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RESUMO: Foi realizada investigacdo com a finalidade de
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se conhecer

a microhiota aeréba do suco de laranja ao natural oferecido ac consumo
publico, através das contagens de bactérias meséfilas e dcido-produtoras, e

da determinacdo do nimero mais provavel
totais e fecais e de estreptococos fecais.

UNITERMOS: Alimentos,
de laranja.

microbiologia.
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INTRODUCAO

O estabelecimento  de padroes de qua-
lidade para os alimentos ¢ de especificagies
quanto aos limites de tolerancia, relativos
a4 microrganismos patogénicos, dependem do
conliecimento prévio da microbiota desses
produtos hem como da influéncia que fatores
regionals exercem sobre o numero e o
tipos de microrganismos encontrados.

No Brasil, no gue se refere a sucos de
laranja ao natural, tanto na 4rea de Saude
Publica como na industria, ndo existem
informagdes que permitam o estabelecimento
de parametros que se ajustem a nossa rea-
lidade ¢ as nossas necessidades. Dada a
evidéncia deste problema, os padrdes micro-
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bioldgicos adotados ' 4t para sucos  de
frutas sao tentativos, devendo-se frisar que
dependendo de estudos sobre a microbio-
legia desses produtos, tais padrdes poderdo

ser alterados.

Assim sendo, tendo em vista a neces-
sidade de se oferecer subsidios para o esta-
belecimento de padrfes concordes com as
condi¢hes de nosso pais, resolvemos veri-
ficar a presenga de microrganismos dete-
riorantes assim como daqueles considerados
poluicdo fecal em
amostras de suco de laranja servido ao na-

tural.

como indicadores de
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MATERIAL E METODOS

As amostras de suco de laranja utilizadas
neste trabalho foram colhidas em dez lan-
chonetes e restaurantes da Cidade Univer-
sitaria “Armando de Salles Oliveira”, da
Universidade de Sdo Paulo. De cada esta-
belecimento foram obtidas dez amostras,
perfazendo o total de cem.

Como as nossas condi¢des ndo permitiam
o exame simultdneo de todas as amostras,
numa unica amostragem, esta foi feita
parcialmente, coletando-se duas ou trés
amostras por vez, uma em cada lugar dife-
rente, até completar dez amostras para cada
estabelecimento.

Mais dez amostras de suco foram colhi-
das em domicilios, nas condi¢bées normais
de higiene caseira, na tentativa de se obter
um pardmetro de comparagdo para a ana-
lise das amostras estudadas.

O suco foi coletado em frascos estéreis
de 450 ml, fechados com tampas também
estéreis e acondicionados em caixa de ma-
terial isotérmico, com gelo, e transportados
para o laboratério. A quantidade de suco
coletada foi da ordem de 150-200 mi. O
tempo decorrido entre a coleta das amostras
¢ o inicio do seu exame microbiolégico,
em nenhum caso excedeu a 45 min.

No laboratério, o suco foi homogeneizado,
apés o que foi diluido de 10-1 & 10-% usan-
do-se como diluente dgua tamponada fosfa-
tada estéril.

O suco de laranja ao natural, apesar de
apresentar pH 3,4 a 4,5, ndo foi neutra-
lizado antes da andlise microbiolégica, pois
um “teste piloto”, realizado com vinte amos-
tras, indicou ndo haver diferengas quando
comparamos os resultados do suco neutra-
lizado com os do ndo neutralizado. A
neutralizagdo foi feita com solugdo aquosa
de hidréxido de sddio 1 N.

Contagem padrdo de bactérias mesdfilas
em placas (segundo Thatcher e Clark 3¢,
1973), depositaram-se porg¢des de 1 ml das
dilui¢bes em placas de Petri estéreis, as
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quais eram adicionadas 15 ml de A&gar
glicose — extrato de levedo — triptona
fundido e resfriado a 43°C. Apos ho-
mogeneizagdo e solidificagdo do agar,
as placas eram incubadas a 35°C por
48 h. Em seguida, selecionavam-se as
placas contendo entre 30 e 300 coldnias.
Nestas placas, era contado o numero
de colonias, o qual era multiplicado
pela reciproca da diluigdo correspondente,
afim de se apresentar o resultado como
nimero de bactérias por ml de suco.

Contagem de bactérias dcido-produtoras
(segundo Sharf 33, 1972). Inoculou-se na
superficie de dgar glicose-extrato de levedo-
-triptona adicionado de 0,049 de purpura
de bromocresol, 0,1 ml de cada dilui¢do
decimal de suco. Em seguida, o in6culo era
espalhado sobre a superficie do meio, com
alca de Drigalsky esterilizada e as placas
incubadas a 35°C por 3-5 dias. Apds a
incubacgdo, eram contadas as colbénias que
apresentavam forte reacgdo acida, em placas
com 30 a 300 colénias e o resultado
era referido como numero de bactérias
acido-produtores por ml da amostra original.

