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RESUMO

ARAUJO, Lais Malachias. CONTAGEM DE COLIFORMES TOTAIS E
TERMOTOLERANTES E ENUMERACAO DE BOLORES E LEVEDURAS EM
BARRA DE CEREAIS. 2014. 24 f. Trabalho de Conclusao de Curso (Curso Superior
de Engenharia de Alimentos), Departamento de Alimentos, Universidade
Tecnologica Federal do Parana. Campo Mouréo, 2014.

Barras de cereais sdo amplamente consumidas devido ao valor nutricional dos seus
componentes, entretanto procura-se estudar a importancia da analise de bolores e
leveduras para este tipo de amostra para o controle de qualidade. Este estudo
avaliou as contagens de coliformes totais, termotolerantes, bolores e leveduras em
barras de cereais. As contagens de coliformes 35° e termotolerantes, se
apresentaram dentro do padrdo. Todas as amostras apresentaram bolores e
leveduras, como ndo ha um padréao na legislacéo para este tipo de andlise, sugere-
se um monitoramento mais amplo para este tipo de microrganismo em barras de

cereais.

Palavras chave: Barra de cereal, coliformes, bolores e leveduras.



ABSTRACT

ARAUJO, Lais Malachias. Coliforms total and thermotolerant count and
enumeration of molds and yeasts in cereal bar. 2014. 24 f.

Cereal bars are widely consumed due to the nutritional value of its components.
However it is necessary to study the importance of mold and yeast analysis for this
type of sample for its quality control. This study evaluated the total coliform counts,
thermotolerant, molds and yeasts in cereal bars. Coliform total 35°C and
thermotolerant, were within the standard. All samples showed yeasts and molds, as
there is no standard in the legislation for this type of analysis, we suggest a broader

monitoring for this type of microorganism in cereal bars.

Keywords: cereal bar, coliforms, molds and yeast.
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1 INTRODUCAO

As barras de cereais sao consideradas como snacks, definidas como
pequenas refeicOes, leves ou substanciais. O consumo apresenta crescimento
constante devido a sua facilidade, que, com a mudanca no estilo de vida do
consumidor, se tornou uma das propriedades mais importantes para a escolha de
um alimento (SAMPAIO, FERREIRA CANNIATTI-BRAZACA, 2009; BRITO et al.,
2004). Estas séo de simples preparacédo industrial, com um dos fatores principais a
mistura de ingredientes, para que se completem na textura, sabor e propriedades
fisicas. As barras de cereais podem conter grdos, juntamente com frutas
desidratadas, chocolate e/ou mel (GUTKOSKI et al., 2007).

Alguns microrganismos ficam conservados na superficie externa dos gréos
de cereais, durante seu desenvolvimento, sendo que estes contaminantes resultam
dos insetos, do solo, da auséncia de higiene dos equipamentos e manipuladores,
aléem da contaminacdo cruzada. Os grédos de cereais recém-colhidos possuem
desde esporos de fungos a bactérias (VASCONCELLOS, 2006).

Em conformidade com a Resolucdo RDC n°12 de 02 de janeiro de 2001 da
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), sdo estipulados, para barras de
cereais, padrbes microbiologicos para Salmonella sp, Coliformes termotolerantes e
Bacillus cereus (ANVISA, 2001). Apesar da legislacdo nao estipular como obrigatoria
a analise de bolores e leveduras para barras de cereais, o produto esta propicio a
este tipo de contaminacdo, pois em produtos com baixo conteudo de agua ocorre
crescimento desses microrganismos. Em cereais estocados os fatores mais
importantes a serem controlados para se evitar o crescimento de fungos e
consequentemente a producdo de toxinas oriunda deles sdo a umidade relativa do
ar e do substrato e a temperatura de armazenamento (FERREYRA, 2003).

Segundo Black 2002, a alta concentracdo de carboidratos transforma as
barras em “locais” estratégicos para o crescimento de fungos devido a criagdo de
uma pressao osmotica elevada. Esses alimentos podem ser contaminados
diretamente por fungos presentes nos cereais. A presenca de determinados géneros
de fungos filamentosos pode resultar na existéncia de toxinas produzidas por eles.
Por sua vez, as micotoxinas sdo metabdlitos secundarios dos fungos. Sua presenca

nos cereais pode ocorrer a partir da sua produgéao, incluindo as etapas de transporte,



armazenamento e consumo. Portanto, € muito importante verificar se esses fungos
estdo presentes nas matérias-primas assim como no produto final.

