PRESENCA DE COLIFORMES TOTAIS E
TERMOTOLERANTES EM SUCOS DE FRUTAS CITRICAS

PRESENCE OF TOTAL AND THERMOTOLERANT COLIFORMS IN CITRUS FRUIT JUICE

Willian Barbosa Sales
Bidlogo. Especialista em Andlises Clinicas. Mestre em Salde e Meio Ambiente. Doutorando em Salde e
Meio Ambiente. Docente do Centro Universitario Auténomo do Brasil (UNIBRASIL). sallesbio@hotmail.com

Cristiano Caveido
Especialista em Gestdo de Salde e Auditoria. Mestre em Biotecnologia. Doutorando em Enfermagem.
Docente do Centro Universitario Auténomo do Brasil (UNIBRASIL). cristiano_caveiao@hotmail.com

Fernanda Rocha Grillo
Biomédica. fer_grillo@hotmail.com

Edilcéia Domingues do Amaral Ravazzani
Especialista em Nutricdo Clinica. Mestranda em Ciéncias da Sadde. Docente do Centro Universitdrio
Autonomo do Brasil (UNIBRASIL). edilceiarav@ig.com.br

Jannaina Ferreira de Melo Vasco
Especialista em Microbiologia. Mestre em Microbiologia, Parasitologia e Patologia. Docente do Centro
Universitario Auténomo do Brasil (UNIBRASIL). jannainavasco@unibrasil.com.br

RESUMO

A falta de higienizacdo das maos, de frutas e a utilizacdo de utensilios de cozinha mal lavados, podem
ocasionar a contaminacdo por coliformes totais e termotolerantes quando ndo sdo utilizados os
procedimentos padronizados para garantir a qualidade sanitdria dos alimentos estabelecidos pelo Manual
de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF). O objetivo deste estudo foi verificar através da analise microbioldgica
a presenca de coliformes totais e termotolerantes em sucos de limdo e laranja servidos em bares e
restaurantes no municipio de Curitiba - PR. Foram comprados sucos de laranja ou limdo de 10
estabelecimentos escolhidos aleatoriamente na regido central do municipio. As analises microbioldgicas
foram realizadas utilizando o método Petrifim® para contagem de coliformes totais e termotolerantes em
alimentos. Das amostras verificadas foram confirmadas a presenca de coliformes totais em todos os sucos
analisados e contaminagdo por coliformes termotolerantes em 3 amostras. Todas estdo de acordo com os
padrées microbioldgicos vigentes na RDC 12/2001, sendo considerados sucos préprios para consumo.
Destaca-se que com base nos resultados da elevada concentracdo de coliformes totais, confirma-se, que ha
deficiéncia na higiene no preparo dos sucos, sugerindo-se maiores cuidados nas boas praticas de fabricacdo
principalmente na higiene pessoal dos manipuladores, higienizagdo dos utensilios e das maquinas
extratoras.
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ABSTRACT

The lack of hands and fruit hygienization as well as the use of badly washed kitchen appliances can cause
the total and thermotolerant coliforms contamination when the standard procedures to assure food
sanitary safety stablished by Good Manufacturing Practices Manual (GMP) are not followed. The objective
of the following study was to verify, through a microbiological analysis, the presence of total and
thermotolerant coliforms in lime and orange juice served in bars and restaurants in Curitiba, PR, Brazil.
Some lime and orange juice were purchased in 10 places randomly chosen within the city downtown. The
biological analysis was done using the Petrifilm® method to count total and thermotolerant coliforms in
food. Among the samples, there were total coliforms in all analyzed juice and there was a thermotolerant
coliform contamination in three samples. All samples follow the microbiological standards within the RDC
12/2001 though they are considered proper for consumption. Based on the results it is visible the high
concentration of total coliforms, which denotes a hygiene deficiency regarding the preparation of the juice.
It suggests more care on Good Manufacturing Practices especially regarding the personal hygiene of who
handles the food, the hygienization of appliances and the juice machines.

Key words: Food Microbiology; Coliforms; Microbiological analysis; Fruit; Juice.

