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RESUMO

Sucos de laranja frescos sdo amplamente consumidos, devido ao seu sabor agradavel e por representar uma importante fonte de
vitamina C, minerais e carboidratos. Essas caracteristicas tornam o suco um meio propicio ao desenvolvimento de microrganismos,
incluindo patégenos capazes de sobreviver em ambientes acidos, como E. coli, Salmonella e Listeria monocytogenes. A qualidade
microbiolégica do suco de laranja pode ser avaliada pela contagem de bactérias mesoéfilas heterotroéficas totais, bactérias acido-
laticas (BAL), bolores e leveduras, coliformes totais e fecais, além da deteccao direta de patégenos. Neste trabalho foi realizado o
acompanhamento dessas caracteristicas para 50 amostras de suco fresco de marcas comercializadas no Rio de Janeiro. As amostras
foram adquiridas e mantidas sob refrigeracao a 4°C, até o momento das analises. Além das contagens mencionadas, foi realizada a
pesquisa de E. coli e Salmonella sp. As contagens de microorganismos mesofilos heterotréficos e BAL, para a maioria das amostras,
mostraram-se em niveis elevados. O nivel de coliformes fecais em 15% das amostras foi acima do permitido pela legislacao. Os
perfis de susceptibilidade a antimicrobianos de coliformes isolados estavam dentro do previsto para amostras ambientais ou fecais
nao submetidas a grande pressao seletiva.
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SUMMARY

MICROBIOLOGICAL CHARACTERISTICS OF ORANGE JUICES. Fresh orange juices are very popular as a source of vitamin C,
minerals and carbohydrates. However, for the same reasons, they are a suitable environment for the microorganism growth, including
pathogens that are able to survive in such conditions, as E. coli, Salmonella and Listeria monocytogenes. To assure the quality of
these products, microbiological safety monitoring is needed, through measuring lactic acid bacteria (LAB), moulds and yeasts, total
and fecal coliforms and total plate counts. These parameters were monitored for 50 fresh juice samples commercialized in Rio de
Janeiro, Brazil. The samples were acquired and maintained under refrigerated conditions. Tests were also made for the detection
of E. coli and Salmonella sp. The LAB and total plate counts were, for the most of the samples, higher than the expected. The fecal
coliforms levels of 15% of the samples were above those permitted by law. The susceptibility patterns for fecal coliforms isolates

were as the expected to environmental or fecal samples that were not under selective pressure.
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1 - INTRODUCAO

O mercado mundial de laranja possui duas regioes
produtivas altamente significativas: Flérida (EUA) e Sao
Paulo (Brasil). Juntas, essas regioes respondem por
40% da producao mundial da fruta e seus derivados. O
Brasil, maior produtor e exportador de suco de laranja,
detém 50% da producao mundial, sendo que apenas 3%
ficam no mercado interno. O amplo consumo do suco de
laranja deve-se ao sabor agradavel conjugado as suas ca-
racteristicas nutricionais: € fonte de vitamina C, minerais e
carboidratos, sendo, portanto, indicado para convalescentes,
idosos e considerado importante complemento alimentar
em dietas infantis. Estudos in vitro e in vivo evidenciaram o
efeito protetor do suco de laranja contra desordens alérgicas
e inflamatérias, doencas cardiovasculares e cancer. Estes
efeitos tém sido associados a elevadas concentracoes de
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flavanonas, compostos raramente encontrados em outras
frutas e vegetais [10].

A populacao microbiana do suco de laranja é derivada
de fatores que vao desde as etapas de producao primaria
da fruta até o preparo de seu suco para o consumo final
[3, 19]. Bactérias acido-laticas (BAL) e leveduras sao os
microorganismos que melhor se adaptam ao ambiente
de baixo pH e altas concentracdes de acuicares, ambiente
caracteristico do suco de laranja, com pH baixo, sdo os
principais responsaveis pela deterioracao do produto. Os
géneros Lactobacillus e Leuconostoc sao os representantes
mais comuns dentro do grupo das BAL [16]; os géneros
mais representativos de leveduras sao Saccharomyces e
Candida [8, 14].

