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RESUMO

O consumo de alimentos processados aumentou consideravelmente nas
ultimas décadas, provocando mudangas nos habitos de compra, conservacao e
preparo dos alimentos, preferindo-se cada vez mais produtos que exijam
menos tempo para preparo doméstico. Além disso, a conscientizagdo das
pessoas quanto a importancia do equilibrio nutricional, faz com que alimentos
mais saudaveis nao sé estejam presentes regularmente em sua alimentacao,
como também constituam sua base, incluindo-se as frutas, hortalicas e
legumes, ricos em vitaminas, sais minerais e fibras, que auxiliam no bom
funcionamento do organismo como um todo e ajudam a prevenir o
aparecimento de doencas crbnico-degenerativas. Vegetais minimamente
processados podem ser definidos como produtos que, embora fisicamente
alterados, permanecem em estado fresco e, na maioria das vezes, nao
necessitam de coccdo antes do consumo. Esses alimentos, por serem
consumidos diretamente, representam elevado risco na disseminacdo de
microrganismos patogénicos, quando produzidos de forma inadequada,
especialmente em relacdo as praticas agricolas e higiénicas. Assim sendo, 0
objetivo do presente trabalho foi verificar as condicées microbiolégicas, tanto
em relacdo a presenca de patdégenos quanto ao perfil higiénico-sanitario, de
frutas e hortaligas minimamente processadas comercializadas na cidade de
Campinas — SP, coletadas nos pontos de venda final. Das 180 amostras
analisadas, nenhuma apresentou as bactérias patogénicas Escherichia coli
O157:H7, Listeria monocytogenes e Salmonella. Em relagdo a qualidade
higiénico-sanitaria, 52 amostras (36,9%) apresentaram-se em desacordo com
os limites maximos toleraveis estabelecidos na legislacdo vigente para o
parametro indicador de contaminacéao fecal, confirmado até Escherichia coli. A
contagem total de microrganismos aerdbios meséfilos apresentou-se acima de
6logUFC/g em 87,74% das amostras de hortalicas e 60% das frutas, assim
como a contagem de coliformes totais, em 45,6% das hortalicas e 30% das
frutas. Na quantificacdo de bolores e leveduras, valores acima de 4logUFC/g
foram determinados em 58,06% das amostras de hortalicas e 68% das frutas.

Algumas contagens em amostras coletadas préximas a data de fabricacédo

X1V



foram superiores a de outras amostras coletadas perto do final do prazo de
validade.

Palavras-chave: vegetais, minimamente processados, qualidade
microbiolégica
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ABSTRACT

The consumption of processed food increased considerably in the past
decades, making changes in the people purchase habits, conservation and
preparation of foods. Consumers prefer more and more food products that
demand less time to prepare. Moreover, the people awareness about the
importance of the nutricional balance, makes that healthful foods been regularly
present in its feeding and constitute its base, including in its diet, fruits and
vegetables, rich in vitamins, mineral salts and fibres, that assist in the organism
good functioning and help to prevent the appearance of chronic-degenerative
illnesses. Minimally processed fruits or vegetables can be defined as products
that, even so physically modified, keep the freshness and do not need
subsequent preparation before consumption. These foods, that are consumed
directly in most case, have been frequently associated with foodborne diseases
being able to transmit pathogenic microorganisms, important to the public
health. The aim of this study was to verify the microbiological conditions (
counts of indicator microorganisms and loud of pathogens relevants for public
health) of minimally processed fruits and vegetables, commercialized in the city
of Campinas — SP, Brazil. In none of the 180 samples analyzed was detected
Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes and Salmonella. In relation
to the hygienical-sanitary condition, 52 samples (36,9%) were in disagreement
with the maximum tolerable limits, established by the current legislation for the
indicating parameter of fecal contamination, confirmed as Escherichia coli. The
total counting of mesophilic aerobic microorganisms was above 6logCFU/g in
87,74% of the vegetables and in 60% of the fruits analysed samples, as well as
the counting of total coliformes, in 45,6% of vegetables and 30% of fruits. The
mould and yeast counts present values above 4logCFU/g in 58,06% of the
vegetables and 68% of the fruits samples. Some samples collected in the
beggining of the shelf-life had higher counts than others collected at the end of
the shelf-life.

Keywords: vegetables, minimally processed, microbiological quality
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Introducao

1. INTRODUCAO

A crescente demanda por hortalicas e frutas frescas, associada a
conveniéncia da vida atual, tem incentivado o interesse em produtos minimamente
processados por muitos consumidores. Uma mudanga comportamental vem
ocorrendo, principalmente no que diz respeito aos padrdes de consumo de
alimentos de origem vegetal e, proporcionalmente, um grande aumento na venda
desses produtos tem sido constatada na ultima década (PILON, 2003; ROSA,
2000).

O numero de pessoas que buscam uma alimentagdo mais saudavel e
equilibrada aumenta a cada dia. Uma maior ingestdo de frutas, verduras e
legumes vem substituindo os elevados teores caléricos de dietas ricas em
carboidratos e gorduras. Essa preocupagdo com a saude se deve a estreita
relagdo entre alimentacdo e doencas cronicas. Cerca de dois tercos das mortes
ocorridas nos Estados Unidos sdo causadas por doencas crbnicas e dentre as 10
causas que levam a morte, 4 estdo associadas a dieta, sendo essas, doenca
cardiaca, infarto, alguns tipos de cancer e diabetes (MAHAN; ESCOTT-STUMP,
2002).

Agéncias governamentais e organizacbes americanas para a promocao da
saude estdo recomendando cada vez mais a reducdo de gorduras e sal nas
refeigbes assim como um aumento no consumo de hortalicas, frutas e cereais, sob
o ponto de vista de que esse tipo de dieta reduz os riscos de doencgas cardiacas e
incidéncia de cancer (MAISTRO, 2001).

Essa mudanga de comportamento também esta diretamente associada a
crescente colocagao da mulher no mercado de trabalho e, como a administracao e
execucao das tarefas domésticas continuam, na maioria das vezes, sob sua
responsabilidade, justifica-se, assim, o impacto de produtos mais praticos, que
necessitem de um menor tempo para preparo (SILVA et al., 2004). A participacao
de mulheres no mercado de trabalho representava 28% por volta de 1971
enquanto em 1998 esse indice aumentou para 40%. Vale ressaltar ainda que

1
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nesse periodo o total despendido com alimentacao fora de casa aumentou 11,9%
(SOUZA, 2001).

O tempo de permanéncia com a familia, por exemplo, tornou-se uma das
maiores preocupacgdes da populagdo feminina, voltadas cada vez mais para seu
trabalho fora do lar e, dessa forma, o tempo utilizado no preparo de refeicoes esta
se tornando cada vez menor. De acordo com Souza (2001), em 1934 eram gastos
150 minutos nessa atividade, em 1974 esse tempo foi reduzido para 30 minutos e

ja em 1994 esse periodo passou a ser de 15 minutos.

Em paises desenvolvidos a aquisicido de alimentos prontos para o
consumo é extremamente comum devido a sua conveniéncia e frescor, aliados as
caracteristicas de salde e bem-estar amplamente vinculadas a produtos de
origem vegetal, e vém ganhando cada vez mais popularidade nos paises em
desenvolvimento (LANDGRAF; NUNES, 2006; WANG, 2006).

As frutas e hortalicas sdo tecidos vivos pereciveis e, como tal, estao
sujeitas a deterioracbes, com reducdo das caracteristicas de qualidade como
sabor, textura, cor e valor nutritivo. Essas transformagbes aumentam a
susceptibilidade ao ataque de microrganismos que, além de diminuirem a
qualidade e vida util dos produtos, podem comprometer a saude dos
consumidores, constituindo assim um risco a saude publica (CHITARRA, 1998).

Vale salientar também que frutas e hortalicas, em geral, sdo consumidas
cruas, nao passando, portanto, por tratamento térmico ou outro tipo de
processamento que possa eliminar microrganismos patogénicos ou nao. A
contaminagdo microbiana dos tecidos vegetais pode ocorrer em diferentes fases
da cadeia produtiva, desde sua produg¢do no campo até a chegada ao consumidor
final, sendo que a higienizagdo a que sao submetidos ndo elimina totalmente a

carga microbiana dos produtos.

De acordo com Beuchat (2002), existe uma estreita relacdo entre o
consumo de vegetais crus e doencgas de origem alimentar e algumas das causas
encontradas sdo: a adaptacao de patdgenos as condigcdes ambientais de estresse,
praticas de processamento inadequadas, maior consumo de tais alimentos,

2



Introducéo

globalizagao, permitindo maior intercambio de produtos e, conseqlientemente, de

microrganismos de locais distintos.

Diversos microrganismos tais como E. coli e Salmonella ja foram
detectados na agua de irrigacdo de pomares (RIORDAN et. al, 2001 apud
BEUCHAT, 2006). Dessa forma, a qualidade dessa agua ¢é, muitas vezes,
definitiva na selecao dos microrganismos presentes no produto final, isto €, as
chances de um produto final contaminado aumentam de acordo com a qualidade
da agua de irrigacao utilizada (CHAMBERS et al., 2002).

A qualidade do solo onde sao cultivadas as hortaligas e frutas também sera
de fundamental importdncia na definicdo da populacdo microbiana do produto
final. Estudos mostram que Listeria monocytogenes pode permanecer por até 43
dias em solos com adubo compostado, sendo que esse fator aumenta as
possibilidades da transmissao do patégeno para o produto fresco, ou mesmo para
calcados, roupas e maos dos trabalhadores do campo, especialmente durante os
meses de inverno quando a temperatura do solo € mais baixa (JIANG, 2004 apud
BEUCHAT, 2006).

