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Os alimentos oferecidos a populacao devem ser produzidos e estocados com boas condicoes higiénico-
sanitarias. Alimentos (e bebidas) contaminados com algumas espécies do género Salmonella poderem
causar enterocolite grave e, em casos extremos, até a morte do individuo. Refrescos de refresqueiras e
aguas de coco in natura sao amplamente comercializadas em nosso meio. Somando-se a isso, é observada
uma caréncia de dados na literatura a respeito da seguranca alimentar desses alimentos. Sendo assim,
o presente estudo objetivou avaliar as condicdes microbioldgicas das citadas bebidas. Para isso, a
contagem de coliformes fecais e totais pela técnica do Numero Mais Provavel (NMP) e a pesquisa
presuntiva de Salmonella por metodologias convencionais foram realizadas com amostras de refrescos
de refresqueiras e aguas de coco adquiridas em pontos comerciais da regiao Sul Fluminense do estado
do Rio de Janeiro. Vinte e uma amostras foram analisadas, sendo 19 de refrescos e 2 de agua de coco.
As amostras foram coletada dos municipios de Barra do Pirai (14; 66,7%), Vassouras (4; 19%) e Volta
Redonda (3; 14,3%). Dentre as 19 amostras de refresco, sete (36,8%) apresentaram alta concentracao de
coliformes totais, enquanto uma (5,3%) apresentou nimero de coliformes fecais em desacordo com a
legislacao vigente, além de seis (31,6%) mostrarem coldnias sugestivas de Salmonella no agar Hektoen.
Dentre as duas amostras de agua de coco, uma se mostrou impropria para o consumo por conta do nimero
de coliformes fecais apresentado. Os dados apontam a necessidade de mais estudos e melhor fiscalizacao
dos estabelecimentos comerciais em nosso meio.
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Abstract Food directed for human consumption must be produced and stored in good hygienic-sanitary conditions.

Keywords

Contamination of the food and drinks with some species Salmonella can cause severe enterocolitis and,
in extreme cases, even death. Juice and fresh coconut water are widely sold in our region. Despite of it,
there is few data in specialized literature regarding the microbiology safety of these products. Therefore,
the present study aimed to evaluate the microbiological conditions of the mentioned beverages. The
count of fecal and total coliforms by the Most Probable Number (NMP) technique and the presumptive
detection of Salmonella by conventional methodologies were carried out with a selection of juice and
coconut water purchased at commercial points in cities localized in the Southern Fluminense region of
Rio de Janeiro state. Twenty-one samples were tested: 19 juices and 2 coconut waters. The sample was
collected from the municipalities of Barra do Pirai (14; 66.7%), Vassouras (4; 19%) and Volta Redonda (3;
14.3%). Among the 19 soft drink samples, seven (36.8%) showed high concentration of total coliforms,
while one (5.3%) had a number of fecal coliforms in disagreement with current legislation. In addition,
six (31.6%) presented suggestive colonies of Salmonella on Hektoen agar. Among the two samples of
coconut water, one (50%) was unfit for consumption due to the number of fecal coliforms presented.
The data point to the need for further studies and better inspection of commercial establishments in our
region.

Salmonella; Coolers; Coconut Water; food safety
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1 INTRODUCAO

Boas condicdes higiénico-sanitarias na producédo, estocagem e comercializacédo
dos alimentos sdo fundamentais para a salde e bem estar da populacdo. Entretanto,
muitos comerciantes ndo atendem as normas estabelecidas pelos 6rgdos competentes
(POERNER et al., 2009; ASSIS et al., 2011). Isto € ainda mais grave na comercializacao
de refrescos acondicionados em refresqueiras e dguas de coco in natura (de carrinhos
ambulantes), onde a falta de higienizagdo dos aparelhos e os nutrientes dessas bebidas
criam um ambiente favordvel a proliferacdo de microrganismos com potencial
patogénico (ABA et al., 2021).