As condigoes higiénicas, associadas a estocagem das
laranjas e a etapa de extragao, comprometem a seguranca
microbiolégica do suco. A elevada acidez do suco de laranja
oferece um ambiente inéspito e seletivo para um grande
namero de patégenos, mas seu consumo tem sido associado
a casos de doencas de origem alimentar. Na Flérida (EUA),
um surto causado por Salmonella sorotipo Anatum foi
associado ao consumo de suco de laranja nao pasteurizado
[11]. Outros dois casos, também na Flérida, tiveram como
agente etiolégico Salmonella sp., e os resultados indicaram
mas condigOes sanitarias da industria local de processa-
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mento de citricos como a principal causa [15]. Em 1998,
um surto causado por Shigella flexneri foi atribuido ao
consumo de suco de laranja fresco, entre visitantes de um
parque na Africa do Sul [21]. No ano seguinte, 15 estados
norte-americanos e duas provincias canadenses reportaram
surto de salmonelose, também associado ao consumo de
suco nao pasteurizado, em que 207 casos foram confirma-
dos para Salmonella sorotipo Muenchen [5].

Embora ja tenha sido demonstrada a presenca de coli-
formes fecais em sucos de laranja comercializados [1, 17],
nao ha estudos epidemiolégicos que associem o consumo
de laranja a doencas de origem alimentar no Brasil.

Alguns autores associam o consumo de alimentos
vegetais como fontes de bactérias resistentes a antimicro-
bianos, principalmente da familia Enterobacteriaceae,
encontradas em amostras fecais de humanos saudaveis,
mesmo na auséncia de selecao por uso de terapia antimi-
crobiana [7, 12].

O presente trabalho tem como objetivo avaliar as ca-
racteristicas microbioldgicas de sucos de laranja in natura
comercializados na cidade do Rio de Janeiro. Este tipo de
suco nao sofre processamento posterior ao seu preparo;
a extracao do suco ocorre com a introducao da fruta integra
em maquinas extratoras, no local de comercializacao. Os
parametros analisados foram: contagem de microorganismos
aerdbios mesdfilos, estritos e facultativos viaveis; bolores
e leveduras; BAL e coliformes totais e termotolerantes; analise
da presenca de E. coli e Salmonella sp. Em adicao, foram
realizadas a identificacao dos coliformes termotolerantes
isolados e caracterizacao de seu perfil de susceptibilidade
a antimicrobianos.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Amostragem

Cinqiienta amostras de suco de laranja foram obtidas
em 10 estabelecimentos comerciais situados na cidade do
Rio de Janeiro.

2.2 - Amostras padrao

No controle dos experimentos e na validacao dos meios
de cultivo, foram utilizados os seguintes microorganismos:
Escherichia coli American Type Culture Collection (ATCC)
25922 e Salmonella ATCC 10749, mantidas em agar
nutriente inclinado; Enterococcus faecalis ATCC 6569,
mantido em 4gar BHI inclinado; Lactobacillus casei ATCC
393, mantido em agar MRS inclinado; e Listeria innocua,
amostras LI-01 e 02, pertencentes a colecao de nosso la-
boratério, mantidas em BHI inclinado.

2.3 - Analises realizadas

As analises foram baseadas em metodologia descrita
no Compendium of methods for the microbiological exa-
mination of foods [22].
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2.3.1 - Determinacao do pH dos sucos

O pH foi determinado diretamente com pHmetro Qui-
mis modelo 0.400.A.

2.3.2 - Contagem de microorganismos

Foram utilizados os meios de cultura Agar Padrao
para Contagem (APC), Agar Batata Dextrosado (ABD), Agar
MRS, Caldo Lactose Bile Verde Brilhante 2% para realizar
as contagens de microorganismos aerobios mesofilos es-
tritos e facultativos viaveis totais, bolores e leveduras, BAL
e coliformes totais, respectivamente.

2.3.3 - Analises de coliformes fecais

2.3.3.1 - Isolamento e identificacao de
coliformes fecais

Foi realizada a semeadura por esgotamento de um
in6culo obtido a partir do crescimento em cada tubo con-
tendo caldo EC positivo para placas contendo agar eosina
azul de metileno (EMB). Apés incubacgao a 37°C por 24 h,
coldnias caracteristicas de coliformes fecais foram trans-
feridas para agar nutriente para posterior caracterizagao
bioquimica. Os seguintes parametros foram utilizados
para diferenciacao: producao de acidos ou acetoina, a
partir da fermentacao da glicose; producao de indol,
mobilidade a 37°C e descarboxilacao da lisina; utilizacao
do citrato como tnica fonte de carbono; fermentacao de
lactose, sacarose, producao de H,S e fermentacao da gli-
cose, acompanhada de producao de CO,; e presenca das
enzimas urease e triptofanase.

