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APRESENTACAO

A colecao “Microbiologia: Clinica, Ambiental e Alimentos” é uma obra que tem como
foco principal a apresentagéo de trabalhos cientificos diversos que compde seus capitulos
relacionados aos microrganismos. O volume apresenta um compilado de 15 artigos
distribuidos em teméticas que abordam de forma categorizada e interdisciplinar trabalhos,
pesquisas, relatos de casos e/ou revisdes que transitam nas diversas areas de aplicagéo
da Microbiologia.

O objetivo central desta coletanea é apresentar de forma categorizada e clara
estudos desenvolvidos em diversas instituicbes de ensino e pesquisa do pais. Em todos
esses trabalhos a linha condutora foi o aspecto relacionado a Bacteriologia, Micologia,
Parasitologia, Virologia, Imunologia Biotecnologia, Satude Publica e areas correlatas.

O avanco tecnolégico tem contribuido com inimeras pesquisas relacionadas a
biologia dos diversos microrganismos existentes, e consequentemente, esses estudos
podem auxiliar na prevengdo e no combate a patologias/doengcas que podem afetar a
saude humana e dos demais seres vivos.

Temas diversos e interessantes sdo deste modo, discutidos aqui com a proposta
de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres, doutores e todos aqueles
que de alguma forma se interessam pelas ciéncias bioldgicas e pelas ciéncias da saude
em seus aspectos microbioldgicos. Possuir um material que demonstre a aplicacdo dos
microrganismos em varias areas do conhecimento, de forma temporal e com dados
substanciais de regides especificas do pais tem sido relevante, bem como, abordar temas
atuais e de interesse direto da sociedade.

Este livro “Microbiologia: Clinica, Ambiental e Alimentos” apresenta uma teoria bem
fundamentada nos resultados praticos obtidos pelos diversos pesquisadores, professores
e académicos que arduamente desenvolveram seus estudos que aqui estdo apresentados
de maneira concisa e didatica. Sabemos o quéo importante é a divulgagao cientifica, por
isso evidenciamos também a estrutura da Atena Editora, que é capaz de oferecer uma
plataforma consolidada e confiavel, permitindo que esses pesquisadores exponham e
divulguem seus trabalhos.

Desejo a todos uma 6tima leitura.

Renan Monteiro do Nascimento
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RESUMO: A Brassica oleracea € uma hortalica
com atividade antioxidante utilizada como
ingrediente no preparo de sucos “detox”. Em
controverso aos beneficios do consumo de sucos
“detox” com couve-folha, as condutas de preparo,
sanitizacdo ou armazenamento quando n&o
realizadas de forma adequada podem interferir
na qualidade microbiolégica do alimento. Assim,
0 presente estudo teve como objetivo avaliar
a qualidade bacteriologica de sucos “detox”/
verde comercializados no municipio de Caruaru-
PE. Foram analisadas 30 amostras, através da
técnica pour plate para contagem de bactérias
heterotroficas, por meio da técnica de tubos
multiplos foi investigada a presenca de coliformes
totais e termotolerantes, e spread plate para
identificacdo de Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa. Todas as amostras
analisadas apresentaram um alto numero na
contagem total de bactérias heterotroficas,
bem como a presenca de coliformes totais. De
acordo com a RDC 331/2019, 30% das amostras
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SUCOS DETOX/VERDES

analisadas apresentavam indice maior que
o0 permitido para coliformes termotolerantes.
Foi identificada a presenca de Pseudomonas
aeruginosa e de Staphylococcus aureus em
concentragbes suficientes para producao de
toxinas. Conclui-se que as amostras de alimento
analisadas podem ser classificadas como uma
fonte de risco a salde publica, visto que foram
detectados microrganismos indicadores de
contaminacédo por fezes e material orgénico
que comprovam desvios na qualidade higiénico
sanitaria das amostras analisadas.

PALAVRAS-CHAVE: Contaminantes. Dieta
saudavel. Microbiologia de alimentos.
Enterobacter.

