidade de 60
rpm e o crescimento dos microrganismos foi detectado pelo va
lor da absorvancia no espectrofotometrc a 600 nm. Forém fei-
tas leituras a intervalos de quinze minutos e a constante k
de crescimento foi determinada da porgdo retilinea de maior
declive da curva de crescimento utilizando a seguinte equa -

cao: :
2,303 (log A, - log Al)

t -t

2 1

Onde A, e Al sao as absorvancias lidas nos tempo t2 e tl res
2 =
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pectivamente.

0 valor de u (velocidade especifica de crescimento) foi calcu

lado da reta da curva de Arrhenius pela seguinte equagao:

- log kz)

4,574 . (log k,
a 1 - 1
T T

Onde Tl e T2 sao temperaturas absolutas correspondentes a kl

e k?, respectivamente.

3.2.25. Identificacao das culturas

A identificagao das linhagens obedeceu as normas gerais da

82 edic3o do Manual de BERGEY (6).
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4. RESULTADOS E DISCUSSZO

4.1. Analise dos sucos

O grau Brix das amostras de suco coletado nos diferentes pon-
tos da linha de processamento (Figura 1) variou de 12,5 a
65° conforme se pode ver na Figura 2. Quanto ao pH, sua varia
gao foi insignificante tendo-se situado na faixa de 3,3 a 3,8.
Estes resultados de pH estdao de acordo com os achados de
PATRICK e HILL (39) os quais constataram uma variagEo de 3,4

a 4,0.

A contagem das bactérias lacticas dos sucos coletados apés a
centrifugagao com diversos meios testados forneceram os resul

tados constantes da tabela abaixo:

Meios para Meio para
Baqtérias Lacticas Fungos e Leveduras
Amostra OosA .APT FS MRS PDA
1 14.000 87 72 63 30.000
2 '99.000 185 161 92 130.006

Média 11.500 136 116 77 80.000
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A tabela anterior evidencia que o meio OSA foi aquele que for
neceu contagem mais elevada sendo pois o escolhido para o -
prosseguimento dos estudos. Por cutro lado, o meio PDA foi a-
dotado para contagens de fungos e leveduras, visto tratar-se
de um meio classico j& sobejamente comprovado. Nossos achados
estaq‘de.acordo com PATRICK e HILL (39) e o Servico de Pesqui
sa do Ministério da Agricultura dos Eétados Unidos (1), que
também utilizaram o meio de OSA por favorecer o crescimento

de bactérias capazes de se multiplicarem no suco de laranja,

causando-lhe modificagdes indesejiveis.

As contagens de microrganismos no suco de laranja em meio de
OSA e.PDA durante as diferentes fases do processamento, estao
apresentadas nas Tabelas 1 e 2 e Figura 3 e 4. As contagens
mais elevadas de microrganismos foram observadas ap0s a opera
gao de centrifugagao, com variacao entre 83.000 a 500.000 bac
té8rias e de 72.000 a 120.000 de leveduras e fungos por grama
do produto. Apds a pasteurizacao a contagem foi todavia redu-
zida a valores praticamente nulos. Na fase de concentracao de
seig estdgios a uma temperatura ao redor de 58°C, a contagem
microbiana permaneceu nula, mas no "rlash", no tanque de mis-
tura e no trocador de calor notou-se o aparecimento de levedu
ras e bactérias em nimero variando de algumas dezenas a cente
nas, fato que merece alguma consideragéo. GARRO e HERNANDEZ
(19), tracaram uma relagao entre o nlimero de germes presentes
em suco e o numero de diacetil, afirmandc cue um contetdo de

diacetil inferior a 0,37 ppm ou uma carga nicrobiana ac redor
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TABELA 1 - Contagem de bactérias l&cticas no suco coletado
nos diferentes pontos da linha de processamento.
(em meio OSA a 30°%C - pH 5,6)

Pontos de Horas de Contagem* Logaritmo das
coleta coleta bactérias/g contagens
"Finisher" 0 324.000 5,51