Os perfis das amostras nos diferentes meios foram uti-
lizados para definir sua classificacao taxonémica, segundo
descrito em Manual of Clinical Microbiology [2].

As estirpes também foram identificadas bioqui-
micamente com as galerias de identificacao API 20E
(bioLab Mérieux).

2.3.3.2 - Pesquisa de cepas de E. coli
diarreiogénicas
Amostras isoladas como coliformes termotolerantes
e que apresentassem perfil bioquimico caracteristico de
E. coli foram testadas por aglutinagao contra os seguintes
anti-soros: polivalentes classica A, classica B, classica C,
invasora A, invasora B e monovalentes 0124 e O157.

2.3.4 - Determinacao do perfil
de susceptibilidade aos antimicrobianos
das amostras isoladas

O teste de difusao em disco foi utilizado como ensaio
de susceptibilidade, segundo metodologia descrita pelo
National Comittee for Clinical Laboratory Standards [13].
As amostras foram testadas contra os seguintes antimicro-
bianos: amicacina (30 ug), amoxicilina+acido clavulanico
(30 ug), ampicilina (10 ug), aztreonama (30 ug), carbenicilina
(100 ug), cefalotina (30 ug), cefepime (30 ug), cefoperazona
(75 ug), cefotaxima (30 ug ), cefotriaxona (30 ug), ciproflo-
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xacina (5 ug), cotrimoxazol (25 ug), gentamicina (10 ug),
imipenem (10 ug), norfloxacina (10 ug), ofloxacina (5 ug).

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Apesar do baixo pH (valor médio de 3,5), surtos de
doencas de origem alimentar tém sido relacionados ao
consumo de suco de laranja nao pasteurizado [5, 6, 11, 15,
21]. Os resultados obtidos neste estudo evidenciaram altas
contagens de mesdfilos, variando entre 10°e 10° UFC/mL, em
74% das amostras analisadas (Figura 1). As altas contagens
obtidas podem indicar falhas nos processos de sanitizacao
dos analisados, uma vez que a mesma analise, realizada
em sucos de laranja frescos e processados, preparados a
partir de frutas sanitizadas, evidenciou valores entre 10*
e 105 UFC/mL [18]. Resultados semelhantes foram obser-
vados para as contagens de bolores e leveduras e BAL.
O percentual de amostras entre 10* e 10> UFC/mL foi de
41,7 e 52,1%, respectivamente (Figuras 2 e 3). Andlises
realizadas em suco de laranja comercializado em lancho-
netes e restaurantes de Sao Paulo (Brasil) apresentaram
contagens variando entre 10°e 10 UFC/mL em 45% das
amostras [9].

Alguns locais de comercializacdo nao apresentavam, vi-
sivelmente, as maquinas extratoras em condicoes higiénicas
adequadas. Em sete estabelecimentos (B, C, F, G, H,I e J), o
suco era engarrafado no momento da comercializacao. Nos
estabelecimentos A, D e E, os sucos eram comercializados
previamente embalados. As garrafas vazias utilizadas no
envase do suco para comercializacdo encontravam-se es-
tocadas abertas, ao ar livre. Em alguns estabelecimentos,
tanto os recipientes quanto as tampas eram manipulados
sem luvas. Os sucos dos estabelecimentos B e I apresentaram
baixas contagens de mesofilos, BAL e bolores e leveduras.
Os sucos dos estabelecimentos C, H e G apresentaram, para
a maioria das amostras, contagens acima de 10°, algumas
vezes atingindo valores da ordem de 10°. Adotando estraté-
gias de sanitizacao e melhorando as condicoes de estocagem
de frutas e materiais, tanto a microbiota normal quanto
possiveis patégenos poderiam ser reduzidos.

Os valores de pH encontrados para as diferentes amos-
tras situaram-se na faixa entre 3,11 e 4,04. Apenas duas
amostras (pH 3,11 e 3,45) apresentavam baixas contagens
de mesofilos aerébios totais, mas estes dados nao foram
suficientes para que o pH do suco pudesse ser considerado
fator significativo para a inibicao da presenca de microor-
ganismos, uma vez que outras amostras, com valores de
pH menores que 3,45 apresentaram altas contagens de
mesofilos totais.

