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CROBIÓLOGICAS NA INDÚSTRIA DE REFRIGE-

RANTES

COMPARISON OF MICROBIOLOGICAL ANALYSIS 
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Resumo: A água é essencial para 

os seres vivos. Também é um dos 

principais meios de transporte 

de contaminantes como bacté-

rias patogênicas. Sendo assim a 

qualidade da água deve atender 

requisitos básicos para que pos-

sa ser consumido pela popula-

ção e para utilização em indús-

trias. O objetivo deste trabalho 

foi realizar uma comparação de 

dois métodos de análises (Petri-

fi lm® e Substrato Cromogênico) 

da água na indústria de bebidas, 

contribuindo para o estudo de 

validação do método Petrifi lm® 

para análise de água de processo 

para os microrganismos colifor-

mes. Atualmente apenas o méto-

do de Substrato Cromogênico é 

validado pelo Standart Methods 

for the Examination of Water e 

Wastewater. O estudo foi rea-

lizado numa refrigeranteira na 

cidade de Jundiaí-SP. Os testes 

foram realizados no tempo de 6 

meses semanalmente (para água 

de processo) e mensal (para swab 

de linha). Pontos específi cos fo-

ram escolhidos para a coleta das 
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amostras conforme procedimen-

to interno. Os resultados obtidos 

demonstraram que o método Pe-

trifi lm® não foi efi caz para de-

monstrar presença de coliformes 

e comparação com o substrato 

cromogênico.

Palavras chaves: C o l i f o r -

mes. Qualidade microbio-

lógica de água. Metodolo-

gia.

Abstract: Water is essential for 

living beings. It is also one of 

the main means of transporting 

contaminants such as pathogenic 

bacteria. Therefore, water quality 

must meet basic requirements so 

that it can be consumed by the po-

pulation and for use in industries. 

The objective of this work was 

to carry out a comparison of two 

analysis methods (Petrifi lm® and 

Chromogenic Substrate) of water 

in the beverage industry, contri-

buting to the validation study of 

the Petrifi lm® method for analy-

sis of process water for coliform 

microorganisms. Currently, only 

the Chromogenic Substrate me-

thod is validated by the Standard 

Methods for the Examination 

of Water and Wastewater. The 

study was carried out in a soda 

fountain in the city of Jundiaí-

-SP. Tests were performed over a 

period of 6 months, weekly (for 

process water) and monthly (for 

line swab). Specifi c points were 

chosen for sample collection ac-

cording to the internal procedure. 

The obtained results demonstra-

ted that the Petrifi lm® method 

was not effi  cient to demonstrate 

the presence of coliforms and 

comparison with the chromoge-

nic substrate.

Keywords: Coliforms. Micro-

biological quality of water. Me-

thodology.
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INTRODUÇÃO

Os refrigerantes são be-

bidas não alcoólicas consumidas 

em grande escala pela população. 

Em escala mundial, o Brasil se 

encontra como o 7º maior merca-

do de bebidas não alcoólicas em 

2020 (ETENE, 2022). É compos-

to basicamente por água (princi-

pal matéria – prima), açúcar, suco 

natural, corantes, aromatizantes, 

antioxidantes, conservantes e gás 

carbônico (SWEETMAN et al, 

2008).

Devido sua alta ativi-

dade de água (Aa), alto teor de 

açúcar e ph menor que 4.3, estes 

produtos são susceptíveis a pro-

liferação de: bolores, leveduras 

e bactérias do grupo coliforme. 

Neste caso conforme Portaria do 

Ministério da Saúde nº 2914 de 

12 de dezembro de 2011, os pa-

râmetros pré-estabelecidos em 

100 mL de amostra de água é de 

ausência total de microrganismos 

coliformes (BRASIL, 2011). O 

grupo coliforme total apresenta 

cerda de 20 espécies no qual as 

bactérias na forma de bastonetes 

Gram - positivas são capazes de 

fermentar a lactose com produ-

ção de gás.

Conforme (LIMA, 

2009), as etapas do processo in-

dustrial de refrigerantes são au-

tomáticas evitando ao máximo 

possível contato manual com o 

produto, garantindo a qualidade 

fi nal do refrigerante, sendo todo 

o processo dependente das BPF 

(Boas Práticas de Fabricação), 

análises físico-químicas e micro-

biológicas.

A RDC nº12 de 02 de 

janeiro de 2001 exige os parâme-

tros de contagens de coliformes a 

35 ºC (ausência /50mL) (MORA-

ES et al, 2003).

