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ABSTRACT

Fruit salad is a food that has several nutrients, such as vitamins and minerals. The population
has the idea that this food is healthy, but minimally processed foods become more susceptible
to microbiological contamination, since inadequate hygiene conditions from the receipt of the
raw material until the commercialization can favor the emergence and growth of
microorganisms, including pathogens. The objective of this work was to evaluate the
microbiological quality of fruit salads commercialized in the city of 1lhéus-BA. During the
month of October eight samples were collected, four of them being fixed establishments and
four of street vendors. For the analysis of total coliforms, thermotolerant and Escherichia coli,
the Most Probable Number Method (MPN) was used. Already for theanalysis of Salmonella
was used 1SO Method 6579: 2002 (E).The results were interpreted according to DRC No. 12
of January 2, 2001 of ANVISA and revealed that 37.5% of the samples were found to be unfit
for human consumption because they contained coliforms at 45 ° C above that allowed by
legislation (5x102 CFU / g). For total coliforms the counts varied from 3.6 to> 1100 NMP/g,
the presence of E. coli was detected in two samples and there was absence of Salmonella in
all samples analyzed. Through the results obtained it was possible to observe that fixed
establishments presented a greater quantity of samples unfit for consumption in relation to
street vendors. In addition, they demonstrated flaws in the hygiene processes, suggesting the
need to apply Good Manufacturing Practices (GMP).
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RESUMO

A salada de frutas é um alimento que possui varios nutrientes, como vitaminas e minerais. A
populacdo tem a idéia de que este alimento é saudavel, porém alimentos minimamente
processados tornam-se mais susceptiveis a contaminacdo microbiologica, poiscondi¢fes
inadequadas de higiene desde o recebimento da matéria-prima até a comercializacdo podem
favorecer o surgimento e crescimento de micro-organismos, inclusive patogénicos.Logo este
trabalho teve por objetivo avaliar a qualidade microbioldgica de saladas de frutas
comercializadas no municipio de Ilhéus-BA. Durante 0 més de outubro foram coletadas oito
amostras, sendo quatrode estabelecimentos fixos e quatro de vendedores ambulantes. Para
anélise decoliformes totais, termotolerantes e Escherichia colifoi utilizado o Método do
NUmero Mais Provavel (NMP). Japara a analise de Salmonellafoi utilizado o Método 1SO
6579:2002(E). Os resultados foram interpretados de acordo com a RDC n°12 de 02 de janeiro
de 2001 da ANVISA e revelaram que 37,5% das amostras encontraram-se improprias para o
consumo humano, por conterem coliformes a 45°C acima do permitido na legislacdo (5x102
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UFC/g). Para coliformes totais as contagens variaram de 3,6 a>1.100 NMP/g, a presenca de
E. coli foi detectada em duas amostras e houve auséncia de Salmonella em todas as amostras
analisadas. Através dos resultados obtidos foi possivel observar que estabelecimentos fixos
apresentaram maior quantidade de amostras improprias ao consumo em relacdo a vendedores
ambulantes. Além disso, demonstraram falhas nos processos de higienizacdo, sugerindo a
necessidade da aplicacdo de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF).

PALAVRAS-CHAVE: Coliformes;Minimamente processados; Salmonella.

1. INTRODUCAO

O estilo de vida da populacdo faz com que os consumidores procurem se alimentar
de forma répida, pratica e saudavel. Com isso, vem crescendo no mercado o consumo de
alimentos minimamente processados, método introduzido no Brasil na década de 1990
(SMANIQTO et al. 2009).

Segundo a International Fresh-Cut Producers Association (IFPA, 2005), qualquer
fruta ou hortalica, ou ainda qualquer combinacao delas, que foi alterada fisicamente a partir
de sua forma original, embora mantenha o seu estado fresco, séo classificados como alimentos
minimamente processados. Independente do tipo, ele € selecionado, lavado, descascado e
cortado, resultando num produto 100% aproveitavel que, posteriormente, é embalado ou pré-
embalado.

