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RESUMO

As farinhas, comumente comercializadas a granel, sdo alimentos funcionais que costumam
estar associados a dietas de pessoas que procuram uma alimentacdo mais saudavel e equilibrada.
Porém, a falta de higienizacdo, ma manipulagdo e armazenamento incorreto destas, predispde
a contaminacdo por agentes etiolégicos distintos, podendo apresentar uma carga microbiana
fora dos padrdes preconizados pela legislacdo. O objetivo deste trabalho é apresentar resultados
de analises microbioldgicas de farinhas comercializadas a granel no Estado do Rio de Janeiro.
Foram analisadas 30 amostras de farinhas no periodo de 12 de Julho a 03 de Setembro de 2022,
onde foi realizada as seguintes andlises: pesquisa de Salmonella spp. e Enumeracdo de
Escherichia coli conforme os procedimentos descritos na Bacteriological Analytical Manual
(BAM, 2011); e Contagem e Identificacdo presuntiva de Bacillus cereus conforme os
procedimentos descritos pela International Standards Organization (ISO, 2006). Estes
microrganismos sdo considerados responsaveis por doencas de origem alimentar do trato
gastrointestinal. Salmonella spp. se apresenta como um bacilo Gram-negativo, anaerébio
facultativo e ndo forma esporos. Além de produzir gas a partir da glicose, podem sintetizar o
citrato como Unica fonte de carbono. Escherichia coli pertence a familia Enterobacteriaceae, é
um bastonete Gram-negativo, anaerobio facultativo e fermentador de lactose, com producéo de
gas. Bacillus cereus apresenta-se como um bastonete formador de esporos, aerébio facultativo
e Gram-positivo. Ressalta-se entdo, a importancia de se identificar os pontos do ambiente que
possam representar fontes de contaminacdo, de forma a orientar medidas de controle do

patdgeno, em particular nos processos de higienizacédo e prevencdo da contaminagdo cruzada.

Palavras-Chave: Farinha. Enterobactérias. Bacillus Cereus.



ABSTRACT

Flours, commonly sold in bulk, are functional foods that are usually associated with the diets
of people looking for a healthier and more balanced diet. However, the lack of hygiene, poor
handling and incorrect storage of these, predisposes to contamination by different etiological
agents, and may present a microbial load outside the standards recommended by legislation.
The objective of this work is to present results of microbiological analyzes of flour sold in bulk
in the State of Rio de Janeiro. 30 flour samples were analyzed in the period from July 12 to
September 3, 2022, where the following analyzes were carried out: Salmonella spp. and
Enumeration of Escherichia coli according to the procedures described in the Bacteriological
Analytical Manual (BAM, 2011); and Counting and Presumptive Identification of Bacillus
cereus according to the procedures described by the International Standards Organization (ISO,
2006). These microorganisms are considered responsible for foodborne illnesses of the
gastrointestinal tract. Salmonella spp. it appears as a Gram-negative, facultatively anaerobic
bacillus and does not form spores. In addition to producing gas from glucose, they can
synthesize citrate as their sole carbon source. Escherichia coli belongs to the Enterobacteriaceae
family, is a Gram-negative rod, facultative anaerobe and lactose fermenter, with gas production.
Bacillus cereus is a spore-forming rod, facultative aerobic and Gram-positive. It is therefore
important to identify the points in the environment that may represent sources of contamination,
in order to guide measures to control the pathogen, particularly in the processes of hygiene and

prevention of cross-contamination.

Keywords: Flour. Enterobacteria. Bacillus Cereus.
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1 INTRODUCAO
1.1 Vigilancia Sanitaria

A Vigilancia Sanitaria (Visa), além de ser um tema altamente relevante na agenda
governamental, nos ultimos anos emergiu como um setor prioritario e crucial nas politicas
plblicas, para a promogéo e protecdo a satde, no processo de consolidagio do Sistema Unico
de Satde (SUS), e em cumprimento & Constituicdo Federal de 1988. E vital evidenciar o
trabalho que vem sendo desenvolvido, em ambito nacional, em Visa, pois tornou o Brasil
referéncia em regulagdo sanitaria e econémica na América Latina, visto que sua atuagdo
relacionada a salde representa 25% do Produto Interno Bruto do pais, mostrando com isso sua
importancia no cenario nacional (ARAGAOQ, 2022).

Para o Brasil, a principal caracteristica da vigilancia em salde é a indispensabilidade do
trabalho associado a vigilancia epidemioldgica, vigilancia sanitéria, vigilancia ambiental,
assisténcia em salde, defesa e inspecdo agropecuaria, laboratdrio e outras areas e instituicdes
gue em parceria podem controlar e prevenir 0s casos e surtos de doencas transmitidas por
alimentos (DTA), dentre as instituicdes associadas, se encontra o Instituto Nacional de Controle
de Qualidade em Saude - INCQS (BRASIL, 2019).

