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RESUMO

A agua de coco € uma bebida muito consumida em territério brasileiro, e que vem
ganhando popularidade também no mercado mundial, por ser um liquido com sabor
atraente e refrescante, além de ser rico em eletrélitos e importante reidratante oral popular.
Por ser um produto alimenticio, a conformidade sanitaria e qualidade sensorial devem ser
observadas. Trés marcas diferentes de dgua de coco envasadas e resfriadas foram coletadas
em recipiente apropriado e levadas para os testes de controle de qualidade microbiolégicos,
segundo o “manual de métodos microbiologicos para alimentos” do Ministério da
Agricultura do Brasil. Os resultados encontrados revelaram que nenhuma das amostras
analisadas (n=11) estava isenta de contaminantes. A maioria das amostras apresentaram
contagens de coliformes totais acima do tolerado pela legislacdo brasileira vigente, exceto
duas. No tocante aos coliformes fecais, cinco amostras apresentaram-se insatisfatorias para
0 consumo e, consequentemente, oferecem risco a saude da populacdo. Das amostras
analisadas, uma foi positiva para a presenca de Escherichia coli. Das amostras analisadas,
10 (90,90%) nao tinham os padrbes de qualidade vigentes, para serem comercializadas.
Portanto, estes resultados servem de alerta aos 6rgdos de Vigilancia Sanitaria, no tocante
ao controle destes produtos, de modo a garantir a qualidade do produto e a saude do
consumidor. Novos estudos se fazem necessarios para 0 acompanhamento da evolucdo dos
parametros de qualidade dos produtos em questao.

Palavras-chave: Controle de qualidade de alimentos. Coliformes fecais. Coliformes
Totais.
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MICROBIOLOGICAL ANALYSIS OF INDUSTRIALIZED
COCONUT WATER IN THE CITY OF SOUSA-PB

ABSTRACT

Coconut water is a appreciate beverage in Brazilian territory, and it has been gaining
acceptance in the world Market, besides it is a refreshing and attractive drink, being rich in
electrolytes and important popular oral rehydratant. Because it is a food product, sanitary
compliance and sensory quality must be observed. Three different brands coconut water
were collected in appropriate container and taken to microbiological quality control tests
according to the "Manual of microbiological methods for food" of the Brazilian Ministry
of Agriculture. The results showed that none of the analyzed samples (n = 11) were free of
contaminants. Most of the samples had total coliform counts above that tolerated by
Brazilian legislation, except for two. Regarding fecal coliforms, five samples were
unsatisfactory for consumption and consequently pose a health risk to the population. One
of the samples was positive for the presence of Escherichia coli. Ten samples (90.90%) did
not have the current quality standards, to be commercialized. Therefore, these results serve
as an alert to the Sanitary Surveillance organs, regarding the control of these products, in
order to guarantee the quality of the product and the health of the consumer. New studies
are needed to monitor the evolution of the quality parameters of the products in question.

Keywords: food quality control. Total coliforms. Fecal coliforms.

INTRODUCAO

A industrializacao de alimentos vem evoluindo com o tempo, tendo como principal
fundamento a oferta de produtos alimenticios nutritivos, com seus aspectos sensoriais
agradaveis e seguros aos consumidores (GOUVEIA, 2006; SOUSA et al., 2013).

A qualidade e seguranca na producdo de alimentos é o que norteia a tecnologia de
alimentos, seja na obtencdo da matéria-prima, na producdo/transformacdo, no
armazenamento, no transporte e oferta ao cliente. (TAKAYANAGUI et al., 2007;
ANVISA, 2005; MARTINS & JESUS JUNIOR, 2011). Todos esses fatores devem ser
observados segundo as Boas Praticas de Fabricagcdo (BPF), onde se preconiza, que “um
alimento seguro é aquele que ndo contém agentes ou substancias nocivas em quantidades

~

112

—



& @ Journal of Biology & Pharmacy
r3|o ‘ and Agricultural Management

Journal of Biology & Pharmacy and Agricultural Management, v. 15, n. 2, abr/jun 2019
ISSN 1983-42009 revista.uepb.edu.br/index.php/biofarm

que possam causar agravos a saude do consumidor” (ANVISA, 1997; ANVISA, 2005).

O coqueiro é uma das palmeiras cultivadas no Brasil com distribuicdo por quase
todo o territério nacional. O seu fruto, o coco, é muito apreciado. Deste pode ser
consumido a polpa ou &gua de coco, frescas ou industrializadas (CABRAL, 2005). No caso
da &gua de coco, esta vem ganhando popularidade no mercado mundial, em particular, por
ser um produto saudavel, repositor de sais minerais e com 0s aspectos sensoriais proximos
ao do produto in natura (MARTINS; JESUS JUNIOR, 2011; LIMA et al., 2015).