A salada de frutas éum alimento pratico que possui varios nutrientes, como vitaminas
e minerais que transpde a populacdo a idéia de ser um alimento saudavel por estar livre de
gorduras trans, conservantes quimicos, dentre outros.Porém quando manipulados durante o
preparo em condigOes inadequadas de higiene podem favorecer o surgimento e crescimento
de micro-organismos, inclusive patogénicos. Para Franco e Landgraf (2005) a salada de frutas
é considerada um meio propicio para o desenvolvimento de micro-organismos, devido ao alto
teor de agua que favorece o crescimento de leveduras e bactérias, pH acido que favorece o
crescimento de bolores e leveduras, alta manipulagdo durante o preparo que pode levar a
contaminacdo por micro-organismos indicadores e condic¢des inadequadas de temperatura
durante o armazenamento.

Além disso, esse tipo de alimento é consumido in natura, sem passar por nenhum
tipo de processamento capaz de reduzir o nimero de micro-organismos que deterioram 0S

alimentos ou que causam danos a satde (LINS et al. 2014).
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A andlise microbioldgica dos alimentos é fundamental, pois permite conhecer as
condicdes de higiene em que o alimento foi preparado e os riscos que pode fornecer a salde
do consumidor.

Logo para prevenir estes riscos microbioldgicos aplica-se, aos Estabelecimentos
Produtores,a RDC n° 216, de 15 de setembro de 2004, que estabelece 0 Regulamento Técnico
de Boas Préticas de Fabricacdo para servicos de alimentacéo.

Coliformes sdo um grupo composto por bactérias da familia Enterobacteriaceae,
gram-negativas, anaerdbias facultativas, em forma de bastonetes que sdo capazes de fermentar
a lactose com producédo de acido e gas quando incubados a 35°C por 48 horas. Pertencem a
este  grupo as espécies dos géneros Escherichia, Klebisiella, Enterobactere
Citrobacter(SILVA et al. 2007).

Os coliformes termotolerantes sdo os coliformes totais que apresentam a capacidade
de continuar fermentando a lactose com producdo de gas quando incubados a 45,5°C. A
presenca destes micro-organismos evidenciam falha nas condicGes de higiene dos processos
de fabricacdo, mas ndo indicam necessariamente a ocorréncia de contaminacao fecal do
alimento, pois os coliformes também estdo presentes em outros ambientes. J& a Escherichia
coli ndo costuma ser encontrada se reproduzindo no ambiente e tem como habitat primario o
trato intestinal do homem e animais, logo é a espécie que melhor indica a contaminacao fecal
(FORSYTHE, 2013).

“A salmonelose ¢ considerada uma das doengas de origem alimentar relatadas
mundialmente com mais frequéncia” (FORSYTHE, 2013, p. 213). A Salmonella pertence a
familia Enterobacteriaceae, sdo gram-negativas, anaerobias facultativas, e tem forma de
bastonetes curtos, fermenta a glicose, porém é incapaz de metabolizar a lactose e a sacarose.
A maioria das infeccdes de origem alimentar causadas por Salmonella estdo associadas a
ingestdo de ovos crus ou mal cozidos, carnes e produtos lacteos, no entanto surtos de
salmoneloses também tém sido relacionados com uma variedade de frutas e vegetais crus
(FRANCO; LANDGRAF, 2008; FORSYTHE, 2013).

O interesse publico em relacdo a seguranca dos alimentos tem aumentado devido ao
numero crescente e a gravidade das doencas transmitidas por alimentos (DTAS), pois muitos
consumidores nao tém consciéncia de que alimentos contaminados podem causar problemas
potenciais muito mais graves que um curto episddio de gastroenterite, podendo levar a
hospitalizacdo (FORSYTHE, 2013). De acordo com Santos et al. (2010, p. 142) “As frutas e
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verduras sdo fontes potenciais de micro-organismos patogénicos, sendo frequentemente
incriminadas em doencgas de origem alimentar (DTAs) em varias partes do mundo”.

Partindo desse pressuposto o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
qualidade microbiolégica das saladas de frutas comercializadas no municipio de Ilhéus,
Bahia, e verificar se estas atendem aos padrdes microbioldgicos estabelecidos pela RDC 12 de
02 de janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

2. METODOLOGIA

2.1 AMOSTRAS

No periodo de 04 a 24 de outubro de 2016 foram coletadas oito amostras, sendo duas
amostras coletadas em dois estabelecimentos fixos (duas amostras por estabelecimento,
totalizando quatro amostras)e duas amostras coletadas com dois vendedores ambulantes (duas
amostras por vendedor ambulante, totalizando quatro amostras). As amostras foram
transportadas sob refrigeracdo ao Laboratério da Faculdade Madre Thaispara serem

analisadas imediatamente.