Determinacdo do Numero Mais Provdvel
(NMP) de bactérias coliformes (segundo
Thatcher e Clark 2+, 1973).

Prova Presuntiva: Inoculou-se, em tripli-
cata, 1 ml de cada diluicio da amostra em
trés tubos contendo caldo lactosado com
tubo de Durham, os quais eram incubados
a 35°C por 24 e 48 h. Apés esse periodo,
a presenga de gas nos tubos de caldo lac-
tosado indicava provas presuntivas posi-
tivas para bactérias do grupo coliforme.

Prova Confirmatéria: Tranferia-se uma
alcada de cultura de cada tubo com prova
presuntiva positiva, para um tubo de caldo
lactosado-bile-verde brilhante com tubo de
Durham. Ao mesmo tempo, semeava-se uma
algada da cultura, em estrias, na superficie
de agar eosina azul de metileno, em placas.
Os tubos e placas eram, a seguir, incubados
a 35°C por 24 h. Considerava-se a prova
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confirmatoéria positiva quando havia pro-
ducdo de gas nos tubos de caldo lactosado-
-bile-verde brilhante e/ou a presenca de
col6nias negras ou claras com centro negro
no agar eosina azul de metileno.

Prova Completa: A partir de cada uma das
placas de eosina azul de metileno positivas
na prova confirmatéria, isolava-se uma
colbnia com caracteristicas das de coliformes
e a mesma era semeada em dois tubos con-
tendo respectivamente, caldo lactosado com
tubo de Durham e agar simples inclinado.
Apos incubacdo a 35°C por 24-48 h, se o
tubo de fermentagdo se revelasse com pro-
ducdo de gas, preparava-se a partir da
cultura em agar simples inclinado corres-
pondente, um esfregaco em lamina corado
pelo método de Gram. A presenca de bas-
tonetes ndo esporulados e Gram-negativos,
no Aagar simples inclinado e a producéo
de gas no tubo de caldo lactosado corres-
pondente constituia a prova completa posi-
tiva para bactérias do grupo coliforme. A
partir do numero de porg¢des positivas da
prova confirmatéria, determinava-se o NMP
de bactérias coliformes por 100 ml da
amostra original empregando-se, para tal,
a tabela de Hoskins (American Public
Health Association 1-2).

Determinagcdo do Numero Mais Provdvel
(NMP) de coliformes fecais (segundo
Thatcher e Clark 3¢, 1973). Apos as leituras
dos tubos de caldo lactosado da prova pre-
suntiva para coliformes, transferia-se uma
alcada de cultura do material de cada tubo
positivo para um fubo correspondente de
caldo EC, contendo tubo de Durham, pro-
cedendo-se a seguir a incubagdo em banho-
-maria a 44,5°C por 24 h. Apods este
periodo, a presenca de gas indicava prova
positiva para coliformes fecais. Em seguida,
a partir do nimero de tubos positivos, de-
terminava-se 0 NMP dessas bactérias por
100 ml de amostra, através da tabela de
Numeros Mais Provaveis 1-2,

Determinagdo do Nuamero Mais Provdvel
(NMP) de estreptococos fecais (segundo
Sharf #3, 1972). Na prova presuntiva, inco-
culou-se em triplicata, 1 ml de cada diluigdo
da amostra em trés tubos de caldo dextrose-
-azida, 0os quais eram a seguir incubados
a 35°C por 24-48 h. Apé6s a incubagdo, a
presenga de crescimento bacteriano indicava
prova presuntiva positiva. De cada tubo
positivo transferia-se uma al¢ada da cultura
a um tubo de caldo etil violeta-azida, sendo
0s mesmos, a seguir, incubados a 35°C
por 24 e 48 h. Se houvesse crescimento
bacteriano evidente com formacio de um
botdo de cor violeta no fundo, considerava-
-se a prova confirmatoria positiva do nu-
mero de porgdes positivas das amostras e
determinava-se o NMP empregando-se para
isto a Tabela de Hoskins 1.2,

RESULTADOS

Na Tabela 1, encontram-se os resultados
das determinagdes feitas a partir de cada
uma das 10 amostras de suco de laranja,
colhidas em dias diferentes em dez lancho-
netes ou restaurantes.