Atualmente, se busca alimentos que apresentem efeitos positivos a salde e
de rapido consumo. Para verificar se os produtos alimenticios estdo sendo
produzidos, manipulados e distribuidos de acordo com as boas praticas de
alimentacdo e fabricacdo de alimentos € necessario o controle sanitario dos
alimentos que inclui um conjunto de normas e técnicas. Quando esse controle ndo é
obedecido, muitos microrganismos patogénicos podem contaminar o alimento,
tornando-se assim um risco a saude do consumidor. Assim, é de grande importancia
a avaliacdo microbiolégica das barras de cereais para garantir que as formulacdes
em estudo ndo oferecam qualquer tipo de risco a satude dos consumidores.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi realizar a contagem de coliformes totais e

termotolerantes, bem como determinar bolores e leveduras em barras de cereais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Realizar a contagem de coliformes 35° e termotolerantes em barras de cereais.
e Determinar a presenca de bolores e leveduras em barras de cereais.

e Comparar os resultados obtidos com a legislacéo vigente
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 BARRAS DE CEREAIS

Em 1992, a primeira barra de cereal foi langcada no Brasil. O produto, talvez
inovador demais para a época, nao foi bem aceito pelo consumidor, e, somente
alguns anos depois, as barras de cereais foram ganhando espaco, chegando a um
crescimento de 25% ao ano (BARBOSA et al., 2003).

Barras de cereais sao produtos obtidos da mistura ou combinacao de trés ou
mais alimentos higienicamente preparados, com especificos valores nutritivos e
especifico sabor. Ao ser acrescentado agente ligante, obtém-se textura adequada ao
produto, que é embalado e comercializado em porgbes individuais de
aproximadamente 25 gramas, as quais sao obtidas das mais variadas combinacfes
de ingredientes, principalmente frutas e cereais (PONTES et al., 2009).

As barras de cereais sédo alimentos de facil consumo, requerem pouco ou
nenhum preparo e durante muito tempo seus valores nutritivos foram pouco
enfatizados. Os cereais em barra sdo uma classe de produtos de confeitaria, de
forma retangular, vendidos em embalagens individuais e tém apresentado um rapido
crescimento no mercado (1ZZO e NINESS, 2001; SKLIUTAS, 2002).

Os principais aspectos considerados na elaboracédo desse produto incluem:
a escolha do cereal, a selecdo do carboidrato apropriado (de forma a manter o
equilibrio entre o sabor e a vida de prateleira), o enriguecimento com Varios
nutrientes e sua estabilidade no processamento. Também tem sido considerado o
valor nutricional, sendo preferidos os com alto contetudo de fibras e baixo teor ou
isentos de gordura, porém com alto aporte energético. A associacao entre barra de
cereais e alimentos saudaveis € uma tendéncia no setor de alimentos, o que
beneficia 0 mercado destes produtos (GUTKOSKI et al., 2007).

Devido ao aumento do interesse da populacdo por alimentos naturais, a
industria de alimentos esta se orientando na elaboragédo de produtos mais nutritivos
gue tenham um bom aporte de carboidratos, proteinas, vitaminas, minerais e fibras.

Com isso, a associacdo entre barra de cereais e alimentos saudaveis € uma



12

tendéncia ja documentada no setor de alimentos, o que beneficia 0 mercado destes
produtos (FREITAS e MORETTI, 2006).

3.2 SEGURANCA ALIMENTAR E QUALIDADE

Um dos principais problemas de saude publica esta relacionado ao consumo
de alimentos contaminados causando diversas patologias no ser humano. Desta
forma tem aumentado consideravelmente o interesse do consumidor em relacédo a
seguranca alimentar, principalmente ao aspecto microbiolégico (RICHARDS, 2002).

O controle sanitario dos alimentos se constitui em um conjunto de normas e
técnicas utilizadas para verificar se os produtos alimenticios estdo sendo produzidos,
manipulados e distribuidos de acordo com as boas praticas de manipulacdo e
fabricacdo de alimentos. Quando isto ndo é obedecido, muitos microrganismos
patogénicos como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella, Bacillus
cereus, por exemplo, podem contaminar o alimento, tornando este um fator de risco
a saude do consumidor. A presenca de coliformes é geralmente considerada
indicadora de mas condi¢des higiénicas sanitarias (BENEVIDES et al., 2004).