INTRODUCAO

Os sucos de frutas citricas sdo consumidos e apreciados no mundo todo, ndo sé
por apresentarem sabor e aroma agraddveis mais também por serem fontes naturais de
vitaminas, minerais, carboidratos e outros componentes importantes. Sua inclusdao na
dieta pode ser um fator importante para prevencao de doencas e por um estilo de vida
mais saudavel. A composicdo dos sucos de frutas varia de acordo com a espécie de fruta,
estadgio de maturacdo, fatores climdticos e condicdes de cultivo das mesmas (IHA et al.,
2000; PINHEIRO et al., 2006; WELKER et al., 2010). Eles sdo produzidos muitas vezes
artesanalmente e em estabelecimentos onde as condi¢des higiénico-sanitarias de preparo
nem sempre sdo adequadas (IHA et al., 2000).

Com o aumento do numero de estabelecimentos alimentares devido ao
crescimento populacional, a mudanca da rotina na vida das pessoas, a necessidade da
producao de alimentos em grande escala e a crescente procura por refeicbes rapidas e
“happy hours”, contribuiram para o deficiente controle dos érgaos publicos e privados no
tocante a qualidade dos alimentos ofertados a populacao, resultando em um crescente
nimero de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA’s) (RODRIGUES et al., 2012; MOTTA

etal., 2014).
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As DTA’s estdo relacionadas com o consumo de alimentos com boa aparéncia,
odor e sabores normais sem alteracdao organoléptica visivel em decorréncia da
quantidade de microrganismos patogénicos serem inferiores a quantidade de
microrganismos necessarios para degradacdao dos alimentos. Alimentos com
caracteristicas organolépticas alteradas, dificilmente causam DTA’s por provocarem
sensacao repulsiva aos consumidores. Relatos nacionais e internacionais demonstram
que a maioria dos casos de DTA’s nao sdao notificados as autoridades sanitdrias, pois
muitos patégenos alimentares causam sintomas brandos, fazendo com que a vitima nao
busque auxilio médico (OLIVEIRA et al., 2010; RODRIGUES et al., 2012).

Os sucos de laranja e limdo sao os mais consumidos e apreciados nas refeicdes.
Estas frutas utilizadas na preparacdo destes sucos estdo suscetiveis a alteracbes por
estarem sempre expostas ao ar, a poeira, aos ventos, a manipulacdo humana e o
inadequado acondicionamento, transporte e armazenamento. Sofrem modificacbes em
relacito a sua forma de apresentacdo, em diversas situa¢bes, tais como, fresco,
dessecado, envasado, fermentado e seco “in natura”. Ressalta-se que os sucos devem ser
consumidos imediatamente apds serem processados devido a perda de propriedades
nutricionais e organolépticas (FRANKE et al., 2005; DOMENE, 2011; COSTA, 2011).

A maior parte da microbiota presente nas frutas estd na parte externa, sendo seu
interior estéril, a menos que haja uma fissura na casca. A contaminacdao do
processamento dos sucos ocorre durante as operacOes de corte e fatiamento, quando os
patégenos presentes nas maos dos manipuladores e na superficie da matéria prima
passam para o interior da fruta. Assim, o manuseio sob condi¢des inadequadas de higiene
durante a manipulagdo das frutas, associado a higienizacdo insatisfatdria dos
equipamentos, contribui para o aumento da populacdo microbiana (BRUNO et al., 2005;
SANTOS 2008; RODRIGUES et al., 2012; IUAMOTO et al., 2015).

O descuido e a falta de higienizacdo dos utensilios e recipientes de cozinha
(pratos, talheres, tabuas, processadores de suco, entre outros) na elaboracdo dos sucos,
sao veiculos diretos ou indiretos de contaminacao de alimentos, sendo o fator primordial
a falta de higienizacdo das maos. A auséncia da higienizacao das maos anula qualquer
cuidado antes do processo de preparacao dos sucos, sendo determinante para a
contaminacdo de microrganismos do grupo coliformes (LUES; VAN TONDER, 2007;
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COSBY et al. 2008; LAMBRECHTS et al., 2014). A questdo da higienizacdo adequada das
maos é enfatizada em diversos estudos, sendo que esta pratica deve ser realizada antes
da manipulacdo dos alimentos, bem como apds qualquer interrup¢do do processo de
manipulacdo (CHUKUEZI, 2010; FARIA; OLIVEIRA; COSTA, 2012; SOUZA et al., 2015).

