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RESUMO

Objetivo: o presente trabalho teve como
objetivo realizar uma avaliagdo microbiol6gica
da agua de coco comercializada por
ambulantes em Vitéria, Espirito Santo.
Metodologia: foram coletadas seis amostras
engarrafadas de seis pontos variados da
cidade, sendo transportadas para o laboratério
de Farmacotécnica do Centro Universitario
Salesiano - UniSales, onde foram avaliados
presenca e crescimento de coliformes totais
utilizando a técnica de membrana filtrante, ja
para Salmonella foi realizada a semeadura em
agar SS. Resultados: das seis amostras
avaliadas, 66,67% se encontraram impropria
para consumo com altas quantidades de
coliformes totais, além de uma amostra com
presenca sugestiva de Salmonella. Apenas
33,33% se encontraram proprias para
consumo. Conclusédo: Provavelmente, as
contaminag@es registradas estéo relacionadas
ao manuseio descuidado do coco. Além disso,
o fator ambiental ndo influencia na
contaminagdo, jA que amostras de pontos
préximos e afastados da praia mostraram
resultados estatisticamente semelhantes entre
Si.

Descritores: coliformes totais, Salmoenella,

analise de alimentos, contaminagdes.

ABSTRACT

Objective: This research aimed to perform a
microbiological evaluation of coconut water
comercialized by street sellers at Vitoria,
Espirito Santo. Method: One bottled samples
from six varied Vitéria points were collected,
being transported to the Laboratério de
Farmacotécnica of Centro Universitario
Salesiano — UniSales. Presence and growth of
total coliforms were evaluated using the filter
membrane technique, while for Salmonella,
sowing was performed in SS agar. Results:
66.67% of samples were unsuitable for
consumption with high amounts of total
coliforms, in addition to a sample with a
suggestive Salmonella presence. Only 33.33%
of samples were fit for consumption.
Conclusion: Probably, the contaminations
recorded are related to careless handling of
coconut. Besides that, the environmental factor
may not influence the contamination, since
samples from points near and far from the
beach showed statistically similar results.

Keywords: total coliforms, Salmonella, food
analysis, contamination.
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As intoxicagOes alimentares por
patégenos representam um grande
problema de saude publica, podendo
ser causadas por virus, fungos,
protozoarios, helmintos e bactérias 2.
Essas ocasionalidades podem ocorrer
de diversas maneiras, como a ma
pratica de higiene na manipulacédo de
alimentos comercializados in nature,
pois uma vez ingeridos, esses
microrganismos podem colonizar o
trato gastrointestinal e  provocar
infeccoes ©,

Dentre os produtos vendidos in nature,
a agua de coco (Cocus nucifera L.) se
destaca em todo territorio nacional por
conta de seu facil acesso e baixo custo.
Esse liquido é considerado um 6timo
isotdnico natural, pois possui diversos
sais minerais, como potassio, célcio,
ferro, magnésio, além de vitaminas
(como a C e as do complexo B) e baixo
teor de gorduras e acucares. Devido a
essas caracteristicas, a agua de coco é
bastante utilizada como bebida e até
para finalidades medicinais *567:8),

A comercializagcédo da agua de coco por
ambulantes e/ou feirantes & bastante
comum na sua forma tradicional (a
venda do coco verde) ou em recipientes
de plasticos para consumo imediato (ou
nao). Por ser um alimento estéril dentro
da casca, 0 manuseio, extracdo e/ou 0

armazenamento podem promover
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contaminacdo do liquido, pois sua
férmula rica em nutrientes se torna um
campo vasto para a proliferacdo de
microrganismos, podendo se tornar
assim um veiculo de contaminacao
microbiana (10,

Nesse contexto, vale ressaltar que os
coliformes totais e termotolerantes,
Escherichia coli e Salmonella sp., séo
normalmente utilizados como
indicadores de contaminacoes
alimentares, visto que a presenca
dessas bactérias pode levar a casos de
intoxicagoes alimentares,
gastroenterites, dentre outras infeccoes
de interesse clinico @19,