Caso seja comprovada a 

presença de coliformes, há indi-
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cação de más condições sanitá-

rias de manipulação e fabricação 

do produto, podendo levar a de-

terioração, alteração de cor, odor 

e sabor.

No presente trabalho 

iremos abordar a comparação 

de dois métodos de análise mi-

crobiológica: Petrifi lm® e Subs-

trato Cromogênico. O Substrato 

é descrito no Standart Methods 

for the Examination of Water e 

Wastewater, na 19º Edição em 

1995 para análise de água. Já o 

Petrifi lm® é amplamente utili-

zado na indústria, pois diminui 

o tempo de preparo de meio de 

cultura e diminui espaço de ar-

mazenamento mas ainda não está 

validado para análise de água de 

processo.

Através dos resultados 

desta pesquisa poderemos con-

tribuir para uma futura validação 

do método Petrifi lm® para análi-

se de água em indústria alimen-

tícia.

MATERIAL E MÉTODOS

A coleta das amostras 

de água é realizada em pontos 

específi cos seguindo uma perio-

dicidade pré-estabelecida.

MONITORAMENTO MI-

CROBIOLÓGICO ÁGUA DE 

PROCESSO
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MONITORAMENTOS MI-

CROBIOLÓGICOS S W A B 

LINHA DE PRODUÇÃO
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MONITORAMENTOS DA 

POTABILIDADE

AMOSTRAS ANALISADAS

O estudo baseou-se na 

coleta de amostras com 100 mL 

de água em frascos estéreis na 

freqüência semanal durante 6 

meses, e coleta de swab na fre-

qüência mensal também no perí-

odo de 6 meses.

Seguindo procedimento 

interno da empresa, foram reali-

zadas as análises microbiológicas 

para bactérias heterotrófi cas e co-

liformes. Conforme abordagem 

do trabalho, focaremos apenas 

nos resultado de coliformes uti-

lizando simultaneamente os dois 

métodos (Petrifi lm® e Substrato 

Cromo gênico).

MÉTODO PETRIFILM® EC .

A placa Petrifi lm® é um 

sistema pronto de meio de cultu-

ra que contém nutrientes do Ver-

melho Violeta Bile (VRB), um 

agente geleifi cante solúvel em 

água fria, e um indicador tetrazó-
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lio que facilita a enumeração da 

colônia. Estas são indicadas por 

colônias vermelhas associadas ao 

gás.

Para realizar a inocula-

ção foi necessária uma diluição 

prévia de água de processo e 

do swab em solução peptonada 

0,1%.

DILUIÇÃO

Para amostragens pe-

quenas utilizou-se fator de dilui-

ção 10, ou seja, 1mL de alíquota 

de amostra para 9 mL de diluen-

te.

PROCEDIMENTOS  DE 

INOCULAÇÃO DIRETA DE 

ÁGUA DE PROCESSO

Os Petrifi lms® foram 

posicionados na bancada e iden-

tifi cados. Pipetou-se 1mL da 

amostra levantando o fi lme su-

perior e depositando o inóculo no 

centro da área circular do fi lme 

inferior. Baixou o fi lme superior 

sobre o inóculo, posicionando 

o difusor plástico no centro da 

placa e aplicou uma leve pressão 

para espalhar. Realizou-se este 

procedimento antes do gel se for-

mar. Não houve o arraste o difu-

sor sobre o fi lme.

Removeu-se o difusor 

e as placas foram deixadas em 

repouso durante pelo menos um 

minuto para permitir que o gel 

solidifi casse.

Terminada a inoculação 

as amostras foram encaminhadas 

para a estufa bacteriológica na 

temperatura de 35ºC ± 2 ºC por 

48 horas.

PROCEDIMENTOS DE INO-

CULAÇÃO DE ÁGUA DE 

PROCESSO POR SUBSTRA-

TO CROMOGÊNICO
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Coletaram-se as amos-

tras em frascos de 100 mL. No 

caso de água clorada, foram adi-

cionadas inativador de cloro con-

forme orientação do fornecedor.

No laboratório micro-

biológico utilizando técnicas 

assépticas, acrescentou-se a 

amostra o substrato cromogêni-

co e foram homogeneizadas. As 

amostras foram encaminhadas a 

estufa bacteriológica a 35ºC ± 1 

ºC entre 18 a 48 horas.