O Municipio de Sousa na Paraiba ¢ uma regido agroindustrial, onde esta localizado
um vasto perimetro irrigado onde sdo cultivados diversos tipos de vegetais, destacando-se
0S coqueiros, e a industrializacdo da agua de coco envasada e refrigerada, que abastece
também outras cidades, incluindo outros Estados do Brasil (MSP, 2013). Por estes
motivos, foi escolhido o Municipio de Sousa, no estado da Paraiba, para se realizar
amostragem e analise microbiologica, segundo o que é preconizado pela ANVISA, de
diferentes marcas de 4gua de coco industrializadas (ANVISA, 2001).

MATERIAL E METODOS
Coleta das amostras

Foram adquiridas onze amostras de agua de coco (garrafa de 300 mL), de trés
industrias distintas, comercializadas no Municipio de Sousa - PB, nos meses de Abril,
Maio, Junho e Julho de 2016, sendo trés amostras coletadas por més, uma de cada marca
industrial. As amostras foram coletadas aleatoriamente, conforme as normas da RDC
n°12/2002 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA. Apds a aquisicao,
foram acondicionados em caixa de material isotérmico com gelo, de modo a serem
conservadas as caracteristicas microbiologicas. Em seguida foram transportadas para o
Laboratorio de Analises Microbioldgicas de Alimentos do Instituto Federal de Educacéo,
Ciéncia e Tecnologia da Paraiba — IFPB, Campus Sousa, para a execu¢do dos ensaios
microbiolégicos. Foram adotadas as técnicas recomendadas pela Comissdo Internacional
de Especificacdes Microbioldgicas de Alimentos — ICMSF (SILVA, 2010; ICMSF, 2006).

Preparo das amostras
Todo o material utilizado para o processamento das amostras estava estéril e toda a

operacdo foi realizada sob condigBes assépticas, proxima ao bico de Bunsen. Foram
retirados 11 mL que foram diluidos em 225 mL de &gua peptonada a 0,1%.
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Contagem de coliformes a 35°C (Coliformes totais)

Para andlise de coliformes totais e termotolerantes, microrganismos anaerébios
facultativos fermentadores de lactose com producéo de &cido e gas dentro de 24 a 48 horas
de incubacdo a temperatura de 32 a 37°C, foi usada a metodologia de tubos seriados.
Partindo das diluicdes em 4gua peptonada: 10, 102 e 10 foram pipetadas aliquotas de 1
mL das respectivas diluicdes para uma série de trés tubos contendo 10 mL do caldo
lactosado e um tubo de Durham invertido, cada tubo foi homogeneizado e incubado a 35°C
por 24 a 48 horas. Foram considerados como positivos todos os tubos que apresentaram
turvacdo do meio e/ou producdo de gas. Para fins de confirmacéo, de cada tubo positivo,
foi transferida uma algcada para tubos de ensaio contendo caldo verde brilhante bile e
incubados nas mesmas condicdes. Para contagem de coliformes totais, todos os tubos de
caldo verde brilhante bile com a producdo de gas e foi determinado o NMP/g. O célculo do
namero mais provavel (NMP) de coliformes totais foi determinado conforme a tabela de
Hoskins e o resultado foi expresso em NMP/g.

Contagem de coliformes a 45°C (Coliformes fecais)

De forma idéntica aos dos coliformes totais, também foi transferida uma algcada de
todos os tubos positivos em caldo lactosado para o meio caldo EC (Escherichia coli) e
incubados nas mesmas a 45°c por 24 a 48 horas. Para contagem de coliformes fecais, todos
0s tubos de caldo EC, com a producdo de gas, foi determinado o NMP/g. O calculo do
Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais também foi determinado conforme a
tabela de Hoskins e os resultados foram expressos em NMP/g.