O INCQS, ¢ a unidade que desempenha suas atividades como referéncia nacional na
area do controle de qualidade de produtos ofertados a populacéo, atendendo assim as demandas
do Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria (SNVS) nos assuntos referentes a vigilancia
sanitaria. Atua na emissdo de pareceres ou normas, avaliagdo de processos de registro de
produtos e participagdo em comités e comissdes de politicas voltadas para a qualidade dos
produtos. Também oferece suporte a demanda por analises de monitoramento vinculadas a
programas especificos do SNVS, principalmente nas areas de controle de qualidade de
alimentos, analises de controle de sangue e hemoderivados e andlises prévias de Kits
diagnosticos (LEAL, 2017).

O consumo de qualquer alimento tem a ver com aparéncia, cheiro, textura e o gosto € o
principal, incluindo caracteristicas internas que sinalizam seguranga quimica, fisica e
microbioldgica, que sinaliza se o produto é préprio para consumo ou ndo. Sob esse ponto de
vista, pode-se dizer que 0s perigos quimicos, fisicos e microbioldgicos sdo as principais formas
de contaminacao dos alimentos. Nesse sentido, determinar a origem das doencas trazidas por
alimentos é complexo. Pode estar relacionada a diversos fatores a cadeia epidemiolégica das

doencas transmissiveis envolvendo a triade: patdgenos, ambiente e hospedeiros suscetiveis.
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Atualmente, é comum a dissemina¢do de doengas infecciosas por meio da alimentag&o, o que
em determinadas situaces pode ser muito grave para muitas pessoas no Brasil e no mundo
(SILVA, 2013).

1.2 Seguranca Alimentar

A seguranga alimentar € uma preocupacéo de todos os profissionais de salde publica,
pois as Doengas de Transmissdo Hidrica e Alimentar (DTHA) séo causadas pela ingestdo de
alimentos ou agua contaminados.

As farinhas, comumente comercializadas a granel, sdo alimentos funcionais que
costumam estar associados a dietas de pessoas que procuram uma alimentacao mais saudavel e
equilibrada. Porém, a falta de higiene, ma manipulacdo e armazenamento incorreto destas,
predispbe a contaminacdo por agentes etioldgicos distintos, podendo apresentar uma carga
microbiana fora dos padrdes preconizados pela legislacdo e causar doencas transmitidas por
alimentos (DTA) na populagio (CHISTE, 2007).

Atualmente, ha muita preocupacdo com a seguranca alimentar, que determina se 0
alimento € seguro ou livre de riscos a satde. Essas preocupac6es sao baseadas em resultados de
estudos que tém mostrado baixa adesdo aos servi¢cos de alimentagdo e uso de boas praticas em
unidades de alimentacdo no Brasil, além das grandes dificuldades encontradas pelos
estabelecimentos na implementacdo e acompanhamento do planejamento (OLIVEIRA et al.,
2017).

O desconhecimento da obrigatoriedade de aplicacdo das boas praticas expostas pelos
fornecedores de alimentos € injustificado, pois existe uma grande quantidade de legislacédo
sobre esses metodos no Brasil e essas informacges estdo amplamente disponiveis. Fica claro
que ha necessidade de maior controle e mais incentivo para programas de prevengdo, como a
distribuicdo de materiais educativos aos assalariados (NEVES, 2016).

A importancia da seguranca alimentar nos paises desenvolvidos ganhou expresséo nas
ultimas décadas. Segundo a Organizacdo Mundial da Satde o numero de doencas relacionadas
a alimentagdo vem aumentando a cada dia em todo o mundo (SILVA, 2014).

No Brasil, os 6rgdos reguladores definem critérios de higiene e boas préaticas
operacionais para alimentos, destacando-se as decisbes do Ministério da Saude (MS), da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa). A RDC n. N° 275 de 21 de outubro de 2002
designa o cenario basico necessario para a elaboracdo de um checklist de procedimentos
operacionais padronizados (POP) e boas praticas de fabricacdo (BPF); a RDC n° 216 de 15 de
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setembro de 2004, que define os procedimentos de Boas Préticas para servicos de alimentag&o,
garantindo a qualidade higiénico-sanitéria dos alimentos e o cumprimento das normas sanitarias
(BRASIL, 2004).

Um guia de boas préaticas € um documento que descreve o trabalho realizado em uma
organizacdo e a forma correta de realiz&-lo. Nele vocé encontra informagdes gerais sobre como
é feita a limpeza, controle de pragas, agua a utilizar, procedimentos de controle de higiene e
salde dos funcionarios, treinamento dos funcionarios, o que fazer com o lixo e como garantir a
producdo de alimentos seguros e saudaveis (BRASIL, 1997).

A alimentacdo influi diretamente na qualidade de vida, pois esta relacionada a
manutencdo, prevenc¢do ou restauracdo da saude. A alimentacdo deve ser saudavel, completa,
variada, saborosa e segura, do ponto de vista higiénico-sanitario, para cumprir
convenientemente sua funcdo. Um alimento seguro e inofensivo é aquele que é livre ou contém
niveis admissiveis de contaminantes de origem biolégica, quimica ou fisica e, portanto, ndo €
capaz de causar riscos ou danos a satde do consumidor (SANTOS, 2018).

Assim, a seguranca alimentar esta associada a impossibilidade de atuar como veiculo
de transmissdo de potenciais perigos de doencas trazidas por alimentos (DTHA). A seguranca
alimentar deve ser confirmada por uma combinagdo de medidas reguladoras, fiscalizadoras e
educacionais no controle integrado e efetivo de todas as etapas da cadeia produtiva de alimentos
(GERMANOVA, 2019).