9 43.000 4,64
18 89.000 4,95

Depois 0 83.000 4,92
da 9 500.000 5,70
centrifuga 18 137.000 5,14
Evaporador 1 0 - —=co
] - -0

18 - —w

Evaporador 2 0 ' - —w
9 - -

18 - ~-o

Evaporador 3 0 - -
9 L -—C0

18 - -

"Flash" 0 207 2,32
' 9 27 1,43
18 27 1,43

Tangue 0 4480 3,65
de 9 96 ‘ 1,98
mistura 18 213 2,33
Trocador 0 93 1,37
de 9 1580 3,20
calor 12 163 2,21

*média de 10 repetigoes.
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TABELA 2 - Contagem de leveduras e fungos no suco coletado
nos diferentes pontos da linha de processamento.
(em meio PDA a 30°C - pH 3,5)

Pontos de Horas de Contagem* Logaritmo das
coleta coleta leveduras e contagens
fungos/g
"Finisher" 0 45.000 4,65
9 58.600 4,76
18 250.000 5,40
Depois 0 120.000 5,07
da 9 : 110.000 5,04
centrifuga 18 72.000 4,85
Evaporador 1 0 - —c
18 - —
Evaporador 2 0 - =
g - )
18 - ~w
Evaporador 3 0 - -
9 - -co
18 - -~
"Flash” 0 48 1,68
18 23 1,36
Tangue 0 200 2,30
de 9 ' 43 1,63
mistura 18 48 1,68
Trocadox 7 0 150 2,17
de g 610 2,79

~ calor - 18 150 2,18




53

Dp sojuod Sa}uaJajlp SOU 0PD}3J0I 0INS OU SDINID)
. D}3J02 9P SOJUO

1 ot L 9 S 7.

©°™
i

‘0juawpssazold ap DYull
souo0q 8p wabpjuo)

€ ounbiH

T v Y

o T

JO)D2 B8p JoOpDIOJ[-||

psnjsiw ap enbuni-Qf
LYSPlH-6

JOpDJJU3IUCI Op S016D}ST -gDE

pbnyujuag -z

AoYSIUIS -

ygi~—
Y6~
40—

W

6/ soripjo0q 2p Fu op 50}



54

‘'0D3040QD)3 8p SDUD}I
sD ajupinp D[uDID] Bp 02NS Op SOPIJOS SOP 0D3DJJUAIU0CD 8P DAINY

D}3)02 8p SOJUOH » ounbio

ol 6 9 Vi 9 S y £ z i

T \j ¥ Y T T T A v \j

JO|D2 ap .\QEOUO.QL:

pJanjsiw ap anbuo) -0j

WYSDI4-6
003D4jud2u0d 8p Soibp}s3-QoE ygl——
obnynua) -z Yy6—-

Aaystud -1 40—

6fsofuny o sD4NPaA’d] dp ;u op boj



- 55 -

de 69.000/ml indicavam suco produzido em boas condigoes higie
nicas. Por outro lade, o mesmo autor afirma que uma contagem
superior a 228.000/ml e Iindice de diacetil superior a 0,45 ppm
denotam higiene de producao pouco adequada. A F.M.C. tolera -
um Indice de diacetil até 1 ppm (16), valor este acima do do
bro do indicado por GARRO E HERNANDEZ (19). VAUGHN e MURDOCK
(49) e MURDOCK e HATCHER (33), em trabalho sobre suco citrico
concentrado, afirmaram que pela utilizacao da pasteurizagao e
boas praticas sanitdrias podia-se obter wn produto final con-
centrado com uma populagao microbiana da ordem de 5.000  a
10.000/m1 no produto reconstituido. Nota-se, portanto, diver-
géncia no que respeita ao nlmero de bactérias e quantidade de

diacetil para a avaliagao da qualidade do suco.