EVALUATION OF THE
BACTERIOLOGICAL QUALITY OF DETOX
/ GREEN JUICES

ABSTRACT: Brassica oleracea is a vegetable
with antioxidant activity used as an ingredient in
the preparation of “detox” juices. Controversial
about the benefits of consuming “detox” juices
with kale, preparation, sanitization or storage
conducts when not carried out properly can
interfere with the microbiological quality of the
food. Thus, the present study aimed to assess
the bacteriological quality of “detox” / green
juices marketed in the municipality of Caruaru-
PE. Thirty samples were analyzed using the
pour plate technique for counting heterotrophic
bacteria, using the multi-tube technique, the
presence of total and thermotolerant coliforms,
and spread plate to identify Staphylococcus
aureus and Pseudomonas aeruginosa were
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investigated. All samples analyzed showed a high number in the total count of heterotrophic
bacteria, as well as the presence of total coliforms. According to RDC 331/2019, 30% of
the analyzed samples had an index higher than that allowed for thermotolerant coliforms.
The presence of Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus in concentrations
sufficient to produce toxins was identified. It is concluded that the analyzed food samples can
be classified as a source of risk to public health, since microorganisms were detected that
indicate contamination by feces and organic material that prove deviations in the sanitary
hygienic quality of the analyzed samples.

KEYWORDS: Air pollutants. Healthy diet. Food Microbiology. Enterobacter.

11 INTRODUGAO

A busca por uma boa qualidade de vida vem tornando-se mais assidua, pois, isto
remete diretamente a sadde. Um fator fundamental que esta aliado a salide é a alimentacéo,
a qual, através de uma dieta saudavel, tem a capacidade de auxiliar positivamente no
metabolismo do organismo. Dentre estes alimentos, podemos citar as frutas e hortalicas,
que sao ricas fontes de compostos benéficos a saude, como as vitaminas e minerais. Dados
epidemiologicos mostram que existe uma grande e inversa correlagdo entre o consumo
regular de frutas e hortalicas e a prevaléncia de certas doencas degenerativas'.

A constatacdo de que nos vegetais sdo encontradas substéncias ativas
biologicamente e que estas sdo benéficas a satde ou desempenham efeitos fisioldégicos
desejaveis, tém estimulado a realizacdo de estudos sobre as suas propriedades
antioxidantes'. Uma hortalica com atividade antioxidante é a Brassica oleracea, conhecida
popularmente como a couve-folha. Devido a esta atividade, a Brassica oleracea tem sido
bastante utilizada como um dos principais ingredientes no preparo de sucos “detox”,
conhecidos também como sucos verdes ou funcionais.

Dentre os alimentos considerados funcionais, estdo enquadrados aqueles que
apresentam compostos com atividade antioxidante, que inibem ou diminuem as implicacoes
causadas pelos radicais livres. Além dos efeitos benéficos oriundos do consumo de sucos
“detox”/verdes e consequentemente da couve-folha, estes podem também interferir de
forma negativa sobre a saude, a depender de boas condutas de cultivo, preparo, sanitizacéo
ou armazenamento para ambos. Sendo estas etapas nédo realizadas de forma adequada, a
qualidade microbiolégica do alimento € diretamente afetada.

Ha mais de uma fonte de contaminacdo por microrganismos que interferem na
qualidade e seguranca microbiol6gica do suco, enquadrando também microrganismos
patogénicos. A primeira esté relacionada ao principal ingrediente do suco, a folha da couve,
a qual pode apresentar contaminag¢éo oriunda do seu cultivo, sendo possivel a presenca
de microrganismos patogénicos através da contaminacdo da agua utilizada durante o
desenvolvimento do vegetal, ou ainda por falta de condi¢bes higiénico-sanitéarias no que diz

respeito ao manejo até o armazenamento de forma inadequada, o que o torna um substrato
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propicio a degradag&o por microrganismos.

Além disso, durante o processamento do suco, a agua ou ingredientes coadjuvantes
utilizados na composicdo do mesmo, podem apresentar altos niveis de contaminagéo, o
que interfere diretamente na qualidade higiénico sanitaria do suco. A higienizagao incorreta
dos utensilios usados no processo de fabricagdo pode torna-lo um grande contaminante
do alimento.