Dentre estes microrganismos observamos os coliformes, os quais constituem um
grupo que abarca espécies de bactérias que podem ser normalmente encontradas tanto no
trato gastrintestinal humano como no de outros animais homeotérmicos. Este grupo pode
ainda ser dividido em coliformes totais e fecais (termotolerantes), ao passo que suas
determinacfes apresentam-se muito Uteis para verificacdo da qualidade microbioldgica
de alimentos e bebidas, sendo amplamente utilizadas e regulamentadas em todo mundo,
inclusive no Brasil (BRASIL, 2001; BRASIL, 2003; BOSILEVAC et al., 2016).

O indice de coliformes totais é utilizado para avaliar as condi¢des higiénicas,
considerando que altas contagens indicam contaminacdo poés-sanitizacdo ou poés-
processo, tratamentos térmicos ineficientes ou multiplicacdo durante o processamento e
estocagem (BRASIL, 2001; MURRAY, ROSENTHAL, & PFALLER, 2017). A taxa de
coliformes fecais é empregada como indicador de contaminacéo fecal e acusa condi¢des
higiénico-sanitarias deficientes, visto presumir-se que a populacdo deste grupo é
constituida de uma alta proporcao de Escherichia coli (BRASIL, 2003; PEREIRA et al.,
2018).

O género Salmonella é constituido por bactérias Gram-negativas, pertencentes a
familia Enterobacteriaceae. A patogenicidade das salmonelas varia de acordo com o
sorotipo, idade e condigbes de saude do hospedeiro, podendo ser classificada em
enterocolite e febre entérica. Na enterocolite, as salmonelas se aderem e invadem a
mucosa intestinal, especialmente na regido ileocecal. A resposta inflamatoria do
hospedeiro estimula secre¢do ativa de fluidos para o limen intestinal, ocasionando
diarreia grave, em alguns casos fatal. Ja na febre entérica, as bactérias atingem 0s
linfonodos mesentéricos e, desse ponto, disseminam-se para outros 6rgdos como o baco

e o figado, onde se multiplicam e podem difundir-se por meio da corrente sanguinea para
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outros oOrgdos, causando septicemia e, em alguns casos, morte (MURRAY,
ROSENTHAL, & PFALLER, 2017; PROCOP et al., 2018).

Na atualidade, ocorre variagdo no nimero de casos de salmoneloses dependendo
do pais e das condi¢bes em que as populagdes vivem. Paises mais desenvolvidos tendem
a apresentar um menor namero de casos, por conta das diferentes condic¢des higiénico-
sanitarias em que a populacédo vive, incluindo programas de fiscalizacdo de alimentos
(SHINOHARA et al., 2008; LAUFER et al., 2015). Mesmo assim, estima-se que
ocorram 1 milh&o e 400 mil casos de salmonelose por ano apenas nos Estados Unidos,
resultando em 16.000 hospitalizacdes e 600 mortes, apesar deste ser um dos paises mais
desenvolvidos do planeta (PROCOP et al., 2018). Reforcando esses dados, Laufer e
colaboradores (2015), ap6s um levantamento epidemiol6gico dos surtos de salmonelose,
observaram nos Estados Unidos que, entre 1973 e 2011, foram registrados 96 surtos
acometendo 3684 pacientes (mais de 2,5 surtos por ano).

Um agravante € o fato de que o refresco ou a agua de coco in natura podem estar
contaminados por este patdgeno acima da dose infectante, mesmo sem apresentar
caracteristicas sensoriais perceptiveis, uma vez que esta dose varia de apenas 10°a 108
UFC em humanos saudaveis, embora tenham sido relatadas salmoneloses alimentares
com doses muito menores (<10%) (PROCOP et al., 2018). Isto ressalta a necessidade de
atencdo na higiene no preparo, acondicionamento e da sanitizacdo dos aparelhos
relacionados a essas bebidas (HUMPHREY 2004; DE PAULA, MARIOT & TONDO,
2005). Reiterando esta necessidade, a agéncia nacional de vigilancia sanitaria considera
aptos para o consumo apenas refrescos e aguas de coco in natura em que ndo haja
deteccdo de Salmonella sp. em 25 ml de amostra (BRASIL, 2001).