2.2 ANALISES
As analises foram realizadas de acordo com o Manual de Métodos de Analise
Microbiologica de Alimentos (SILV Aet al. 2007).

2.2.1 Andlise de Coliformes totais, termotolerantes e Escherichia coli
Foi utilizado o método do NUmero Mais Provavel (NMP), seguindo a metodologia da
American Public Health Association (APHA, 2011), descrita no Compendium of Methods for

the Microbiological Examination of Foods.

2.2.1.1 Teste presuntivo

Foram selecionadas trés diluicdes adequadas da amostra (10, 1072, 1073) e inoculadas
uma série de trés tubos de Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) por diluicdo, adicionou-se 1
mL da dilui¢do por tubo com 10 mL de LST com tubo de Durhan. Em seguida incubou-se os
tubos de LST a 35+0,5°C/24+2h e foi observado se havia crescimento com presenca de gas no

tubo de Durhan. Em caso negativo, reincubou-se até completar 48+2h e repetiu-se a leitura.

2.2.1.2Teste confirmativo para Coliformes totais
A partir dos tubos de LST com presenca de gas foi transferida uma alcada bem

carregada de cada cultura para tubos de Caldo Verde Brilhante Bile 2% (VB). Incubou-se a

72



35+0,5°C/24+2h e foi observado se havia crescimento com presenca de gds no tubo de
Durhan. Em caso negativo, reincubou-se até completar 48+2h e repetiu-se a leitura. Em caso
positivo anotou-se 0 numero de tubos de VB com crescimento e presenca de Qas,
confirmativos de coliformes totais e determinou-se o Numero Mais Provavel (NMP), através
da tabela.

2.2.1.3 Teste confirmativo para Coliformes termotolerantes

A partir dos tubos de LST com presenca de gas, transferiu-se uma alcada bem
carregada de cada cultura para tubos de Caldo E. coli (EC). Incubou-se por 24+2 horas em
banho-maria a 45,5+0,2°C e foi observado se havia crescimento com presenca de gas no tubo
de Durhan. Em caso positivo, anotou-se 0 numero de tubos EC com presenca de gas,
confirmativos de coliformes termotolerantes e determinou-se o Numero Mais Provavel
(NMP), atraves da tabela.

2.2.1.4 Teste confirmativo para E. coli

De cada tubo de EC com presenca de gas em 48+2h, estriou-se (estrias de
esgotamento) uma alcada da cultura em placas de Agar Levine Eosina Azul de Metileno (L-
EMB). Incubou-se as placas a 35£1°C/24+2h e foi observado se havia desenvolvimento de
colénias tipicas de E. coli (nucleadas com centro preto, com ou sem brilho verde metalico).
Em caso positivo, transferiu-se duas colonias bem isoladas de cada placa, para tubos de Agar
padrédo para Contagem (PCA) estes foram inclinados e incubados a 35+1°C/24+2h.

A partir dos tubos com PCA foi realizado o teste de citrato onde inoculou-se uma
alcadaleve da cultura e incubou-se a 35°C/96h. O crescimento com viragem alcalina,
alterando a cor do meio de verde para azul, € indicativo de teste positivo para citrato. O ndo
crescimento e a ndo alteracdo da cor do meio indicam teste negativo para citrato e presenca de

E. coli, uma vez que as cepas deste grupo de micro-organismo sao citrato-negativas.

2.2.2 Analise de Salmonella
Foi utilizado o Método ISO 6579:2002 (E) da International Organization for
Standardization.

2.2.2.1 Pré-enriquecimento
Homogeneizou-se uma por¢do de 25g da amostra em 225 ml de Agua Peptonada
Tamponada (BPW) e incubou-se a 37°C/18+2h.
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2.2.2.2 Enriquecimento seletivo

Agitou-se cuidadosamente o frasco de pré enriquecimento (BPW) e transferiu-se 0,1
ml para 10 ml de Caldo Rappaport-Vassilidis Soja (RVS) e 1 ml para 10 ml de Caldo
Tetrationato Muller Kauffmann Novobiocina (MKTTn). Incubou-se o Caldo RVS a
41,5+1°C/24+3h e 0 Caldo MKTTn a 37+1°C/24+3h.