Diante disto, a avaliacdo microbioldgica
da &gua de coco pode fornecer
informacBes sobre a presenca ou
auséncia de Escherichia coli e
Salmonella sp., além da sua
guantificacdo. Esses dados ajudam a
garantir a qualidade do alimento e a
seguranca para o consumidor. Nesses
termos, o objetivo desse trabalho foi
promover uma  andlise  quali-
guantitativa referente a qualidade
microbiolégica da &gua de coco
vendida por ambulantes na cidade de
Vitoria, no Espirito Santo, com o intuito
de averiguar o grau de contaminacao
bacteriana (quando presente) no

alimento comercializado.



MATERIAIS E METODOS

Coleta das amostras de agua de coco

Para realizacdo da pesquisa, foram
coletadas 6 amostras de agua de coco
vendidas por ambulantes em pontos
movimentados da cidade de Vitoria,

como Orla, Av. Fernando Ferrari, Bairro
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Jardim da Penha e Av. Nossa Senhora
AS

adquiridas da mesma forma que um

da Penha. amostras foram
consumidor comum, para promover a
preservacado do trabalhador. Os cocos
foram manipulados pelos préprios
comerciantes, que extrairam e
engarrafaram a agua em recipientes

plasticos de 1000 ml de capacidade.

Figura 1: Pontos de coleta da égya de coco (representados pelas setas vermelhas).
¢ | .

o _._.Q

Uma vez coletadas, as amostras foram
transportadas para o Laboratério de
Farmacotécnica no Centro Universitario
Salesiano (UniSales), onde foram
submetidas a refrigeracdo entre 8°C e
15°C até sua analise, sendo realizada a
assepsia da sua embalagem com

alcool etilico 70% antes da inoculagéo.

Esterilizacao e preparo do meio

Para realizacdo da pesquisa todas as
vidrarias e materiais foram esterilizados
em autoclave a 121°C com a pressao

de 1 kgf/cm2 durante 15 minutos.

Foram utilizados baldo volumétrico de
fundo chato contendo 500ml de agua
para ser esterilizada, alca de Drigalski,
pinca metalica, sistema de filtracdo e

placas de petri.



Para o preparo das placas de
coliformes foi utilizado o agar Endo Les
Base da KASVI, lote 910033. Foram
suspendidos 25,12 g de agua em 500
ml de &gua destilada. Em seguida,
foram utilizados 4g de Fucsina (corante
utiizado para identificar E. Coli)
diluidos em 4,77 ml de etanol mais 0,23
ml de agua destilada, formando assim,
a solucao de Fucsina basica em etanol.
Em sequéncia, foi adicionado a solucéo
Fucsina ao agar e ambos foram
misturados por 2 minutos em
aguecimento com frequente agitacao,
até sua completa dissolucao.
Posteriormente, o meio foi levado a
autoclave para ser esterilizado a 121°C
por 15 minutos, seguindo as normas do

fabricante.

Logo depois, o meio foi resfriado sob
modo de ventilacdo dentro de uma
estufa, por 10 minutos, sendo levado a
camera de fluxo laminar apés
resfriamento para producéo das placas.
Quando endurecidas, as placas foram
armazenadas em geladeira com
refrigeracdo por um periodo de 15 dias,

entre 8°C a 15°C até sua utilizacéo.