Refrescos de refresqueiras e aguas de coco in natura de carrinhos ambulantes sdo
amplamente comercializados em diversos pontos da regido Sul Fluminense sem devida
fiscalizacdo governamental. Soma-se a isto a escassez apresentada pela literatura sobre a
qualidade microbioldgica dessas bebidas nos pontos comerciais de nossa regido, apesar
da possibilidade de desconfortos intestinais, transmissdao de enteropatdogenos e
salmoneloses associados ao consumo dessas bebidas (BRUM et al., 2014, DIAS et al.,
2015; LUNA et al., 2018).

Sendo assim, justificou-se a realizagdo do presente trabalho a fim de avaliar a
qualidade microbioldgica de refrescos acondicionados em refresqueiras e aguas de coco
in natura de carrinhos ambulantes e levantar dados que alertem para a necessidade tanto

da implementagcdo de politicas para conscientizacdo da populagdo sobre 0s riscos
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associados ao consumo destas bebidas, quanto da urgéncia para implementacdo de

programas de vigilancia mais rigorosos na comercializacdo das mesmas.

2- OBJETIVOS
2.1. Objetivos Gerais:

Tendo em vista a possibilidade de desconfortos intestinais, transmissdo de
enteropatdgenos e salmoneloses associados ao consumo de refrescos acondicionados em
refresqueiras e 4guas de coco in natura de carrinhos ambulantes, o presente estudo teve
como objetivos gerais avaliar as condigdes higiénico-sanitaria e microbiolégica de

amostras dessas bebidas comercializadas na regido Sul Fluminense.

2.2. Objetivos Especificos:

e Coletar e processar as amostras de maneira adequada, seguindo os critérios dados pelos
Orgdos competentes.

e Determinar as condicdes higiénicas dos refrescos de refresqueiras e dguas de coco in
natura pela avaliacdo de coliformes fecais e termotolerantes por meio da técnica de
Numero Mais Provavel (NMP).

e Pesquisar a presenca de Salmonella sp. nas amostras refrescos de refresqueiras e aguas

de coco in natura por meio de rastreamento presuntivo convencional.

3- MATERIAIS E METODOS

As andlises microbioldgicas e interpretacdo dos resultados foram realizadas de
acordo com as recomendacdes e exigéncias da RDC n. 12 de 2 janeiro de 2001 (BRASIL,
2001), o manual técnico de diagndstico laboratorial de Salmonella spp (BRASIL, 2011)
e PEREIRA e colaboradores (2018).

3.1. Coleta das Amostras
As amostras de refrescos obtidas de refresqueiras e as de agua de coco in natura (de
carrinhos ambulantes) foram coletadas de pontos comerciais de diferentes cidades da
regido Sul Fluminense (Barra do Pirai, Barra Mansa e Valenga).
Cerca de 200 ml das amostras foram transferidas do copo diretamente para
embalagens esterilizadas e imediatamente acondicionadas em caixas isotérmicas com
gelo reciclavel e encaminhadas o mais rapido possivel ao laboratorio de microbiologia

do Centro Universitario Geraldo Di Biase, no Campus de Barra do Pirai, para analise.
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Todas as amostras foram codificadas a fim de preservar o sigilo do local de
compra da mesma. Apenas os resultados referentes a cada cidade de maneira geral foram

divulgados.

3.2. Pesquisa de Coliformes

As determinacdes do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e
termotolerantes foram realizadas segundo a Instrugdo Normativa n® 62 de 2003 do
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA).

3.2.1. Prova Presuntiva e Pesquisa de Coliformes Totais

Resumidamente, 10 ml de cada amostra foram inoculadas em trés tubos contendo 10
ml de caldo lauril sulfato em concentracdo dupla e tubos Durhan invertidos.
Posteriormente, 1 ml da amostra foi inoculado em trés tubos contendo 9 ml de caldo
lauril sulfato de s6dio em concentracdo simples (com tubos de Durhan invertidos),
formando as diluicdes 107, Posteriormente, sforam realizadas diluicBes seriadas em
tubos contendo 9 ml de caldo lauril sulfato de s6dio em concentracdo simples (e tubos
Durhan invertidos) de modo a se obter trés tubos nas concentragdes 102 e 10 para cada
amostra. A presenca de coliformes foi evidenciada pela formacao de gas nos tubos de
Durhan, produzido pela fermentacdo da lactose contida no meio. A confirmacgdo de
positividade foi realizada transferindo-se aliquotas dos tubos positivos para outros
contendo caldo Verde Brilhante (e tubos Durhan invertidos) seguida de incubacdo a 37°C
por 24-48 horas.

