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RESUMO

Este trabalho avaliou os resultados das anélises microbioldgicas realizadas nas aulas praticas
da disciplina Microbiologia dos Alimentos e Higiene dos Alimentos, onde foram analisadas
amostras de agua, leite e salada de frutas comercializadas no campus | da Universidade
Federal da Paraiba. Para estas amostras foram realizadas as andlises da contagem total de
bactérias aerébias mesdfilas, contagem total de bolores e leveduras, enumeracao dos
coliformes totais e fecais, pela técnica de fermentacdo em tubos mudltiplos e a contagem de
Staphylococcus coagulase positiva. As amostras de agua apresentaram resultados coerentes
em relacd@o as diluicdes utilizadas nas analises microbiologicas. Ao analisar o leite verificou-se
gue a contagem de aerdbias mesdfilas apresentou-se dentro dos padrdes de seguranca, além
da presenca de bolores e leveduras; uma contagem elevada para coliformes totais e fecais,
assim como a presenca de coldnias de Staphylococcus em pequeno numero. Para a salada de
frutas observou-se o crescimento elevado de bactérias aerobias mesdfilas, bolores e leveduras,
coliformes totais e fecais; no entanto ndo foi observado crescimento de colbnias de
Staphylococcus. Perante os resultados obtidos, pode-se concluir que os alimentos analisados
apresentaram possiveis falhas durante o seu processamento e/ou armazenamento resultando
na contaminacdo dos mesmos, o que pde a prova a sua qualidade sanitaria, podendo causar

danos a saude dos consumidores.
Palavras-chave: Microbiologia, alimentos, contamina¢é&o.
1. INTRODUCAO

As disciplinas Microbiologia dos Alimentos e a Higiene dos alimentos mantém estrita
relacdo com a segurangca alimentar realizando andlises, identificacdo e controle de
microrganismos nos alimentos, além de avaliar as condi¢cdes higiénico-sanitarias de
manipuladores, equipamentos, superficies, utensilios e ambiente; utilizando métodos oficiais,
visando garantir ao alunado um aprendizado consciente sobre a qualidade alimentar.

Os alimentos se constituem Otimos substratos para 0s microrganismos, por serem
excelentes fonte de nutrientes. Esses agentes etiologicos necessitam de agua, fontes de
energia (Carboidratos), fontes de Nitrogénio (Proteinas), sais minerais e vitaminas para seu
crescimento (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

Existe ainda, o grupo de microrganismos causadores de Doenc¢as Transmitidas por

Alimentos (DTA’s) denominados de microrganismos patogénicos. Neste grupo encontram-se
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0s microrganismos produtores de toxinas ou apresentam-se em grande quantidade no
alimento, quando ingeridos causam intoxicag&o ou infec¢do de origem alimentar,
respectivamente (JAY, 2005; FRAZER, 1993).

O campo da microbiologia sanitaria inspeciona as instalacdes de processamento de
alimentos e estabelecimentos, onde esses alimentos sdo produzido e comercializados com a
finalidade de garantir a qualidade dos procedimentos de manipulacdo de alimentos (BURTON e
ENGELKIRK, 2005). Para esses autores, as doencas resultantes da ingestdo de bactérias
produtoras de toxinas sao denominadas doencas infecciosas, entretanto as enfermidades
provenientes da ingestdo de toxinas bacterianas pré-formadas nos alimentos sdo denominadas
intoxicacdo alimentar.

Segundo Oliveira et al. (2003) a higiene satisfatoria dos alimentos € uma das condi¢es
essenciais para a promogdo e a manutencao da salde, sendo que a deficiéncia nesse controle
€ um dos fatores responsaveis pela ocorréncia de surtos de doencas transmitidas por
alimentos.

Dentre os alimentos de amplo consumo, pode-se destacar o leite de vaca pasteurizado,
tipo C, a &gua distribuida & comunidade universitaria em bebedouros e a salada de frutas,
comercializados em sua grande maioria em estabelecimentos comerciais da UFPB, os quais
foram utilizados como amostras nas aulas praticas das disciplinas de Microbiologia de e higiene
de Alimentos, pelos estudantes da Universidade Federal da Paraiba.