2.2.2.3 Plaqueamento diferencial

De cada cultura em RVS, estriou-se uma alcada (estrias de esgotamento) em Agar
Xilose Lisina Desoxicolato (XLD), Agar Enterico de Hektoen (HE), Agar Bismuto Sulfito
(BS) e Agar Verde Brilhante (BGA). Repetiu-se 0 mesmo procedimento com o caldoMKTTn

e todas as placas foram incubadasinvertidas, a 37+1°C/24+3h.

2.2.2.4 Selecéo das colonias e purificacdo das culturas para a confirmagao

Apos o periodo de incubacéo, foi verificado se havia desenvolvimento de coldnias
tipicas de Salmonella nos meios de plaqueamento diferencial. No Agar XLD as coldnias s&o
de cor de rosa escuro, com centro preto e uma zona avermelhada levemente transparente ao
redor. Cepas de Salmonella H,S fortemente positivas podem produzir colonias com centro
preto grande e brilhante, ou mesmo inteiramente pretas. Cepas de Salmonella H,S negativas
produzem coldnias cor de rosa com centro rosa mais escuro, mas ndo preto.Cepas de
Salmonella lactose positivas produzem coldnias amarelas com ou sem centro preto. Nos
outros meios de plagueamento, seguiu-se as orientacbes do fabricante para verificar as
caracteristicas tipicas das colénias de Salmonella. No fundo de cada placa inoculada, marcou-
se cinco colbnias tipicas para a confirmacédo e, em caso de menos de cinco, marcou-se todas.

Estriou-se (estrias de esgotamento) a cultura de cada coldnia selecionada em uma
placa de Agar Nutriente (NA), para purificacdo. Incubou-se as placas, invertidas,
37+1°C/24+3h. Apobs a incubagdo selecionou-se uma col6nia bem isolada de cada placa de

NA, para a realizacdo dos testes de confirmacao.

2.2.2.5 Confirmacdo soroldgica
Foi utilizado o teste soroldgico com deteccdo dos antigenos somaticos (poli O), do antigeno

Vi e dos antigenos flagelares (poli H).

2.2.2.6 Confirmacdo bioquimica
Foi utilizado o teste bioquimico (Kit API 20E).
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3. RESULTADOS

3.1 ANALISE DE COLIFORMES TOTAIS, TERMOTOLERANTES E E. coli

Conforme pode ser observado na Tabela 1, as duas amostras analisadas do
estabelecimento fixo 1 apresentaram contagens maximas (>1.100 NMP/g) tanto para
coliformes totais, quanto para coliformes termotolerantes Ja as duas amostras analisadas do
estabelecimento fixo 2 apresentaram baixas contagens para os dois microrganismos variando
de 3,6 a 75 NMP/qg.

Em relagdo aos vendedores ambulantes, foi observado no vendedor 1 que das duas
amostras analisadas apenas uma obteve a contagem maxima (>1.100NMP/qg) para coliformes
totais e termotolerantes. O vendedor 2 ndo apresentou altas contagens para coliformes
termotolerantes em nenhuma das amostras analisadas, variando de 3,6 a 35 NMP/g e em
relacdo aos coliformes totais apenas uma amostra apresentou a contagem méaxima (>1.100
NMP/qg).

Das oito amostras analisadas a presenca de Escherichia colifoi detectada apenas em
duas amostras de estabelecimentos fixos. Além disso foi possivel observar através dos
resultados que estabelecimentos fixos apresentaram maior contaminagdo em relacdo aos

vendedores ambulantes.