A seguranca alimentar ¢ um elemento que, na abordagem de responsabilidade
compartilhada, deve ser respeitada por todas as partes interessadas — governo, produtores
primarios, industria, comércio, prestadores de servicos de alimentacdo e consumidores —
levando em consideracao as consequéncias prejudiciais para o consumidor além dos prejuizos
econdmicos a saude publica e as empresas também estdo expostas as perdas de clientes devido
a concorréncia mais qualificada (CINTRAO, 2017).

Cabe ao governo atuar fiscalizando a qualidade dos produtos e servigos e intervindo,
por meio de regulamentos técnicos ou acgdes fiscais, com 0 objetivo de resguardar a saude
publica e fornecer alimentos seguros. A inddstria e 0 comércio de alimentos sdo responsaveis
por fornecer processos e tecnologia adequados, garantir qualidade e controle no processamento
de alimentos, malhar profissionais, garantir a confiabilidade das informacdes sobre alimentos e
promover a educacdo do consumidor. O servigo de alimentacao é responsavel pelo controle de
qualidade na producéo de vérias dimensdes dos alimentos como sanitéria, higiénica, nutritiva e
sensorial (FIORESE et al., 2014).
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1.3 Controle sanitario de alimentos: legislacio no brasil

A saude publica dispde de diferentes ferramentas para controlar e prevenir as doencas
transmitidas por alimentos, que se complementam acompanhando os alimentos ao longo da
cadeia produtiva, do produtor ao consumidor O controle sanitario dos alimentos no Brasil
remonta ao periodo colonial, quando as cdmaras municipais controlavam os alimentos com base
apenas em critérios sensoriais, como contaminacao ou mau cheiro (FIGUEIREDO; RECINE;
MONTEIRO, 2017).

Apos a década de 1930, o avango da industrializagdo favoreceu a aprovacédo do primeiro
cédigo de controle de qualidade no setor alimenticio, a codificacdo das aguas minerais,
instituido pelo Decreto-Lei n° 7.841, de 8 de agosto de 1945, e a lei n°® 1.283, de 18 de dezembro
de 1950, que torna obrigatorio o controle prévio de produtos de origem animal e o registro de
estabelecimentos industriais de produtos alimenticios (DE OLIVEIRA, 2017).

Entre as varias normas estabelecidas no pais sob a influéncia do Codex Alimentarius
que é uma coletanea de padrbes reconhecidos internacionalmente, codigos de conduta,
orientacBes acerca dos alimentos, producio de alimentos e seguranca alimentar. E possivel citar
algumas regulamentacdes no setor de alimentos e outras medidas como a delegacdo Nacional
de normas alimentares. A lei de n® 1.283 de 18 de Dezembro 1950, em seu artigo 1° dessa

legislacgdo estabelece:

Art. 1.° E estabelecida a obrigatoriedade da prévia fiscaliza¢do, sob o ponto de vista
industrial e sanitario, de todos os produtos de origem animal, comestiveis e ndo
comestiveis, sejam adicionados ou ndo de produtos vegetais, preparados,
transformados, manipulados, recebidos, acondicionados, depositados e em transito.
(BRASIL, 1950).

O Decreto Legislativo n° 986, de 21 de outubro de 1969 — Estabelece normas basicas
para alimentacdo. O artigo 28 do capitulo V estabelece que deve ser aprovado um padrdo de
identidade e qualidade para cada tipo ou espécie de alimento. A Lein°®16.437, de 20 de agosto
de 1977 define as infracdes as leis sanitarias federais, estabelece as penalidades cabiveis e da
outras providéncias (BRASILIA, 1977).

Ao longo dos anos, os governos estabeleceram varias leis, padrdes e diretrizes federais,
estaduais e locais para a industria e o servico de alimentacdo. Essa necessidade de padronizar

as boas préticas das empresas agroalimentares se deve ao fato de que o governo deve zelar pela



15

salde da populacdo uma vez que o consumidor por si s, ndo tem condi¢des de avaliar 0s
atributos higiénicos de cada estabelecimento (WINGERT, 2012).

Assim, compete ao governo fiscalizar e promover a implementacdo de normas
sanitarias, garantir que os alimentos sejam proprios para consumo humano, manter a confianca
nos alimentos sujeitos ao comércio internacional e realizar programas de educacg&o sanitaria que
permitam a transmissdo efetiva dos principios da higiene alimentar as manufaturas e
consumidores (TANCREDI; MARINS).

No Brasil, a agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) é responsavel pela
coordenacdo, supervisdo e controle das atividades relacionadas ao registro informacéo,
controle, gerenciamento de riscos e estabelecimento de normas e padrdes, promovendo a correta
organizacdo dos procedimentos técnicos e administrativos, prestacdo de medidas de vigilancia
sanitaria de alimentos, bebidas, gua engarrafada, insumos, embalagens, aditivos alimentares e
suporte tecnoldgico, poluentes e residuos de medicamentos veterinarios (BRASIL, 2006).