A presenga de coliformes totais e Escherichia coli em alimentos processados é
considerado indicador de contaminacdo pds- processamento, comprovando inadequadas
pratica de higiene e falta de padronizacdo na prepara¢dao dos mesmos, sendo de grande
valia a pesquisa desses microrganismos fornecendo informagbes que aumentem a
seguranca das condi¢des higiénicas reais dos alimentos. O grupo dos coliformes totais
inclui todas as bactérias na forma de bastonetes gram-negativos, fermentadores de
lactose e producdo de gds a 35°C em 24 a 48 horas, ndo esporogénicos, aerdbios ou
anaerdbios facultativos. Esta definicdo € a mesma para o grupo de coliformes
termotolerantes, que fermentam a lactose com producdo de gds em 24 horas a 44,5 -
45,5°C (SILVA, 2010).

A contaminacao de alimentos seria incontroldvel sem a acao de sua maior forca
repressora, a higiene. Quanto maior for a prética de higiene, menor o risco de
contaminagao, sendo essa relagao a base da boa conduta da manipulacao de alimentos.
N3o obstante, nem todos os bares e restaurantes estao prontos e adaptados a suprir as
exigéncias da vigilancia sanitdria e normas de origem técnica e microbioldgica (MELLO et
al., 2010; MEDEIROS et al., 2012).

Considerando os aspectos citados, o objetivo deste estudo é verificar por meio
da analise microbiolégica a presenga de coliformes totais e termotolerantes em sucos de
limao e laranja servidos em bares e restaurantes no municipio de Curitiba — Parana e
comparar os resultados encontrados com os preconizados pela RDC 12/2001 da Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria.

MATERIAL E METODOS

Foram compradas 10 amostras de suco de limdo ou laranja em 10 bares e

restaurantes, localizados em regidao central com grande circulagdo de pessoas no
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municipio de Curitiba — PR, em junho de 2014 no turno da manha. Como critérios de
inclusao foram avaliados os estabelecimentos credenciados pela Prefeitura Municipal de
Curitiba pelo setor de vigilancia sanitaria com licenca sanitdria valida exposta e disponivel
para visualizagdo no momento da compra.

Apds a aquisicao as amostras foram identificadas com ndmeros de 1 a 10,
transportadas na embalagem fornecida pelo estabelecimento imediatamente ao
laboratédrio de Microbiologia do Centro Universitdrio Auténomo do Brasil (UNIBRASIL),
para execucao das anadlises, visto que estavam acondicionadas em caixa de material
isotérmico, para manter as caracteristicas microbioldgicas. Foram coletados um total de 6
sucos de laranja e 4 sucos de limdo.

As amostras foram fracionadas assepticamente em uma proveta até constituir
uma amostra de 25 ml. Em seguida colocadas em um liquidificador devidamente
desinfetado (este ficando imerso em solucdo de hipoclorito 2% por 30 minutos)
adicionado 225 ml de 4gua peptonada estéril com pH 7,2 por dois minutos a fim de se
obter uma diluicao inicial de 10". Apds liquidificacdo dos sucos e a partir desta diluicao
inicial foi preparada uma segunda diluicdo 102> em tubos estéreis contendo 9 ml de dgua
peptonada estéril e 1 ml da primeira diluicdo. Com o auxilio de uma pipeta foi inoculado 1
ml da segunda dilui¢do na superficie da placa Petrifilm® para o crescimento das Unidades
Formadoras de Coldnias (UFC’s) (SILVA, 2010).

Foi realizada analise microbioldgica através do método de Petrifilm® (3M
Company) (Método oficial da Association of Official Analytical Chemists — AOAC), o qual
realiza modificacbes na coloracdo da placa, composta por dois filmes estéreis
reidrataveis, impregnados pelo meio de cultura que contém os nutrientes do agar
vermelho violeta bile (VRBA), um agente gelificante soltivel em dgua fria, um indicador de
atividade glucuronidase (5-bromo-4cloro-3indolil-B-D-glicuronideo) e um indicador
tetrazdlico, indicando presenca de Unidades Formadoras de Col6nia (UFC’s) (FERRATI et
al., 2005; SILVA, 2010; FORSYTHE, 2013). A inoculacdo é feita no filme inferior com 1 ml da
10? diluicao logo apds é coberto com o filme superior. O indculo é espalhado com um
difusor plastico, por leve pressao manual e, depois da solidificacao do gel, as placas foram