O substrato cromogê-

nico utilizado nas análises foi 

desenvolvido para determinar a 

presença ou a ausência der coli-

formes totais e Escherichia coli 

através da técnica da cultura, 

descrito no Standart Methods for 

the Examination of Water e Was-

tewater, na 19º Edição em 1995.

O substrato possui em 

sua formulação substrato hidro-

lisável MUG que na presença da 

enzima ß –D glucuronidase, ini-

bem o crescimento de bactérias 

Gram- positivas, favorecendo o 

crescimento de bactérias do gru-

po Coliforme.

PROCEDIMENTOSDE CO-

LETA DE SWAB NA LINHA 

DE PRODUÇÃO

Após a realização da 

sanitização dos equipamentos 

da linha de refrigerante, coleta-

ram-se os materiais para análise 

microbiológica através de swabs 

estéreis. Antes da coleta foi ne-

cessário preparar previamente os 

tubos de ensaio com água pepto-

nada a 1% no volume de 9 mL por 

tubo para realizar inoculação.

COLETA DOS SWABS

• Os swabs foram leva-

dos para a área de coleta

• Abriu-se a tampa do 

tubo e retirou o swab asseptica-
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mente do tubo;

• Deslizou o swab as-

septicamente sobre a superfície, 

girando-o de forma que toda 

sua ponta de algodão entrasse 

em contato com a superfície co-

letora. Retornou o swab ao tubo 

fechando logo em seguida a sua 

respectiva tampa.

PROCEDIMENTO DE INO-

CULAÇÃO DE SWAB POR 

PETRIFILM® E POR SUBS-

TRATO CROMOGÊNICO

As amostras de swab 

foram inoculadas pelo méto-

do idêntico ao de inoculação de 

Petrifi lm® de água de processo. 

Para inoculação por substrato 

cromogênica, este foi realizado 

de forma experimental respeitan-

do a proporção volume de água 

peptonada por tubo de ensaio por 

quantidade em gramas de subs-

trato.

INTERPRETAÇÕES DE RE-

SULTADOS

Para Petrifi lm:

Utilizou-se um contador 

de colônias comum para realiza-

ção da contagem. Procedeu-se à 

contagem das colônias verme-

lhas, independente do tamanho 

ou intensidade da cor. Determi-

nou-se o número de UFC/g ou 

mL multiplicando pelo inverso 

da diluição (UFC/g ou mL nº-

colônias/diluição). Nas placas de 

alta sensibilidade foi considerado 

o volume de 5mL inoculado no 

cálculo do resultado (UFC/g ou 

Ml=nºcolônias /5xdiluição).
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PARA SUBSTRATO CRO-

MOGÊNICO

Após o período de incu-

bação foi considerado:

1- Para resultado negati-

vo (ausência de coliformes totais 

e E. coli) com leitura fi nal com 

48 horas, a amostra permaneceu 

na cor púrpura

2- Para resultado po-

sitivo (presença de coliformes) 

com leituras parciais a partir de 

18 horas e leituras fi nais com 48 

horas as amostrasapresentariam 

coloração iniciando por amostras 

verde-amareladas, marrons, ca-

ramelo e para amarelo claro ao 

amarelo ouro (caracterizado pela 

variação do pH da amostra e da 

concentração fi nal das bactérias 

coliformes e termo-tolerantes 

que apresentam crescimento tar-

dio).
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12. CONCLUSÃO

A conclusão deste es-

tudo contribuiu para que no mo-

mento não seja possível validar 

do método Petrifi lm® para análi-

se de água de processo. Neste es-

tudo apenas o método de substra-

to cromo gênico é validado pelo 

Standart Methods for the Exami-

nation of Water e Wastewater o 

qual apresentou alteração da cor 

púrpura para amarela (indicando 

presença de coliformes). Não foi 

indicada presença de colônias de 

coliformes no método Petrifi lm® 

favorecendo a validação do mé-

todo cromogênico como sendo 

mais preciso.

Foi analisado um total 

de 288 amostras do conjunto de 

pontos da água de processo fa-

bril (13 pontos de coleta cada) e 

156 amostras de swab com todos 

os pontos mencionados anterior-

mente da linha de produção (Ta-

bela 1 e 2). Durante o período de 

análise foi constatado 6 pontos 

com contaminação por colifor-

mes onde

apenas o método subs-

trato cromogênico detectou pre-

sença. Já no método Petrifi lm® 
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não houve presença de colônias 

de coliformes.
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