Os resultados foram interpretados utilizando-se a tabela estatistica de Hoskins.

3.2.2 Coliformes Termotolerantes

Para a confirmacdo da presenca de coliformes termotolerantes, uma aliquota das
culturas suspeitas (positivas do item 4.2.1) foi inoculada em caldo EC e incubada em
temperatura seletiva de 45 * 0,2°C durante 24-48 horas. A presenca de gas nos tubos de

Durhan evidenciou a fermentacdo da lactose presente no meio.

3.3. Pesquisa de Salmonella
3.3.1. Analise Presuntiva

A pesquisa de Salmonella foi realizada baseando-se nas orientagdes de Brasil (2003),
Pinheiro e colaboradores (2005), Lazaro e colaboradores (2008) e Brasil (2011).
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Resumidamente, para o pré-enriquecimento, 25 ml da amostra de bebida foram
transferidas para um Erlenmeyer contendo 225 ml de agua peptonada tamponada estéril.
Apo6s homogeneizagdo, a amostra foi incubada a 37+ °C por até 24 horas. Posteriormente,
os frascos com o caldo de pré-enriquecimento foram agitados delicadamente e
transferidas 100 pl e 1 ml da agua peptonada para 10 ml e 9 ml de caldo Rappaport
Vassiliadis (RV) e Caldo Tetrationato (TT), respectivamente. Esses foram, entéo,
incubados a 41,5+1°C em banho-maria (para 0 RV) e 37£1°C (para o TT), ambos por 24
horas. Apos este procedimento, uma algada foi semeada em uma placa de petri contendo

agar Hektoen para a deteccdo de col6nias sugestivas.

4- RESULTADOS E DISCUSSAO

Vinte e uma amostras foram analisadas, sendo 19 de refrescos e 2 de agua de coco.
As amostras foram coletada de Barra do Pirai (14; 66,7%), Vassouras (4; 19%) e Volta
Redonda (3; 14,3%), municipios do estado do Rio de Janeiro, conforme demonstrado na

Figura 1. As duas amostras de 4gua de coco foram coletadas de Barra do Pirai.

Distribuicao das amostras por cidade

3

m Barra do Pirai = Vassouras Volta Redonda

Figura 1. Nimero de amostras coletadas em cada um dos municipios inclusos no estudo

(as duas amostras de dgua de coco foram coletadas de Barra do Pirai).

Dentre as 19 amostras de refresco, sete (36,8%) apresentaram alto nimero de
coliformes totais (>102> NMP/ml) e uma (5,3%) apresentou nimero de coliformes fecais
em desacordo com as normas vigentes (>102 NMP/ml) (Figura 2), além de seis (31,6%)
mostrarem colbnias sugestivas de Salmonella no agar Hektoen (Figura 3). Dentre as
duas amostras de agua de coco, uma (50%) se mostrou imprdpria para 0 consumo por
conta do numero de coliformes fecais apresentado (BRASIL 2001).
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Figura 2. Distribuicdo de amostras com alta concentracdo de coliformes totais e fecais
(>102 NMP/ml) (BRASIL 2001).

Figura 3. Agar Hektoen contendo colbnias sugestivas (com centros negros) de

Salmonella sp. (fonte: propria).

Como mencionado anteriormente, o indice de coliformes totais é utilizado para
avaliar as condigdes higiénicas, sendo seu emprego um avaliador indireto das condicdes
higiénico-sanitarias (BRASIL, 2001; MURRAY, ROSENTHAL, & PFALLER, 2017).
Os refrescos sdo amplamente comercializados em padarias e lanchonetes em nosso meio.