Na Tabela 2, constata-se que a contagem
total de bactérias apresentou maior fre-
qiiéncia de resultados entre 102 e 106 mi-
crorganismos por ml. Quanto a contagem
de bactérias acido-produtoras, embora em
cingilenta das amostras ndo tenhamos cons-
tatado seu crescimento, nas restantes posi-
tivas, os valores encontrados estavam com
maior freqiiéncia, também, entre 105 e 108
microrganismos por ml.

Na Tabela 3, pode-se verificar que em
76 amostras os NMP de estreptococos
fecais foram de 104 ou mais microrganismos
por 100 ml. Para coliformes totais, 48
amostras revelaram-se com NMP de zero a
37100 ml enquanto para 52 esse valor era
de 10 ou mais/100 ml, sendo o resultado
mais freqiiente o compreendido entre 10 e
103/100 ml. Para coliformes fecais, 92 das
100 amostras examinadas revelaram-se com
NMP de zero a 3/100 ml.
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TABELA 1

Numero de microrganismos determinados para cada uma das 100 amostras de suco de laranja

“ap natural” colhidas em dias diferentes,

em 10 diferentes estabelecimentos.

Nuimero de Microrganismos /ml NMP/IOO ml
Contagem Contagem
Amostra Total de de Bactérias Coliformes Estreptococos
Ne Bactérias Acido-Produtoras Totals Fecais Fecais
Meséfilas

1 32.000 390.000 30 < 3 460.000

2 369.000 850.000 160 < 3 1.200.000

3 510.000 558.000 30 < 3 240.000

4 270.000 9.900 < 3 < 3 930.000

5 49,000 17.500 94 < 3 190

6 218.000 15.300 < 8 < 3 2.400.000

7 430.000 - 60 < 3 11.000.000

8 17.200 - < 3 < 3 2.300

9 990.000 — 90 < 3 43.000
10 81.000 — < 3 < 3 11.000.000
11 79.000 340.000 < 3 < 3 24.000.000
12 236.000 310.000 < 3 < 3 290.000
13 360.000 1.200 62 < 3 230.000
14 48.000 45,000 190 <3 150.000
15 240.000 —_ 200 < 3 150.000
16 370 - < 3 < 3 230
17 35.000 — < 3 < 3 43.000
18 280.000 — < 3 < 3 1.100.000
19 440.000 — < 3 < 3 9.300
20 35.000 — 94 < 3 43.000
21 448.000 300 230 < 3 93.000
22 790.000 — 30 < 3 73
23 290.000 28.000 36 < 3 < 38
24 71.000 — 91 < 3 750
25 790,000 — < 8 < 3 930
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TABELA 1

(Continuacéo)

Numero de microrganismos determinados para cada uma das 100 amostras de suco de laranja

“ao natural” colhidas em dias diferentes,

em 10 diferentes estabelecimentos.

Nidmero de Microrganismos/ml NMP /100 mi
Contagem Contagem
Amostra Total de de Bactérias Coliformes Estreptococos
Ne Bactérias Acido-Produtoras Totais Fecais Fecais
Mesoéfilas
26 2.700.000 —_ < 3 < 3 430.000
27 22.500 - < 3 <3 73
28 720.000 2.200.000 92 < 3 4.600.000
29 161.000 —_ 930 230 73
30 149.000 — 23.000 9.300 290
31 760.000 1.420.000 < 3 < 3 > 24.000.000
32 160.000 2.200.000 30 < 3 11.000.000
33 93¢, 000 95.000 190 < 3 750,000
34 280.000 1.300.000 230 < 3 4.600.000
35 150.000 18.000 60 < 3 930.000
36 160.000 120.000 30 < 3 930.000
37 710.000 — 60 60 4.600.000
38 2.200.000 — < 3 < 3 430.000
39 1.100.000 1.020.000 <3 < 3 < 8
40 2.200.000 — 90 < 3 2.100.000
41 460.000 9.000 < 3 < 3 24.000.000
42 250.000 800.000 110 < 3 430.000
43 50.000 130.000 290 < 3 930.000
44 52.000 10.000 93.000 < 3 430.000
45 2.070.000 1.500.000 30 < 3 2.100.000
46 15.700 — < 3 < 3 23.000
47 225.000 —_ 36 < 3 230.000
48 190.000 — 30 < 3 1.500.000
49 300.000 6.100.000 61 < 8 > 24.000.000
50 340.000 340.000 < 3 < 3 2.000
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TABELA 1

(Continuagio)

Numero de microrganismos determinados para cada uma das 100 amostras de suco de laranja
“ao natural” colhidas em dias diferentes, em

10 diferentes estabelecimentos.