Um alimento seguro pode ser definido, quando constituintes ou
contaminantes que trazem perigo a saude, estdo ausentes ou em concentracdes
abaixo do limite de risco (SOUZA et al., 2005).

A legislacdo e as politicas nacionais preveem ser fundamental a vigilancia
sanitaria em toda a cadeia produtiva, para definir, orientar e intervir em pontos e
fases criticas que acarretem riscos ao consumidor, especialmente em pequenas e
médias empresas ndo detentoras de eficiente controle de qualidade (CARDOSO,
2001).

3.3 COLIFORMES TOTAIS E TERMOTOLERANTES

A Organizagdo Mundial da Saude e da Associacdo Americana de Saude

Publica define esse grupo de bactérias com caracteristicas tais como capacidade de
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fermentacdo da lactose em presenca de agentes tensoativos, nas temperaturas de
35°C (coliformes totais) ou 44 - 45°C (coliformes termotolerantes), com formacéao de
acido, géas e aldeido (APHA, 2005).

O grupo dos coliformes € dividido em coliformes totais e termotolerantes,
laboratorialmente. A presenca de coliformes totais em agua e alimentos, em alguns
casos, pode nao ser indicativa de contaminacédo fecal, porque participam desse
grupo bactérias cuja origem direta ndo € exclusivamente entérica. Esse fato decorre
da capacidade de colonizagcdo ambiental desses microrganismos, em especial, do
solo. Portanto, a presenca de coliformes totais nesses materiais pode, também,
estar relacionada a préaticas inadequadas de sanitizacdo e processamento desses
produtos, ou mesmo a sua recontaminacdo, apds esses procedimentos. Essa
desvantagem néo seria apresentada pelos coliformes termotolerantes, devido a sua
baixa capacidade de colonizacdo ambiental, sendo sua presenca em alimentos de
grande importancia sanitaria, pois seria indicativa da possibilidade de contaminacéo
fecal (LANDGRAF, 1996).

3.4 BOLORES E LEVEDURAS

Os bolores sdo os fungos multicelulares, filamentosos, podendo estar
presentes na agua, no solo, no ar e em matéria organica em decomposicdo. As
leveduras sdo os fungos nao filamentosos, normalmente disseminados por insetos
vetores, pelo vento e pelas correntes aéreas (SIQUEIRA, 1995).

Os fungos sdo microrganismos largamente distribuidos no meio ambiente,
incluindo o ar, a agua, o solo e o p6. Como consequéncia os alimentos podem
tornar-se contaminados com uma ampla variedade de espécies fungicas originarias
de fontes ambientais e que sob condi¢cdes favoraveis podem multiplicar-se nos
alimentos e provocar deterioracao (TANIWAK, 2001).

Alguns géneros de fungos filamentosos podem resultar na existéncia de
toxinas produzidas por eles. Por sua vez, as micotoxinas sdo metabolitos
secundarios dos fungos. Em cereais pode ocorrer a partir da sua produc¢dao, incluindo

as etapas de transporte, armazenamento e consumo (SOARES, 1996).
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Microrganismos como bolores e leveduras podem proliferar em graos ou
produtos derivados destes se estocados em condi¢des inadequadas, causando
desperdicio de alimentos. Fatores como nivel de umidade, temperatura, aeragao,
tempo de armazenamento, entre outros, podem influenciar na qualidade
microbiologica dos grados desde seu processamento até estocagem de seus
produtos (ALHADAS, 2003).

O elevado indice de bolores e leveduras nos alimentos pode fornecer varias
informacgdes, dentre elas, condigcbes higiénicas deficientes de equipamentos,
multiplicagdo no produto em decorréncia de falhas no processamento e/ou

estocagem e matéria prima com contaminacgao excessiva (SIQUEIRA, 1995).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAS

As barras de cereais foram adquiridas em supermercados da cidade de
Campo Mourdo, Parand e foram analisadas no laboratério de Microbiologia da
Universidade Tecnolégica Federal do Parand Campus Campo Mourdo (UTFPR).