A contaminacdo na colheita ou durante o processamento pode ocorrer de
maneira cruzada entre operadores, equipamentos, contentores durante o
armazenamento e transporte. O microrganismo que porventura permanega no
vegetal folhoso apés a sanitizacao pode multiplicar-se, dependendo das condicdes
de tempo e temperatura de conservagdo a que sao expostos, além da umidade
que se acumula na embalagem devido a respiracdo da hortalica e/ou fruta. Na
fase de comercializagdo, os microrganismos podem atingir niveis populacionais
que comprometem a qualidade do produto, por reduzir sua vida util, além de

representarem um risco a saude do consumidor (BEUCHAT, 1996b)

De acordo com o exposto acima, é de extrema importancia que a qualidade
microbiolégica de alimentos consumidos crus, especialmente os minimamente
processados prontos para o consumo seja investigada, ja que diversos relatos
associam seu consumo a doencgas transmitidas por alimentos (FRANCIS et al.,
1999; FRANK; TAKEUSHI, 1999; SHARMA et al., 2002; SAGOO et al., 2003;
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CDC, 2006) e risco a saude do consumidor, justificando plenamente a realizacao
do presente trabalho.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Vegetais minimamente processados

As frutas e hortalicas compéem uma parcela importante da cadeia alimentar
por possuirem caracteristicas que as distinguem do restante dos alimentos. Sua
principal diferenca em relacdo aos produtos de origem animal é a continuidade
dos processos metabodlicos internos ap6s a colheita, como o processo de
respiracado, através do consumo de O; e producdo de COp, assim como outros
gases, além da liberacdo de calor, que conduz a um estado aceitavel para o
consumo (GONZALEZ-AGUILAR et al, 2005).

“Frutas” sao definidas como porcdes suculentas e comestiveis de plantas
perenes, bianuais e anuais, de matas e arbustos, que derivam de flores ou
inflorescéncias. Esta definicdo inclui as frutas verdadeiras, como as citricas, as
falsas como macas e péras e também as frutas compostas, como morangos. A
definicdo de frutas também engloba o tomate, azeitonas e pepino, apesar desses
serem normalmente referenciados como hortalicas (GONZALEZ-AGUILAR et al.,
2005).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
(BRASIL, 2007) “hortalica” é definida como planta herbacea da qual uma ou mais
partes sdo utilizadas como alimento na sua forma natural. O produto sera
designado: verdura, quando utilizadas as partes verdes; legumes, quando utilizado
o fruto ou a semente, especialmente das leguminosas e, raizes, tubérculos e

rizomas, quando s&o utilizadas as partes subterraneas.

O processamento minimo pode ser descrito como a manipulagao, preparo,
embalagem e distribuicdo de produtos agricolas que, embora modificados
fisicamente, mantém as mesmas caracteristicas do produto in-natura, como

frescor, sabor e nutrientes, inalterando suas caracteristicas organolépticas
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(PINHEIRO et al., 2005; ROVERSI; MASSON, 2004). As etapas de sua produgao
encontram-se descritas na Figura 1.

Os vegetais processados surgiram nos Estados Unidos por volta da década
de 70, ja a introducao efetiva de hortalicas minimamente processadas teve inicio
no Brasil em 1994, na cidade de Sao Paulo, estando sua comercializacao
desde entdo concentrada nas grandes cidades, principalmente as da regiao
sudeste, que possui os estados mais populosos (JACOMINO et al., 2004; SILVA
et al., 2004).
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FIGURA 1. Fluxograma de processamento minimo de frutas e hortali¢cas
adaptado de Chitarra, 1998
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2.1.1. Etapas do fluxograma de processamento

De acordo com Chitarra (1998) as etapas da cadeia produtiva de horticolas
minimamente processadas, esquematizadas na Figura 1, podem ser descritas

CcoOmo segue:

2.1.1.1. Colheita e Pré-resfriamento

A colheita manual dos produtos horticolas ainda € a mais utilizada por
possibilitar uma selecao criteriosa dos produtos maduros. A falta de uniformidade
durante essa etapa reduz a qualidade do produto final processado. As operacoes
da colheita requerem o0 manuseio cuidadoso e um bom padrdo de higiene no
campo, com atengdo especial aos seguintes pontos: remover unidades sem
padrdo comercial ou infectadas; limpar e desinfetar instrumentos e equipamentos
utilizados na colheita e manuseio subsequentes; verificar os procedimentos e
especificacbes de cada produto, evitando assim injurias fisicas; realizar a colheita
nos periodos mais frios do dia ou a noite; nunca colocar os produtos diretamente
no solo ou expd-los as condigdes climaticas e/ou ambientais adversas; remover o
produto colhido o mais rapidamente possivel ou coloca-lo em local sombreado; se
necessario realizar o resfriamento com agua ou outros meios a fim de remover o
calor vital e calor do campo; evitar 0 manuseio excessivo por torna-lo mais
susceptivel a degradacao. O pré-resfriamento pode ser realizado no campo ou no

galpao de processamento sobre as cargas, pallets ou contentores de transporte.

2.1.1.2. Transporte

O transporte do produto para a unidade de processamento deve ser
realizada o mais rapido possivel, com o auxilio de contentores, e sob temperatura
amena. Os veiculos devem estar limpos, apresentar ventilacdo adequada, e
preferencialmente, apresentarem cobertura (toldo). Se o transporte for realizado
por longas distancias, usar veiculo refrigerado. Evitar vibracdes, batimentos,
choques ou cargas de grande volume para nao danificar o produto. Utilizar,
prioritariamente, embalagens em caixas ou caixotes plasticos.

8
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2.1.1.3. Recepcéo: selecdo, pesagem e classificacdo da matéria-prima

Y

Assim que o produto chega a unidade de processamento, deve ser
colocado numa camara refrigerada de modo a remover o calor do campo, ou para
manter sua baixa temperatura, caso tenha sido transportado em caminhao

refrigerado.

A selecdo da matéria-prima por peso e tamanho padroniza o produto final.
A pesagem deve ser realizada com anotacdo em formulario especifico, para

controlar a quantidade e rendimento.

Os fatores de maior importancia na classificacdo para a separagdo dos
produtos de boa qualidade dos ndo aceitdveis sao: tamanho, forma, firmeza, corte
da superficie, auséncia de doencas, sabor e aroma e grau de maturacdo. Nesse
tipo de operacado, varios equipamentos podem ser utilizados para facilitar as
operacdes mecanicas de classificagdo, como: peneiras, esteiras, flutuacdo em
salmoura, bem como utilizagdo de pessoal treinado. Os produtos improéprios para
0 processamento devem ser descartados.

2.1.1.4. Higienizacao da matéria-prima

A higienizagédo corresponde a etapa de eliminagdao de agentes causadores
de doencgas, através de procedimentos adequados de limpeza e desinfeccao dos
produtos horticolas.

2.1.1.4.1. Limpeza

A limpeza corresponde a retirada de materiais estranhos (galhos, hastes,
ramos, talos, solo, insetos, residuos de fertilizantes), ndo s6 da matéria-prima mas
também dos equipamentos e recipientes. Esse processo também pode envolver a

separacao do material leve do pesado por gravidade, peneiramento, coleta, etc.

Apoés a limpeza dos vegetais é necessaria uma etapa posterior de lavagem
com solucao de detergente visando eliminar sujidades aderidas a superficie dos



Introducao

mesmos e favorecer a remocao dos microrganismos. O detergente penetra nas
membranas e ajuda a romper a parede celular dos microrganismos, facilitando,
portanto, sua remogao. Alguns microrganismos como a E. coli ndo sao eliminados

pela lavagem apenas com agua clorada por formarem quelatos com o cloro.

Os detergentes empregados devem apresentar grau de pureza adequado e
para a diluicao devem ser seguidas as instrucbes do fabricante. O tempo de
imersdo varia de acordo com o grau de sujidade do produto e, portanto, os que
ficam em contato direto com o solo devem ficar mais tempo em contato com o
detergente, o que auxilia no desprendimento das sujidades e dos microrganismos
que se encontram aderidos a superficie. Esse tempo de imerséo varia usualmente

entre 10 e 15 minutos.

A lavagem pode ser por imersdo do produto com ou sem movimentagéo da
agua, ou ainda através do uso de aspersao (spray), tambores rotatérios, escovas
rotatérias ou agitacdo. A movimentacdo da agua por borbulha com jato de ar
possibilita o movimento do produto, eliminando residuos de terra ou outros

materiais estranhos aderidos a superficie do mesmo.

Deve-se fazer o enxagle somente com agua tratada para remocao das
sujidades e do residuo do detergente. A etapa da limpeza é importante para
reduzir a quantidade do principio ativo (cloro) que sera utilizado na etapa da

desinfeccao, descrita a seguir.

2.1.1.4.2. Desinfeccio

Nessa etapa, utilizam-se agentes com atividade anti-microbiana. A
legislacao brasileira ndo menciona outros principios ativos a ndo ser os clorados,
ou seja, os liberadores de cloro ativo, como o hipoclorito de soédio e
dicloroisocianurato. Ambos liberam cloro ativo (acido hipocloroso), porém o
segundo é mais estavel em relacado ao hipoclorito de sédio. Nao é permitido o uso
de alvejantes (misturas de substancias como soda caustica, perfume e outros)

juntamente com o cloro.
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A desinfeccdo de frutos e hortalicas para o processamento minimo
geralmente é realizada em camara isolada, com numero restrito de entradas, para
evitar o contato humano com o produto. A agua deve ser refrigerada a 4°C para
abaixar a temperatura do produto, aumentando assim sua vida de prateleira.

A desinfeccdo com 4agua clorada é uma das etapas mais importantes no
processamento minimo, por reduzir a carga microbiana da superficie do produto,
sendo o tratamento por imersdao um efetivo meio para a eliminagao da maioria dos

microrganismos que tenham permanecido apos a lavagem com o detergente.

Tal etapa é realizada em cuba ou tanque com agua clorada contendo 100 a
200 ppm de cloro ativo (ideal de 120 a 150 ppm) por 10 a 15 minutos.

Deve-se fazer o enxagtie final com agua potavel, contendo de 2 a 5 ppm de
cloro (agua tratada comum) para eliminacado dos residuos. Apds as operagdes de
limpeza e desinfeccao é que se procede o descascamento das horticolas.