Numero de Microrganismos/ml NMP /100 ml
Contagem Contagem -
Amostra Total de de Bactérias Coliformes Estreptococos
Ne Bactérias Acido-Produtoras Totais Fecais Fecais
Mesofilas
51 236.000 162.000 30 < 8 11.000.000
52 25.600 3.700 <13 Z13 24.000.000
53 300.000 57.000 < 3 < 3 4.600.000
54 370.000 490.000 < 3 < 3 4.600.000
55 46.000 220.000 < 8 =3 23.000
56 10.000.000 — <13 < 8 11.000.000
57 120.000 — 3.600 1.500 1.500
58 164.000 — 94 < 30 75.000
59 260.000 400.000 120 < 3 2.300.000
60 50.000 132.000 <3 < 3 430.000
61 2.830 380 <3 <3 <3
62 8.200 — <3 =3 23.000
63 57.000 1.580.000 62 <3 23.000
64 3.800 100 61 < 3 7.500
65 500 59 <3 < 3 <3
66 300.000 — < 3 < 3 4.600.000
67 100.000 — <3 < 3 15.000
68 16.000 — 190 < 3 36
69 13.000 8.000 1.200 < 8 240
70 2.100 — < 3 < 3 23.000
71 216.000 — <13 <3 23.000
72 74.000 1.900 < 3 < 3 23.000
73 223.000 300.000 360 < 8 15.000
74 1.070.000 — &3 < 3 930.000
75 1.090.000 — < 8 < 3 4.300
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T ABELA 1 (Continuacio)

Numero de microrganismos determinados para cada uma das 100 amostras de suco de laranja
“ao natural” colhidas em dias diferentes, em 10 diferentes estabelecimentos.

Numero de Microrganismos/ml NMP /100 ml
Contagem Contagem
Amostra Total de de Bactérias Coliformes Estreptococos

Ne Bactérias Acido-Produtoras Totais Fecais Fecais

Mesoéfilas
76 9.000 — < 3 < 3 4.300
(i 96.000 — 2.300 < 3 43.000
78 598.000 - 36 < 3 43.000
L) 15.000 — 530 < 3 15.000
80 208.000 — &3 < 3 93.000
81 490.000 60.000 2.300 2.300 210.000
82 120.000 600.000 =13 <38 4.600.000
83 800.000 1.000.000 < 38 < 8 430.000
84 470.000 — 3 i 23.000
85 40.000 — < 3 < 3 il
86 740.000 = 3 < 3 23.000
87 1.300.000 900.000 < 3 s 430.000
88 1.600.000 — 30 <3 360
89 227.000 2.400.000 < 3 < 3 43.000
90 5.000.000 — < 3 < 3 1.500.000
91 30.000 1.200.000 120 <3 2.400.000.
92 1.060.000 12.900.000 61 < 3 4.600.000
94 25.000 1.070.000 < 3 < 3 430.000
94 320.000 — < 3 < 3 2.100
95 74.000 — < 3 < 3 430.000
96 24.100.000 — 190 < 3 430.000
97 492.000 — 240.000 < 3 4.600.000
98 100.000 — 460.000 < 30 4.600.000
99 500.000 — 460.000 15.000 2.400.000
100 690.000 '10.000 30 < 3 > 24.000.000

* Auséncia de Crescimento.
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TABELA 2

Distribuicdo da contagem total de bactérias mesdéfilas e contagem

de bactérias 4cido-produtoras em 100 amostras colhidas em 10
diferentes estabelecimentos.

Numero de Amostras

Numero de
) Contagem Contagem
Microrganismos,/ml Total de de Batérias
Bactérias Acido-Produtas
Meséfilas

0 0 50

1 |—— 10 0 0

101 === 0} 0 2

100 |—— 10° 2 2
3 +

10 |—— 10 5 8
1 5

10 |—— 10 29 8
D 0

10 [—— 10 51 18
6 (i

10 |—— 10 12 11
7 8

10 |[—— 10 i 1

Na Tabela 4, encontra-se a distribui¢do
dos resultados das analises microbioldgicas
das dez amostras de suco de laranja ao
natural, colhidas em dez domicilios, apenas
como elementos de comparagdo entre as
condigdes microbiolégicas dos sucos ex-
traidos com os cuidados domésticos habi-
tuais com as daqueles coletados em casas
comerciais.