Nesse contexto, a legislagdo alimentar brasileira visa defender e proteger a saude
individual e coletivamente, de forma a atuar sobre os fatores que causam, regulam e determinam
0 processo salde-doenca, buscando proporcionar o melhor estado de saude aos cidadaos
(MORAES et al., 2005). Com as leis de sanidade alimentar, a protegdo e defesa do consumidor
foram legalmente normatizadas a luz da responsabilidade das empresas pelos alimentos que
proveem, e obrigatoriedade da ado¢do de requisitos técnicos e procedimentos operacionais
padronizados (POP) As Boas Praticas (BP) foram obrigatdrias.

Segundo a Instrucdo Normativa N° 161, de 1° de Julho de 2022 os padrdes
microbioldgicos permitidos para farinhas sdo: Salmonella spp.: auséncia em 25g; Escherichia
coli/g: 102 NMP/g; Bacillus cereus presuntivo/g: 102 UFC/g (BRASIL, 2022).

1.4 Doengas de Transmissao Hidrica e Alimentar

As DTHA sdo potencialmente nocivas e-adquiridas pela ingestdo de agua ou alimentos
contaminados, se apresentam mais comumente com sintomas gastrointestinais (nauseas,
vomitos, dor abdominal e diarreia). A intensidade dos sintomas clinicos individuais varia
dependendo do patdgeno, da dose infectante e da resisténcia do individuo (SIRTOLLI;
COMARELLA, 2018).

A ocorréncia de DTHA ¢ influenciada por vérios fatores, incluindo mudangas
ambientais, industrializacdo, mudancas de habitos, urbanizacdo, estilo de vida, comércio

internacional, alongamento da cadeia alimentar, conhecimento, atitudes e comportamento dos
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manipuladores de alimentos, profissionais ou domésticos, e informacbes do mesmo do
consumidor. A contaminacao dos alimentos pode causar surtos que séo definidos por um evento
em que duas ou mais pessoas apresentam sinais e sintomas semelhantes, ap6s o consumo de
alimentos da mesma origem (SORAGNI et al.,2019).

As DTHA s&o consideradas problema de saude publica que afetam paises desenvolvidos
e em desenvolvimento. No Brasil, foram registrados 12.503 surtos de DTHA entre 2000 a 2017
e 182 dbitos, segundo a Secretaria de Vigilancia em Saude (BRASIL, 2018).

De acordo com a Portaria n® 2.472 (SVS / MS) de 31 de agosto de 2010, todos os surtos
de DTA devem ser comunicados as autoridades sanitarias locais e investigados imediatamente.
A unidade de salde notificante deve utilizar a ficha de notificacdo / inquérito do SINAN, que
deve ser submetida para processamento conforme processo definido pela secretaria Municipal
de Salude (BRASIL, 2010).

No entanto, a maioria dos casos de DTA séo subnotificados, porque muitos patégenos
presentes nos alimentos causam sintomas leves. Isso significa que a pessoa afetada nédo
consultard um médico. Os sintomas comuns incluem dor abdominal, nauseas, vomitos, diarreia
e febre. Porém, dependendo do agente etioldgico envolvido, o quadro clinico pode ser
extremamente grave, com desidratacdo severa, diarreia sanguinolenta, insuficiéncia renal aguda
e insuficiéncia respiratoria (FERREIRA, 2021).

Os agentes fisicos podem ocorrer devido a presenca de metais, lascas de madeira, areia,
cabelos e objetos diversos aplicados no manuseio ou acessorios por funcionarios que nédo
praticam as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) (MACHADO, 2013).

A expansdo do mercado consumidor e a globalizacdo econdmica, o aumento do
consumo de produtos industrializados, e as mudancgas nos habitos alimentares modificaram o
perfil epidemioldgico das doencas trazidas por alimentos. Mas essas doengas continuam sendo
uma das principais causas de doencas em muitos paises (BERNARDES et al., 2018).

A subnotificacdo de casos de intoxicacdo ainda é muito comum, principalmente porque
na maioria das vezes a comida ndo tem gosto, cheiro ou aparéncia diferente do normal e os
sintomas costumam ser leves, obrigando as pessoas a procurar ajuda quando se agravam.
Quando ha demanda por atendimento médico, a maioria dos casos de DTHA passa despercebida
(BARRETO; SILVA, 2013).

Quando um surto é relatado, alguns 6rgéos, como a ANVISA, devem ser notificados
para que acOes especificas possam ser tomadas, como coletar informacBes bésicas para
controlar o surto diagnosticar a doenca e identificar a etiologia. o agente e a provavel fonte de
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contaminacdo. Os principais agentes biologicos sdo virus, protozoarios, bactérias, parasitas,
fungos e toxinas microbianas (DA CAMERA; DE MELO, 2015).

A ingestdo de toxinas presentes nos alimentos representa um risco a sadde publica. E
uma substancia termoestavel e pode permanecer nos alimentos mesmo ap0s 0 cozimento,
favorecendo o aparecimento de intoxicagdes, na tabela 1 foi exposta as principais toxinas
envolvidas na intoxicacdo alimentar e de interesse nesta pesquisa (BARRETO; SILVA, 2013).