O leite € um excelente meio de cultura para os microrganismos devido a suas
caracteristicas intrinsecas, como a alta atividade de agua, pH proximo ao neutro e riqueza em
nutrientes. A contaminacao deste pode ocorrer durante a ordenha, porém as principais fontes
de contaminacdo sdo os equipamentos utilizados durante a sua manipulagdo, o transporte, o
processamento e o armazenamento. (FRANCO; LANDGRAF, 2005)

A 4gua é fundamental em toda atividade humana, quer seja na nutricdo ou na higiene
dos alimentos, sendo assim um eficiente veiculo de doengas, porque ndo s conserva 0s
agentes etioldgicos, como também os transporta a longas distancias e tem facil acesso ao
corpo humano, interna e externamente. (REIDEL, 2005)

A salada de frutas também é considerada um bom substrato para a proliferacdo de
microrganismos devido ao seu teor de agua que favorece o crescimento de leveduras e
bactérias; pH acido, favorecendo o crescimento de bolores e leveduras; a alta manipulacdo
durante o preparo podendo levar a contaminagcdo por microrganismos indicadores; além de
condi¢Bes inadequadas de temperatura durante o armazenamento. (FRANCO; LANDGRAF,
2005)

Visando promover ao alunado conhecimento basico sobre determinados grupos de
microrganismos e as analises especificas, despertando-os para a importancia do controle
microbiolégico dos alimentos, foram realizadas as andlises da contagem total de bactérias

aerébias mesdfilas, contagem total de bolores e leveduras, enumeracgéo dos coliformes totais e
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fecais, pela técnica de fermentacdo em tubos miltiplos e a contagem de Staphylococcus

coagulase positiva.
2. DESCRICAO

O presente estudo ir4 avaliar os resultados das andlises de produtos como, agua, leite
e salada de frutas, realizadas em aulas praticas pelos discentes do curso de graduacdo em
Nutricdo da Universidade Federal da Paraiba sob a orientagdo da monitoria no decorrer da

disciplina de Microbiologia dos Alimentos e Higiene dos Alimentos.
3. METODOLOGIA

Durante as aulas praticas de Microbiologia dos Alimentos e Higiene dos Alimentos
foram realizados diferentes procedimentos microbioldgicos com os alunos da disciplina,
visando fomentar seus conhecimentos por meio da verificacdo das condi¢Bes higiénico-

sanitarias de alguns alimentos analisados durante as aulas.
3.1 Coleta de amostras

Para a realizacao das aulas praticas foram coletadas amostras de dgua de bebedouros
instalados no Centro de Ciéncias da Saude, leite de vaca pasteurizado e salada de frutas
adquiridos em lanchonetes situadas na UFPB, acondicionadas em recipientes previamente
esterilizados e transportados para o laboratério, sob condi¢cdes assépticas. As andlises foram
realizadas por grupos de alunos, que assumiam a responsabilidade de executar o

procedimento adequado.
3.2 Preparo das dilui¢cdes decimais

Do leite foi transferido 1 mL da amostra homogeneizada para 11 mL de &agua
peptonada tamponada 0,1 % (Diluente), obtendo-se a diluicdo 10°, devido a concentracéo de
nutrientes do alimento, bem como sua coloragdo ser bastante densa. Da diluicdo 10° foram
preparadas as diluicdes 10" e 10, empregando-se tubos com 9 mL de diluente.

Para a salada de frutas foram pesados 25 g e transferiu-se para 225 mL de agua
peptonada tamponada 0,1 %, correspondendo a diluicdo 10" A partir dessa diluicdo foram
preparadas as diluicdes subsequente de 10%e 107, respectivamente.

Considerando a amostra de 4gua de bebedouro, foi admitido que a agua correspondia

a diluicdo 10°, desta foram preparadas as diluicdes 10™ e 107

3.3 Andlises Microbiolégicas
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A contagem padrdo em placas de bactérias aerdbias mesofilas foi realizada em cada
amostra, utilizando a técnica de plagueamento por profundidade, onde 1 mL de cada diluigdo
foi transferida para placas de Petri estéreis, adicionando-se 15-20 mL de Agar Muller-Hington,
seguida de incubacéo a 35°C por 48 h (APHA, 1991). A contagem total de bolores e leveduras
foi realizada pela técnica de profundidade, por inoculacdo de 1 mL de cada diluicao,
adicionando-se 20 de Agar Sabouraud e incubacdo a 25 °C por 3 a 5 dias (VANDERZANT,
SPLITTSTOESSER, 1992).