2.1.1.5. Descascamento

Pode ser realizado de vérias maneiras de acordo com o tipo de produto, de
forma manual ou mecanica. Pode requerer o uso de tratamentos quimicos e
térmicos como: vapor de agua em ebulicdo; lixivia por solu¢des alcalinas (NaOH

ou KOH); vapor sob alta pressao; solugdes acidas.

O descascamento industrial é realizado mecanicamente por meio quimico
ou com vapor sob alta pressdo. Ja o manual é lento, oneroso e causa perda de

parte do produto.

A lixivia é usualmente utilizada para péssegos, péras e tomates e requer
alto suprimento de agua, hidréxido de sdédio (NaOH) e fonte de calor. Raizes,
tubérculos e bulbos (batata, cenoura, beterraba, cebola) sdo descascados
mecanicamente ou por lixivia. O produto deve ser manuseado com o maximo de
cuidado para evitar danos ao mesmo. Apdés o0 descascamento podem ser
realizadas as aparas e retirada do miolo ou talos, antes do corte, de acordo com o
tipo de produto.

11
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2.1.1.6. Corte

O corte pode ser realizado por diferentes meios, através dos quais os frutos
e hortalicas séo transformados em pegas menores, com forma definida e tamanho
uniforme. E uma etapa importante por facilitar o manuseio, apresentando, contudo,

algumas desvantagens.

O dano mecéanico as células do vegetal causado pelo corte aumenta a
respiracdo dos tecidos, tornando-os mais susceptiveis a deterioragdo. Esses

produtos devem ser imediatamente refrigerados a 4°C apdés o corte.

As facas devem estar bastante afiadas e finas de modo a obter-se um corte
satisfatério, com o minimo de dano ao produto. Devem ser de aco inoxidavel e
afiadas ap6s cada oito horas de uso. Elas possuem formato diferente para cada
tipo de corte. O tamanho da peca é definido de acordo com o tipo de produto e
com o ajuste das facas.

Os equipamentos de corte sdo centrifugas de alta velocidade com laminas
ou facas de corte horizontal ou vertical para fatiar, picar, retalhar, cortar em cubos,
tiras, rodelas, entre outros. Os equipamentos devem ser bem lavados apds cada
operagao.

A vida de prateleira para muitos produtos pode ser aumentada quando se
reduz o impacto entre a maquina e o produto ou entre os pedagcos do préprio
produto.

2.1.1.7. Enxaqlie / Desinfeccéo

ApGs o corte, os produtos podem ou ndo ser enxaguados em agua clorada
para a retirada dos exudatos celulares e imersos ou pulverizados com solugdes de
aditivos quimicos (conservantes ou preservativos).

Deve-se fazer o enxagtie final com agua potavel, contendo de 2 a 5 ppm de
cloro (4gua tratada comum) para eliminacao dos residuos.

De acordo com Moretti e Puschmann (2006), a desinfeccdo deve ser
realizada apés o corte, de modo que o produto a ser sanitizado deve ser imerso

12



Introducao

rapidamente em solucdo de agua clorada, com 150 a 200mg/L de cloro livre,
proxima a 5°C, durante 10 minutos.

O pH da solucao sanitizante é extremamente importante pois dele depende
a eficiéncia da solugéo. O ideal é que o pH da solugcdo seja mantido entre 6,5 e
7,5, podendo ser ajustado com hidroxido de sédio e acidos citricos (MORETTI;
PUSCHMANN, 2006).

O cloro pode se oxidar imcompletamente com materiais organicos, levando
a formacao de produtos indesejaveis, como o cloroférmio e outros trihalometanos.
Em pH alcalino, o cloro reage com bases nitrogenadas para produzir cloraminas. A
alta reatividade do cloro com matéria organica na presenga de oxigénio reduz o
teor de cloro livre na agua, recomendando-se portanto, a troca da solugéao
sanitizante ap6s 2 ou 3 usos, ou quando o nivel de cloro livre for inferior a
100mg/L (MORETTI & PUSCHMANN, 2006).

Apoés a lavagem com solucao clorada forte, é preciso fazer o enxagiie dos
produtos, utilizando para isso agua tratada com concentracao de 2 a 5mg de cloro

ativo.

2.1.1.8. Incorporacéao de aditivos

Os produtos minimamente processados podem ser submetidos a alguns
tratamentos para melhorar sua estabilidade durante o armazenamento e
distribuicdo. Os aditivos quimicos sao incorporados para retardar o crescimento
superficial de leveduras, bolores e bactérias, bem como para manter as
caracteristicas de qualidade (cor, sabor, aroma, textura). A preservagcao quimica
pode ser realizada pelo uso de substancias quimicas naturais ou sintéticas. Os
tratamentos quimicos, quando utilizados, ndo devem prejudicar nenhum fator
isoladamente do produto. Por exemplo, se utilizado para manter a cor, ndo deve
prejudicar sabor ou aroma. Devem ser aplicados como aditivos nutricionais tais

como, acido ascorbico e calcio.

Em alguns produtos, como na alface fatiada, esses tratamentos ndo séo

benéficos, porém a lavagem para a remocao dos fluidos celulares aumenta a vida
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de prateleira. Os aditivos mais utilizados em processamento minimo sao:

antioxidantes, acidulantes, agentes quelantes, conservadores, entre outros.

2.1.1.9. Centrifugacao

A remocdo da agua de lavagem e do excesso de agua do produto
(exsudatos) € uma etapa critica pois agua em excesso no alimento pronto pode
estimular o crescimento microbiano. E realizada em equipamentos proprios
(centrifugas) que operam em alta rotagdo. O grau de secagem depende da
rotacdo e do tempo de funcionamento estabelecidos. Usualmente a centrifugacao
€ realizada em poucos minutos, pois a secagem excessiva deve ser evitada

visando a n&o ocorréncia de enrugamento ou murchamento dos produtos.

As operacoes de corte, lavagem e centrifugagdo devem ser realizadas em
um curto espaco de tempo, ndo excedendo 30 minutos.

2.1.1.10. Mistura e montagem

Sao operacgdes realizadas para a obtencao de alimentos combinados como
saladas e refeicoes prontas para o uso. A mistura deve ser homogénea, formada

com gasto minimo de energia e custos possiveis.

O local utilizado para a realizacdo da mistura é o mais critico da cadeia de
processamento, devendo haver uma rigorosa higiene e assepsia. O ar no
ambiente deve ser filtrado, a temperatura controlada entre 10-12°C ou inferior,
com umidade relativa entre 60 e 70%. Os operadores devem usar roupas

especiais, mascara, touca e luvas.

2.1.1.11. Embalagem

Embora o sistema mais comum de embalagem seja o de sacos ou filmes
plasticos, outros também podem ser empregados como bandejas ou recipiente
plastico transparente envolto em filmes flexiveis laminados ou bandejas duplas.
Outros elementos de suporte como travessas e caixas sao também utilizados no
sistema global de embalagens.

14
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Os equipamentos mais usados para embalar os produtos sdo os que dao
forma a embalagem, enchem e selam na horizontal ou vertical; os que enchem a
travessa e colocam o envoltério plastico, ou ainda os do sistema de
enchimento/selagem do saco plastico pré-formado. Usualmente, utiliza-se uma
massa de 200 a 400g do produto para um volume total da embalagem duas a trés

vezes maior.

A selecdo da embalagem apropriada para produtos minimamente
processados exige o conhecimento prévio das caracteristicas do produto, como
taxa de respiracdo, producdo de etileno, entre outras. Do mesmo modo, a
permeabilidade a gases para cada tipo de filme polimérico € determinada pela
espessura e quantidade do material e do método de processamento. Dessa forma
a escolha da embalagem requer a otimizagdo dos fatores fisicos, quimicos e
ambientais.

Alguns autores relatam que o crescimento de microrganismos pode ser
retardado pelo uso de atmosfera modificada na embalagem do produto (baixa
concentracdo de O, e elevada de CO, . Porém o método pode acarretar a
condensacao de agua, modificando o perfil do desenvolvimento microbiano, com o
crescimento de bactérias laticas e outras acidicas e gram-positivas.

Atencéao especial deve ser dada a produtos com pH elevado e com intensa
atividade respiratéria. A embalagem desses produtos em filmes poliméricos
flexiveis com restricdo a passagem de O, para seu interior pode permitir o
desenvolvimento de Clostridium botulinum, com producado de toxina letal para o

homem.

A especificagdo da embalagem para cada tipo de produto deve ser
realizada por profissionais qualificados. O uso de embalagem inadequada pode
trazer resultados adversos, prejudicando a qualidade do produto e sua vida de
prateleira.

2.1.1.12. Armazenamento
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7

O armazenamento refrigerado é realizado em ambiente com temperatura
inferior a 5°C. Pode ser efetuado em conjunto com outros métodos tais como

atmosfera controlada, atmosfera modificada, ar, vacuo, entre outros.

As camaras para armazenamento com uso de atmosfera controlada ou
modificada s&o construidas de modo similar s de armazenamento refrigerado. E
utilizado isolamento adequado e barreiras de vapor, devendo a superficie fria ser
suficientemente elevada para assegurar a alta umidade relativa e circulagéo do ar.
Sao usados sistemas de controle para regular a massa e o volume do produto, a
temperatura, a pressao, o tempo, a concentracao de gases (Oz, CO; e etileno), a
percentagem de umidade relativa e outras varidveis para manter a qualidade do

produto.

Os gases individuais podem ser adicionados a partir de cilindros
pressurizados ou tanques insulados ou ainda por queimadores cataliticos que
consomem O, e produzem CO,. As camaras devem ser equipadas com filtros de

ar para prevenir a contamina¢ao microbiana.

O armazenamento pode ser a curto, médio ou longo prazo para produtos
embalados para comercializagdo em atacado ou varejo. O empilhamento dos
produtos deve permitir a passagem livre de gases ao seu redor durante o

armazenamento.