DISCUSSAO

Sio de consenso geral os problemas de
Satide Publica acarretados pelos alimentos
contaminados, bem como a preocupagdo de
se eliminar os microrganismos patogénicos
e nido, obrigatoriamente, todos os micror-
ganismos presentes nesses produtos. Deve
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ser salientado porém que, quando esses
produtos sdo submetidos a exames micro-
biolégicos na industria, geralmente os mi-
crorganismos patogénicos ndo sdo pesqui-
sados dada a sua grande diversidade, o
seu custo e as dificuldades técnicas para
a sua realizagdo. Tais pesquisas sdo, no
entanto, realizadas excepcionalmente quando
o alimento é suspeito de estar associado a
um surto ou a casos de uma determinada
doenga. Assim, a andlise microbioldgica de
alimentos baseia-se na determinacgédo, quali-
tativa ou quantitativa, de grupos de micror-
ganismos denominados “indicadores”, tais
como as bactérias coliformes totais, coli-

formes fecais e estreptococos fecais $.14.25,79.
28,84,
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TABELA 3

Distribuicio do NMP de coliformes totais, coliformes fecais e estreptococos fecais em
100 amostras colhidas em 10 diferentes estabelecimentos.

Numero de Amostras

NMP/100 ml Coliformes Coliformes Estreptococos
Totais Fecais Fecais
0 —— 3 48 92 5
3 |—— 10 0 0 0
10 |—— 107 28 3 4
2 3
10 |—— 10 15 21 7
3 4
10" [—— 10 4 3 8
10" —— 10° 2 1 20
5 6
10 |—— 10 3 0 25
10 |—— 10 0 0 20
7 8
10 |—— 10 0 0 it

T A'B EL'A 4

Numero de microrganismos determinados para cada uma das 10 amostras de suco de laranja
“ao natural” colhidas em dias diferentes e diferentes residéncias sob os
cuidados higiénicos usuais.

Numero de Bactérias NMP/100 ml
EmOSEES Contagem Contagem de Coliformes Estreptococos
£ Total de Acido-Produtoras Totais Fecais Fecais
Mesoéfilas

1 280.000 - 43.000 <3 <3
2 123.000 — 23.000 <3 210
3 193 730 <3 =3 <3
4 7.000 — <=8 <3 200
5 20.000 — 43.000 <3 4.300
6 2.000 10.000 90 <3 200
7 3.000 — <3 =3 62
8 1.200 —_ 43.000 <3 190
9 230.000 97.000 <3 <3 4.600.000
10 3.100 20.000 190 <3 160

* Ausencia de Crescimento.
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As bactérias coliformes, de facil cultivo, higiénicas duvidosas e possibilidade de
geralmente estdo associadas a organismos  multiplicacdo de microrganismos patogé-
patogénicos intestinais, sendo bons indica-  nicos.

dores de poluicdo fecal. Este grupo de
bactérias é constituido principalmente pela
Escherichia coli, Enterobacter aerogenes,
Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii,

Citrobacter intermedium e Klebsiella®.
Entretanto, ¢ sabido que nem todos os
coliformes sdo seguramente fecais, pois

podem ter sua origem no solo ou em ve-
getais 8.14,15,

Quanto aos coliformes fecais, comuns ao
homem e aos animais e também pouco exi-
gentes quanto &as condi¢des de cultivo, ¢é
um grupo de bactérias bom indicador de
polui¢do fecal. Nimero elevado desses mi-
crorganismos em qualquer alimento indicam
que espécies enteropatogénicas podem tam-
bém estar presentes no material exami-
nado 3.

A presenca de estreptococos fecais tem
sido sugerida como um indice de sanidade,
uma vez que esses microrganismos tém
sido encontrados em alimentos tais como
na agua, no leite, nos alimentos congelados,
nos ovos, nos peixes e nos mariscos. Larkin
e col.z” (1955) mostraram que é mais fre-
qiiente a presenca de estreptococos fecais
em alimentos congelados do que os coli-
formes ou E. coli.

Sabemos que os estreptococos fecais pos-
suem maior resisténcia que os coliformes,
as condi¢oes do meio ambiente e aos pro-
cessos de conservacdo normalmente aplica-
dos aos alimentos. Esta resisténcia € a razéo
de ndo se preferir tomar tais microrganismos
como indicadores de contaminacdo fecal
recente, ja que podem sobreviver em con-
diches adversas. Tal fato significa que
diminui a possivel relagdo com a presenga
de agentes patogénicos, que, em geral,
possuem menor resisténcia. Mesmo que
houvesse agentes patogénicos chegados ao
alimento ao mesmo tempo que o0s estrepto-
cocos fecais possivelmente persistiriam por
menos tempo que estes 1ltimos.

