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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade microbiolégica de um alimento pronto para consumo
comercializado no municipio de Alegre-ES, como etapa de aprendizado pratico da disciplina de
Microbiologia de Alimentos, ofertada no curso de Farmacia da Universidade Federal do Espirito Santo,
campus Alegre. Para isso, a técnica do numero mais provavel ou técnica dos tubos multiplos foi
utilizada, para estimar uma populacéo de microrganismo presente no pudim fabricado por uma padaria
da cidade de Alegre no Espirito Santo. Através da andlise observou-se a auséncia de crescimento
microbiano por coliformes, representando assim o uso das Boas Préticas de Manipulag&o dos alimentos
durante a produ¢&do do mesmo e até o envase do produto acabado, nesse caso o pudim.

Palavras-chave: Microbiologia. Analise microbioldgica. Alimentos. Doengas Transmitidas por
Alimentos. Boas Préticas de Fabricacgéo.

Area do Conhecimento: Ciéncias bioldgicas. Microbiologia.
Introducéo

Os alimentos comp8em umas das necessidades mais basicas para a manutencéo da vida, sendo
fontes de nutricdo e obtencéo de energia pelos seres vivos. Entretanto, podem se comportar como
verdadeiros meios de crescimento de microrganismos, ao oferecer nutrientes e condigbes essenciais
para a sua proliferacdo. Sendo assim, € necessario que os alimentos possam garantir seguranca ao
consumidor (LUSTOSA et al, 2021).

Doencas transmitidas por alimentos (DTAs), sdo causadas pela ingestdo de agentes patogénicos
presentes em alimentos e dgua contaminados (SIRTOLI; COMARELLA, 2018), resultantes de praticas
higiénico-sanitarias inadequadas, contaminacdes cruzadas, utilizacdo de sobras armazenadas
incorretamente, processo de producao irregular e conservacao imprépria (BOAVENTURA et al, 2017).
J& as doengas veiculadas por alimentos (DVAs), podem comprometer a sadde do consumidor através
da ingestdo ndo apenas de patégenos, mas também de toxinas, agrotéxicos e metais pesados, por
exemplo (SILVA et al, 2016).

No Brasil, a resolugdo n° 216/04 publicada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
implementa as Boas Préaticas de Fabricacdo (BPF), que aplicam critérios minimos aceitaveis para o
controle da higiene, seguranca e salde de ambos os ambientes e seus funcionéarios, devendo ser
seguidos pelos estabelecimentos de fabricacdo e comercializacdo de alimentos (OLIVEIRA et al, 2021).
Tal decreto possui como principal objetivo a regulamentacéo de procedimentos para que se adequem
as exigéncias sanitarias de modo a garantir uma maior seguranga para o consumo destes alimentos
(SILVA et al, 2015).

Segundo a ANVISA, é considerado um manipulador “qualquer pessoa do servigo de alimentagcéo
que entra em contato direto ou indireto com o alimento” (ANVISA, 2004). Assim, o funcionario pode se
tornar o principal vetor da transmisséo de patdgenos quando ndo atende as Boas Praticas higiénico-
sanitarias ou encontra-se infectado, levando a contaminacao do alimento e infec¢cdo do consumidor
(OLIVEIRA et al, 2021). Deve-se considerar a realizacdo de treinamentos que capacitem a equipe
responséavel sobre boa higienizacdo e Boas Praticas desde 0 momento de aquisicao até a exposicao
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dos alimentos, além de um ambiente de trabalho salubre e seguro, compdem as normas estabelecidas
pelas Boas Praticas de Fabricagdo (OLIVEIRA et al, 2021), resultando no controle da incidéncia de
transmissdo de DTAs e DVAs (BOAVENTURA et al, 2017).

Alimentos preparados com ingredientes de origem animal, tais como bolos e pudins, podem
apresentar riscos ainda mais altos de contaminacéo, pois sua seguranca depende da saude prévia dos
animais (BRUGEFF et al, 2023). Leite e ovos apresentam riscos elevados de contaminacéo devido a,
respectivamente, seu alto nivel de atividade de agua (CHAWLA et al, 2018), e por sua vulnerabilidade
a contaminacdao por Salmonella e coliformes, por exemplo, caso recém-postos em ambientes insalubres
(GANTOIS et al, 2009).

Escherichia coli € uma bactéria presente na microbiota intestinal de humanos e animais e,
consequentemente, em suas fezes. Por existir em simbiose, a E. coli mostra-se geralmente inofensiva
— mas apresenta algumas cepas patogénicas que podem causar desde infeccdes em regides néo-
intestinais do corpo, até quadros de diarreia severa e potencialmente mortal (SMITH; FRATAMICO,
2017). Devido a sua natureza, sua presenca torna-se um forte indicativo de um preparo do alimento
sob condic¢des higiénico-sanitarias precarias, ou que, no minimo, foi produzido a partir de ingredientes
ou 4gua contaminados (OLIVEIRA et al, 2013).