1.4.1 Salmonella spp

Salmonella spp é um género pertencente a familia Enterobacteriaceae que vive no trato
gastrointestinal de animais. Sdo bacilos Gram-negativos, ndo esporulados,
anaerdbiosfaculfativos e definidos pela composicdo de antigenos de superficie, antigenos
somaticos (Oligopolissacarideos), flagelados (proteina H) e capsulas (GOMIDES; RIBEIRO,
2021).

Seu pH ideal para reproducgdo é em torno de 7,0 e a temperatura fica entre 35 e 37°C,
com minima de 5°C e maxima de 47°C (sdo bactérias sensiveis ao calor a pasteurizacdo €
suficiente para manter suas células desnaturadas, e as baixas temperaturas dificultam sua
multiplicacdo, que pode ser diferente para cada sorovar. Trés grupos comuns de doengas sao
febre tiféide (Salmonella Typhi), febre intestinal (S. Paratyphi A, B e C) e salmonelose (outros
sorovares) (COSTA et al., 2017).

Para alimentos, o método de diagndstico mais utilizado é o método microbiolégico
tradicional, que leva cinco dias para obter o resultado, mas essa técnica gera algumas duvidas,
pois Salmonella spp esta sujeita a grandes variacdes bioquimicas e muta¢des genéticas. Novas
técnicos de triagem estdo sendo desenvolvidas e investigadas para a triagem de Salmonella spp.
em alimentos, como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e técnicos imunoldgicas como o
imunoensaio enzimatico (ELISA), que é o método mais simples, rapido, sensivel, especifico,
baixo -custo e alta especificidade (SILVA, 2019).

1.4.2 Escherichia coli

Escherichia coli é uma bactéria Gram-negativa da familia Enterobacteriaceae, nao
esporulada, anaerdbia facultativa, fermentativa, predominantemente modvel (flagelo
peritriquio), crescem entre 18 e 44 ° C, sendo 37 ° C a temperatura ideal. e pertencente a

microbiota intestinal de mamiferos e aves. Existem cepas de E. coli patogénicas que causam



18

DTHA, s&o encontradas nas fezes e embora em pequeno nimero, podem ser encontradas em
ambientes onde os alimentos sdo manipulados (GOMES et al., 2016).

Essas bactérias usam d-glicose e outros carboidratos como fonte de energia e produzem
acidos e gases como produtos metabodlicos. A espécie presente na microbiota intestinal dos
animais de sangue quente é a Escherichia coli comensal (ALLOCATI, 2013).

A patogenicidade estd associada a diversidade antigénica associada a componentes
estruturais. (lipopolissacarideo - LPS, capsula), adesdo (adesinas) e invasdo (exotoxinas). Estes
sorotipos tém sido associados a infecbes do trato urinario, sepse, meningite neonatal e
gastroenterite, 0s principais grupos patogénicos~sao Escherichia coli enteropatogénica
(EPEC), Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), Escherichia coli enterohemorragica
(EHEC) (VILA, 2016).

1.4.3 Bacillus cereus

Bacillus cereus pertence a familia Bacillaceae. E uma bactéria Gram-positiva (G+) em
forma de bastonete, tem caracteristicas aerdbicas, caracterizada pela capacidade de formar
esporos subterminais. Apresenta excelente crescimento em temperaturas entre 28 e 35 °C, 0
tempo de geragéo varia entre 18-27 minutos, tolera ampla faixa de pH entre 4,9 e 9,3, atividade
de agua (aw)> 0,95 e tem crescimento reduzido em concentracdo salina de 7,5 % (EHLING-
SCHULZ; LERECLUS; KOEHLER, 2019).

Eles sdo transmitidos através de alimentos e os esporos bacterianos sdo altamente
resistentes ao calor, radiagdo ultravioleta (UV), dessecacdo, valores de pH altos ou baixos,
produtos quimicos tdxicos e outros estresses ambientais. Devido a sua boa resisténcia
fisiolégica e a sua capacidade de produzir ampla gama de enzimas que degradam muitos
substratos organicos, esse microrganismo esta amplamente distribuido no meio ambiente, sendo
0 solo seu reservatorio natural (ROZEAU et al., 2020).

Acredita-se que apos a ingestdo de células vegetativas, as enterotoxinas sao formadas
no intestino delgado, a hemolisina BL (HBL) contém um componente ligante (B) e dois
componentes liticos, L1 e L2, formados pelos genes hblA, hblD e hblC, respectivamente. Todos
0s trés genes sdo necessarios para a atividade maxima. O complexo NHE também consiste em
trés proteinas diferentes, nheA, nheB e nheC, que séo codificadas pelos trés genes nheA, nheB
e nheC (EHLING SCHULZ; FRENZEL; GOHAR, 2015).

As caracteristicas da sindrome diarreica sdo dor abdominal, diarreia e ndusea que podem

ocorrer de 12 a 24 horas apo0s a ingestao do alimento contaminado. A doenca envolve multiplas
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enterotoxinas, incluindo enterotoxinas BL hemoliticas (HBL) e enterotoxinas ndo hemoliticas
(NHE) (GRIFFITS; SCHRAFT, 2017).