Para Salmonella o meio utilizado foi o
agar Salmonella-Shigella SS, do qual
foi adquirido de forma terceirizada pela

empresa Laborclin com lote

Revista Brasileira de Ciéncias da Saude

220711050. Este material também foi
mantido em  refrigeracdo  com
temperaturas entre 15° a 8°C por um

periodo de 15 dias.
Analise de Coliformes totais

As placas com o meio de cultura
foram retiradas do refrigerador para
obterem temperatura ambiente.
Posteriormente, o material foi levado
para capela de fluxo Ilaminar
esterilizada onde foi realizado todo o
processo de filtracdo utilizando a
técnica de Membrana Filtrante, cujo
metodologia se encontra de acordo
com a RDC 331/2019 para analise de
coliformes em aguas. Este método
consiste na filtracdo a vacuo de
amostras de aguas a volumes de 100ml
através de uma membrana
guadriculada com porosidade de

0,45um.

Foram feitas 4 réplicas para cada
amostra, sendo que, apdés a
sobreposicao da membrana na placa e
sua fixacdo, os meios de cultura foram
transferidos para uma  estufa
bacteriologica, onde as amostras foram
incubadas por 24 horas a 36°C, ap0s
esse periodo, amostras que obtiveram
crescimento de colbnias arroxeadas
serdo consideradas positivas. Para

Escherichia coli as amostras que



apresentassem pigmentacdo verde
metalica seriam consideradas

positivas.
Andlise de Salmonella

Antes da semeadura, as placas
foram retiradas do refrigerador para
obterem temperatura ambiente. Com
auxilio de wuma micropipeta com
ponteira estéril, 100 ul de cada amostra
de agua de coco foram transferidos
para o meio Agar Salmonella-Shigella
SS em ambiente estéril, para a
semeadura de Salmonella. Em
seguida, com a algca de Drigalski, a
amostra foi dispersa em toda a placa.
Para cada amostra de agua de coco

foram feitas quatro réplicas.

ApOs a semeadura, as placas foram
levadas a estufa bacteriolégica a 36°C
para incubacéo inicial de 24 horas e,
posteriormente, foi realizada a sua
andlise. As placas foram incubadas por
um periodo a mais de 16 a 18 horas
para obter melhores resultados
seguindo as normas do fabricante. As
colénias de pigmentacdo beges com
centros pretos, foram consideradas
sugestivas para esse microrganismo,

de acordo com o fabricante.

Contagem das coldnias
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Apds o crescimento das colbnias de
coliformes, todas as placas foram
fotografadas e, em seguida, com auxilio
do software Microsoft Paint, realizou-se
a contagem de colGnias crescentes,
sendo necesséario em alguns casos, a
divisdo de quadrantes na amostra para
facilitar a apuracéo. Para as placas que
necessitavam da divisdo, apos a
contabilidade final de colbnias, foi
realizada a somatéria dos quadrantes

totalizando o valor final.

Para andlise de Salmonella as
contagens das coldnias sugestivas
foram feitas manualmente através da

visualizacdo em placas.

Seguindo as normas da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA), os

expressos em

resultados  foram
“Unidades de
Formadoras de Colbnias"

(UFC/100mL).
Andlises Estatisticas

Os dados de crescimento de coldnias
de coliformes totais foram submetidos a
um teste de normalidade de Shapiro-
Wilk. Posteriormente, para determinar
as diferencas significativas entre as
médias de crescimento bacteriano de
cada amostra analisada, os dados

foram submetidos ao teste de Kruskal-



Wallis que, ao indicar existéncia de
diferenca significativa, foi seguido do
teste de Tukey. Considerou-se, para
todos os testes, a significancia de 95%.
Todos o0s procedimentos estatisticos
foram realizados no programa PAST
3.01 (2,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para coliformes totais, todas as
amostras analisadas apresentaram
resultados positivos para este grupo de
microrganismos. O quadro 1 demonstra
UFC/100mL) de
coliformes totais de cada ponto

a media (em

amostrado, assim como o desvio
padrdo e o resultado do Teste de
Tukey. Vale ressaltar que, para a
realizacdo da analise estatistica, foi
retirado o ponto 5, cujo crescimento de
colénias foi exagerado, o que dificultou

a contagem de coliformes.