A an3lise dos resultados constantes das Tabelas 1 e 2 denota
que, muito embora a pasteurizagao se revele eficiente, nao se
pode deixar de considerar que nas fases anteriores, o eievado
nimero de contaminantes durante algumas horas de trabalho po-
deria ensejar a possibilidade da elaboragio de produtos meta-
bdlicos no suco, influenciando a qualidade do produto final.
As bactérias, fungos e leveduras presentes apbs a pasteuriza-
gao sdo devidos provavelmente, a recontaminacao e/ou multipli

cagdo nas tubulagoes e equipamentos.

Ainda r.o que respeita aos elevados indices de contamiracao do
suco (Tabelas 1 e 2) e da possibilidade de elaboragac de uma
razodvel quantidade de metabdlitos antes da pasteurizacac, te

mos a considerar que o estabelecimento forneceder do material



objeto do nosso estudo, mantinha um programa de desinfecgao -
com intervalo de 18 horas. Todavia, de acordo com trakalhos
de GARRO e HERNANDEZ {19) de GENTH (20) e SHARF (42), este in
tervalo deveria ser bem menor variando de 3 a 5 horas. Nestas
condigaes se evitaria ou se minimizaria proliferacao da flora
microbiana nos diversos pontos da linha de processamento tais
como no “"finisher", centrifuga, placas de homogeinizadores,

placas do pasteurizador, trocador de calor, resfriamento e en

trada do pasteurizador.

Acresce ainda, que a safra da laranja no Brasil Central, ocor
re nos meses mais quentes do ano fato que também parece ter
certa importancia tendo em vista a temperatura ser fator rele
vante na proliferacdo microbiana, ponto esse também menciona-

do por MURDOCK (35).

A andlise dos dados da Tabela 1 mostra ainda, que a aparente

recontaminacdo do suco apds pasteurizagdo ndo pode ser consi-
derada muito elevada se comprararmos aos padroes relativamen-
te severos propostos por MAGAUDA e TODARO (32), que recqmendam
50 a 100 germes na contagem global a 37°C e 5 a 20 leveduras
e fungos a 25°¢ por dgrama do produtc. A média aritmética dos
dados da Tabela 1 para bactérias lacticas mostra uma conta -
gem global de 1.600/¢g no tanque de misturaj 600/g no trocador
de calor, e para leveduras e fungos 97/g no tanque de mistura
e 300/g no trocador de calor. Esses Gados embera gsuperiores

aos de Magauda e Todaro podem ser considerados satisfatérios

denctando nido s& uma linha eficlente de processamento como
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também, uma higiene de producac. Confrontando, ainda, os da-
dos de nosso trabalho e os padrOes estabelecidos pelo Go -
verno do Estado de Saoc Paulo (Decreto n9? 52.504 de 28 de
julho de 1970) e CNNPA (12, 22), verifica-se que os padroes
estabelecidos sao muito superiores aos achados em nosso traba

lho, pois permitem contagem de até 150.000/ml.

4.2. Caracteristicas das leveduras do suco

Ja nos primeiros ensaios com o suco de laranja, foi notado o
crescimento de varias coldnias com caracteristicas visuais lem
brando leveduras. Foram isoliadas 100 coldonias caracterizadas
como leveduras pela morfologia da coldnia e das células, e
vinte destas foram testadas a fim de verificar-se sua capaci-
dade de produzir diacetil. O resultado revelou que 25% eram
positivas, 20% levemente positivas e o resténte (55%) negati-
vas. Este fato parece ser de grande importdncia para a indﬁg
tria de sucos por causa da grande resisténcia destes microrga
nismos a pH baixo, Brix elevado e temperatura de congelacao ;

PATRICK e HILL (39) e INGRAN (26).