Porém, um alto numero de estreptococos
fecais em alimentos pode indicar condi¢bes
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Com relagdo aos coliformes totais e coli-
formes fecais em sucos de laranja ao na-
tural, os resultados por nés obtidos no
presente trabalho mostram a grande difi-
culdade encontrada na determinagdo do
NMP daquelas bactérias nas amostras exa-
minadas, uma vez que, nos tubos de con-
centragdes mais elevadas do suco analisado,
aparece menor numero de germes do que
nos tubos de concentragbes mais baixas.

O mesmo ndo ocorreu para os estrepto-
cocos fecais, onde obtivemos sempre uma
seqiiéncia decrescente de niimero de tubos
positivos, o que nos permitiu determinar o
NMP dessas bactérias, sem qualquer difi-
culdade.

Sabemos da influéncia inibitéria de varios
microrganismos sobre a flora bacteriana da
agua, o que provoca uma restricio a boa
deteccdo de bactérias do grupo coliforme,
segundo os trabalhos de Waksman 3%
(1941) e Schiavone e Passerine 82 (1957).
Espécies de Pseudomonas, Sarcina, Micro-
coccus, Flavobacterium, Proteus, Bacillus,
bolores e leveduras dificultam a deteccéo
do grupo coliforme em Aagua, segundo o0s
trabalhos de Kligler 21 (1919) ¢ Weawer ¢
Boiter 3¢ (1952). Foi mostrado por Reitter
e Seligmann 30 (1957) que, quando bactérias,
ndo coliformes, sdo introduzidas em caldo
lactosado, podem multiplicar-se mais rapida-
mente o que intensificaria a inibicdo de
coliformes, ou entdo, simplesmente, o0s
sobrepujariam na populagio.

Hutchison e col20 (1943) detectaram
poucos coliformes, quando uma suspensido
de varios organismos, ndo coliformes, numa
concentracdo de 10.000 a 20.000 germes/ml
foi adicionada a tubos de caldo lactosado
simultaneamente com wuma suspensio de
Escherichia coli com 10 germes por ml

Segundo McCabel e col.24 a qualidade
bacteriologica da dagua de distribuicdo de
969 redes de abastecimento publico foi
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analisada com a finalidade de determinar
a relagdo entre a contagem total de bac-
térias em placas ¢ a deteccdo de coliformes
totais e fecais. A andlise feita mostrou que
a deteccdo de coliformes totais e fecais niao
foi alterada com relagdo aos niveis de
contagem-padrdo até 500 germes por ml,
porém a positividade diminuia quando a
populacdo de bactérias nao coliformes
excedia de 1.000 organismos/ml. {sto mostra
também que bactérias ndo coliformes, pre-
sentes em grande numero, afetam adversa-
mente a deteccdo de bactérias coliformes.

Tais resultados ndo se coadunam com os
dados por nés obtidos, mostrados nas Ta-
belas de 1 a 4, nos quais se verifica nao
haver relacdo com a contagem total de bac-
térias mesofilas ¢ a determinacdo do NMP
de coliformes totais e fecais.

Na determinacdo do NMP de coliformes
totais, nas cem amostras de suco de laranja
natural, um fato despertou-nos a atengio:
quando trapsferiamos uma amostra do con-
tetdo de cada tubo positivo de caldo lacto-
sado (prova presuntiva) para um tubo de
caldo lactose bile verde brilhante (prova
confirmatéria), o crescimento neste meio
geralmente ndo ocorria nas diluighes me-
nores, e sim nas dilui¢hes maiores. A isso
chamaremos, para facilidade de redacao, de
“comportamento  discutivel”

Das cem amostras analisadas, trinta e
uma comportaram-se dessa maneira, o que
¢ um numero alto, porém, se levarmos em
consideragdo o numero de amostras nega-
tivas (num total de 48) a percentagem de
amostras que apresentaram um “comporta-
mento discutivel” chega a ser da ordem
de 59,69%.

Esse “comportamento discutivel” poderia
ter ocorrido devido ao fato de que, nas
diluicdes maiores, os coliformes teriam con-
digbes de sobrepujar outros microrganismos
com condi¢cdes entdo de se desenvolver e
se multiplicar.

No caso especifico do suco por nds anali-
sado, é muito provavel que tenha havido

um acontecimento semelhante ao que ja foi
verificado com a agua. A agua é um meio
nutriente pobre, enquanto o suco de laranja
natural ¢ rico em dacidos organicos,
minerais e carboidratos, segundo estudos
de Barreto Junior#, tornando-se um bom
meio de cultura para microrganismos que
porventura ai estejam presentes.

sais

Os fatores que poderiam contribuir para
uma alta contagem de microrganismos po-
dem ser: a superficie externa do fruto, o
equipamento usado (extrator) e o interior
do fruto.