Pesquisa de Escherichia coli

Todas as subculturas positivas de caldo EC foram repicadas para o meio agar EMB
(agar eosina azul de metileno), com auxilio de uma alca de platina, fazendo estrias. Para
cada tubo positivo em caldo EC, corresponde-se a uma placa de agar EMB, identificada,
para a perfeita correspondéncia. Incubou-se a 35°C por 24 horas. ApoOs este tempo,
verificou-se 0 desenvolvimento ou ndo de colbnias tipicas. Foram consideradas aquelas
que se apresentam entre 2 e 3 mm de diametro, nucleadas com centro preto, com ou sem
brilho metalico. Transferiu-se de 2 a 3 colbnias tipicas, de cada placa, para um tubo com
agar nutriente inclinado ou &gar padrdo para contagem — PCA inclinado. Os tubos foram
incubados a 35°C por 24 horas. Efetuou-se para cada cultura em agar nutriente ou PCA, as
seguintes provas bioquimicas:
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- Teste de citrato de Simmons: Inoculou-se uma algada com indculo leve da cultura de
PCA para a rampa dos tubos de &gar citrato de Simmons e incuba-se a 35°C por 4 dias.
Teste positivo: 0 meio, que é verde, torna-se azul intenso, principalmente no apice.
Negativo: ndo houve mudanga no meio.

- Teste do indol: inoculou-se uma algada com inoculo leve em PCA para o caldo triptona
soja (TSB) e incubou-se a 35°C por 24 horas. Apds este tempo, adicionou-se duas gotas do
reagente de Kovacs a cada tubo e agitou-se levemente. No teste positivo houve presenca de
uma coloracdo vermelha na superficie do liquido. Negativo: presenca de uma coloracéo
amarelada na superficie do liquido.

-Teste de Vermelho de Metila: Inoculou-se uma algada com inoculo leve da cultura de
PCA para o caldo Voges-Pros-kauer (VM-VP). Incubou-se a 35°C por 48 horas, adicionou-
se cinco gotas de solucdo de vermelho de metila. Teste positivo: 0 meio de cultura adquiriu
uma coloracdo vermelha; Negativo: 0 meio tornou-se amarelo.

Pesquisa de Staphylococcus aureus

Foram medidos assepticamente 25 mL da amostra e adicionou-se 225 mL de agua
peptonada a 0,1% (diluicdo 10™). Preparou-se as diluicdes 102 e 107, a partir da diluicéo
10, transferindo-se 1 mL de cada diluicdo para a posterior e vertendo em tubos contendo
9 mL de Agua peptonada 0,1% para homogeneizacao. Inoculou-se 0,2 mL de cada diluicdo
ao centro da placa de Petri contendo o meio agar Vogel-Johnsons - VJ espalhando-se o
volume com auxilio de uma al¢ca de Drigaslk. Apds a secagem do meio VJ, incubou-se as
placas a 35° por 24/48 horas. Transcorrido este tempo, verificou-se o desenvolvimento de
coldnias tipicas: foram aquelas negras brilhantes com anel opaco, rodeadas de um halo
claro, transparente e destacados sobre a opacidade do meio, com cerca de 1mm de
didametro. Foram selecionadas para contagem, placas que contenham entre 20 a 200
coldnias tipicas. No caso da menor diluicdo semeada conter um nimero de coldénias com
aparéncia de S. aureus menor que 20, utilizou-se para contagem. Isolou-se para
confirmacdo, um namero correspondente a raiz quadrada do nimero de coldnias tipicas
encontradas, com um minimo de cinco, em tubos de caldo BHI e &gar nutriente inclinado;
Semeou-se com agulha de platina nos tubos de caldo BHI e agar nutriente inclinado a 35°C
por 24 horas. Transcorrido este tempo, comprovou-se bioquimicamente, utilizando os
seguintes testes:
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Prova da catalase: a partir dos tubos de agar nutriente inclinado, retirou-se uma
alcada da cultura e colocou numa lamina de microscopia e gotejou peréxido de hidrogénio.
Positivo: desprendimento de bolhas. Negativo: ndo visualiza formacéo de bolhas.

Prova da coagulase: a partir da cultura obtida do caldo BHI, transferiu-se 0,3mL
para tubos estéreis 12 x 120 mm e acrescentou-se 0,5mL de plasma de coelho, incubou a
35°C por 6 horas. Positivo: presenca de um coagulo distinto. Negativo: ndo forma
agregados (coagulo).

As col6nias tipicas, que morfo-tintorialmente se mostraram cocos Gram positivos e
testes positivos para catalase e coagulase foram quantificadas com S. aureus. O resultado
final foi calculado em fungdo do nimero de coldnias submetidas a confirmagéo. Estimara-
se 0 numero de S. aureus por mL de alimento, levando em consideracdo a diluigdo e a
aliquota semeada.

Calculo de contagem de S. aureus na placa: S=(nx N) / I.
Onde:

S = Contagem de S. aureus;

N = Total de coldnias tipicas na placa;

| = Total de coldnias tipicas isoladas para a confirmacéao;

n = Numero total de col6nias confirmadas.

Pesquisa de Salmonella spp.