Entre as amostras analisadas, 37 (74%) apresentaram
numero detectavel de coliformes totais, tendo sido encon-
tradas contagens superiores a 10° NMP/mL em 19 amostras
(38%). Quanto a analise de coliformes termotolerantes, 30%
apresentaram concentracoes variando entre 36 e 1,1x10*
NMP/mL; destas, 57% apresentaram contagens superiores
a 102 NMP/mL, estando em desacordo com a legislagcao
vigente [4]. Os valores encontrados para coliformes totais
e termotolerantes estao representados nas Figuras 4 € 5.
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FIGURA 1 - Contagem de mesofilos em amostras de suco de
laranja in natura comercializado no Rio de Janeiro
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FIGURA 2 - Contagem de bolores e leveduras em amostras de suco
de laranja in natura comercializado no Rio de Janeiro
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FIGURA 3 - Contagem de BAL em amostras de suco de laranja
in natura comercializado no Rio de Janeiro
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FIGURA 4 - Contagem de coliformes totais em amostras de suco
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FIGURA 5 - Contagem de coliformes termotolerantes em amostras de
suco de laranja in natura comercializado no Rio de Janeiro

Foram isoladas 55 cepas de coliformes termotoleran-
tes a partir das 14 amostras de suco que apresentaram

contagem, sendo uma identificada como Escherichia coli e
54 como Klebsiella pneumoniae. Apesar de sua capacidade
de aglutinar o soro contra o sorotipo 0157, a cepa de E. coli
isolada, quando estudada e comparada com as caracteris-
ticas do fen6tipo O157:H7, nao foi identificada como tal,
uma vez que o isolado apresentou-se capaz de fermentar
o sorbitol e produzir a enzima 3-glucoronidase.

As contagens obtidas para coliformes termotolerantes
sustentam a afirmacao de que os sucos foram submetidos a
condi¢oes inadequadas de manipulagao e/ou estocagem. A
presenca destes ultimos indica o contato do alimento com
material fecal, direta ou indiretamente, sugerindo a possivel
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presenca de outros enteropatégenos, incluindo bactérias e
virus enteropatogénicos. Nao foi detectada a presenca de
Salmonella spp. em nenhuma das amostras.

Em nosso estudo, as estirpes de Klebsiella e E. coli
mostraram um perfil de susceptibilidade aos antimicro-
bianos sem marcadores importantes de resisténcia. O
perfil de sensibilidade a maioria dos antimicrobianos
e aresisténcia a ampicilina e carbenicilina apresentada
por 64,6 € 93,7% das amostras, respectivamente, estao
de acordo com o esperado para amostras ambientais de
Klebsiella [20]. Foram encontrados seis diferentes perfis
de multirresisténcia, todos apresentando resisténcia a
ampicilina e carbenicilina, além de: Amoxicilina + acido
clavulanico (5,45%); Cotrimoxazol (3,64%); Amoxicilina
+ acido clavulanico e cefalotina (1,82%); Amoxicilina +
acido clavulanico e cotrimoxazol (3,64%); cefalotina e
cotrimoxazol (1,82%); Amoxicilina + acido clavulanico,
cefalotina e cotrimoxazol (1,82%). O género Klebsiella
apresenta resisténcia cromossomica a antimicrobia-
nos da classe dos beta-lactamicos, o que explica sua
alta resisténcia a ampicilina e carbenicilina [2]. Os
perfis encontrados condizem com aqueles de cepas de
Klebsiella isoladas de amostras humanas, em casos
de baixa pressao seletiva pelo uso intenso de terapia
antimicrobiana [20].

4 - CONCLUSOES

¢ Algumas amostras apresentaram altas contagens de
microorganismos, indicativas de condicoes inadequadas
de manipulacao e estocagem do produto, levando a
um risco associado a possivel existéncia de patégenos
capazes de sobreviver em ambiente acido;

* algumas amostras foram consideradas improprias para
consumo, devido a concentracao de coliformes fecais
serem superiores aquelas permitidas pela legislacao
vigente;

* cepas de coliformes fecais isoladas apresentaram perfil
de susceptibilidade a antimicrobianos sem importantes
marcadores de resisténcia;

* ¢énecessario um controle maior relativo ao processo
produtivo, objetivando melhorar a qualidade do suco
de laranja comercializado, evitando conseqiiéncias
danosas tanto a satde do consumidor quanto a
durabilidade do produto. Entre as medidas que
poderiam ser aplicadas como controle estao a
sanitizacao de equipamentos, frutas e superficies
de contato e boas praticas de producao, além de
treinamento dos funcionarios e fiscalizacao dos
estabelecimentos.
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