1.5 Justificativa

A andlise de alimentos a granel, que sofrem mais com exposicdo e constante
manipulacdo, sdo produtos que tém risco potencial de desencadear doencas transmitidas por
alimentos devido a presenca de bactérias. Dessa forma, os resultados do presente estudo podem
contribuir com dados para futuras pesquisas, assim como para a¢des de vigilancia sanitéria, a

fim de evitar surtos e agravos a saude, oferecendo assim seguranca alimentar para a populacéo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar analises microbioldgicas de farinhas comercializadas a granel no Estado do Rio

de Janeiro.
2.2 Objetivos especificos
» Pesquisar Salmonella spp. em farinhas;

» Realizar a contagem de Bacillus cereus e Escherichia coli em farinhas;

» Verificar a porcentagem de cada microrganismo encontrado nas amostras.
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3 MATERIAIS E METODOS

Foram analisadas 30 amostras de farinhas no periodo de 12 de julho a 03 de setembro
de 2022, as amostras de farinhas foram de origens diversas, listadas a seguir: beringela, arroz,
banana verde, kibe, maca peruana, améndoas, chia, linhaca, grao de bico, uva, tribulus terrestris,
aveld, maracuja, trigo, rosca, soja, gluten, castanha de caju, coco, aveia, acarajé, ora-pro- nébis,
psyllium, semolina, mandioca, acaca, centeio, amora, nozes e castanha do para.

Foram realizadas as seguintes analises: pesquisa de Salmonella spp. e enumeracéo de
Escherichia coli conforme os procedimentos descritos no Bacteriological Analytical Manual,
82 ed. online; e Contagem e ldentificacdo presuntiva de Bacillus cereus conforme os

procedimentos descritos pela International Standards Organization 21871:2006.

3.1 Pesquisa de Salmonella

3.1.1 Pré - enriquecimento

Foram pesados 25g da amostra em saco plastico estéril e acrescentado 225mL de caldo
lactosado. Foi deixado em temperatura ambiente por 60 min sem homogeneizar e incubado a
35 + 2°C por 24h.

3.1.2 Enriquecimento Seletivo

Apdbs 24h, a amostra foi homogeneizada vagarosamente e, em seguida foi transferido
0,1mL para um tubo contendo 10mL de meio Rappaport-Vassiliadis (RV) e 1 mL para tubo
contendo 10mL de caldo tetrationato (TT) adicionado de 0,1mL de uma solucéo verde brilhante
a 0,1%, 0,2mL de uma solucdo de iodo-iodeto de potassio (Figura 1). O meio RV foi incubado
a42 £ 2°C por 24h e o caldo TT a 35 + 2°C por 24h.
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Figura 1 — Meio Rappaport — Vassiliadis e Caldo Tetration

Fonte: Do autor, 2023.

3.1.3 Isolamento

Apos 24h de incubacdo, de cada meio de enriquecimento seletivo foi semeado por
esgotamento na superficie de dois meios seletivos indicadores: agar entérico Hektoen (HK) e
agar xilose lisina desoxicolato (XLD). Em seguida, as placas foram incubadas a 35 + 2°C por
24h.,

3.1.4 Leitura e Sele¢éo das coldnias

Foram consideradas col6nias suspeitas de Salmonella spp. as culturas que apresentaram
coldnias verde-azuladas, com ou sem centro negro brilhoso em &gar Hektoen e as culturas que
apresentaram col6nias vermelhas transparentes, com ou sem centro negro brilhoso no agar
XLD.

3.1.5 Triagem bioquimica
Cada colénia suspeita foi semeada em agar triplice acucar ferro (TSI), agar lisina ferro

(LIA) e agar ureia inclinado e incubadas a 35 + 2°C por 24h. Foram consideradas suspeitas de
Salmonella spp. as culturas que apresentaram no TSI: superficie inclinada alcalina (vermelha)
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e base acida (amarela), com ou sem producdo de H-S, no LIA: reacdo alcalina (roxo) na base
e na superficie inclinada do tubo com ou sem producéo de H.S e no agar ureia: reacao de urease
negativa (ndo muda a coloragdo no meio)

Cada col6nia suspeita foi semeada em agar nutriente inclinado e incubadas a 35 + 2°C
por 24h.

3.1.6 Sorologia polivalente

Foram adicionados 0,5 mL de solucédo de cloreto de sodio a 0,85% no crescimento do
agar nutriente e homogeneizado até obter uma suspensao bacteriana. Uma gota desta suspensao
obtida foi depositada em uma placa de Petri estéril e uma gota de solucédo de cloreto de sédio a
0,85% também foi acrescentada na placa. Homogeneizou-se essas gotas para observar a
presenca de auto aglutinacdo. A sorologia foi prosseguido somente com as culturas que néao
aglutinaram com a solucao de cloreto de sodio a 0,85%. Em outra placa de Petri estéril, uma
para cada col6nia, foi depositada uma gota da suspensdo obtida e uma gota do antissoro
polivalente. Apds homogeneizar essas duas gotas, foram consideradas como Salmonella spp.

as que apresentaram grumos.
3.2 CONTAGEM E IDENTIFICACAO PRESUNTIVA DE Bacillus cereus
3.2.1 Preparo do homogenato

Foram pesados 25g de cada amostra em saco plastico estéril e foi adicionado 225mL de
solucgéo salina peptonada 0,1%. Em seguida, foi homogeneizado em velocidade 2 durante 1
minuto no aparelho homogeneizador.
3.2.2 Preparo das diluigdes

A partir do homogenato (diluicdo 101) foram preparadas diluictes decimais
transferindo uma aliquota de 1mL da ultima diluicdo para um tubo de ensaio contendo 9mL de

solucéo salina peptonada 0,1%. As diluicdes foram realizadas até 10 seguindo o limite de

contaminac&o estabelecido pela legislacdo vigente de padrdes microbioldgicos para farinhas.