A utilizacao de baixos percentuais de umidade relativa (UR) no ambiente de
armazenamento causam a transpiracdo e consequente murchamento do produto.
Em contrapartida, elevada UR no armazenamento com flutuagbes na temperatura
devem ser evitadas por causarem condensagcdo da agua, com formacao de
goticulas na superficie do produto, o que facilita o espalhamento e crescimento

microbiano.

2.1.1.13. Distribuicao dos produtos

A distribuicdo dos minimamente processados deve ser a mais rapida
possivel. A selecdo e estabelecimento do sistema de distribuicdo envolve
investimento elevado, podendo ser o fator determinante no sucesso ou fracasso
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da estratégia de comercializacdo. O suprimento do produto deve ser ajustado a
demanda do mercado de forma rapida e facil.

No periodo de 3 a 10 dias de distribuicdo, o produto € manuseado entre
quatro e seis vezes nas operagbes de carregamento, descarregamento e
organizagdo na prateleira. A vida utii do mesmo é aumentada pelo controle

apropriado das condi¢des de armazenamento e de transporte.

O transporte deve ser rapido e cuidadoso. Quanto maior a quantidade de
produto minimamente processado, mais dificil se torna o sistema de distribuigdo. E
de fundamental importancia evitar as flutuacdes de temperatura, devendo esta ser

controlada de forma continuada.

2.2. Cadeia de frio

Sabe-se que as condicbes de armazenamento sdo aspectos de extrema
importancia pois afetam tanto a populacgao final quanto os tipos de microrganismos
que crescem em produtos in natura. A temperatura, concentracdo de gases e
umidade relativa na embalagem sao os fatores de maior influéncia sobre a

microbiota e a determinacgao da vida util do produto (ROSA, 2002).

As temperaturas entre 0°C e 3°C podem aumentar a vida util de vegetais
minimamente processados entre 5 e 18 dias, ja que a degradacao qualitativa dos
produtos pode ser retardada pela diminuicdo da temperatura, ocasionando uma
reducdo na taxa respiratéria do vegetal, com consequente redugdo nas perdas
sensoriais (PILON, 2003).

Em paises desenvolvidos, onde a cadeia de frio € mantida durante todas as
etapas de processamento do alimento, os vegetais minimamente processados
possuem uma vida util entre 14 e 21 dias, ja que sdo mantidos a 4°C durante toda
a cadeia produtiva. No Brasil o prazo maximo fornecido por algumas empresas €

de até 7 dias e a temperatura dos balcdes refrigerados onde ficam as hortalicas e
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frutas minimamente processadas pode variar entre 5°C e 15°C, de acordo com
Maistro  (2005), permitindo a multiplicagio de  microrganismos e

consequentemente acelerando a deterioracdo do produto.

Pesquisa realizada em Campinas — SP por Silveira et al. (2003) verificou
que, em média, a validade dos vegetais nao folhosos € de cinco dias, mas pode
chegar a sete. As empresas de maior porte e mais agressivas comercialmente,
geralmente tém prazo um a dois dias superiores aos prazos indicados pelas

menores.

Os vegetais folhosos tém validade média de cinco dias, porém, de maneira
geral, ndo sao produzidos pelas empresas de menor porte (com excecéo da couve
fatiada). A justificativa dessas empresas € a de que nao conseguem um bom
prazo de validade para seus produtos porque, no varejo, ndo sao mantidos sob
refrigeracdo. Essas empresas colocam seus produtos principalmente em varejoes,

que realmente ndao conservam os minimamente processados sob refrigeracao.

Temperaturas de estocagem variando entre 4°C e 10°C promoverdo a
selecdo da microbiota predominante, ou seja, microrganismos psicrotroficos.
Como algumas bactérias patogénicas toleram temperaturas de refrigeracdo, como
a Listeria monocytogenes, maior atengcdo deve ser dada a temperatura de
armazenamento desses produtos (BRACKET, 1987; BABIC; WATADA, 1996;
BENNIK et al., 1998; FRANCIS et al., 1999).

2.3. Dados de consumo

O consumo per capita de hortalicas no Brasil varia de 25 a 30 kg/ano nas
regides Norte e Nordeste, e de 45 a 50 kg/ano nas regides Sul, Sudeste e Centro-
Oeste. Essas médias sao bastante inferiores aquelas observadas em outros
paises, principalmente da Europa, Asia e América do Norte, onde o consumo por

individuo atinge aproximadamente 100 a 110 kg/ano. Porém, tem sido observado
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um aumento de 6 a 10% nas quantidades consumidas em nosso pais, devido as
mudangas dos habitos de vida e alimentares da populacdo (MAKISHIMA, apud
PILON, 20083).

Nos EUA de 1970 para 1995 o consumo de vegetais passou de 64 para 140
Kg / habitante / ano (SATO, 2005). Souza apud Sato (2005) relata que, no Brasil, a
venda de frutas, verduras e legumes nas grandes redes de supermercados é
responsavel por 10 a 13% do faturamento total, aumentando, assim, o espaco

ocupado por esses produtos nas gbndolas de supermercados.

Estima-se que o varejo de minimamente processados tenha movimentado
no ano de 1999 um milhdo de unidades de produto, arrecadando cerca de R$100
milhdes, 20% a mais que em 1998 (SILVA, 2004). Em 2001, de acordo com a
Associagao Brasileira de Supermercados (ABRAS), o montante obtido a partir da
venda de hortalicas processadas chegou a U$4 milhdes/més nos supermercados
(MAISTRO, 2005) enquanto que nos Estados Unidos o capital proveniente da
comercializacao de tais produtos, no ano de 2006, foi de U$12 bilhdes.

Dados mostram que a participagdo desses produtos no consumo total de
hortifrutis comercializados em redes supermercadistas do Estado de Sao Paulo é
de 4,2% e 1,6%, respectivamente, nas classes de maior e menor poder aquisitivo,
sendo que nos estados de Minas Gerais e Rio de Janeiro esse valor é de

aproximadamente 1%, com tendéncia a ascensao (JACOMINO et al., 2004).

A comercializagdo dos minimamente processados € realizada através de
dois tipos de mercado, o institucional e o varejista. O primeiro abrange empresas
do ramo alimenticio, como restaurantes “self-service”, tradicionais, unidades de
alimentagcado e nutricdo — UAN’s - (cozinhas industriais) assim como hospitais,
escolas, catering que utilizam esse tipo de produto devido, principalmente as
vantagens logisticas proporcionadas, além de menor custo final de producgédo e
padronizacao do produto (SILVA et al., 2004).

Dados do mercado institucional mostram que o consumo de vegetais
minimamente processados, no més de fevereiro, foi de 300.000 Kg , enquanto o
de in-natura de 3.000.000 Kg. Portanto, pode-se dizer que o consumo de vegetais
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minimamente processados representou 10% do total de hortalicas e frutas
adquiridas, nesse periodo, pela GR/SA, empresa que terceiriza servicos de

refeicdes coletivas, pertencente ao grupo Accor® (IKEDO, 2006).

Ja no mercado varejista, de acordo com dados do Ministério da Integracao
Nacional, os vegetais minimamente processados sao tidos como produtos
preferencialmente consumidos por 32% dos consumidores de S&o Paulo, 30% do
Ceara, 29% do Distrito Federal e Goias, 13% do Rio de Janeiro e 12% de Minas
Gerais. Um dos motivos, no caso dos consumidores de Sao Paulo, seria o
aumento de cerca de 5 vezes na variedade de produtos disponibilizados ao
consumo assim como um aumento no numero de empresas no ramo, de 3 em
1994 para 15 em 1999 (SILVA et al., 2004).

Pesquisa realizada pela Associagdo Brasileira de Supermercados (ABRAS)
em 2001 revelou que os consumidores de hortalicas e frutas minimamente
processadas sao, em sua maioria, mulheres que moram sozinhas, com idade
média de 39 anos e renda mensal de 16 salarios minimos (MAISTRO, 2006).

Sendo assim, os produtos minimamente processados estdo cada dia mais
presentes no cotidiano da populagéao brasileira, chegando a ela tanto através do
mercado institucional quanto do varejista, tornando extremamente necessario o

controle de sua qualidade higiénico-sanitaria.

2.4. Dados epidemiolégicos

Tradicionalmente, as frutas e hortalicas ndo eram alvo de muita
preocupacao por parte de 6érgdos reguladores, por serem prioritariamente
preparados e rapidamente consumidos no ambito doméstico. Atualmente, como
passaram a ser cada vez mais manipulados pelas industrias de minimamente
processados e consumidos através de restaurantes e cozinhas industriais, o

cenario mudou. A preocupacdo com O risco potencial para a saude publica
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cresceu, pois muitas operagcbes como corte, lavagem e embalagem sao feitas
manualmente, aumentando a possibilidade de contaminacao.

Sendo assim, estudos comecaram a ser realizados e pdde-se constatar que
tais alimentos sdo fontes potenciais de microrganismos relevantes em saude
publica, sendo freqiientemente incriminados em surtos de doencgas transmitidas
por alimentos (DTAs) em varias partes do mundo. As bactérias, parasitas e virus
mais comumente implicados em doengas transmitidas por alimentos, sado de

origem animal, como pode ser observado na Tabela 1.

De acordo com a International Fresh-cut Produce Association (IFPA) (IFPA,
1997), Frank e Takeushi (1999), Codex Alimentarius (2001) e Sharma et al.,
(2002), hortalicas folhosas, especialmente alface, tém sido identificadas como
veiculos de patdégenos como Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes,
Salmonella e Shigella. Nos Estados Unidos, por exemplo, os alimentos mais
frequentemente implicados em surtos provocados por cepas de E. coli
enteropatogénica, no periodo de 1993 a 1997, foram a carne bovina (25%) e as
frutas e hortalicas (20%) (OLSEN et al., 2000).