Os coliformes totais e fecais foram determinados pela técnica de fermentacdo em tubos
multiplos, utilizando para o teste presuntivo o caldo lactose e no teste confirmativo caldo
lactose bile verde brilhante, ambos com incubacdo a 35 °c por 48 h. Considerou-se como
positivo, os tubos que apresentassem gas no tubo de Durhan. Os coliformes fecais foram
determinados por inoculagéo dos tubos géas positivos em caldo Escherichia coli com incubacgéo
a 45 °C por 24 h.

A contagem de Staphylococcus coagulase positiva foi realizada pela técnica spread
plate (espalhamento em superficie) empregando-se o &gar Baird-Parker, adicionado da
emulsdo de gema de ovo com telurito de potassio. De cada dilui¢cdo, 0,1 mL for transferido para
a superficie de placas de Petri estéries contendo o &gar e em seguida, realiza-se o
espalhamento com al¢ca de Drigalsky. As placas ficavam em repouso e em seguida incubadas a
35°C por 48 h. Apés o periodo de incubacgéo, procedeu-se a contagem das coldnias tipicas de
Staphylococcus, apresentavam-se redondas, negras, com halo opaco, rodeado por um halo
translicido (SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 1997).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da contagem padréo em placas das diferentes amostras foram

apresentados na tabela 1.

Tabela 1 - Valores representativos da contagem padrdo em placas de bactérias aerdbias

mesoéfilas em diferentes amostras

Amostra Contagem Log;o UFC Média
Agua de Al 3x10° UFC/mL 3,48 3,98+0,35
bebedouro A2 3x10* UFC/mL 4,48 UFC/mL
Leite de vaca Al 1,6x10° UFC/mL 2,20 2,98+0,55
pasteurizado A2 5,7x10% UFC/mL 3,76 UFC/mL
Salada de frutas Al 3x10° UFC/g 3,48

4 3,98+0,35 UFC/g
A2 3x10" UFC/g 4,48

Legenda: Al: Amostra 1; A2: Amostra 2.
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A contagem padrdo em placas é utilizada se determinar o nUmero de bactérias viaveis
em uma amostra liquida, como leite, 4gua, alimento moido diluido em agua ou cultivado em
caldo. Neste procedimento sé@o preparadas diluicbes seriadas da amostra e, depois, niveis de
0,1 a 1,0 mL s&o inoculados em Agar Nutritivo (BURTON e ENGELKIRK, 2005).

A legislacdo Brasileira ndo prevé limites para a contagem padrdo em placas de
bactérias aerdGbias mesofilas, porém observa-se para a agua contagem elevada desses
microrganismos, sendo aceitavel uma contagem até 10°. (FRANCO; LANDGRAF, 2005)

Em relagdo ao leite observou-se uma contagem dentro da margem esperada,
atestando boa qualidade higiénico-sanitéria.

Na contagem padrdo em placas para as amostras de salada de frutas foi verificada
contagem de bactérias elevada. Esse fato pode ser creditado a uma possivel manipulagéo

inadequada, alta atividade de 4gua das frutas e temperatura de armazenamento.

Tabela 2 - Valores representativos da contagem total de bolores e leveduras em

diferentes amostras

Amostra Contagem Log;o UFC Média
Agua de Al 2,5x103 UFC/mL 3,40
4 3,9+ 0,35 UFC/ mL
bebedouro A2 2,5x10" UFC/mL 4,40
Leite de vaca Al 1,3x 102 UFC/mL 2,11
_ 2,85+ 0,71 UFC/mL
pasteurizado A2 3,8x 103 UFC/mL 3,58
Salada de Al 2,5x10% UFC/g 3,40
frutas A2 2,5x10" UFC/g 4,40 3,9+0,35 UFC/ g

Legenda: Al: Amostra 1; A2: Amostra 2.

O baixo pH do Agar Sabouraud dextrose (pH 5,6) inibe o crescimento da maioria das
bactérias sendo este seletivo para fungos. O pessoal do laboratério deve ter cuidado no cultivo
de fungos, uma vez que os esporos de certos fungos sdo altamente infecciosos (BURTON e
ENGELKIRK, 2005).

Ao verificar os resultados da contagem total de bolores e leveduras observou-se a
presenca de bolores pertencentes aos géneros Aspergillus, Penicillium e Rizhopus , sendo
estes géneros 0s mais comumente encontrados em alimentos, o que é um dado alarmante
diante de seu potencial toxigénico. Ainda pbde-se observar a presenca de leveduras
arredondadas de aspecto branco leitoso, devido a alta atividade de &agua dos alimentos,
favorecendo o seu desenvolvimento.