De acordo com APHA e GARRO e HERNANDEZ (2, 19), contagens ele
vadas de leveduras indicam possibilidade de fermentagao do
produto ou residuos aderentes ao equipamento, constituindo-se,

portanto, em uma fonte permanente de contaminacgao.
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4.3, Caracteristicas das bactérias lacticas do suco

4.3.1. Distribuicao dos grupos

Os resultados do estudc preliminar das 400 coldnias de bacté-
rias lacticas isoladas nos diferentes pontos da linha de pro-

cessamento do suco citrico estao apresentados na Tabela abai-

X0t
Morfologia Heterofermentativos Bomofermentativos Total:
Bastonetes 150 (37,5%) 70 (17,5%) 220 (55%)
Cocobacilos 30 ( 7,5%) 25 ( 6,25%) 55 (13,5%)
Cocos 80 (20%) 45 (11,25%) *125 (31,25%)
Total 260 (65%) 140 (35%) 400.(100%)

* Dos 125 cocos, 25 (6,3%) eram em tétrades.

Todas as colonias examinadas apresentaram—-se pequenas, punti
formes, esbranquicadas com reacao de catalase e benzidina ne-
gativas, Gram positivas e diametro da ordem de 0,7 a 0,9 e

Algumas coldonias apresentaram reagao de catalase ligeiramente

positiva mas todas eram benzidina negativas.

A tabela acima mostra que €5% eram heterofermentativas o 35%
q
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homofermentativas, sendo que, 68,75% se enquadram como lacto-
bacilos (bastonetes e cocobacilos), 31,25% como COCOS (Leuco-

nostoc, Streptococcus ou Pediococcus) e 6,3% como tétrades.Eg

tes dados concordam com a afirmacgao de CARR (7) quanto a rari

dade desses ultimos em suco de cidra.

4.3.2. Espécies caracterizadas

Das 400 coldnias isoladas, foram selecionadas 30, ao acaso,
sendo 5 de cada um dos seguintes grupos morfoldgicos: bastone
tes hetéro e homofermentativos, cocobacilos hetero e homofer-.

mentativos, cocos hetero e homofermentativos.

Os resultados dos estudos morfoldgicos das 30 coldnias e as -
determinagdes do didmetro e comprimento das células seleciona
das junto com a sua claséificagao conforme o Manual de BERGEY
(6) estio apresentados na Tabela 3. O tamanho das células va
riou de 0,7 a 3,5 p de comprimento e de 0,7 a 0,9 u de largu-
ra. Para os cocos obteve-se um diametro de 0,7 a 0,9/1. Para
a determinacao das espécies foram utilizados também os dados
de fermentagao de aciicares e utilizagdo de amino acidos e ou-

tras reagdes bioquimicas constantes da Tabela 4.

Atravds do estudo morfoldgico e bioquimico constatamos as se

guintes espécies: Lactobacillus brevis, Lactobacillus acido-

phillus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus delbrueckii,

Leuconostoc dextranicum, Leuconostocc mesenteroides, Pedio-

coccus acidilactici e Pediococcus halonhilus.
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TABELA 4 - Reacdes biogquimicas das 30 linhagens de bactérias lacticas do suceo de lafiﬁal.

orginicos que foraz feitas durante 15 dias.

L e R R B

=

.

. -

e |

Todas as culturas foram Gram positivas e catalase e benzidina negativas. As
observacoes foram feitas ao fim de 48 horas com excessao da glicose e acidos