Tabela 1. Vegetais envolvidos em surtos de doencas de origem alimentar, e

microrganismos causadores, exclusivamente ou potencialmente de origem animal

PATOGENO PRODUTO

Bactérias

Campylobacter jejuni Alface, saladas

Clostridium botulinum Repolho, saladas,

Clostridium perfringens Saladas

Escherichia coli O157:H7 Brotos de alfafa, cidra de maga, meldes,

repolho, salada de frutas, alface, broto de

rabanete
Escherichia coli enterotoxigénica Cenouras
Listeria monocytogenes Salada de repolho, aipo, alface, tomate
Salmonella Broto de alfafa, suco de maga, melao, salada

de frutas, alface, suco de laranja, tomate,

melancia

Shigella flexneri Salada de frutas, cebolas verdes
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Tabela 1. Continuacéao

PATOGENO PRODUTO

Shigella sonnei Alface, melancia

Vibrio cholerae Salada de repolho, vegetais crus

Yersinia enterocolitica Broto de feijao

Yersinia pseudotuberculosis Alface

Parasitas

PATOGENO PRODUTO

Cyclospora cayetanensis Amora, alface, framboesa, vegetais crus

Cryptosporidium parvum Cebolas verdes, vegetais crus

Giardia lamblia Alface, cebola, tomate

Virus

Calcivirus Saladas

Hepatite A Alface, tomate, couve

Norovirus Salsdo, repolho, saladas verdes, salada de
frutas, meldo.

Fonte: Beuchat, 2006

A rota de contaminacdo mais comum € o contato do alimento com material
fecal durante seu processamento, devido as precarias praticas higiénico-sanitarias
dos manipuladores, que muitas vezes contaminam os alimentos através de suas

maos, inadequadamente sanitizadas (IFPA, 1997).

Os esporos de Clostridium botulinum estdo naturalmente presentes no solo
onde crescem frutas e hortalicas e, apesar da doenga causada por esse
microrganismo ser bastante perigosa e inclusive fatal, ndo existem praticamente
relatos que associem o consumo desses alimentos com surtos de doenga de
origem alimentar (IFPA, 1997).

Os dois primeiros grandes surtos associados a vegetais, causados por
Listeria monocytogenes, ocorreram em 1979 e 1981 nos Estados Unidos e
Canada, respectivamente. O primeiro, em Boston, acometeu 23 pessoas de 8
hospitais que consumiram uma salada de vegetais com sals&do, tomate e alface,
tendo 5 pacientes ido a ébito. Ja o segundo acometeu 34 criancas e 7 adultos com
respectivas 15 e 2 mortes. O alimento envolvido no surto foi uma salada de
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repolho, cenoura e tomate (“coleslaw”), tendo sido o repolho o veiculo de
transmissdo (FRANCIS, 1999).

Entre 1980 e 1999, 12 surtos de listeriose ocorreram em diferentes paises,
sendo que o maior deles ocorreu na ltadlia em 1997, onde 1566 pessoas que
ingeriram salada de milho foram atingidas (AURELI, 2000; SCHLECH, 2000).

Surtos envolvendo Salmonella sao bastante freqientes e tém sido
associados ao consumo de diversos vegetais, como broto de feijao (O’'MAHONI,
1990), tomates crus (WOOD, 1991 apud BEUCHAT, 1996; HEDBERG et al.,
1994), salada de repolho (FRANCIS et al., 1999), alface e salada de vegetais
folhosos (SAGOO et. al., 2003), brotos de alfafa, melao, sucos de maca e laranja
nao pasteurizados (BEUCHAT, 1998; PHLS, 2000; STAFFORD, 2001). Quanto a
E. coli O157: H7 os alimentos de origem vegetal envolvidos em surtos, com relato
em literatura sdo suco de maca nao pasteurizado, meldes, alface, saladas, broto
de rabanete, broto de alfafa e espinafre (SILVA et al., 2003).

De acordo com o Center for Diseases Control (CDC), entre 2000 e 2004
ocorreram, nos Estados Unidos, 1548 e 1845 surtos de E. coli O157:H7 e
Salmonella, respectivamente, envolvendo frutas e hortalicas, dentre elas melancia,
uvas vermelha e verde, péra, meldao, manga, alface, espinafre, broto de alfafa,
tomate, repolho, cenoura, tomate cereja, saladas verdes, salada de frutas, entre
outras. Os locais de consumo desses alimentos foram diversos, tais como:
restaurantes, hospitais, escolas, campo, piqueniques, local de trabalho, casa e
cadeia (CDC, 2006). Vale lembrar que a maioria dos surtos possui causa
“desconhecida”, portanto os numeros acima refletem parte da realidade da
ocorréncia de doencas de origem alimentar, mesmo em
paises como os Estados Unidos que possuem um eficiente sistema de vigilancia

epidemioldgica.

Recentemente um surto de E. coli O157:H7 acometeu 199 individuos nos
Estados Unidos, apds o consumo de espinafre contaminado com o patdgeno. A
averiguacao dos fatos mostrou que o veiculo de contaminagdo do microrganismo

foram fezes de gado, que entraram em contato com o alimento na fazenda onde
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era cultivado. Vale ressaltar que 3 pessoas foram a 6bito, dentre elas uma crianca
de 2 anos (CDC, 2006).

2.5. Microbiota de vegetais minimamente processados

Tanto frutos quanto hortalicas contém varios nutrientes que podem ser
utilizados por microrganismos patogénicos e deteriorantes, permitindo sua
colonizacdo nesses alimentos. O conteudo de agua dos vegetais é de,
aproximadamente 95%, cerca de 8,6% de carboidratos, 1,9% de proteinas, e 0,3%
de gordura, sendo que o pH oscila entre 6,0 e 7,0. O pH das frutas varia entre 2,5
a 4,5, exceto as cerejas cujo valor oscila entre 6,2 e 6,7. Alguns frutos apresentam
elevados teores de sélidos soluveis, variando entre 6 e 25% (expresso em
sacarose) (GONZALEZ-AGUILAR et al., 2005).

As frutas e hortalicas apresentam atividade de agua (Aw) em torno de 0,95
ou superior, permitindo o crescimento de muitos microrganismos. A baixa umidade
no interior da embalagem dificulta o crescimento de bactérias mas promove a
rapida desidratacdo do produto, selecionando o crescimento de fungos. Ja a
elevada umidade facilita a condensagao de goticulas sobre os produtos, servindo
como difusor de microrganismos e como caldo de cultivo, por dissolver
carboidratos liberados dos alimentos (PORTE & MAIA, 2001).

O baixo pH das frutas se deve a elevada quantidade de acidos orgéanicos
presentes, como o citrico, malico e tartarico. Outros nutrientes também presentes
nos vegetais, e ndo menos relevantes que os demais sao as vitaminas e minerais.
Dessa forma, do ponto de vista nutricional, as frutas e hortalicas possuem os
nutrientes necessarios para promover o crescimento de bactérias, bolores e
leveduras. Nos frutos, os elevados teores de &agua e baixo conteudo de
carboidratos permitem que a maior parte da agua esteja na forma livre,
selecionando o crescimento de bactérias aciddfilas, j4 que apesar da
disponibilidade de nutrientes, muitas bactérias possuem o crescimento inibido
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pelas condi¢cbes acidas de pH, favorecendo também o crescimento de bolores e
leveduras (GONZALEZ-AGUILAR et al., 2005).

Em contrapartida, as hortalicas possuem nutrientes adequados para o
desenvolvimento de todos os tipos de microrganismos, porém as condicbes de
neutralidade permitem uma proliferacdo bacteriana mais rapida do que de bolores
e leveduras. Os altos valores de potencial de o6xido-reducdo nas hortalicas
promovem o crescimento de microrganismos aerdbios e diminuem as chances de

crescimento de anaerdbios facultativos (JAY, 2005).

Rosa (2002) relata que a selecdo da microbiota deteriorante desses
alimentos se da, principalmente, pelo seu teor de nutrientes. Microrganismos
proteoliticos, lipoliticos e sacaroliticos crescem mais rapidamente em alimentos
que contém proteinas, lipideos e carboidratos, respectivamente, havendo,

portanto, uma selecdo de acordo com a composicao centesimal do alimento.

2.5.1. Microbiota inicial

Sabe-se que a melhor forma de eliminar patégenos de alimentos,
especialmente aqueles consumidos crus, € impedir que 0Ss microrganismos
tenham acesso aos produtos, utilizando-se, desde o campo até o ponto de venda
final, as boas praticas agricolas e de fabricacdo. Utilizar um solo adequado, com
adubo compostado, irrigar produtos com agua de boa qualidade, impedir
contaminagdo cruzada através de animais ou suas fezes, evitar abusos de
temperatura durante todo o processamento e especialmente durante a estocagem
sdo medidas que ajudam a controlar o acesso de microrganismos danosos a

saude humana aos vegetais.

O meio ambiente contribui de forma consideravel para contaminagdo de
frutas e hortalicas com patégenos de importancia em saude publica. O contato dos
vegetais com agua e solo contaminados (agua de chuvas, insetos, animais e
homem) com patdgenos de origem entérica, denotam uma possivel irrigacdo com
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agua contendo material fecal (GONZALEZ-AGUILAR et al., 2005). Além disso, a
falta de higiene também pode ser apontada como causa de aparecimento de

microrganismos causadores de toxinfecgdes alimentares (ROSA, 2002).

Os microrganismos podem ter acesso aos tecidos do vegetal durante as
diversas etapas da cadeia produtiva, como elaboracdo, transformagdo e /ou
armazenamento da matéria-prima. Esses microrganismos podem ou nao ter
acesso as células mais internas do vegetal, porém essa internalizagdo ainda nao
esta muito bem esclarecida (ROSA, 2002).

De acordo com Chitarra (1998), os produtos minimamente processados sao
mais sensiveis a deterioracdo do que 0s convencionais porque perdem seu tecido
protetor (casca), isto é, a barreira fisica que inicialmente impede a invasao
microbiana. O corte dos tecidos libera nutrientes que servem como “alimento” aos
microrganismos, proporcionando uma aceleragdo em seu desenvolvimento. Pode-
se, portanto, afirmar que o0 excessivo manuseio do produto aumenta sua
susceptibilidade a invasao microbiana.