A superficie externa do fruto, como fator
de contaminacdo, é bastante discutida, pois,
segundo Faville ¢ Hill 't (1951), que pulve-
rizaram a superficie externa da laranja com
organismos indicadores, tais como, Esche-
richia coli e Serratic mascescens, nao
conseguiram  isolar, posteriormente, do
suco, estes germes, mesmo quando o suco
de laranja pulverizada foi extraido sem uma
tavagem prévia. Estes estudos estdo em
concordéncia com o trabalho de Patrick®
(1950) que concluin que o uso de laranjas
com superficie limpa ndo garante a obten-
¢do de um suco com baixa contagem de
microrganismos.

Porém, segundo Beisel* (1951), existe
uma relagdo direta entre o grau de conta-
mina¢do da superficie da laranja e a quan-
tidade de microrganismos encontrada no
SUCo.

(Quanto a presenca de coliformes na su-
perficie da laranja, também € assunto con-
flitante, pois alguns trabalhos realizados
por Beisel ¢ Troy® (1949), Dack® (1959)
e Wolford & (1956) evidenciam a presenga
de coliformes, ao contrario de Patrick2?
(1951) que ndo conseguiu resultados posi-
tivos. Wolford e Berry +0 (1948), Wolford #*
(1956) e Dack? (1955) chegaram a sugerir
que os coliformes fizessem parte da flora
normal da laranja.

Testes laboratoriais tém mostrado que
bactérias coliformes, as vézes, estdo pre-
sentes no suco de laranja que sofreram
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rigorosos cuidados na colheita e que foram
lavadas com substidncias desinfetantes,
antes da extracdo do suco, conforme estudos
de Dack® (1955) e Beisel e Troys (1949).

No estudo feito por Hill e Faville 17
(1951) ficou mostrado que os microrga-
nismos sdo capazes de crescer no interior
da laranja, se puderem ai penetrar. Os
organismos, depois de inoculados artificial-
mente na laranja, quando ainda na &rvore,
produzem uma contagem maxima de micror-
ganismos dentro de, aproximadamente, trés
semanas. Esta contagem foi mantida du-
rante o periodo de cinco semanas de obser-
vagao.

Alguns estudos realizados por Dack?®
(1955) e Beisel ¢ Troy?® (1949) mostraram
que bactérias coliformes estdo presentes
fregiientemente na laranja, mesmo antes
desta ser colhida. Em sucos preparados
com laranjas “passadas” foram encontradas
duas mil e quinhentas vézes mais organis-
mos do que naqueles preparados da mesma
maneira, com laranjas sadias, segundo os
estudos de Wolford e Berry 0 (1948).

Ampla variagdo na contagem de micror-
ganismos pode ser observada a partir de
sucos de frutos aparentemente sadios, po-
rém a eliminacdo dos frutos ndo sadios
pode diminuir, significantemente, a carga
microbiolégica do suco extraido 8:16,26,40,

Na Tabela 4 encontra-se os resultados
das analises microbiologicas de dez amos-
tras de suco de laranja ao natural, colhidas
em dez domicilios. As analises desse ma-
terial foram realizadas apenas para termos
uma comparac¢do entre as condi¢des micro-
biologicas de sucos de laranja extraidos
com os cuidados domésticos habituais e os
resultados obtidos a partir das amostras
coletadas em restaurantes e lanchonetes.

Pode-se verificar, analisando os resultados
apresentados na Tabela 4 e comparando-os
com os da Tabela 1, que foi examinado
um pequeno niimero de amostras de suco
de laranja obtidos em domicilios; as suas
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condi¢bes microbiologicas foram, de forma
geral, melhores que as observadas para os
sucos colhidos em restaurantes e lancho-
netes universitarios.

Observando as Tabelas 2 e 3 podemos
notar onde houve maior fregiiéncia na dis-
tribui¢do dos grupos de microrganismos. A
contagem padrdo de bactérias mesoéfilas
apresentou maior freqiiéncia de resultados
entre 105 e 10% microrganismos por ml;
o NMP de estreptococos fecais é mais
freqiiente entre 103 e 10 microrganismos
por 100 ml. Na contagem de bactérias
acido-produtoras, cingiienta das cem amos-
tras analisadas resultaram negativas. Para
as cingiienta restantes positivas, os valores
encontrados estavam, com maior freqiiéncia,
entre 105 e 106 microrganismos por ml.