61

Malibiose Melizitose

Linhagens Locals de coleta Eapécie[al Gas da gli Vermelho de Voges Amidalina arabinose Celobiose Dulcitol  Frutose Glicose Galactose Glicerol Sluconato Insulina Lactose Malticse 2nizal  Manose rRafincidos organicos
cose (b) metila(c) Proskauer ; : =
ido malico  Kcido culnieco  Keide succiniec
F - Bi *Finisher"® Lactobacillus braevis 4 + + - + - - + + (+) (s) - T« - +(s) + -(s] - + - +(s) - - -
DC- 6 Depois da centrifuga Lactobacillus brevis 3 + + * + - - + + (+) (s) * * (+) -(s) - -{s) - - - (+) (8) = = 3 .
DC-27 Depois da centrifuca Laotobacillus acidophilue 2 + + + - + e + + + (+) . - - * + - - +(v) - = (wv) - i =
P =46 "Finisher" Lactobacillus brevie 1 . * - - + - (+) + + +(8) {(+) ) + - -(s) ”* -(s) - + - -(s) - - -
F =12 *Finisher"® Lactobactllus acidophilue 2 + + + = + - + + + (+) % e ~ + - - + +(v) - -(v) - - —
F =29 "Finisher"® Laetobacillus plantarum 0 + + * +(v) + (+) - + + (+) + {+) + > + * - +(v) * - - -
E=3S5 Evaporador 39 estigio Lactobacillus delbrueckii 0 + + - - - - - + + e - - - +(v) - + - - - . - -
E~-2 Evaporador 49 estigio  Lactobacillus plantarwm 0 + R + +(v) + - + - + (+) * {+) = ) * * - =(v) + - -
E =13 Evaporador 59 estligio Lactobacillus plantarum 0 ++ -+ + +(v) + - + + + {+]I + . T "%, o + * +(v) - - -
TR=17 Trocador de calor Lactobacillus Zdelbrueckit 0 + + - - - (+) + + +(s) (+) - (+) = *\v} - + - - - - s
F =35 "Finisher" Leuconostoo dextranicum 3 +» * =({v] - +(v) - +" - +(v) - - o * 2 - {v] +(v) +(w) - +(v) - o -
F -57 "Finisher” Leuconostoc mesenteroides 2 + + +(v) +(v) -(w) - + + + - = = * (v} o -{v * ={v) - ={v) : - i
DC-55 Depois da centrifuga Leuconoatoe destranioum 2 + + +(v) - +(v) - + + +(v) - + = * g 8 +(w) +=(v) - +{(v) - - : -
DC-34 Depois da centrifuca Leuconoatos mesernteroides 2 + el +(wv) (+) (v) +(v) (+) + + + (+) - {+) +(v) - - {v) + +{v) - +(v) - - g -
T™=- 8 Tanque de mistura Leuconostoc mesernteroides 2 + - +(v) + +(v) - + + * - - - +(v) > -{w) + +(v) = +(v) - - - -
DC-52 Depois da centrifuca Pediococcus acidilactict 0 (+) t + + * (+) + + i * i o (+) 2 = e = = (+) C*) = -
E-9 Evaporador 59 estigio Pediococcus halophilus 0 -+ s - + + - S+ + + - = - - » * - - - + i g o e -
E =12 Evaporador 69 estiagio Pediococcus halophilue 0 + + + + + (+) + + + - s - o e > + *> - + - - -
E =14 Evaporador 69 estagio Pediococcus. halophilus 0 + + - + “* + + + - - - - » . +* > (+] + (+) (w) - - -
TR~15 Trocador de calor Pediococcus halophilus 0 + + (+) + + - + + + - + = - > + + + - + - : - -
F -2 *"Finisher" Lactobactillus brevis 3 (+) {+) - + - (+) + + +Li} + + (+) +(s) e +(s) - + - (+) (s) - - -
DC-39 Depcis da centrifuga Lactobaetillus brevis 2 + + - + - - + + (+) (=) - + - +(s) . +(s] - e - +(s) ~ - -
DC=54 Depolis da centrifuga Lactobacillus brevis i {+) (+) - + - - + 4 (+) (8). - + - +(s) + +(s) - +* - (+) (s8) - - -
F =61 "Finisher"” " Laotobactillue actdophilus 2 i + * - + - =+ + + (+) - - +* . - + +{v) - {+) (v} = - -
DC-38 Depois da centrlifuga Lactobacillus brevis 2 - s - + - -\ + o (+) (=) - + ~ +(s) - +(s) - -> - (+) (s) - - -
DC=53 Depois da centrifuga Lactobaeillus plantarum 0 - + e (+) (v) + (+) + + + + + (+) - * + + o +(v) * - - -
DC-12 Depois da centrifuga Lactobaotllus delbrusckiti 0 A + - - - - + + (+) (») (+) - = = +(v) - + : - - e + -
DC-42 Depois da centrifuga Laotobacillue plantarum 0 (+) (+) Tt +(v) * - + +* + - . w - + +* +(v) + e - -
E-1 Evaporador 49 estagio Lactobacillus plantarum 0 + + + +(v) + (+) + + + + + (+) ot - + * - (v) - - - -
TR=23 rocador Aa calac Lactobacil.us plantarum 0 + - - +(v) - (+) + - - + + (+) e o + + =) . - -
(a) Espécies determinados de acdrdo com © Manual de Bergey (6). S o