24

3.2.3 Plagueamento

Foi semeado uma aliquota de 1mL da diluigio 10 distribuida em 3 placas (0,3; 0,3 e
0,4mL) contendo agar manitol gema de ovo com polimixina (MYP) e semeado aliquotas de
0,1mL de cada diluicdo previamente homogeneizada na superficie de 2 placas de MYP, o
indculo foi espalhado com alga de Drigalsky até completa absorgéo e as placas foram incubadas

em posicdo invertida a 30 £ 2°C durante 24h.

3.2.4 Contagem e Selecéo das colonias

Foram selecionadas placas de mesma dilui¢do que continham de 15 a 150 coldnias com
coloracdo rosa (manitol negativas), rodeadas por halo opaco resultante da precipitacdo da
lecitina, caracteristicos de Bacillus cereus no Agar MYP (Figura 2). Em seguida, cada col6nia
selecionada foi semeada em um tubo contendo &gar nutriente e incubadas a 35 + 2°C durante
24h.

Figura 2 — Bacillus cereus em agar MYP

Fonte: Do autor, 2023.

3.2.5 Ensaio presuntivo para identificacdo de Bacillus cereus

Foram verificadas as caracteristicas morfotintoriais das culturas em agar nutriente
através do método de coloracdo de Gram. Col6nias caracteristicas se apresentam como bacilos
gram positivos esporulados (Figura 3).
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Figura 3 — Método de Coloracdo de Gram apresentando bacilos gram positivos, col6nia

caracteristica de B. cereus

py

Fonte: Do autor, 2023.

3.2.6 Prova de Atividade Hemolitica

Apos a coloracdo de Gram, foi semeada uma algada do &gar nutriente de cada coldnia
em placa contendo agar sangue de carneiro 5% e incubada a 35 + 2°C durante 24h. Ap0s este
tempo, as culturas que apresentaram presenca de uma zona de hemolise do tipo beta ao redor
do crescimento foram identificadas como Bacillus cereus presuntivo (Figura 4). Amostras que
apresentaram contagem de B. cereus presuntivo > 10°.g™ foram consideradas acima do padrio

microbioldgico permitido pela legislacéo.

Figura 4 — Bacillus cereus em agar Sangue de carneiro 5%

Fonte: Do autor, 2023.
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3.3 ENUMERACAO DE Escherichia coli

Enumeracdo de E. coli pelo método do NUmero mais Provavel (NMP) € a técnica
recomendada Ja que a legislacao de farinhas estabelece limite de contaminacéo por E.coli igual
a10%gt

3.3.1 Preparo do homogenato e das dilui¢des

Foram pesados aproximadamente 50 g da amostra em saco plastico estéril. Foi
adicionado aproximadamente metade do volume total de 450 mL de tamp&o fosfato de
Butterfield no saco plastico; foi homogeneizado a mostra no homogeneizador em velocidade 2
durante 1 minuto e acrescentado o restante do tampéao fosfato de Butterfield no saco plastico e
homogeneizar manualmente.

A partir do homogenato (10-1) foram preparadas quatro diluigdes decimais transferindo
uma aliquota de 1mL da diluigdo 10 para tubo de ensaio contendo 9 mL de tampéo fosfato de

Butterfield. As diluices preparadas foram homogeneizadas em agitador tipo vortex.

3.3.2 Ensaio presuntivo para e.coli

Foram semeadas aliquotas de 1mL da diluicio 107 e das diluicbes subsequentes em
séries de 3 tubos contendo 10 mL de caldo caldo lauril sulfato triptose (LST) com tubo de
Durham em concentracdo simples. Agitou suavemente o0s tubos semeados e incubados a 35 +
2°C por 48h.

3.3.3 Leitura dos tubos
Ap0s 48h verificou-se a turvacdo do caldo LST e a presenca de gas nos tubos de Durham

ou efervescéncia quando agitado gentilmente (Figura 5). Os tubos que apresentaram resultado

positivo foram submetidos aos ensaios confirmatorios.
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Figura 5 — Caldo LST com presenga de gas no tubo de Durham

Fonte: Do autor, 2023.

3.3.4 Ensaio confirmatorio para E.coli

Foi transferido com o auxilio de uma alca bacterioldgica o crescimento da cada tubo
positivo de caldo LST para tubo contendo 10mL de caldo EC-MUG com tubo de Durham. Os
tubos de caldo EC-MUG foram incubados em banho termostatico com sistema de circulacéo
de 4gua a 44,5 + 0,2°C por 48h. Apos 48h, verificou-se a turvacdo do caldo EC-MUG, a

presenca de gas nos tubos de Durham e avaliar a fluorescéncia sob luz UV (365nm) (Figura 6).