Varios autores ja estudaram a microbiologia de hortalicas cruas, que
normalmente é semelhante a dos vegetais processados e varia de acordo com o
clima, praticas de cultivo, entre outros fatores (ERCOLANI, 1976; ROSAS et al.,
1984; BRACKETT, 1994). De acordo com alguns estudos, 0s vegetais
minimamente processados alojam uma microbiota diversificada, freqientemente
da ordem de 10° a 10’ unidades formadoras de coldnia por grama (UFC/g) e a
populagdo bacteriana é composta por 80 — 90% de bacilos Gram negativos,
predominantemente pertencentes aos géneros Enterobacter, Pseudomonas e
Erwinia, microrganismos psicrotréficos, ou seja, que conseguem multiplicar-se em
baixas temperaturas, influindo na qualidade dos vegetais cortados e armazenados
sob refrigeracao. Tais microrganismos sao pectinoliticos e quebram facilmente o
tecido vegetal, provocando alteragées indesejaveis.

As bactérias &cido-laticas tém sido encontradas em saladas mistas e
cenouras minimamente processadas submetidas a temperaturas de 30°C.

(BRACKETT, 1994). Leveduras também tém sido detectadas com freqiiéncia em
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vegetais crus, minimamente processados. Embora nao tenham significado como
patégenos, muitas espécies fazem parte da microbiota natural das frutas e
hortalicas. Quando presentes em grande numero, podem provocar alteracées nos
produtos e, de maneira especial, naqueles ja embalados, fermentando-os e

modificando seu sabor e aroma caracteristicos.

As bactérias do grupo coliformes tém sido utilizadas rotineiramente como
indicadoras de qualidade de agua. A presenca desses microrganismos em
vegetais frescos cortados e/ou minimamente processados € esperada uma vez
que alguns coliformes totais fazem parte de sua microbiota natural. A contagem
entre 100 a 10.000 UFC/g nao é rara. Dois coliformes totais, Enterobacter
aerogenes e Klebsiella pneumoniae estao presentes no meio ambiente (IFPA,
1997). A eliminacdo desses microrganismos nao patogénicos dos
estabelecimentos de processamento € praticamente impossivel, por estarem

extremamente difundidos e espalhados no ambiente de producgéo (IFPA, 1997).

2.5.1.1. Escherichia coli

O grupo dos coliformes totais € um subgrupo da familia Enterobacteriaceae
que, na 2* Edicao do Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (BRENNER et
al., 2005), inclui 44 géneros e 176 espécies. No grupo dos coliformes totais estao
apenas as enterobactérias capazes de fermentar a lactose com producéo de gas,
em 24 a 48 horas a 35°C. Mais de 20 espécies se encaixam nessa definicéo,
sendo encontradas tanto bactérias originarias do trato gastrintestinal de humanos
e outros animais de sangue quente (Escherichia coli), como também bactérias nao
entéricas (espécies de Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella e Serratia, dentre
outras). A capacidade de fermentar a lactose pode ser verificada pela formacéo de
gas e/ou &cido, nos meios de cultivo contendo lactose. Essas caracteristicas séo
utilizadas nos métodos tradicionais de contagem de coliformes totais (SILVA,
2007).
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O grupo dos coliformes termotolerantes, comumente chamados de
coliformes fecais, € um subgrupo dos coliformes totais, restrito aos membros
capazes de fermentar a lactose em 24 horas a 44,5-45,5°C, com produgéo de gas.
Essa definicdo objetivou, em principio, selecionar apenas as enterobactérias
originarias do trato gastrintestinal (E. coli), porém, atualmente, sabe-se que o
grupo também inclui membros de origem nao fecal (varias cepas Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter agglomerans, Enterobacter aerogenes, Enterobacter
cloacae e Citrobacter freundii). Em funcdo disso, o termo coliformes fecais tem

sido, gradativamente, substituido por coliformes termotolerantes (SILVA, 2007).

E. coli esta incluida tanto no grupo dos coliformes totais quanto no dos
coliformes termotolerantes (JAY, 2005). Esse microrganismo foi inicialmente
introduzido como indicador em 1892, na Australia e em 1895 nos Estados Unidos.
Foi usado para indicar a contaminacdo da &gua por matéria fecal e,
consequentemente, alertar para a presenca potencial de patégenos entéricos
(Salmonella, por exemplo). O padréo foi mudado para coliformes totais em 1915,
pelo U.S. Public Health Service, baseado na premissa de que todos os coliformes

apresentavam igual valor como indicadores de contaminacgao fecal (SILVA, 2007).

A Food and Agriculture Organization (FAO) e a Organizacao Mundial de
Saude (OMS) concluiram que nao é possivel avaliar a seguranca (inocuidade) de
alimentos em fungéo dos niveis de E. coli, coliformes termotolerantes, coliformes
totais ou enterobactérias. Um alto indice desses microrganismos pode estar, em
certas circunstancias, relacionado com uma maior probabilidade de presenca de
patdgenos entéricos, porém, freqlentemente ndo esta. Da mesma forma, sua
auséncia nem sempre significa que os produtos estejam livres de bactérias
entéricas patogénicas. As principais aplicacdes desses microrganismos como
indicadores sao determinar as condi¢des de higiene dos processos de fabricagéo,
no caso de Enterobactérias e coliformes, por serem facilmente inativados por
sanitizantes e capazes de colonizar diversos nichos de plantas de processamento

frente a uma sanitizagao ineficiente (SILVA, 2007).
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A presenca de coliformes também pode indicar falhas no processamento ou
contaminagcado pds-processo em alimentos pasteurizados, pois sdo facilmente
destruidos pelo calor e ndo resistem a tratamentos térmicos. J& em relagéo a E.
coli, sua presenca pode significar contaminacao fecal em alimentos “in-natura”,

mas nao em alimentos processados.

No Brasil ainda nado existe uma regulamentacdo para o setor de
minimamente processados, dessa forma utiliza-se como parametro legislativo o
disposto pela resolugdo normativa RDC n® 12, da ANVISA. Tal legislagéo
estabelece padrdées microbiolégicos em relacdo a presenca de Salmonella e
quantificacdo de coliformes termotolerantes e dispde o0s seguintes dizeres: “A
denominacao coliformes a 45°C é equivalente a denominacao coliformes de
origem fecal e de coliformes termotolerantes. Caso seja determinada a presenca
de E. coli, deve constar no laudo analitico”.

O que interessaria, na realidade, seria a quantificagdo de E. coli como
indicador de contaminacao fecal em vegetais minimamente processados, e nao a
presenca de outros microrganismos que nao sejam de origem fecal. O padrao de
quantificacdo de E. coli teria muito mais significado, na legislagdo, para uma
possivel condenacdo de um lote, do que a quantificacdo de coliformes

termotolerantes, que inclui também microrganismos do ambiente.

A Portaria n°®518 do Ministério da Salde, de 25 de margo de 2004,
estabelece os Procedimentos e Responsabilidades Relativos ao Controle e
Vigilancia da Qualidade da Agua para Consumo Humano e seu Padrdo de
Potabilidade, e possui uma melhor definicdo para tais microrganismos, visto que ,
em tal portaria, coliformes termotolerantes constituem “subgrupo das bactérias do
grupo coliforme que fermenta a lactose a 44,5°C + 0,2°C em 24h tendo como
principal representante a Escherichia coli, de origem exclusivamente fecal. Essa
portaria coloca como padrdao microbiolégico de agua para consumo humano
auséncia de E. coli “ou” coliformes termotolerantes, sendo que a deteccao de E.
coli deve ser, preferencialmente adotada.
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Dessa forma, os ensaios para a quantificacdo ou detecgcéo de presenca ou
auséncia de E. coli possuem muito mais significado quanto a avaliacdo de
contaminag&o de origem fecal do que a contagem de coliformes termotolerantes,
que além da E. coli abrigam outras espécies de microrganismos nao

necessariamente de origem fecal.

2.5.1.2. E. coli O157:H7

Em 1920 comecaram a surgir evidéncias de que 0 microrganismo
denominado Bacterium coli, renomeada posteriormente como Escherichia coll,
poderia provocar gastroenterite com mortalidade significativa em criangas. Por
volta de 1940, ficou efetivamente estabelecida a enteropatogenicidade do
microrganismo E. coli (ICMSF, 1996).

Sendo assim, cepas de E. coli patogénica sao definidas como bactérias
capazes de causar diarréia no homem ou animais, e a subdivisdo das formas
patogénicas é feita de acordo com o0 mecanismo de cada doenca (ICMSF, 1996).
Atualmente existem 6 grupos de E. coli patogénicas reconhecidos, sendo esses:
E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli de aderéncia difusa
(DAEC) e E. coli Shiga toxigénica (STEC) ou enterohemorragica (EHEC)
(DESMARCHELIER et al., 1997).

As cepas enteropatogénicas sao diferenciadas através de testes
soroldgicos dos antigenos presentes em sua parede celular (antigenos “O”),
envelope ou capsula (antigenos “K”) ou flagelo (antigenos “H”) (EVANS, 1979).

A E. coli O157:H7 estd compreendida no grupo de E. coli
enterohemorragica produtora de citotoxinas (verotoxinas | e Il ou toxinas shiga | e
Il), associadas a ocorréncia de enterocolite hemorragica em individuos de todas as
idades. A sindrome ocorre devido a adesao microbiana as células epiteliais

intestinais e a agao de citotoxinas produzidas no intestino do individuo infectado
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(SILVA, 2004a). Possuem crescimento pobre ou nulo a 44°C e ndo sao capazes
de utilizar o sorbitol e produzirem a enzima B-glicuronidase (ICMSF, 1996).

O trato intestinal de ruminantes, particularmente bovinos e ovinos, parece
ser o principal reservatorio das cepas enterohemorragicas de E. coli O157:H7. Em
suinos e aves a presenga parece nao ser tdo comum, embora ja tenha sido

isolada do intestino desses animais (SILVA, 2004a).