(w) Producan de gas variando de intensidade: 0 = nao houve producac de gas; 1 = leve producac de gis; 2 = coluna de ghs até a metade do tubo; 3 = coluna alcangando mais da metade do tubo; 4 « coluna alcangando a parte :uburinr e

(¢) + = positiva; (+) = levemente positiva; - = negativa.

(s) Reagao lenta.
(v) Reacaoc que poderia ser variivel segundo o Manual de Bergey (6).
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Como mostra a Tabela 3, as caracterIsticas das coldnias des -
tas bactérias apresentaram variacoes de espécie para espécie.
O tipo mais comum de coldnia apresentava um diametro de 1 a 3
mm, de cor esbranquicada, de superficie iisa, algumas com pig
mentacdo amarela ou cinza claro, circulares com superficie -
plana, elevada com o centro mais branco quando comparado com
as bordas que, as vezes, pareciam brancas translicidas, e ir-

regulares. As bordas variavam de regulares a irrgulares.

No meio APT-s6lido ocorreu a predominancia das coldnias bran-
cas com bordas lisas regulares similares aquelas descritas no
Manual de BERGEY (6). Em agar-sacarose, as coldnias de Leuco-

nostoc dextranicum apresentaram uma gomosidade menos intensa

do gue a mailoria das coldnias de Leuccnostoc mesenteroides.

4.4, Testes biogquimicos

As provas bioquimicas referentes as 30 linhagens estudadas,en

contram—se na Tabela 4.

4.4,1. Prova de vermelho de metila

Esta reagao foi claramente positiva para quase todas as linha

gens, excetuando-se as de namero 52 {Pediccoccus acidilactici)

da centrifuga; 2 (Lactobacillus brevis) do "finisher"; 54

(Lactobacillus brevis) da centrifuga; e 42 (Lactobacillus

plantarum) da centrifuga que foram apenas levemente pesitivas.



4.4.2. Voges Proskauer

A reagao de Voges Proskauer foi positiva para quase todas as
linhagens sendo levemente positiva para as do nimero 2 (Lacto-

bacillus brevis) do "finisher"; 54 (Lactobacillus brevis) da

centrifuga; 42 (Lactobacillus mlantarum) da centrifuga e nega-

tiva para o nuamero 46 (Lactobacillus brevis) do "finisher". Es

tes resultados do Lactobacillus brevis estao de acordo com e}

Manual de BERGEY (6). trabalhos de BERRY et al. (4), JUVEN (27)

BARRETO citado por PATRICK e HILL (39).

4.4.3. Fermentacao de carboidratos

A fermentacdo dos carboidratos foi bastante varidvel, com in-
tensidades diferentes para as varias linhagens, conforme se po
de verificar na Tabela 4. A sacarose e a frutose foram fermen-
tadas por todas as linhagens, ao passo que, para outros acica-
res estudados, houve fermentacdo para alguns e nao para outros.
Os resultados destes testes serviram de base para a classifica
¢3o em espécies obedecendo ds normas do Manual de BERGEY (6).