Tendo em vista que o consumo de alimentos contaminados podera ocasionar
implicagbes a saude humana, o presente estudo teve como objetivo analisar a qualidade
bacteriolégica dos sucos “detox”/verdes comercializados no municipio de Caruaru-
PE, os quais possuiam a couve-folha (Brassica oleracea) como ingrediente no preparo.
A qualidade bacteriolégica do suco sera determinada através da contagem total de
bactérias heterotréficas, identificacdo de indicador de contaminagdo por manipulagcédo
(Staphylococcus aureus), contaminagdo por material organico (Pseudomonas aeruginosa),
presenca de coliformes totais e termotolerantes, sendo este um indicador de contaminacéo
de origem fecal. Logo essa pesquisa através de seus procedimentos analiticos, fornece
dados e informagdes para que a populagdo, comerciantes e autoridades sanitarias possam
exercer ou exigir um maior controle na qualidade higiénico sanitaria desses alimentos.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Tipo de estudo, coleta e amostragem

O presente estudo consistiu em uma pesquisa experimental laboratorial. A coleta
do suco “detox”/verde foi realizada nas principais academias e casas de suco localizadas
no municipio de Caruaru-PE. O calculo utilizado para se determinar o nimero de locais
que foram analisados e a quantidade de amostra a ser coletada em todos os locais de
comeércio foi feito de acordo com o plano de amostragem descrito no Codex Alimentarius. As
amostras foram coletadas no periodo de julho a agosto de 2019, em 10 estabelecimentos
diferentes, sendo um total de 30 amostras, ao qual de cada estabelecimento foram
coletadas 3 amostras com intervalo de 1 semana entre cada coleta, de modo a avaliar
possiveis variagdes. Como critério todas as amostras de suco coletadas tinham incluido a
couve como ingrediente no preparo.

Em cada estabelecimento, foram coletadas amostras do suco nas mesmas
embalagens em que estes eram vendidos. Posteriormente o alimento liquido foi transferido
para sacos plasticos estéreis previamente identificados com capacidade de 150mL. Em
seguida foi realizado o transporte das amostras sob refrigeracéo em caixa isotérmica, sob
condi¢cbes assépticas, para analise bacteriol6gica no laboratério de Controle de Qualidade
Microbiolégico de Alimentos do Centro Universitario Tabosa de Almeida (ASCES-UNITA).
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2.2 Analise bacteriolégica

As técnicas utilizadas foram as preconizadas pelo American Public Health Association
(APHA)?, 232 edicao de 2017.

2.2.1 Coliformes totais e termotolerantes

Para pesquisa de coliformes totais e termotolerantes, utilizou-se a técnica dos
tubos mudltiplos recomendada pelo Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater em triplicata®. Para o teste presuntivo o meio de cultura utilizado foi o caldo
lactosado, em séries de 5 tubos, incubados por 48 horas, em estufa a 32,5+2,5°C, na
etapa confirmatéria, para coliformes totais, o meio caldo verde brilhante bile a 2% nas
mesmas condi¢des de incubacgéo e caldo EC, para coliformes termotolerantes, incubados
a 42,5+2,5°C.

2.2.2 Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa

As amostras foram submetidas a analise pelo método spread plate, de modo que
um inéculo de 1mL de cada amostra diluida, foi distribuido na superficie de trés placas
previamente preparadas de agar baird-parker (BP), para pesquisa de S. aureus, e agar
cetrimide, para P. aeruginosa. Os in6culos foram espalhados pela placa com auxilio de uma
alca de Drigalski. Ap6s completa absorgéo da amostra, as placas foram incubadas de forma
invertida em estufa, sob temperatura de 32,5+2,5°C durante 48 horas.

Nas placas de BP, foram contadas apenas as col6nias que apresentaram
caracteristicas tipicas de S. aureus. Estas col6nias foram submetidas aos testes
confirmatérios de catalase e coagulase. Para identificacdo da presenca de P. aeruginosa
em agar cetrimide, as placas que apresentaram crescimento de unidades formadoras de
colénias (UFC), foram submetidas a luz UV. A caracteristica que define o teste presuntivo
como positivo, € a presenca de pigmento esverdeado fluorescente das col6nias sob a luz
UV. Para confirmacgéo foi realizado o teste de oxidase das colénias que apresentaram
fluorescéncia.