Em nosso palis, quanto aos padrdes legais
para sucos de frutas, encontramos refe-
réncias apenas com relagdo a coliformes
totais e fecais. Assim, a Portaria ne 410 de
27/9/74 do Ministério da Agricultura 25
exige, como padrdo para suco simples (na-
tural) ndo congelado, a auséncia de orga-
nismos coliformes em 5 porgbes de 10 ml
¢ auséncia de microrganismos patogénicos.

Em 1978, dois novos padrbes para sucos
de frutas foram estabelecidos. Um a nivel
nacional, do Ministério da Saudest e o
outro para o Estado de Sdo Paulo19. No
primeiro caso, para refrescos, sucos e nec-
tares, a Resolugdo da Comissio Nacional
de Normas e Padrdes para Alimentos
(CNNPA) do Ministério da Satde admite
para bactérias do grupo coliforme de origem
fecal, um méximo de 10/ml, nada constando
a respeito de outros microrganismos. Para
o Estado de S3o Paulo, de acordo com
os padries estabelecidos pela Secretaria da
Sande 19, as caracteristicas microbioldgicas
para sucos integrais de frutas deverdo obe-
decer ao seguinte padrdo: bactérias coli-
formes: mdximo 100/ml; bactérias do grupo
coliforme de origem fecal: auséncia em 1 ml,

No presente estudo, embora seguindo uma
metodologia diferente da exigida pela Por-
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taria ne 410 de 27/9/74, do Ministério da
Agricultura 25, obteve-se maior freqiiéncia de
amostras revelando-se com um NMP de
coliformes totais por 100 ml menor que 3,
embora tenha sido constatada a ocorréncia
de 249 das amostras com valores de 102
ou mais/100 ml. Com relagdo aos coliformes
fecais, 929 das amostras apresentou-se com
NMP igual ou inferior a 3 por 100 ml
Estes resultados estdo em concordancia com
os obtidos por Nolte e Von Loesecke 27
(1940), Garcia 18 (1944) e Wolford 27 (1950)
que isolaram organismos coliformes do suco
de laranja. Entretanto, estdo em desacordo
com o verificado por Ferraro e Appleman 12
(1956) e Patrick 28:20 (1950, 1951), os quais
nio conseguiram isolar coliformes em suco
de laranja.

E também de grande importdncia manter
o equipamento de extragio do suco, em
boas condigdes sanitdrias 11,16:26,40, uma vez
que microrganismos podem nele multipli-
car-se.

Como verificamos em nosso trabalho, a
contaminagio dos sucos de laranjas obtidos
em restaurantes e lanchonetes, parece ser
mais elevada do que aquela apresentada
em amostras provindas de residéncias e
obtidas com os cuidados domésticos nor-
mais de higiene. Tais contaminagbes dizem
respeito ao nimero total de germes e sdo
evidentes na contagem de bactérias &cido-
-produtoras.

Queremos crer que a falta de limpeza
imediata dos equipamentos extratores, bem
como a exposicdo do suco a temperatura
ambiente por um tempo prolongado, em

restaurantes ¢ lanchonetes, permitem a niul-
tiplicagdo de uma grande gama de micror-
ganismos.

Por outro lado, muitos autores 7.18,27,28,3s
afirmam que a aparente limpeza do extrator
ndo estid relacionada com a variagio na
contagem de germes do suco de laranja.

A qualidade do fruto (o interior do fruto)
parece ser realmente o fator mais impor-
tante da contaminacio e a maioria dos
trabalhos na literatura, sdo a favor desta
assertiva 7,18,27,28,38,

CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos através da and-
lise microbiologica de suco de laranja ao
natural, colhido em lanchonetes e restau-
rantes universitdrios, parece-nos licito con-
cluir que:

1) A contagem padrdo de bactérias me-
sofilas apresentou maior fregiiéncia de re-
sultados entre 105 e 108 microrganismos
por ml.

2) Na contagem de bactérias acido-pro-
dutoras, 50 das 100 amostras analisadas
nido apresentaram crescimento. Para as 50
amostras restantes positivas, os valores en-
contrados com maior fregiiéncia estdo entre
105 e 106 microrganismos por ml.

3) Na determinagio do NMP de coli-
formes totais 48 das 100 amostras anali-
sadas apresentaram valores menores que 3
por 100 ml sendo que na determinagdo do
NMP de coliformes fecais 92 amostras apre-
sentaram valores também menores que 3
por 100 ml.
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ABSTRACT: This investigation was carried out to discover the aerobic
microbiota in natural orange juice served the public. Counts were made of
mesophilic bacteria and acid producers, and the most probable number of
totally coliform bacteria, fecal bacteria, and fecal streptocei was determined.
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