4.4.4. Producdo do manitol

Os melhoxr S la t a i i

S lhores resultados da producao do manitol foram obtidos uti
lizando os solventes (n-butanol: etanol: dgua)e (n-butanol: piri
dina: agua) na cromatografia ascendente em rapel e usandc cono

revelador ¢ nitrate de prata,hidrdxido de potassio ¢ A&gua. T

(8]



das as linhagens heterofermentativas produziram manitol a par
tir da frutose, em contraste com as homofermentativas, que -

nao produziram o manitol.

4.4.5. Reducac de nitratos a nitritos

A reducao do nitrato fol negativa para quase todas as linha-

gens, excetuando-se as do numero 17 (Lactobacillus delbrue-

ckii) do trocador de calor; 39 (Leuconostoc dextranicum) do

"finisher"; 55 (Leuconostoc dextranicum) da centrifuga, e 9

(Pediococcus halonhilus) do 59 estagio do concentrador.

4.4.6. Producao da amdnia

A produgao da amdnia a partir da l-arginina foi positiva para
a maioria das linhagens em bastonetes e coccbacilos heterofer
mentativos, e negativa para a maioria dos hqmofermentativos P
resultado este que concorda com o Manual de BERGEY (6). No ca
so dos cocos, a maioria foi negativa para os ﬁeterofermentati
vos e negativa para os homofermentativos. Segundo GOMEE-RUIZ
(21) , quase todas as heterofermentétivas formam amonia a par-
tir da arginina, o que nao accnteceu com as linhagens por nds

estudadas no caso dos cocos.

4.4,7. Tolerancia a cloreto de sddio

Quase todas as linhagens cresceram bem em meio contendo clore

to de sb6dic a 5%, excetuando-se as do nimerc 3 (Lactobacillus




delbrueckii) do 59 estagio do concentrador; 17 (Lactobacillus

delbrueckii) do trocador de calor que cresceram pouco, & as

dos nimeros 12 e 61 (Lactobacillus acidophilus) do "finisher"

que nao cresceram no meio.

4.4.8. Desdobramento da esculina

Esta hidrdlise fol positiva para 11 linhagens e negativa para
9 linhagens de bactérias ein bastonetes. No caso de cocos to-

dos foram negativos.

4.4.9. Metabolismo dos acidos organicos

A fermentacao dos acidos organicos foi negativa para quase to

das as linhagens excetuando-se a do nimero 17 (Lactobacillus

delbrueckii) do trocador de calor, que foi positiva para os a

cidos citrico, madlico e quinico.

4.5. Determinacdo do pH minimo de crescimento das  bacté-

rias lacticas

O pH minimo de crescimento para as’30 linhagens estudadas va
riou de menos de 2,5 até 3,0 com predomindncia de pH 3,0. A
intensidade de crescimento foi representada medindo-se a a-
bsorvancia dos tubos inoculados e ©os scus valores estac apre-

sentados na Tabela 6 e Apéndice 2 (Tabelas de n?s 7 a 18).
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4.6. Determinacio dos 3cidos totais e volateis

Damos a seguir o quadro mostrando o resultado da percentagem de

dcidos voliteis.