2.2.3 Bactérias heterotroficas

A técnica pour plate foi utilizada para contagem total de bactérias heterotréficas,
sendo o meio para cultura o Plate Count Agar (PCA). Para cada amostra foi realizada seis
inoculacdes em placas de Petri, de duas diluicdes diferentes, sendo trés placas para cada
concentragcdo. Cada placa de Petri, vazia e estéril previamente identificada, recebeu um
in6culo de 1mL, em seguida foi vertido aproximadamente 15 mL de PCA fundido, por fim
foi realizada a homogeneizagédo. Apos solidificacdo do meio, as placas foram incubadas
invertidas a temperatura de 32,5 + 2,5°C. O periodo de incubacéo foi de 72 horas. A partir

da contagem do numero de col6nias crescidas em cada placa é calculada a média das
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Unidades Formadoras de Colénias por mL (UFC/mL) para cada diluicdo e amostra diferente.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

No Brasil ndo existe legislacéo vigente que determine como deve ser a manipulagao
de alimentos minimamente processados®. Porém, existem as Resolucdes de Diretoria
Colegiada (RDC), estabelecidas pela ANVISA, que foram desenvolvidas para estabelecer
boas praticas de manipulagdo e produgdo de alimentos, minimizando as doencgas
transmitidas pelos alimentos.

A RDC n° 331 de 23 de dezembro de 2019, que dispbe de principios gerais e

“wr

critérios para padrdes microbioldégicos de alimentos, estabelece que para sucos “in
natura”, sdo permitidas contagens de Escherichia coli de até 102/mL, a qual € um coliforme
termotolerante, ja a Salmonella sp a cada 25mL de amostra indicativa, deve estar ausente.
Tomando como base a RDC 331/2019, apenas 30% das amostras analisadas no estudo
apresentaram indices de contaminag¢do maior que o permitido para pesquisa de coliformes
termotolerantes.

De acordo com os resultados obtidos todas das amostras apresentaram elevada
contagem de bactérias heterotréficas. Foi encontrada uma variagéo de 3+1,1 x 10* UFC/mL
a >2 x 108 UFC/mL para essa andlise. Com isso, foi visto que todas as amostras tiveram
a contagem de bactérias heterotréficas maior que 104 UFC/mL. Na etapa confirmatéria do
teste de coliformes, 100% das amostras apresentaram a presenca de coliformes totais
(Tabela 1) e 50% tiveram resultado positivo para coliformes termotolerantes, poréem apenas
parte destas (30%) apresentaram indices fora da especificagcdo de acordo com os limites
estabelecidos pela ANVISA, visto que Escherichia coli é o microrganismo que representa o
grupo coliformes termotolerantes (Tabela 2).

Amostras Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3

Al >1600 NMP/100mL 220 NMP/100mL >1600 NMP/100mL
A2 7 NMP/100mL 500 NMP/100mL >1600 NMP/100mL
A3 >1600 NMP/100mL >1600 NMP/100mL 350 NMP/100mL
A4 >1600 NMP/100mL 1600 NMP/100mL >1600 NMP/100mL
A5 1600 NMP/100mL 1600 NMP/100mL >1600 NMP/100mL
A6 >1600 NMP/100mL >1600 NMP/100mL >1600 NMP/100mL
A7 8 NMP/100mL >1600 NMP/100mL 2 NMP/100mL

A8 1600 NMP/100mL >1600 NMP/100mL >1600 NMP/100mL
A9 >1600 NMP/100mL >1600 NMP/100mL >1600 NMP/100mL
A10 17 NMP/100mL >1600 NMP/100mL 1600 NMP/100mL

Tabela 1- Resultado da analise do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais em suco
“detox”/verde.
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Amostras Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3

Al 4 NMP/100mL <2 NMP/100mL >1600 NMP/100mL
A2 <2 NMP/100mL <2 NMP/100mL <2 NMP/100mL

A3 <2 NMP/100mL 1600 NMP/100mL 6 NMP/100mL

A4 <2 NMP/100mL <2 NMP/100mL 350 NMP/100mL
A5 1600 NMP/100mL 2 NMP/100mL <2 NMP/100mL

A6 <2 NMP/100mL <2 NMP/100mL 350 NMP/100mL
A7 <2 NMP/100mL 170 NMP/100mL <2 NMP/100mL

A8 >1600 NMP/100mL ~ >1600 NMP/100mL <2 NMP/100mL

A9 <2 NMP/100mL 1600 NMP/100mL 1600 NMP/100mL
A10 <2 NMP/100mL 2 NMP/100mL 4 NMP/100mL

Tabela 2- Resultado da analise do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes fecais em suco
“detox”/verde.