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade microbiolégica de um alimento pronto para
consumo comercializado no municipio de Alegre-ES, como etapa de aprendizado pratico da disciplina
de Microbiologia de Alimentos, ofertada no curso de Farmécia da Universidade Federal do Espirito
Santo, campus Alegre.

Metodologia

No dia 12 de agosto de 2024, a amostra de pudim foi adquirida em uma padaria do municipio de
Alegre-ES pelos alunos do curso superior em Farmacia, matriculados na disciplina de Microbiologia de
Alimentos. A amostra foi encaminhada ao laboratério de microbiologia da Universidade Federal do
Espirito Santo, campus Alegre nas mesmas condi¢des em que foi encontrados. Foi iniciada a avaliagéo
na aula pratica, no mesmo dia, da presenca e enumeracao de coliformes a 35°C e a 45°C na amostra.

As amostras foram analisadas de acordo com os Métodos Analiticos Oficiais para Analises
Microbioldgicas para Controle de Produtos de Origem Animal e Agua (Brasil, 2003). Foi utilizado a
técnica do Numero Mais Provavel (NMP/g) para a pesquisa de coliformes a 35°C e a 45°C.
Assepticamente, higienizou-se a embalagem da amostra com &lcool 70°GL. Apéds, pesou-se 25¢g da
amostra em saco esterilizado, onde foi transferida para 225ml de &gua peptonada 0,1% e,
posteriormente, foram preparadas diluicdes até 10-3. Para coliformes a 35°C, utilizou-se o caldo Lauril
Sulfato Triptose (LST), incubado por 48 horas, em triplicata. Caso o caldo LST apresentasse resultado
positivo para crescimento, seria necessario realizar o teste confirmativo utilizando o caldo Bile Verde
Brilhante (BVB) para coliformes totais, e o caldo EC para coliformes termotolerantes, com incubacéo a
45°C. A cada 24 horas, foram feitas visitas ao laboratério para avaliar o crescimento microbiolégico.

Resultados
Ap6s aplicacao da técnica do NMP, considerando trés amostras em cada uma das dilui¢cdes (1071,
1072 e 1073) e incubacéo das amostras do pudim, foi feita a andlise dos tubos em dois tempos, 24 e 48

horas, resultando em auséncia de contamina¢é@o em todos os tubos em ambos os tempos.

Tabela 1: Resultados da analise de coliformes na amostra em tubo LST utilizando a técnica do NMP.

Amostra Diluicio NUmero de Tubos NUmero de Tubos NMP
& Inoculados Positivos (100 mL)
Pudim de .
Padaria 10 3 0 0
1072 3 0 0
1073 3 0 0

Fonte: Os autores

Figura 1: Registro das triplicatas dos tubos (1072, 1072 e 1073), respectivamente no tempo de 24 horas.
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Fonte: Os autores.

E importante destacar que o tubo 10t encontra-se mais turvo que os demais por se tratar do tubo
gue continha a amostra menos diluida, ou seja, havia maior concentragdo de amostra em comparagéo
com os tubos 102 e 103.

Figura 2: Registro das triplicatas dos tubos (1071, 1072 e 1073), respectivamente no tempo de 48 horas.

Fonte: Os autores.

As figuras acima ilustram os resultados obtidos nos dois tempos de incubacao durante a aplicacéo
da técnica NMP para detecc¢éo de coliformes no pudim de padaria. A Figura 1 apresenta os resultados
no tempo de 24 horas, demonstrando a auséncia de contaminacdo em cada uma das diluicdes (1072,
1072 e 1073), assim como na Figura 2, onde também h& auséncia de contaminacéo.

Discusséo

Para reduzir riscos de contaminag&o externa, a técnica foi realizada em condi¢gfes assépticas, assim
como todo o procedimento com a amostra de pudim foi realizado em um ambiente préximo ao Bico de
Bunsen, para que a integridade da amostra pudesse ser mantida, de acordo com os parametros da
Organizagdo Pan-Americana da Saude (OPS, 2012) que evidencia que a implementacdo de Boas
Praticas em laboratérios de microbiologia farmacéutica, é crucial para assegurar a confiabilidade dos
resultados obtidos.

Os resultados mostraram ndo haver contaminacdo por coliformes totais e termotolerantes,
demonstrando que o pudim ndo estava contaminado e apresentava-se dentro dos padrdes de
seguranca alimentar esperados, respeitando a RDC n° 216/2004 que trata sobre as Boas Praticas de
Manipulacao de alimentos e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2024) que afirma que
os padrdes microbioldgicos estabelecem limites para a presenca de microrganismos em alimentos.