Figura 6 — Caldo EC-MUG em fluorescéncia sob luz UV

Fonte: Do autor, 2023.
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4 RESULTADO E DISCUSSAO

Das 30 amostras de farinhas analisadas, oito apresentaram uma contagem de Bacillus
cereus presuntivo acima do padrdo preconizado pela legislacdo e uma amostra apresentou
presenca de Salmonella spp. N&o foi detectada presenca de Escherichia coli, ou seja, as
amostras atenderam ao padrdo estabelecido pela legislacdo para este parametro.

A amostra que apresentou presenca de Salmonela foi a de farinha de acaca e o isolado
foi enviado para ser devidamente identificado a nivel de sorovar pelo Laboratério de
Enterobactérias (LABENT) do Instituto Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz) que é Referéncia
Nacional de Salmonella. Resultado ainda ndo recebido. N&o hé relatos na literatura acerca da
Salmonella em produtos farinaceos.

A microbiota da farinha é relativamente baixa, uma vez que alguns agentes do
branqueamento reduzem a contaminagdo. Quando as condi¢des da atividade de dgua favorecem
o0 crescimento, como por exemplo, a umidade alta do ambiente, as bactérias do género Bacillus
se desenvolvem e se estiverem presentes em alimentos prontos, podem desencadear DTHA.
Estas bactérias tém o solo como reservatorio, entretanto, devido a resisténcia de seus esporos,
a bactéria pode ser isolada de uma grande variedade de pontos, estando amplamente distribuida
na natureza. Por esta razdo, contamina facilmente os alimentos.

Lopes e Franco (2017), analisaram amostras de crostas de trés moinhos produtores de
farinha de trigo, dois destes moinhos apresentaram contagem de B. cereus presuntivo acima de
103 UFC/g. Este resultado demonstra que a contaminacdo pode estar ligada ao preparo da
farinha. No presente trabalho, 30% das amostras apresentaram contaminacdo por B. cereus
acima do padrdo permitido pela legislagéo.

Vale ressaltar os beneficios do branqueamento, visto a problematica do estudo, o
branqueamento, € um processo cujo objetivo principal é a inativagdo de enzimas que
normalmente provocavam degradacdo de nutrientes e/ou apodrecimento de alimentos durante
0 preparo, também é responsavel pela reducéo da carga microbiana da superficie, aumentando
a qualidade e o prazo de validade.. O branqueamento ndo é considerado um processo de
conservacao em si, mas um pré-tratamento que confere ao alimento maior durabilidade e
qualidade de suas caracteristicas sensoriais (SOARES; JOSE, 2013).

Vale ressaltar que um dos motivos de contaminacdo de alimentos a granel € erros
primarios relacionados a manipulacdo dos alimentos, o armazenamento inadequado, onde o
recipiente onde fica a farinha ndo € higienizado constantemente e adequadamente, configurando

assim falta de higiene na manipulacéo.
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Em um estudo realizado por Kemper e Colaboradores (2020) mostra que o controle da
qualidade microbiolégica de alimentos vendidos a granel onde trés estabelecimentos
analisados, somente um se enquadrou nos critérios estabelecidos pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa). Tendo os outros dois estabelecimentos apresentado valores
superiores ao permitido para o consumo humano, onde foi encontrado a presenca de fungos
causadores de micotoxinas. Os pesquisadores ressaltam a necessidade de maior controle das
condicdes higiénico-sanitarias durante todo o processamento dos alimentos, principalmente na
manipulacdo dos alimentos a granel pelos estabelecimentos, de maneira a manter a qualidade
do produto final, visando assim a satde da populacédo (KEMPER et al., 2020).

No grafico 1 foi demonstrada a porcentagem de amostras que estavam fora dos padroes
preconizados pela legislacdo (IN 161/2022) para Salmonella e no grafico 2, para amostras de

Bacillus cereus fora dos padrdes preconizados pela legislacéo (IN 161/2022).

Gréfico 1 - Porcentagem de amostras para pesquisa de Salmonella spp fora dos padrGes

preconizados pela legislacdo

Salmonella spp.

Megativo para
Salmonella
spp.

i m Positivo para
i Salmonella

\ { spp.

Fonte: A autora, 2023.

Gréafico 2 - Porcentagem de amostras para pesquisa de Bacillus cereus presuntivo fora dos

padrdes preconizados pela legislacdo

Bacillus cereus presuntivo

MNegativo para
Bacillus cereus
presuntivo

W Positivo para
Bacillus cereus
presuntivo

Fonte: A autora, 2023.
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5 CONCLUSAO

Dentre as 30 amostras de farinhas e foi constato a presenca de Salmonella spp e o
Bacillus cereus. Ressalta-se a importancia de se identificar os pontos do ambiente que possam
representar fontes de contaminacao, de forma a orientar medidas de controle dos patdgenos, em
particular nos processos de higienizagdo e prevencdo da contaminagdo cruzada, visando a

producdo e consumo de um alimento nutritivo e seguro para a populacéo.
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