Foram pesados assepticamente 25 g da amostra e adicionado a 225 mL de &gua
peptonada 0,1% e incubados a 35 °C por 24 horas. Transferiu-se assepticamente do pre-
enriquecimento, aliquotas de 1 mL para um tubo contendo 9mL de caldo tetrationato - TT
(ao qual se adicionou 1 mL da solucdo de verde brilhantes e 2 mL da solucéo de lugol) e
para o tubo contendo 9 mL de caldo selenito - SC. Incubou-se a 35° por 24 horas. Apos a
incubacdo do enriquecimento seletivo semeou-se em estrias, com auxilio de uma alca de
platina, nos meios agar SS e agar verde brilhante, a partir de cada tubo de TT e SC.
Incubou-se a 25°C por 24 horas. Foram examinadas as placas e observou-se ou ndo o
desenvolvimento de colnias tipicas:

Em &gar verde brilhante: as coldnias tipicas apresentam-se na cor vermelha;

Em &gar SS: as colbnias tipicas apresentam-se marrons ou pretas com ou sem brilho
metalico.

Com uma agulha de incubacdo, inoculou-se cada cultura em um tubo inclinado de
agar triplice acucar ferro — TSI, por picada e estrias nas rampas. Da mesma maneira,
inocula-se em &gar lisina ferro — LIA, inclinado, logo abaixo da superficie. Incuba-se a
35°C por 24 horas.
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Em 4gar TSI a Salmonella tipica apresenta-se com formacéo de géas, producdo de
acido (base amarela), producdo de H,S (enegrecimento ao longo da picada) e superficie
sem alteracédo da cor do meio.

Em &gar LIA a Salmonella tipica apresenta-se com uma coloracdo do meio
semelhante a cor original, tanto na base como na superficie e producdo de H,S
(enegrecimento ao longo da picada).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as analises foram realizadas conforme o “manual de métodos
microbiologicos para alimentos” do Ministério da Agricultura do Brasil, e seguindo os
parametros de qualidade microbiologica da RDC n° 12 de 2001 - ANVISA. Na Tabela 1
estdo apresentados os resultados (n=11) referentes as analises microbioldgicas das
amostras de agua de coco.

Tabela 1. Contagem obtida na avaliagdo microbioldgica das amostras de agua de coco
industrializada.

Contagem das analises microbioldgicas
Amostras | Staphylococcus Coliformes Coliformes . Salmonela ssp./
E. coli/25¢g
CNP/g 35 °C (NMP/g) | 45 °C (NMP/g) 25¢

1A 0 2,3x10 2,3x10 Auséncia Auséncia
2B 2,5x10° >1,1x10° >1,1x10° Auséncia Auséncia
3C * * * * *

4A 0 >1,1x10° >1,1x10° Presenca Auséncia
5B 0 2,4x10? 4,3x10 Auséncia Auséncia
6C 2,6 x10° >1,1x10° 2,1x10 Auséncia Auséncia
7A 0 >1,1x10° 4,6x10° Auséncia Auséncia
8B 0 >1,1x10° 2,9x10° Auséncia Auséncia
9C 0 4,6x10? 2,1x10 Auséncia Auséncia
10A 0 >1,1x10° 2,9x10° Auséncia Auséncia
11B 0 1,2x10% <3,0 Auséncia Auséncia
12C 0 2,1x10? 9,3x10 Auséncia Auséncia

E. coli: Escherichia coli; spp: Espécies; CNP: Coagulase positivo; NMP/g: Nimero mais provaveis por
grama; * = Nao testado.
Fonte: dados da pesquisa
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A interpretacdo dos resultados das analises microbioldgicas serve de base para que
0 pesquisador emita conclusdes, nas quais, especificar-se-a se 0s produtos que estdo em
conformidade com as condic¢Bes sanitarias preconizadas pela ANVISA, sendo, para isso,
declarada satisfatorias ou ndo, e, consequentemente, o lote do produto em questdo estara
apto ou impréprio para consumo (ANVISA, 2001). A unidade formadora de col6nia (UFC)
é aquele microrganismo capaz de formar uma coldnia visivel a olho nu. Os termos NMP ou
contagem de Staphylococcus aureus representam, o nimero de unidades viaveis de
bactérias que podem formar, a partir de cada, uma coldnia visivel, sendo descrito em
UFC.g™ ou UFC.mL™.