Linhagens Locais de coleta Espécie %
F-29 *Finisher" Lactobacillus brevis 30,9
DC- 6 Depois da centrifuga Lactobacillus brevis 25,0
DC-27 Depois da centrifuga Lactobacillus actdophilus 20,0
F -46 "rinisher” Lactobacillus brevis 10,0
F -12 "Finisher" Lactobacillus acidophilus 20,0
F -39 "Finisher"® Leuconostoe dextranticum 25,0
F -57 "Finisher" Leuconostoc mesenteroides 22,5
DC-55 Depois da centrifuga Leuconostoc deztranicum 20,0
C-34 Depois da centrifuga Leuconostoc mesenteroides 23,5
™- 38 Tanque de mistura Leuconostoc mesenteroides 20,0
F -2 *Finisher" Lactobaeillus brevis 24,5
DC-39 Depcis da centrifuga Lactobacillus brevis 18,0
DC-54 Depois da centrifuga Laetobacillus brevis 19,0
F -61 "Finisher" Lactobactllius acidophilus 18,0
DC-38 Depois éa centrifuga Lactobacillus Irevis 14,0
DC~-53 Depois da centrifuga Lactobacillus plantarum 9,0
pCc-12 Depois da centrIfuga ILactobacilius delbrucckit 7,0
DC-42 Depois da centrifuga Laetobacillius plantarum 8,0
E-1 Evaporador 49 estdgio Lectobacillus plantarum 8,0
TR-23 Trocador de calor Lactobacillus plantarum 7,5
F -29 "Finisher" Lactobacilius plantarum ,
E-S5 Evaporador 39 estdgio Lactobacillus delbrueckii 7,5
E -2 Evapcradcr 49 estdgilo Lactobacillus plantarum 7,9
E -13 Evapcrador 59 estiglo Lactobacilius plantarum ’
TR-17 Trocador de calor Laatobacetllus delbrueekii ,
DC-52 Depcis da centrifuga Fediccoccus acidilactiet 7,0
E -9 Evaporadcr 59 estdgio Pediocveccus halophilus 6,5
E -12 Evaporador 69 estdglo Pediococcus halophtlus 6,8
'E‘-14 Evaporader 69 estdglo Pediococzus halophiluc 56,5
TR-15 Trocador de calor Pediococcus halopnrilus 6,8
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4.7. Confirmacao das caracteristicas hétero e homofermenta

tivas

Os resulﬁados dos testes mostraram uma percenfagem superior a
10% de 3cidos volateis para as linhagens F-9; DC-6; DC-27; -
F-46; F—li; F-39; F-57; DC-55; DC-34; TM-8; F-2; DC-39; DC-S%
F-61; DC-SS e uma percentagem inferior para as demais. Esses
limites foram recomendados por CARR (7), para diferenciar as
as bactérias lacticas em homo e heterofermentativas. Tais re-
sultados confirmam os testes preliminares de avaliacao de pro

dugao do CO, de glicose e producgao de manitol a partir de fru

2
tose (ver Tabela 4).

4.8. Crescimento em diferentes temperaturas

Pelo uso de incubador de temperatura gradiente ajustado no in
tervalo 20° a 60°C com espagos de 1° a 2°C,Adeterminou—se a
temperatura otima e maxima para o desenvolvimentc de 12  das
30 linhagens estudadas. Os resultados obtidos evidenciaram u-
ma temperatura Stima localizada na faixa de 29 a 37,4
ma maxima compreendida numa faixa de 40° a 44,S°C (Tabela 5).
Os valores da temperatura caracteristica (’p) variaram de 3,8
a 14,9 kcal/mol. As figuras dos gr&@ficos de Arrhenius para es
sas linhagens estac apresentadas no Apéndice 1 (Figuras dz 5

a le).
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CONCLUSOES

Nas condigoes do presente estudo nos foi possivel tirar as

conclusoes gue se seguem:

l.

A média logaritmica midxima de contagem de bactérias lacti
cas por grama do suco citrico foi de 5,51 no "finisher" e
de 5,70 na centrifuga; e aquela de leveduras, foi de 5,40

no "finisher" e 5,07 na centrifuga.

A pasteurizagao destruiu virtualmente todos os microrga -

nismos presentes no suco de laranja.

A média logaritmica mixima de contaminacao do suco citri-
co por bactéria lactica no produto acabado foi de 3,65 no
tanque de mistura e 3,20 no trocador de calor; e agquela
por fungos e leveduras foi de 2,30 no tanque de mistura e

2,79 no trocador de calor.

A maioria das leveduras presentes (55%) no suco nao produ

ziu diacetil.

A maioria das bactérias lacticas presentes no succ foi he
terofermentativa (65%) e com predominancia de c&lulas em

bastonetes (55%).

Foram detectadas 8 espéciass de bactérias lacticas dentre

0s géneros Lactobacillus, Leuconostoc e Pediococcus. Nac

foi detectada nenhuma espécie de Streptccoccus.
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