Quadro 1: Média de crescimento de coliformes
totais (em UFC/100mL) por ponto amostrado,
em ordem decrescente. Para o teste de Tukey,
letras diferentes indicam diferencas
estatisticamente significativas (com 95% de
significancia).

Ponto (UFI\CA/él%igm uy | PP Tﬁjtkee;I )
P5 *Incopt{aveis Néo_ se Néo_ se
colénias aplica aplica
P1 712 108,56 a
P4 500 14,57 b
P2 473 90,42 b
P3 66 25,23 c
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P6 66 15,71 c
Fonte: Elaboracéao propria, 2022.

Abaixo do ponto 5, o ponto 1 é o0 que
apresenta a maior quantidade de
coliformes do estudo. Em seguida, os
pontos 4 e 2 se assemelham
estatisticamente por apresentarem
menores quantidades que o ponto 1. Ja
0s pontos 3 e 6 apresentam meédias
idénticas de contaminacdo, desta
forma, ndo ha variacbes entre esses
dois.

Em virtude dos resultados expostos em
relacdo aos coliformes, nota-se que o0s
pontos 3 e 6 apresentam quantidade
inferior a 100 UFC/100 ml, estando
abaixo dos
estabelecidos pela ANVISA. Vale
ressaltar, que para a RDC 12/2001

valores maximo

consta apenas valores para coliformes
termotolerantes, j& na nova RDC
331/2019, consta valores apenas para
Escherichia coli 1314,

Consequentemente, os demais pontos
apresentam valores superiores a 100
UFC/100mL, com

abundante de coliformes totais, fora

crescimento
dos padroes estabelecidos pela
ANVISA, sendo assim consideradas
amostras impréprias para consumo.
Devido ao crescimento exagerado de
coliformes, néo foi possivel visualizar a
presenca de Escherichia coli nos

pontos 1, 2, e 5, apenas nas amostras



3, 4 e 6 foi possivel realizar essa
andlise. Contudo, esses pontos
obtiveram auséncia no crescimento
desse microrganismo.

Os coliformes totais e termotolerantes
se apresentam como um grupo de
bactérias aerdbicas gram-negativas
gue habitam o trato intestinal de todos
0s vertebrados, entretanto, o0s
coliformes  totais também  s&o
encontrados no ambiente, como solo,
vegetais, animais e utensilios 1617 A
presenca de coliformes totais nas
amostras avaliadas pode nao ser de
origem exclusivamente entérica, mas
também do ambiente. Logo, a presenca
dessas bactérias na agua de coco nos
ddo um indicativo de que a
contaminacdo pode estar ocorrendo
devido a ma higienizacdo dos utensilios
utilizados para extracdo da agua de
coco, da forma como € feita seu
manuseio, e até mesmo, a forma como
0 coco € armazenado. Vale ressaltar
gue os altos niveis dessas bactérias em
amostras podem ser utilizados para
avaliacdo de qualidade sanitaria e que
a presenca do mesmo torna a agua
inviavel para consumo, pois pode
promover uma infeccéo alimentar (16),
Para Salmonella, de acordo com a IN
60/2019, define que a agua de coco
propria para consumo deve apresentar

auséncia para esse microrganismo, em
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visto disso, apenas o0 ponto 5
apresentou crescimento sugestivo,
obtendo 0,037 UFC/100ul (ou 37
UFC/ml), tornando esta agua impropria
para consumo. E importante salientar
que, para um maior grau de
confiabilidade da presenca dessa
bactéria, deve-se também realizar seu
isolamento em outros meios, analises
através do metabolismo de cepas, além
possiveis analises moleculares
utilizando a técnica de PCR (Reacéo
em Cadeia da Polimerase) para
identificacdo de cepa (1518.19),

A sugestividade da presenca de
Salmonella na amostra 5 deixa um
alerta para possivel contaminacdo de
origem fecal, pois a mesma pertence a
classe de coliformes termotolerantes
19), Além disso, a ANVISA relata que a
presenca desse microrganismo torna a
agua de coco imprépria para consumo
15, Esse ponto, pode também
apresentar crescimento para outros
grupos de coliformes fecais dos quais
nao foram possiveis serem
visualizados devido ao crescimento
exuberante no meio.