Tabela 1: Resultados das analises de Coliformes totais, termotolerantes, E. coli e Salmonella
das saladas de frutas comercializadas por estabelecimentos fixos e vendedores ambulantes

Coliformes Coliformes

Estabelecimento Amostra Totais Termotolerantes  E. coli/lg  Salmonella/25g

fixo (NMP/g) (NMP/g)
L 1 >1.100 >1.100 Presenca Auséncia
2 >1.100 >1.100 Auséncia Auséncia
5 1 3,6 3,6 Auséncia Auséncia
2 75 15 Presenca Auséncia
vVendedor Colifor_mes Coliformes _
ambulante Amostra Totais Termotolerantes  E. coli/g  Salmonella/25¢g
(NMP/g) (NMP/g)
L 150 150 Auséncia Auséncia
2 >1.100 >1.100 Auséncia Auséncia
2 1 9,2 3,6 Auséncia Auséncia
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2 >1.100 35 Auséncia Auséncia

3.1 ANALISE DE SALMONELLA
O crescimento de coldnias tipicas foi observado apenas em uma das amostras
analisadas, esta foi submetida ao teste APl 20E, o qual confirmou a presenca do género

Raoultella, descartando assim a presenca de Salmonella.

4. DISCUSSAO

A salada de frutas é um alimento que possui alto valor nutritivo e por isso torna-se
um excelente meio de cultura para microrganismos. Segundo Cruz et al.(2006) produtos de
origem vegetal estdo sujeitos a varias fontes de contaminacdo microbiana, originados com a
matéria-prima, com as mas condic¢Bes higiénico sanitarias dos manipuladores, utensilios,
instalagOes, armazenamento, dentre outros.

De acordo com a RDC 12 de 02 de janeiro de 2001, da ANVISA para frutas
minimamente processadas o padrdo microbioldgico estabelece auséncia de Salmonella em
25¢ da amostra e maximo de 500 UFC(g/ml) para coliformes termotolerantes. Embora todas
as amostras analisadas neste trabalho tenham atendido ao padrdo em relagdo aSalmonella,
100% (8) das amostras apresentaram coliformes totais e 37,5% (3) estavam improprias para o
consumo por apresentarem contagens de coliformes termotolerantes acima do estabelecido
pela legislagdo. Além disso, foi possivel visualizar que estabelecimentos fixos apresentaram
mais amostras improprias para o consumo humano em relagdo a amostras de vendedores
ambulantes.

Os resultados para coliformes totais variaram de 3,6 a >1.100 NMP/g, este grupo de
micro-organismos nao esta contemplado na legislacdo, porém altas contagens estdo associadas
a matéria-prima de méa qualidade e/ou higiene insatisfatéria no processo de fabricacdo, uma
vez que esses micro-organismos sdo facilmente inativados por sanitizantes (SILVA et al.
2007). Foi detectada a presenca de E. coli em 25% (2) das amostras, indicando possibilidade
de contaminacao fecal, j& que esta bactéria normalmente ndo é encontrada no ambiente e tem
como habitat primario o trato intestinal do homem e animais de sangue quente (FORSYTHE,
2013).

Resultados parecidos foram encontrados por Santos et al.(2015) que avaliaram a
qualidade microbiolégica de seis amostras de saladas de frutas comercializadas por
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ambulantes na cidade de Juazeiro do Norte (CE) com auséncia de Salmonella em 100% das
amostras analisadas e 33,33% das amostras contaminadas por coliformes termotolerantes em
desacordo com a legislacdo. Ja Bruto et al.(2005) tiveram por objetivo avaliar a qualidade
microbioldgica de frutas e hortalicas minimamente processadas comercializadas na cidade de
Fortaleza (CE), analisaram cinco amostras de saladas de frutas que atendiam ao padréo para
contagem de coliformes termotolerantes, mas 40% (2) dessas amostras foram consideradas
improprias para 0 consumo humano devido a presenca de Salmonella.

Smanioto et al.(2009) ao avaliarem a qualidade microbiol6gica de frutas e hortalicas
minimamente processadas comercializadas em supermercados de Bauru (SP), analisaram
quatro amostras de saladas de frutas e verificaram que todas apresentaram-se em acordo com
a legislacdo vigente, porém algumas tiveram contagens elevadas de coliformes totais variando
de <3 a 1.100 NMP/g, evidenciando falta de higienizacdo dos processos.

Geralmente alimentos comercializados por ambulantes, sdo produtos prontos para o
consumo, preparados e/ou vendidos nas ruas e outros lugares publicos, para consumo
imediato ou posterior, onde ndo ocorrem etapas adicionais de preparo ou processamento
(CARDOSO et al. 2003).0s alimentos de rua sdo caracterizados, em geral,pelo baixo preco,
conveniéncia, familiaridade e facil acesso(HANASHIRO et al. 2002).