Segundo o CDC (2006), alimentos como repolho, aipo, coentro, brotos de
plantas para confec¢cdo de sanduiches, saladas de vegetais mistos, melao, entre
outros sdo os vegetais mais relacionados a surtos envolvendo o patégeno em

questao.

De acordo com Silva (2004a) os alimentos geralmente incriminados em
surtos sao a carne bovina mal-cozida, rosbifes, hamburgueres, salsichas, leite cru,
molhos para salada, maionese e sucos de maca. Porém, os vegetais utilizados no
preparo de saladas também tém sido envolvidos na transmissao de doencas de
origem alimentar, possivelmente devido a contaminagcdo cruzada com carne
contaminada (GONZALEZ-AGUILAR et al., 2005).

Estudos acerca da capacidade de sobrevivéncia do microrganismo sob
diversas condigbes tém sido realizados. De acordo com o Institute of Food
Technologists (IFT, 2001) E. coli O157:H7 pode se multiplicar, atingindo até 6
logUFC/g quando é inoculada em frutas e hortalicas, armazenadas a temperaturas
superiores a 23°C em um periodo de 24h, inclusive havendo uma rapida
multiplicagdo. Também tem sido demonstrada sua tolerancia a ambientes acidos,

desenvolvendo-se normalmente em pH 4,0.

Outro ponto que deve ser ressaltado € sua capacidade de crescer em
alface picada e pepino fatiado, acondicionados sob atmosfera modificada. O
microrganismo cresceu nessas saladas armazenadas a 12°C e 21°C. Entretanto
seu crescimento foi inibido em cenoura sob a mesma temperatura (ABDUL-
RAOULF apud BEUCHAT, 1996a).
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Esterco utilizado como fertilizante, assim como solo modificado ou agua de
irrigacdo representam uma fonte de contaminagdo potencial do patégeno para
frutas e hortalicas. Estudos acerca da presenca de E. coli O157:H7 em fezes
bovinas revelou que o patégeno sobrevive em esterco de gado por 42 a 49 dias, a
37°C e 49 a 56 dias a 22°C. Além disso, Beuchat (1999a) detectou o
microrganismo em alface contaminada com esterco incubada a 4°C por mais de

15 dias, inclusive quando a populagao inicial era de <1 logUFC/g.

A presenca do microrganismo em abatedouros também ja foi comprovada.
Quando inoculada no conteudo intestinal de ovelha e gado, a bactéria mostrou-se
capaz de sobreviver a 5°C e aumentar sua populagdo em 1-2 log entre 15 e 30°C
em um periodo de 28h. Ja no sangue dos mesmos animais, uma redugéo de 0 a 2
logUFC/mI pbéde ser observada, de acordo com a temperatura de estocagem,
exceto no sangue de ovelha estocado a 30°C, no qual a reducdo da populacao de
E. coli O157:H7 foi seguida por um aumento de 3 log UFC/ml. Esse tipo de estudo
ressalta a importancia da eliminacdo de patdégenos dos abatedouros, antes da
utilizacdo desse tipo de residuo no solo onde frutas e vegetais serdo plantados
(HEPBURN, 2002).

Islam et. al. (2004a) monitoraram a presenga de E. coli O157:H7 em folhas
de alface e salsa, plantadas em campos com adubos compostados de aves
domésticas e gado, e agua de irrigacdao inoculada com 5-7 log UFC/ml do
patégeno. A compostagem do solo e a irrigacdo do mesmo com agua
contaminada foi feita 1 dia antes e 3 semanas depois, respectivamente, do plantio
das sementes de alface e salsa. O patégeno foi detectado no solo por 154-177
dias apds a compostagem, e na alface e salsa 77 e 177 dias, respectivamente,
apds o plantio das sementes. O tipo de compostagem nao afetou a sobrevivéncia

do microrganismo.

Os estudos acima descritos reforcam a hip6tese de que, uma vez que
microrganismos patogénicos tenham acesso ao solo em que o vegetal sera
plantado ou a agua de irrigacdo, sua transmissao para o produto é praticamente
certa, e que as maiores fontes de contaminacao séo as fezes de animais utilizadas
para adubar o solo.
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Dados sobre a prevaléncia de E. coli O157:H7 em vegetais minimamente
processados sdo raros na literatura, tanto nacional quanto internacional, sendo
que a maioria dos trabalhos existentes relacionam-se com surtos provocados pelo
patégeno ou mesmo o comportamento do microrganismo em condigdes pré-

estabelecidas, com contaminacéao artificial das amostras estudadas.

Zepeda-Lopez et al. (1995) detectaram o patdégeno em amostras de repolho
(1/4), aipo (6/34), coentro (8/41) e brotos de diversos vegetais para o preparo de
sanduiches (2/20) no México. Ja Previdi et al. (2002) encontraram duas amostras
de saladas de vegetais mistos positivas para E. coli O157:H7 de um total de 112

produtos analisados.

Solomon et al. (2002) compararam o efeito do método de irrigacdo na
persisténcia de E. coli O157:H7 em alfaces, e verificaram que o numero de
amostras positivas para a presenca do microrganismo apos a colheita (40 dias),
submetidas a irrigacdo através de um spray de agua contaminada com o
patégeno foi maior (29 de 32 amostras) quando comparado a amostras
submetidas a irrigacao superficial (6 de 32 amostras).

Os mesmos autores realizaram um estudo com a contaminacéao artificial da
agua de irrigacdo de uma plantacéo de alfaces com 10? ou 10* UFC/ml de E. coli
O157:H7 e, através de jatos de spray dessa agua contaminada, irrigaram as
alfaces, que foram analisadas durante 30 dias. Somente as amostras expostas a
irigagdo com 10° UFC/ml no dia 1 ndo carrearam o patdgeno até o final do
periodo de coleta de amostras. Todos os outros tratamentos resultaram na
presenca do microrganismo nas hortalicas no periodo de colheita, sendo que as
alfaces irrigadas com 10* UFC/ml continham elevadas contagens da bactéria.
Dessa forma, verifica-se que a aplicacdo de dgua contaminada diretamente sobre
as folhas de hortalicas esta diretamente relacionada com a presenca do
microrganismo no produto a ser colhido, podendo nao s6 contaminar o solo onde
outras sementes serdo plantadas, como também ser a fonte de contaminagcédo da
linha de processamento e permanecer no produto final, dependendo das

condi¢des de manuseio desse vegetal.
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No Brasil, Silva et al. (2003) analisaram 869 amostras de vegetais (alface,
chicéria e racula) quanto a presenga de E. coli O157:H7, e nao detectaram o

microrganismo em nenhuma das amostras analisadas.

2.5.1.3. Listeria monocytogenes

Os vegetais e partes de vegetais utilizados no preparo de saladas séo
importantes na disseminacao de patégenos, do seu habitat natural para a cadeia
alimentar humana. Listeria monocytogenes esta amplamente distribuida na
natureza, sendo uma bactéria ubiqua, desenvolvendo-se em condi¢cdes que
seriam adversas para outros microrganismos patogénicos (BEUCHAT, 1996;
SWAMINATHAN, 2001).

A Listeria pode ser descrita morfologicamente como um bacilo pequeno,
regular, Gram positivo, podendo se apresentar em unidades ou cadeias pequenas,
nao formadora de esporos. Apresenta motilidade caracteristica a 25°C, com
movimentos rotatérios ou de tombamento, em montagens Umidas observadas sob
imersao, e imovel a 35°C (RYSER & DONELLI, 2001). Produz catalase, mas nao
oxidase, é anaerobia facultativa, fermenta glicose, com producdo de acido e sem
formacao de gas (ICMSF, 1996).

O pH de multiplicagao varia entre 4,39 e 9,4, com ideal entre 6 e 8 sendo
7,0 pH étimo. A temperatura étima encontra-se entre 30° e 37°C, multiplicando-se,
porém, entre -0,4°C e 45° Por ser acido-tolerante sobrevive em alimentos de
baixa acidez por dias ou semanas. Pode se multiplicar em alimentos com atividade
de agua de 0,92 e também em meio de cultura contendo 10% de NaCl
(ICMSF,1996; DONELLY et al., 2001).

Existem seis espécies de Listeria, sendo L. innocua, L. grayi, L. seeligeri, L.
ivanovii, L. welshimeri e a L. monocytogenes, patogénica e mais importante das

espécies relacionada a infecgbes transmitidas por alimentos (DSMZ, 2005 APUD
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SILVA, 2007). Sao conhecidos 13 sorovares, mas somente 3 (4b, 1/2a e 1/2b) séo
responsaveis por 89 — 96% dos casos de listeriose humana (ICMSF, 1996)

Diversos sao os alimentos que ja foram envolvidos em surtos de listeriose,
como por exemplo: leite, queijos, carne bovina, aves, frutos do mar, alimentos de
origem vegetal e refeicées prontas (CDC, 2006).

A dose infectante minima para a contaminagédo ainda nao foi estabelecida,
porém informagdes sobre a populagcdo do patégeno encontrado em alimentos
envolvidos em surtos indicam que entre 10° e 10* UFC/g foram responsaveis por
causar doenga (DUFFY et. al., 1999).

Estudos de analise de risco e dose-resposta estimaram que a quantidade
de L. monocytogenes responsavel por produzir infeccdo em 10% e 90% da
populacdo estudada (ID1 e IDgo) estaria, respectivamente, entre 10’ e 10° UFC,
para individuos saudaveis, e10° e 10’ UFC para populacdo de risco (FAO/WHO,
2004)

A ingestdao de alimentos contaminados € particularmente perigosa para
gestantes, individuos imunocomprometidos, portadores de HIV, cirrose, carcinoma
dentre outras doencas que comprometam o sistema imune. Idosos e recém-
nascidos também podem ser considerados como populacao de risco (KILLINGER,
1970 apud DONELLY, 2001)

Alguns trabalhos internacionais mostram resultados distintos quanto a
presenca de L. monocytogenes em vegetais minimamente processados. Em
andlise de 112 amostras de vegetais e saladas individuais ou mistas nao foi
detectada a presenca do microrganismo (PREVIDI, 2002). Guerra et al. (2001)
também nao encontraram o patégeno em 37 amostras de frutas e hortalicas
minimamente processadas em Portugal, assim como Farber et al. (1989), ao
analisarem 110 amostras de vegetais “in-natura” no Canada e também Pingulkar

et al. (2001) na india, que examinaram 116 amostras de diversos vegetais.