Para Staphylococcus aureus, a legislacdo atual (RDC n° 12 de 2001 — ANVISA)
estabelece um limite de 103 UFC.g™, sendo que 9,1% (n=1, 6C) das amostras testadas
encontravam-se em desacordo com este parametro, indicando insatisfatorias para o
consumo (ANVISA, 2001). Ainda, S. aureus é amplamente distribuida na natureza, tendo
Como Sseus principais reservatorios 0 homem e 0s animais, 0 que torna a eliminagdo deste
microrganismo do ambiente, improvavel. Mas, altas contagens desta bactéria nos
alimentos, pode indicar falta de cuidado higiénico-sanitario do manipulador, bem como,
processo de limpeza e sanitizacdo inadequados do ambiente de producéo, equipamentos,
inclusive da prépria matéria-prima, o coco, utilizados na producdo da agua de coco
envazada refrigerada, entdo testadas (CABRAL, 2005; LIMA et al., 2015).

No estudo realizado por Valverde e Badar6 (2009) observou-se a contaminacao por
S. aureus em 28% (n=7) das vinte e oito amostras analisadas, sendo classificado como
produto de condicdes higiénicas insatisfatéria para o consumo, por sua capacidade de
propagar os patdgenos e produzir doenga no consumidor.

Ainda, a maioria das amostras, 90,91% (n=10), apresentaram contagens de
coliformes totais acima do tolerado pela legislacdo vigente no pais (RDC n° 12 de 2001 —
ANVISA; >102 UFC.g™) e, portanto, consideradas insatisfatérias. Esteve em conformidade
apenas a amostra 1A (Tabela 1). A contagem de Coliformes Totais em alimentos, acima do
preconizado pela legislacdo, pode indicar praticas deficientes de higienizacdo e
processamento, ja que a presenca deste grupo de microrganismos é um importante
indicador sanitario (DIAS et al., 2015). Resultados semelhantes foram encontrados por
Valverde e Badar6 (2009), em seu estudo sobre qualidade microbioldgica de aguas de
coco. Neste, verificou-se que 96% (n=24) das amostras foram insatisfatorias para a
contagem de coliformes totais.

No tocante aos Coliformes fecais, foram as amostras 2B, 4A, 7A, 8B e 10A (Tabela
1) , apresentaram valores acima do recomendado, sendo assim, também insatisfatérias para
0 consumo. Ainda, a legislacdo brasileira (RDC n° 12 de 2001 — ANVISA) preconiza a
auséncia de E. coli (ANVISA, 2001), considerada o melhor indicador de contaminacéao
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fecal direto ou indireto, devido as linhagens patogénicas. Das amostras analisadas, apenas
9,1% (n=1, amostra 4A) apresentou presenca de E. coli (Tabela 1).

Os coliformes fecais constituem o grupo das enterobactérias, que fermentam a
lactose e produzem gas, sendo um contaminante advindo diretamente do homem ou
indiretamente através de uso de &gua, solo e utensilios contaminados por fezes humanas e
de animais e, portanto, sua pesquisa em alimentos é utilizada como indicador seguro da
condicdo higiénico-sanitaria do produto (VALVERDE; BADARO, 2009). Um
representante importante dos coliformes fecais € E. coli, que, como os demais, pode se
estabelecer ap6s o contato do coco com o solo contaminado, transporte em carros com a
presenca de vetores ou durante 0 armazenamento do fruto e sua manipulagédo
(HOFFMANN et al., 2002).

Para Salmonella spp. (Tabela 1), verificou-se que as onze amostras submetidas a
analise, apresentaram auséncia de contaminagdo por estes microrganismos, estando, neste
ponto, de acordo com os padrdes determinados pela legislacdo brasileira (RDC n° 12 de
2001 — ANVISA). Em estudo similar elaborado por Dias et al. (2015), também se
observou a auséncia de Salmonella spp. na 4gua de coco comercializada no municipio de
Currais Novos.

CONCLUSOES

Das amostras analisadas, nenhuma estava isenta de contaminantes microbianos.
Dez das onze testadas (90,09%) ndo tinham os padrbes de qualidade exigidos para
comercializacdo e consumo do produto. Ainda, estes resultados servem de alerta aos
orgaos de Vigilancia Sanitaria, no que diz respeito a fiscalizacdo da fabricacdo a exposicéo
a venda, de modo a contribuir com a garantia de qualidade destes produtos e, por
conseguinte, a salde do consumidor. Portanto, mais estudos sdo necessarios para se
identificar os fatores relacionados a falta da qualidade sanitéaria da agua de coco envasada e
refrigerada produzida na cidade de Sousa-PB, desde as etapas de aquisicdo da matéria-
prima, processamento e envase, como a distribuicdo e acondicionamento do produto final
nos estabelecimentos varejistas.
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