incubadas por 48 horas a 35+1°C (SILVA, 2010).
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Para interpretacdo da placa e determinar a presenca de Coliformes Totais e
Termotolerantes nas amostras, foi realizado a contagem das UFC’s, onde o aparecimento
de coloragao vermelho escuro no gel ocorreu devido a¢ao do acido no indicador de pH e
producao de gas retido ao redor das col6nias vermelhas é caracteristico da presenca de
coliformes totais. Para os coliformes termotolerantes (Escherichia coli) a caracteristica da
coldnia é azul ou vermelha-azulada associada a bolhas de gdas, que ocorre devido a
glicoronidase produzida pela Escherichia coli reagir com o corante indicador na placa,
formando um precipitado azul em torno da col6nia. Nao foram consideradas e contadas
colénias que crescerem na borda de espuma da placa, pois estas ndao estavam sob a
influéncia seletiva do meio (SILVA, 2010; FORSYTHE, 2013).

Os resultados foram registrados e analisados de forma descritiva simples, através
de um banco de dados elaborado com auxilio do programa Microsoft EXCEL®. Os
resultados das analises microbioldgicas foram avaliados de acordo com a RDC RDC n° 12,
de 02 de Janeiro de 2001 que dispdem sobre o Regulamento Técnico sobre padrdes
microbiolégicos para alimentos (BRASIL, 2001), e comparados os resultados das andlises
realizadas de cada bar e restaurante, sendo tabulados e apresentados na forma de

figuras.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 1 representa os valores de UFC’s de coliformes totais presentes nas 10
amostras adquiridas, sendo 6 de suco de laranja (identificadas como amostra 1 LA, 2 LA, 3
LA, 4 LA,5 LA e 6 LA) e 4 de suco de lim3do (identificadas como amostra 7 LI, 8 LI, 9 LI e 10
LI). Destaca-se que as amostras de suco de laranja foram as que apresentaram a maior

concentracao de coliformes totais, quando comparadas com o suco de limao.
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Figura 1 Contagem de coliformes totais em amostras de suco de laranja in natura e limdo comercializados
bares e restaurantes de Curitiba - PR.
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De acordo com a RDC 12/2001, estabelecem-se parametros microbioldgicos apenas
para contagem de coliformes termotolerantes (45°C) ndo estabelecendo valores
maximos para contagem de coliformes totais para sucos in natura. Neste estudo os sucos
foram submetidos 4 andlise quantitativa de coliformes totais para se obter informacdes
relacionadas as condi¢bes higiénicos sanitdrias do local, manuseio dos manipuladores e
dos sucos (BRASIL, 2001).

Contagens elevadas de coliformes totais sdao indicadores de processamento em
condi¢Oes higiénico sanitdrias insatisfatdrias, sugerindo problemas com a limpeza das
frutas antes de serem espremidas ou com a higienizacdo das maquinas extratoras
(BRASIL, 2001; BARROS et al., 2015). O maior valor encontrado na amostra do suco de
laranja foi a amostra LA 4 onde foram contadas 410 UFC’s e na amostra do suco de limao
do LI 8 com 138 UFC’s.

Em estudo semelhante a este, verificou-se a presenca de coliforme totais em 60%
das 5 amostras analisadas, sendo o maior valor encontrado de 930 UFC’s. Ainda relata
que a qualidade microbioldgica é favorecida por diversos fatores: enzimaticos, quimicos,
fisicos e microbioldgicos, influenciando nas caracteristicas organolépticas e nutricionais

dos sucos, sendo estas alteracdes susceptiveis em diversas etapas da fabricacao ate o
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produto final (SILVEIRA; BERTAGNOLLI, 2012). Outro estudo também com suco de
laranja, foram identificados coliformes totais em 50% das amostras (BARROS et al., 2015).

Em virtude da composi¢ao do suco de laranja in natura, o mesmo proporciona
nutrientes importantes como sais minerais, carboidratos e acidos organicos sendo um
meio de cultura adequado para microrganismos. Por apresentar uma caracteristica acida
a deterioracdo microbiolégica se limita a microrganismos tolerantes a essa
particularidade como bactérias lacticas e outros. Outro fator importante é o pH que
exerce efeito sobre a estabilidade e qualidade dos sucos de frutas citricas (SILVEIRA;
BERTAGNOLLI, 2012).

Na figura 2, 3 amostras, sendo duas de suco de laranja e uma de suco de limdo,
apresentaram coliformes termotolerantes, o que representa 30%. O maior valor
encontrado foi de 5 UFC’s e o menor de 2 UFC’s. Nas demais amostras, verificou-se a

auséncia para esse tipo de microrganismos.