Foram analisados 5 marcas, de barras de cereais. Foi realizado um “pool”
com as barras da mesma marca e a partir dai foi retirada uma amostra de 25 g para

o preparo das diluicbes seriadas.

4.2 ANALISE DE COLIFORMES TOTAIS E TERMOTOLERANTES

As analises microbiolégicas seguiram os procedimentos descritos por SILVA
et al (2007). A contagem de coliformes totais e termotolerantes foram realizadas de
acordo com a técnica de numero mais provavel (NMP).

As barras de cereais foram assepticamente trituradas, pesadas, em
amostras de 25 g e misturadas em 225 mL solucdo salina peptonada 0,1%
esterilizada e homogeneizadas em stomacher por 60 segundos. Desta forma se
obteve a diluicdo 10, as demais diluicbes seriadas foram realizadas (107%, 1073).
Inoculou-se 1 mL de cada diluicdo em trés tubos de Caldo Lauril Sulfato Triptose
(LST) com tubos de Durhan invertidos, que foram incubados a 35°C por 24h a 48h.
Os tubos que apresentaram crescimento e producdo de gas dentro dos tubos de
Durhan foram considerados positivos e apartir deles foram realizados o teste
confirmativo, fazendo a inoculacdo em Caldo Verde Brilhante Bile (VB) e Caldo E.C.
O Caldo Verde Brilhante Verde foi incubado em estufa a 35°C durante 48h, e o
Caldo E.C em banho-maria a 45°C por 48h. Os tubos que apresentaram formacéo

de gas foram considerados positivos.



16

4.3 DETERMINACAO DE BOLORES E LEVEDURAS

A metodologia utilizada foi de acordo com a Instrugdo Normativa n°® 62
(BRASIL, 2003). Inicialmente, o 4gar batata dextrose foi fundido e depois resfriado
em banho-maria até 46-48°C. Acidificou o meio até pH 3,5 por meio da adicao de 1,5
mL de solucé@o de &cido tartarico 10% para cada 100 mL de meio. Verteu-se nas
placas cerca de 15 a 20 mL até solidificar em superficie plana. A partir da diluicao
inicial 10 foi realizado diluicdes de 102 e 10™. Em seguida, foi inoculado 0,1 mL
das diluicBes selecionadas sobre a superficie seca de agar batata dextrose 2%
acidificado a pH 3,5. Com o auxilio de al¢ca de Drigalski esterelizada espalhou-se o
inéculo cuidadosamente por toda a superficie do meio, até sua completa absorcéo.
Por fim, as placas foram incubadas sem inverter, a 25 + 1°C, por 5 a 7 dias. Os
resultados foram expressos em numero de unidades formadoras de colénias por
grama (UFC/qg).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nas andlises microbioldgicas para coliformes totais,
termotolerantes, bolores e leveduras nas amostras de barras de cereais se

encontram na tabela 1.

Tabela 1 - Pesquisa de coliformes a 35°C, 45°C (NMP g™) e bolores e leveduras (UFC g ™) em barras
de cereais

Amostra Coliformes Totais Coliformes
(NMP/g) Termotolerantes Bolores e Leveduras
(NMP®/g) (UFC®g)

A 4 <3 2,0x10°

B <3 <3 5,0X10°

c <3 <3 1,2x10°

D <3 <3 2,5x10°

E 4 <3 2,1xx10°
Tolerancia ** 5x10 *
maxima ®

** Sem definicdo

(1) NMP — NUmero Mais Provavel

(2) UFC — Unidades Formadoras de Colbnia
(3) RDC n°12 de 2 de janeiro de 2001

Apesar da legislacdo ndo solicitar analise para Coliformes Totais (35 C), as
contagens obtiveram resultados inferiores a 3,0 NMP.g™ com excecédo das amostras
A e E que resultaram com valores de 4,0 NMP.g™.

Para as contagens de Coliformes Termotolerantes (45C) todos os
resultados foram inferiores a <3,0 NMP.g', estando dentro dos padrdes
estabelecidos pela a RDC n°12/2001 (ANVISA) com o padrédo estabelecido como
limite de 5x10NMP.g™.