Estudos similares realizados em outras
cidades brasileiras também apontam a
presenca de coliformes totais e
termotolerantes na 4gua de coco acima
do estabelecido pela legislacdo, assim

como no presente estudo, Lima e Silva



(), no Distrito Federal, analisaram 20
amostras de agua de coco e obtiveram
35% das suas amostras contaminadas
por coliformes totais e 50% com
coliformes termotolerantes, sendo
encontrada também a presenca de
Salmonella em 30% das amostras,
tornando-as assim improprias para
consumo.

Gomes e colaboradores ® registraram
a presenca de coliformes totais em
agua de coco comercializada na cidade
de Porto Velho (Rondénia) utilizando a
mesma técnica realizada no presente
estudo. Apesar de suas amostras
estarem com valores dentro da
legislagéo para coliformes, a presenca
de Escherichia coli em uma das
amostras analisadas, tornou a agua no
ponto estudado impropria  para
consumo.

Em Macapa (Amapd), um trabalho
realizado por Souza e Souza @V
apresentou contaminacgéo por
coliformes termotolerantes em todas as
9 amostras analisadas, sendo que
apenas uma estava acima do limite
estabelecido pela ANVISA devido altas
contagens de coliformes
termotolerantes e todas foram ausentes
para Salmonella. Souza e
colaboradores (11 realizaram mais um
estudo de analise microbiolégica da

agua de coco em Fortaleza (Ceard),
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quando trés das cinco amostras
analisadas apresentaram resultado
positivo para coliformes
termotolerantes e uma com presenca
de Escherichia coli, sendo esta ultima
amostra imprépria para consumo.

Na cidade de Itabuna (Bahia), uma
pesquisa realizada por Carvalho e
cooperantes @ analisou 18 pontos de
venda de 4gua de coco na cidade. O
trabalho obteve 55% das suas
amostras positivas para coliformes
totais e 22,2% positivos para coliformes
termotolerantes, sendo detectado a
presenca de E. coli (uma amostra).
Para Salmonella, o resultado foi
“‘ausente” para todas as amostras

estudadas.

Dessa forma, de acordo com o0s
resultados encontrados neste estudo e
em vista dos dados publicados em
outras pesquisas, apesar de algumas
amostras estarem de acordo com a
normativa  vigente, algumas se
encontram fora desse padrdo, logo,
nota-se que as condi¢cdes higiénicos-
sanitarias durante o armazenamento ou
manuseio do alimento para sua venda,
com menor grau de cuidado, pode estar
influenciando na contaminacéao da agua
de coco. Ou seja, esse tipo de alimento
estd mais propenso a sofrer com

contaminacdo devido as baixas



condic¢des higiénicas que esse alimento
€ exposto em feiras e mercados
ambulantes (%223 Além disso, o
manuseio dos materiais nao
adequados utilizados no processo de
extragdo desse liquido, como facas,
perfuradores, jarras e peneiras de
plasticos podem estar associados aos

eventos contaminantes (23.24),

CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados acima discutidos,
€ notavel observar a influéncia das
baixas qualidades higiénico-sanitarias
durante o manuseio do coco para
extracdo da sua agua, pois estas,
apresentam estar ligadas a
contaminacdo desse liquido. Sendo
notavel essa falha nas amostras
analisadas, pois quatros pontos
apresentaram presenca de coliformes
totais e um apresentou crescimento
sugestivo de Salmonella, tornando
essas amostras improprias para
consumo, de acordo com a normativa
vigente (IN 60/2019). Por outro lado,

apenas duas amostras se encontram
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