Outros patégenos oportunistas e que também fazem parte da microbiota normal
humana foram identificados em parte das amostras. Entre estes alguns ja possuem muitos
estudos clinicos quanto a sua capacidade de resisténcia, principalmente em ambiente
hospitalar. Um exemplo é a Pseudomonas aeruginosa, a qual atualmente se posiciona
entre as principais bactérias causadoras de infeccbes hospitalares, além das espécies
Staphylococcus coagulase negativo e o Staphylococcus aureus *.

Staphylococcus aureus é uma bactéria gram-positiva, catalase-positiva, imovel,
ndo-esporulada e ndo-encapsulada, comumente encontrada na microbiota da pele de
pessoas saudaveis. No entanto, com a baixa da imunidade, a bactéria pode causar doengas
graves como pneumonia, meningite e endocardite. Devido a sua capacidade adaptativa,
sdo encontradas cepas resistentes aos antibiéticos de uso comum. O uso irracional de
medicamentos, principalmente de antimicrobianos, € o principal fator responséavel pelo
surgimento de cepas multirresistentes®. A mesma é produtora de toxinas e podem resultar
em danos a saude de quem a ingerir, calcula-se que a ingestdo de apenas 1 mg da toxina
produzida por Staphylococcus aureus seja suficiente para o desenvolvimento de sintomas
em seres humanos®. Diante disso 23,4% das amostras analisadas apresentaram potencial
de producgéo de toxinas pelo Staphylococcus aureus com capacidade de causar algum
sintoma ao seu consumidor.

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria gram-negativa, um dos principais
causadores de infecgdes hospitalares, em geral em pacientes imunodeprimidos. Trata-se
da principal bactéria em relagéo ao tema de resisténcias a antibibticos, sobretudo aqueles
de amplo-espectro e sua resisténcia é derivada especialmente da produgéo de enzimas
beta-lactamase. Um estudo realizado por Figueiredo’, revelou que 49,7% das cepas de
P. aeruginosa eram resistentes a trés ou mais antibidticos e revelou ainda que 28% eram
resistentes a seis antibiéticos ou mais, evidenciando a capacidade de adaptacéo da bactéria,
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necessitando ainda mais de novas formas para combater as cepas multirresistentes.

O patégeno indicador de contaminag&o por manipulagéo, S. aureus, estava presente
em 76,7% das amostras em quantidades variaveis. Porém 23,4% destas apresentaram
quantidade de UFC suficientes para producgéo de toxinas.

41 CONCLUSAO

O presente estudo explorou o alimento analisado, concluindo que todas as amostras
avaliadas apresentaram alguma n&o conformidade, incluindo um alto nimero na contagem
total de bactérias heterotréficas, bem como a presenca de coliformes totais. De acordo com
a RDC 331/2019, 30% das amostras analisadas apresentaram indice maior que o permitido
para coliformes termotolerantes. Foi identificada também a presenca de Pseudomonas
aeruginosa e de Staphylococcus aureus em concentragdes suficientes para produgéo de
toxinas.

Visto que foram detectados microrganismos patogénicos que comprovam desvios
na qualidade das amostras, sugestivas de mas condi¢gdes higiénico-sanitarias no
processamento do produto, o mesmo pode ser classificado como uma fonte de risco a
saude publica. Dessa forma é de suma importancia alertar os manipuladores de alimentos
sobre as Boas Praticas de Manipulagdo de Alimentos, assim como seu armazenamento
correto e seguir as recomendacdes necessarias para que os consumidores possam ter

acesso a alimentos seguros e de boa qualidade.
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