Segundo a Resolugdo — RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001, “o leite ndo deve
apresentar microrganismos patogénicos e causadores de alteracdes fisicas, quimicas e

organolépticas do produto, em condi¢cdes normais de armazenamento.”
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Tabela 3 - Resultados encontrados para coliformes totais e fecais e para Staphylococcus

coagulase positiva em diferentes amostras.

Contagem de

Coliformes Coliformes Staphylococcus
Amostra Totais (a 35°C) fecais (a 45°C) coagulase positiva

(UFC/mL)

Salada de Al > 2,4x10° NMP/g > 2,4x10° NMP/g Ausente

frutas

Salada de A2 > 2,4x10° NMP/g > 2,4x10° NMP/g Ausente

frutas

Leite devaca Al =2,4x10° NMP/mL 2 2,4x10° NMP/mL 1,0 x 10

pasteurizado

Leite de vaca A2 = 2,4x10° NMP/mL > 2,4x10° NMP/mL 1,0 x 10"

pasteurizado

Legenda: A1l: Amostra 1; A2: Amostra 2.

Comparando os resultados obtidos nas andlises de salada de frutas, observamos
grande semelhanca, em relacdo a outros autores. PINHEIRO, N. M. S. et al. (2005), ao
analisarem 15 amostras de frutas prontas para consumo, encontraram 3 amostras de mamao e
uma de meldo com niveis de coliformes totais entre 103 a 10 NMP.g'l e contaminacdo com
coliformes fecais em uma amostra de meldo (3,5 x 103 NMP.g™) e outra de mamao (2,4 x 10*
NMP.g ™). Com isso, podemos observar que frutas quando submetidas ao manuseio, seja para
fabricacdo de produtos minimamente processados, seja para obtencdo de saladas estao
altamente susceptiveis a contaminacao por coliformes totais e fecais o que indica a importancia
de boas praticas de higiene dos manipuladores de alimentos.

A auséncia de Staphylococcus nos mostra um resultado coerente com o observado por
PINHEIRO, N. M. S. et al. (2005) que também ndo encontrou a presenga desse microrganismo
em suas analises mesmo submetendo ao processamento por manipulacdo humana. Isso indica
gue, muito provavelmente as condi¢6es intrinsecas dos frutos e as condi¢cdes ambientais ndo
favoreceram o estabelecimento dessas bactérias.

As amostras de leite analisadas obtiveram valores de coliformes totais e fecais
elevados, resultados similares foram constatados por outros autores. (CATAO; CEBALLOS,
2001) analisaram um total de 75 amostras de leite e constataram que das amostras de leite
ensacadas, 22,2% estavam fora dos padrBes para coliformes totais e 44,4% para coliformes
fecais. Outro estudo realizado em Jo&o Pessoa- PB, constatou que 98% das amostras
pasteurizadas e ensacadas fora dos padrdes em relacdo a contagem de coliformes totais e
fecais (NASCIMENTO, 1982).

A contagem de Staphylococcus em leite tipo C mostrou-se inferior aos resultados

encontrados por BARBOSA et al. (2007), o qual obteve contagens entre 1,0 x 10° e 1,5 x 10°
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UFC/mL, se constituindo um alto indice de contamina¢cdo em relacdo ao nimero de amostras

analisadas, das quais 51,4 % estavam contaminadas.

5. CONCLUSAO

Visto que o nutricionista € um profissional responsavel pelo desempenho de varias
atividades relacionadas ao controle de qualidade dos alimentos deve-se reconhecer a sua
importancia na producao de alimentacdo segura do ponto de vista microbioldgico.

Ao término desse estudo constatamos a importdncia da higiene e do controle
microbiolégico dos alimentos, as boas préaticas de fabricacdo, o controle dos manipuladores,
ambiente e processamento de alimentos, condigcbes essenciais para a promocgdo e a
manutencdo da saude que séo respaldados das disciplinas Microbiologia dos Alimentos e
Higiene dos Alimentos na vida académica dos discentes do curso de graduacdo em Nutricdo da
UFPB.

Através deste estudo pbdde-se observar que as condicBes dos alimentos analisados
atestam possiveis falhas durante o seu processamento e/ou armazenamento resultando na
contaminacdo dos mesmos, 0 que pde a prova a sua qualidade sanitaria, podendo causar

danos a saude dos consumidores.
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