A técnica NMP para deteccdo de coliformes foi efetuada de maneira eficaz, comprovando sua
aplicabilidade em analises microbiolégicas de alimentos, e afirmac8es obtidas pela literatura conclui
que o método de andlise microbiolégica utilizado € uma importante ferramenta de avaliacdo de
gualidade microbioldgica dos alimentos (SILVA et al, 2017).

A presenca de coliformes totais pode indicar que as préticas de higiene durante a producéo ou o
processamento do alimento nao foram adequadas, fugindo dos padrdes microbiolégicos estabelecidos
pela Resolucdo RDC n° 724/2022 da ANVISA o que pode indicar a manipulacdo inadequada dos
alimentos. Embora nem todos os coliformes sejam patogénicos, sua presenca sugere que o ambiente
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ou as praticas que permitiram a sua presenca também podem facilitar a entrada de outros
microrganismos patogénicos.

Umas das possiveis justificativas a serem consideradas responsaveis por esse resultado esta na
producéo recente do pudim — um alimento preparado sob aquecimento — que havia sido produzido no
mesmo dia da anélise (JOSE et al, 2012). O método de preparo caracteristico do pudim pode reforcar
a sua seguranga, ja que abrange etapas como a pasteurizagdo e cozimento, por exemplo, que
envolvem a utilizagao de altas temperaturas, resultando na eliminacao de patégenos presentes — ja que
muitos destes agentes ndo sdo capazes de suportar temperaturas demasiadamente elevadas.
(LEONARDI; AZEVEDO, 2018).

Sua disposi¢gdo a venda sob temperatura de refrigeracdo e em embalagem plastica fechada no
momento da aquisicdo também é um fator responsavel por garantir a sua seguranca (JOSE et al, 2012).
A frequéncia da rotacéo e reposicdo dos produtos em estoque sao fatores que contribuem para que
nao cheguem contaminados ao consumidor, ja que alimentos possuem uma natureza instavel e sua
degradacédo pode ser afetada tanto pelo ambiente onde estdo expostos, quanto por sua composic¢ao,
principalmente se preparados com ingredientes pereciveis. Por isso, apresentam validades diversas
que devem respeitar a velocidade com que o alimento pode se deteriorar, com que pode perder seus
caracteres organolépticos, e com que 0s possiveis contaminantes presentes, ainda que em cargas
aceitaveis, possam se proliferar (LIM, 2015). A aquisi¢do e analise do pudim realizados no mesmo dia
em que este foi preparado reforcam ainda mais estes conceitos.

A atividade pratica refor¢ga para os alunos do curso de Farmacia a importdncia do controle
microbiolégico no setor alimenticio e a necessidade de adeséo as Boas Préticas de Fabricacdo, pois
em caso contrario, a producao do estabelecimento sera contaminada e pode comprometer a saude da
populacdo consumidora (REBELO et al, 2013).

Através de atividades praticas os alunos tém a oportunidade de aplicar conceitos tedricos em
situages reais, o que aprofunda seu entendimento sobre riscos microbiol6gicos e suas implicagdes na
salde publica, esse modelo de ensino ativo promove a constru¢cdo do conhecimento de forma mais
efetiva, estimulando a tomada de decisGes baseadas em evidéncias cientificas, bem como a resolu¢éo
de problemas e o desenvolvimento de habilidades criticas que serdo essenciais para sua formacao
profissional (LOMBARDI et al, 2021).

Além disso, 0 ensino ativo, por meio de aulas préaticas, como as de Microbiologia de Alimentos,
proporciona aos estudantes uma compreensdo mais soélida sobre a importancia da seguranca
alimentar. O controle rigoroso dos contaminantes microbiolégicos é essencial para prevenir surtos de
doencas transmitidas por alimentos, sendo este um aspecto fundamental da atuacdo do farmacéutico
no setor alimenticio (WHO, 2020).

Conclusao

A andlise microbioldgica realizada no pudim de padaria indica que, com base na avaliacdo de
coliformes, este alimento pronto para consumo ndo apresenta riscos evidentes a saude do consumidor.
No entanto, é importante observar que a andlise foi limitada a coliformes, e ndo podemos afirmar a
auséncia de outras possiveis contaminacdes, como Salmonella ou demais contaminantes. Portanto, €
necessério realizar estudos e técnicas diferentes e especificas para confirmar completamente a
seguranca do alimento para o consumo humano. A aplicacdo da técnica do Niumero Mais Provéavel
(NMP) néo apenas confirmou a auséncia de contaminacao por coliformes, mas também proporcionou
aos alunos uma compreensao pratica da qualidade microbioldgica de um produto comercializado pronto
para consumo. Isso destaca a importancia de utilizar métodos e técnicas de referéncia nas aulas
praticas da disciplina de Microbiologia de Alimentos.
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