As refresqueiras devem ser higienizadas com frequéncia, e a agua para preparar 0S
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refrescos deve ter boa procedéncia a atingir os parametros minimos exigidos para
consumo humano (BRASIL, 2003; PEREIRA et al., 2018). Nossos resultados apontam
que algumas amostras coletadas de estabelecimentos de Barra do Pirai e de Volta
Redonda apresentaram concentracdes de coliformes totais incompativeis com boas
praticas higiénico-sanitarias. Além disso, uma amostra ndo atendeu aos padrbes
microbiologicos estabelecidos pela RDC n°. 12 de 2 de janeiro de 2001 da ANVISA a
respeito dos coliformes fecais. Esses resultados sdo similares aos encontrados no trabalho
de Lisboa e colaboradores (2018), no qual os autores encontraram cerca de 20% das
amostras armazenadas em refresqueiras contaminadas por coliformes em uma cidade da
Bahia. Semelhantemente, Godoi e Borges (2017) encontraram 30% das amostras de
refresco em desacordo com a citada legislacdo em Uberlandia-MG.

Todos esses dados evidenciam a necessidade de maior fiscalizagdo por parte das
autoridades competentes e conscientizacdo da populacdo no consumo destes produtos.

Apesar de ter sido coletado apenas duas amostras de agua de coco, uma (50%) se
mostrou impropria para 0 consumo, o que € corroborado pelo trabalho de Souza,
Cavalcante e Aguiar (2021), no qual foi encontrado 60% das amostras de agua de coco
(coletadas em Fortaleza-CE) fora dos padrGes microbioldgicos, demonstrando que
também ha necessidade de maior controle na comercializacdo dessa bebida.

Como ja apontado, as manifestacfes intestinais causadas por salmonela podem
causar desde pequenos desconfortos até diarreias graves. Apesar da dose infectante das
salmonelas ser pequena, os diferentes sorotipos tém patogenicidades diferentes, além do
estado de salde do individuo ter grande influéncia para o prognéstico da doenca. As
salmonelas podem ainda se disseminar pelo organismo, causando febre entérica,
atingindo vérios 6rgdos e causando septicemia, gerando um quadro que pode ser fatal
(MURRAY, ROSENTHAL, & PFALLER, 2017; PROCORP et al., 2018). Dentre as 19
amostras de refresco incluidas no presente estudo, seis (31,5%) apresentaram coldnias
sugestivas de Salmonella sp. no 4gar Hektoen, apds o enriquecimento em caldo RV e TT
(item 3.3.1). Esse resultado vai de encontro com os encontrados por Godoi e Borges
(2017), onde as autoras ndo encontraram colonias de salmonela nas amostras analisadas.
Sendo assim, novos estudos devem ser realizados, uma vez que a deteccdo desse
patdgeno em alimentos gera grande preocupacdo, além de estar em desacordo com a
legislacdo vigente (BRASIL, 2001).

Tendo em vista o risco de infecgdes e intoxicacOes alimentares, os dados do presente

trabalho apontam para a necessidade de mais estudos e melhor fiscalizacdo dos
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estabelecimentos comerciais em nosso meio.

Consideracoes Finais

Os alimentos oferecidos comercialmente a populacdo devem ser de qualidade,
respeitando as condigdes higiénico-sanitarias (e, por conseguinte, microbiol6gicas)
estabelecidas pela legislacdo de nosso pais.

Os resultados do presente trabalho apontam para a necessidade de novos estudos
a respeito das condicdes higiénico-sanitarias dos refrescos e agua de coco
comercializadas em nosso meio, uma vez que precisamos de uma elevada quantidade de
dados de diferentes cidades de nossa regido. Esses levantamentos podem despertar a
atencdo tanto das autoridades fiscalizadoras competentes quanto da populacdo em geral.
Sendo assim, com maior fiscalizacdo e conscientizacdo da populacdo, pode-se evitar

quadros de disenteria, salmoneloses e infec¢des parasitarias.
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