Figura 2 Contagem de coliformes termotolerantes em amostras de suco de laranja in natura e limao
comercializados bares e restaurantes de Curitiba — PR.
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Estes valores estdo em concordancia com o preconizado pela legislacao
brasileira, pois se apresentam dentro dos limites. A RDC 12/2001 estabelece contagem de
coliformes termotolerantes (45° C) toleradas nos sucos in natura de 100 UFC’s/ml. Os
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valores encontrados neste estudo sdo considerados inferiores, sendo considerados sucos
préprios para consumo (BRASIL, 2001).

Ao comparar o resultado deste estudo, com o de Brito et al., onde foi verificada
que das 15 amostras de sucos de laranja in natura, 6,67% das amostras analisadas
apresentavam contagem acima das permitidas para coliformes termotolerantes,
acreditando-se que a falta de higienizacdo dos utensilios e dos manipuladores sejam o
maior potencial de risco de contaminag¢do por microrganismos do grupo coliformes, pois
a principal via de contaminacdo por esses microrganismos € fecal-oral (BRITO; ROSSI,
2005).

Trabalho semelhante foi realizado na cidade de Santa Maria - RS, e os resultados
encontrados na contagem de coliformes termotolerantes em sucos de laranja in natura
foram mais expressivos quando comparados ao obtidos neste estudo. Foi verificada a
presenca de coliformes termotolerantes em 33,3% das amostras analisadas, sendo que
uma das amostras a contagem foi de 930 UFC’s, valor este superior ao limite estabelecido
pela legislacao brasileira, sendo considerado como um produto imprdprio para o
consumo, concluindo-se, portanto, que ha deficiéncia higiénica no preparo do produto,
falta de boas praticas de fabricagdo comprometendo a seguranga microbioldgica do suco
(RODRIGUES et al., 2012). J& em outro trabalho 5,76 % das 52 amostras analisadas a
contaminacdo por coliformes termotolerantes estava acima dos preconizados pela
legislagao em vigor, sugerindo que a principal causa da contaminagao foi pela falta de
higienizacdo das maquinas extratoras (RUSCHEL et al., 2001).

Outros estudos também apresentam resultados divergentes deste. No estudo de
Brum et al. (2015), 29% das amostras encontravam-se em desacordo com os padrdes
estabelecidos pela legislacao vigente quanto a presenca de coliformes termotolerantes.
Ja no estudo de Silva et al. (2014), apresentaram 44,23% das amostras presenca de
coliformes termotolerantes. Existem variagbes entre os estudos em relagdao aos
resultados, o que indica que havendo a presenca acima dos valores, demonstra que as
condi¢des higiénico-sanitdrias estao inadequadas.

O manipulador é a principal fonte de contaminacdo dos alimentos, e

desempenha papel importante na seguranca dos alimentos, na preservacao da higiene
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durante toda a cadeia produtiva, desde recebimento, armazenamento, preparacdo até a

distribuicao (BRITO; ROSSI, 2005; MELLO et al., 2010).

CONCLUSOES

Com relacdo aos resultados obtidos no que tange a presenca de coliformes totais
e coliformes termotolerantes, evidenciaram-se que todas as amostras analisadas
atendiam as condi¢cdes higiénico-sanitdrias estabelecidas pela legisla¢do, sendo
satisfatdrias para o consumo humano.

Comparando este estudo com o descrito na literatura, destaca-se a extrema
importancia no controle higiénico-sanitario na manipulacao dos sucos de frutas citricas,
sugerindo que o maior agente contaminador é o manipulador. Apesar da legislacao
vigente ndo estabelecer padrGes para contagem de coliformes totais, a presenca destes
microrganismos nos sucos analisados € indicativo de condi¢cbes inadequadas de
manipulacdo das frutas e utensilios.

Com vistas a saude publica, a sociedade necessita possuir ao seu alcance
alimentos seguros, sendo estes de boa qualidade, dentro dos padrdes pré-estabelecidos,
nao somente pelos valores nutricionais, mais sim quanto as condi¢des higiénicas que
propiciem seguranc¢a para a saude do consumidor.

O investimento em técnicas de manipulacdo adequadas, treinamento de
manipuladores de alimentos, sdo maneiras de se conseguirem alimentos seguros, sendo

estes esforcos que permitirdo a prevencao de doencas transmitidas por alimentos.
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