Em contraponto esse tipo de comércio de alimentos é considerado um alto risco de
contaminacdoa saude da populagdo, uma vez que o processamento é realizado de forma
artesanal, em condi¢Ges inadequadas do local de preparo, por ndo ter acesso a agua potavel e
até mesmo por falta de conhecimento sobre manipulacdo segura dos alimentos (AMSON,
2005; HANASHIRO et al. 2002).

Neste trabalho os resultados demonstraram que estabelecimentos fixos apresentaram
maior quantidade de amostras impréprias ao consumo em relacdo a vendedores ambulantes.
Das oito amostras de saladas de frutas analisadas trés encontraram-se improprias para o
consumo humano, sendo duas de estabelecimentos fixos e uma de vendedor ambulante,
evidenciando uma realidade diferente do que era esperado.

Resultados parecidos foram encontrados por Souza, Marinho e Santana (2010) que
avaliaram a qualidade microbiologica de doze chachorros-quentes comercializados nas
proximidades de trés hospitais na cidade de Salvador (BA) e Parissenti et al. (2013) avaliaram
quinze cachorros-quentes comercializados por vendedores ambulantes na cidade de Videira
(SC). Ambos interpretaram os resultados de acordo com a RDC N°12 e apresentaram
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resultados em acordo com a legislacdo para Staphylococcus aureus, coliformes totais e
termotolerantes.

Alberti, Castanha e Nava (2004) tiveram por objetivo investigar a qualidade
higiénico-sanitéaria de cachorros-quentes vendidos por ambulantes na cidade de Xanxeré (SC).
Foram analisadas oito amostras, onde as quatro primeiras coletas foram realizadas antes da
entrega de um panfleto informativoelaborado com As cinco chaves para uma alimentacao
mais segura, publicado pela Organizagdo Mundial de Saude, em 2006, a fim de reduzir o0s
indices de contaminacdo e intoxicacdo alimentar, e as quatro amostras restantes coletadas
apos a entrega.

Os resultados demonstraram que todas as amostras encontravam-se em acordo com
os padrbes microbioldgicos estabelecidos para coliformes termotolerantes e Salmonella. Para
coliformes totais, das quatro amostras coletadas antes da entrega dos panfletos 33,33%
apresentaram-se positivas, ja as quatro amostras coletadas ap6s a entrega dos panfletos apenas
16,67%estavam positivas. Embora os coliformes totais ndo estejam preconizados na
legislacdo vigente este resultado mostrou uma reducdo de aproximadamente 50% na
contagem de micro-organismos ap0s a entrega dos panfletos, evidenciando a importancia da
higiene e dos cuidados durante a manipulacéo e preparo dos alimentos.

Oliveira et al. (2015) tiveram por objetivo verificar as condi¢des de Boas Préticas de
Higiene e Manipulacdo (BPHM) e de Infraestrutura (IE)de oito restaurantes/lanchonetes e sete
pontos de comércio ambulante localizados na Cidade Universitdria Armando de Salles
Oliveira (CUASO-USP) por meio de abordagem exploratéria e qualitativa atraves da
aplicacéo de listas de verificagao.

Através dos resultados obtidos Oliveira et al. (2015) concluiram que os ambulantes
analisados apresentaram melhores resultados quando comparados aos
restaurantes/lanchonetes no cumprimento das normas de BPHM e IE, logo constataram que é
possivel o comércio de alimentos de rua com qualidade, que ndo sejam caracterizados como

uma ameaca a satde publica.
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram auséncia de Salmonellaem todas as amostras
analisadas, porém algumas amostras apresentaram-se em condigdes sanitarias insatisfatdrias e
0 produto impréprio para o consumo por conter coliformes a 45°C acima do permitido na
legislacdo, além disso, foram evidenciadas altas contagens de coliformes totais e presenca de
E. coli que é considerada como indicadora de contaminacdo fecal.

Logo os resultados mostraram falhas nos processos de higienizacao, sugerindo entéo
necessidade da aplicacdo de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF). Foi possivel observar
também que estabelecimentos fixos apresentaram maior quantidade de amostras impréprias

ao consumo em relacdo a vendedores ambulantes.
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