Coérdova (2012) e Lima et al (2012), que também avaliaram a qualidade
microbiolégica de barra de cereal obtiveram resultados semelhantes. Segundo o
autor, o resultado ocorreu provavelmente devido a baixa atividade de agua dos

produtos, a qual ndo ofereceu condicdes para o desenvolvimento microbiolégico.
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Lourencédo e Srebernich (2009), que formularam e produziram uma barra de
cereal e analisou coliformes, bolores e leveduras, obteve resultados negativos para
as andlises e relacionou este resultado as condi¢cfes de atividade de agua (0,520-
0,594) e pH (4,59-4,81), ndo favoraveis ao desenvolvimento de microrganismos,
além da qualidade da matéria prima empregada e cuidados higiénicos tomados no
preparo das barras. Entretanto, como os graos de cereais sdo potenciais portadores
de microrganismos, mesmo que precaucdes higiénico-sanitarias sejam observadas
no decorrer do processo produtivo existe a possibilidade de ocorrer contaminacao no
produto (ESTELLER et al., 2004).

Barras de cereais sdo produtos que nado estdo livres da contaminacéo
fingica (STELATO et al., 2010). Na legislacdo vigente (RDC n"12/01), os padrbes
microbiolégicos sanitarios em alimentos, ndo apresentam controle de fungos nesse
tipo de alimento, que quando presentes podem acelerar sua deterioracéo, reduzindo
seu valor nutricional, alterando suas qualidades organolépticas e tornando-se, em
alguns casos um risco a saude do consumidor, pois ndo se sabe qual espécie de
fungo podera ser encontrada, podendo até apresentar contaminacdo por
micotoxinas, as quais se destacam: a aflatoxina, ocratoxina A, zearalenona, patulina,
fumonisina, tricoteceno e citrinina (RODRIGUEZ-AMAYA & ALBINO, 2002).

Os microrganismos fungicos mais comuns em cereais, de acordo com
Rodriguez-Amaya (2001), sdo os géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium, os
guais abrigam as principais espécies de fungos toxigénicos em alimentos.

Quando h& a ocorréncia de contaminacdo fangica e producdo de
micotoxinas, alguns fungos filamentosos, sob certas condi¢cdes de umidade, oxigénio
e temperatura, crescem nos alimentos, produzindo metabdlitos secundarios capazes
de originar uma ampla variedade de efeitos toxicos (PELUQUE, 2014).

As barras de cereais normalmente possuem em seus ingredientes graos de
cereais gue sdo potenciais portadores de microrganismos. Os principais fatores que
levam a essa contaminacdo estdo ligados a suscetibilidade dos cereais a
contaminacdo fangica durante o periodo de plantio e, fundamentalmente, ao
armazenamento (SREBERNICH et al., 2011).

Entre os componentes da barra de cereal, a aveia € predominante. Este é
um alimento funcional, € um produto que possui indicios de controlar diabete, a
hipertenséo e o colesterol ruim, isto é devido ao betaglugano que € um tipo de fibra

soluvel presente neste cereal. Porém, com o manuseio inadequado dos graos, estes
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estdo susceptiveis a contaminacao, fazendo com que o alimento seja inadequado
para o consumo (OLIVEIRA, 2003).

Diminuir a infeccdo fungica e eliminar fungos produtores de toxinas nos
alimentos € de suma importancia para a saude do consumidor, para atingir este
objetivo devem-se melhorar as condicdes de armazenamento da matéria prima,
selecionar fornecedores com certificacbes para auséncia de micotoxinas em seus
produtos, a aplicagdo das Boas Praticas no campo e fabricacdo até a
comercializacdo produto do final. Dessa forma, o produto chegara sem risco ao
consumidor (RICHARDS, 2002).

As Figuras 1 e 2 demonstram as analises de coliformes, bolores e leveduras.

Figura 2 - Analise de bolores e leveduras
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos em relacdo a coliformes termotolerantes indicam que
as amostras se encontram dentro do padrédo estabelecido na legislacdo. No entanto
a presenca de bolores e leveduras foi evidenciada em todas as amostras analisadas.

Desta forma se faz importante um monitoramento mais amplo em relagéo a
bolores e leveduras visto que no Brasil a legislacdo ndo define nenhum parametro
para que se possa verificar o seu limite maximo em alimentos. Os resultados
demonstram a necessidade de incluir analises de bolores e leveduras neste tipo de

alimentos, pois podem representar riscos a saude.
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