Nos Estados Unidos, pepinos, figos da India, batatas e rabanetes estavam

contaminados com o microrganismo. Ja na Holanda foram encontradas 11
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amostras de vegetais minimamente processados contaminadas, de um total de 25.
Na Irlanda do Norte e Malasia, em sete de 66 amostras de vegetais para saladas e
hortalicas frescas, respectivamente, foi detectada a presenca do patdégeno
(GONZALEZ-AGUILAR et al., 2005).

Ao analisar 160 amostras de vegetais organicos minimamente processados,
em Zambia, Nguz et al. (2005) encontraram L. monocytogenes em 20% dos
produtos. Na Espanha, Soriano et al. (2001) verificaram que de 20 amostras de
alface e espinafre minimamente processados houve deteccdo do patdégeno em

10% das amostras de alface e néo foi encontrado em espinafre.

Também foi detectado na Inglaterra, porém com baixa incidéncia, em 3% e
2,3% de um total de 2950 e 3852 amostras de vegetais minimamente
processados, respectivamente, de acordo com Sagoo et al. (2003a e b). Em outra
pesquisa, poucas amostras de alface, 2 a 5%, também foram detectadas como
positivas para L. monocytogenes, de um total de 120 unidades amostrais (SZABO,
2000).

Estudo realizado no Brasil por Porto e Eiroa (2001) mostrou que das 250
amostras de diversas hortalicas analisadas, 3,2% (alface, salsa e agrido) estavam

contaminadas com o patégeno.

Ao analisar 140 amostras de hortalicas minimamente processadas
comercializadas em Belo Horizonte (MG) e Campinas (SP), Rosa (2002) nao
encontrou L. monocytogenes em nenhum dos produtos, porém 12,21% das

amostras continham L. innocua sorovar 6a e 16,28% L. innocua nao tipavel.

Também no Brasil, Maistro (2006) realizou um trabalho comparando
metodologias para analise de diferentes microrganismos em vegetais folhosos
minimamente processados acondicionados sob atmosfera modificada ativa (n=72)
e passiva (n=100). Na primeira condicao detectou duas amostras positivas para
Listeria monocytogenes (agriao e escarola), ja na segunda nao foram encontradas

amostras positivas.
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Na Venezuela, Curtis et al. (2002) analisaram 120 amostras de vegetais
minimamente processados (alface americana, salada de repolho branco, roxo e
cenoura e outra salada composta por alface, repolho roxo e cenoura)
acondicionados em embalagens institucionais (1Kg) e encontraram L.
monocytogenes em 9% dos produtos e Listeria sp. em 25%.

Trabalho realizado no Texas por Prazak et al. (2002) mostrou que de 855
amostras de salada de repolho, agua e esponjas de limpeza de diversas etapas do
processamento, coletadas em fazendas e galpdes de armazenamento, 26 (3%)
apresentaram Listeria monocytogenes. Dessas, 20 eram provenientes da salada

de repolho, 3 de amostras de 4gua e 3 das esponjas dos galpdes.

Amostras de alface picada foram inoculadas artificialmente com L.
monocytogenes antes e apds a lavagem por 3 minutos em agua a 4°C e 47°C,
contendo 100mg/I de cloro total, e armazenadas a 1°C e 10°C em embalagens
permeaveis ao oxigénio. A lavagem com &gua gelada (4°C) prejudicou a
sobrevivéncia do  microrganismo  independente da temperatura de
armazenamento. Entretanto, a lavagem com agua clorada aquecida favoreceu o
crescimento microbiano das amostras estocadas a 10°C (DELAQUIS et al, 2002).
Este trabalho reafirma que condicbes de abuso de temperatura permitem que um
patégeno presente possa se multiplicar no alimento pronto para o consumo,
oferecendo grandes riscos a saude da populacdo, especialmente mulheres
gravidas e individuos imunodeprimidos, no caso da Listeria.

As plantas e suas por¢des comestiveis podem conter o microrganismo
aderido a sua superficie devido a formacao de biofilmes, o que permite a
contaminacdo do ambiente industrial, equipamentos, contéineres, locais de

armazenamento, entre outros (BEUCHAT, 1996a e b)

L. monocytogenes pode se multiplicar em produtos armazenados sob
refrigeragao, tais como aspargos, brécolis e couve-flor armazenados a 4°C, alface
a 5°C e chicoria a 6,5°C. O armazenamento em embalagens com atmosfera
modificada parece nao influenciar o desenvolvimento microbiano (BEUCHAT,
1996).
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Certas hortalicas podem conter inibidores naturais contra o patégeno. O
suco de cenoura parece impedir 0 crescimento desse microrganismo devido a
presenga de fitoalexinas, presentes na forma natural na cenoura. Essa substancia,
porém, desaparece caso o vegetal seja cozido (GONZALEZ-AGUILAR et al.,
2005).

2.5.1.4. Salmonella

De acordo com o Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (POPOFF &
LE MINOR, 2005), Salmonella é classificada como um bastonete Gram negativo,
anaerdbio facultativo, ndo esporulado, oxidase negativo, pertencente a familia
Enterobacteriaceae, tribo Salmonelleae estando, portanto, estritamente
relacionada com a E. coli. Podem ser diferenciadas de outras bactérias do mesmo
género através de provas bioquimicas, meios diferenciais e sorologia. Apresenta
motilidade através de flagelos peritriqueos, porém os sorovares S. Gallinarum e S.

Pullorum sao imoveis.

O género é composto por mais de 2700 sorovares, sendo que animais e
passaros sdo 0s reservatérios naturais. Porém estudos analisando produtos
frescos revelaram a presenca de diversos sorotipos de Salmonella capazes de

causar infecgdes em humanos (BEUCHAT, 1996).

Podem desenvolver-se em temperaturas entre 5,2 e 46,2°C, sendo 35°C a
43°C a temperatura étima. A multiplicacdo a baixas temperaturas ocorre
lentamente, e nem todos o0s sorovares possuem essa habilidade. Existem
diferencas quanto a resisténcia ao calor, dependendo do pH, sendo que alguns
sorovares suportam melhor temperaturas mais altas em pH 5,5 do que em pH 8,5.
A partir de 74°C obtém-se rapidamente a eliminacdo do patégeno dos alimentos
com alta atividade de agua. Em baixas temperaturas foi observado que a
sobrevivéncia da Salmonlla é mais efetiva a -23°C do que entre -2°C e -5°C
(ICMSF, 1996).
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Esse dado também foi confirmado por Gonzalez-Aguilar et al. (2005) que
relatam que, apesar da Salmonella nao se multiplicar em temperaturas de
congelamento, como por exemplo -20°C por até 1 més, sua populacao também

nao diminui.

O valor 6timo de pH para a multiplicagéo varia entre 7,0 e 7,5, mas verifica-
se crescimento entre 3,8 e 9,5. O valor minimo de atividade de agua para
desenvolvimento € de 0,94. A presenca de até 4% de NaCl e 0,035% de nitrato
nos alimentos ndo é capaz de inibir a multiplicacdo de alguns sorovares (ICMSF,
1996).

Salmonella estéa distribuida abundantemente em material fecal, nos esgotos
e aguas poluidas que, conseglentemente, contaminam o solo que entra em
contato com essa matéria organica. Se esse material for utilizado na agricultura ird
disseminar a bactéria que, uma vez introduzida no ambiente, permanece viavel
por meses, possibilitando a ocorréncia de infecgdes alimentares em individuos que
consumirem o alimento contaminado (FRANCIS et al., 1999; BEUCHAT, 2006).

Mammina et al (2002) realizaram um trabalho na ltalia, mostrando o
isolamento de 345 espécies de Salmonella no esgoto de efluente de plantas.
Cerca de 44% correspondiam a S. Enteritidis e 14% eram resistentes a trés ou

mais antibioticos.

A persisténcia de S. Typhimurium no solo também foi avaliada. Apés a
inoculagdo do patégeno no solo contendo esterco compostado de aves
domésticas, gado e agua de irrigacdo observou-se que o patdbgeno permanecia
viavel por 203 a 231 dias, sendo que o melhor meio para a sobrevivéncia foi o
esterco de aves domésticas. Radichos e cenouras plantados nesse solo abrigaram
0 microrganismo por 84 e 203 dias, respectivamente, apos o plantio da semente
(ISLAM et al., 2004).

Castillo et. al. (2004) analisaram amostras de ambiente, agua de irrigacéao e
meldes de fazendas nos Estados Unidos e México e detectaram Salmonella em 31

de 1735 amostras analisadas. Esse estudo mostra como a agua de irrigacdo e o
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ambiente possuem um papel importante na disseminacdo de microrganismos

patogénicos para produtos de origem vegetal.

Uma vez ingerido, 0 microrganismo comega a provocar sintomatologia em
um periodo de 18 a 72h. Os sintomas caracteristicos sdo dor abdominal, diarréia,
calafrios, febre, nausea e vémito. A dose infectante varia entre 10 a 10° células
vidveis (GONZALEZ-AGUILAR et al., 2005).

Esse patégeno esta associado, naturalmente, ao corpo de diversos animais,
tendo sido isolado de mamiferos, aves domésticas, passaros, gado, répteis,
peixes, anfibios e insetos. O alimento pode ser considerado o vetor de
transmissdao de Salmonella para humanos, especialmente alimentos de origem
animal e também aqueles que tiveram contato com esgoto e/ou agua
contaminados (FRANCIS et al., 1999).

Os alimentos comumente implicados na transmiss@o de doengas de origem
alimentar por tal patégeno sao carne, ovos e aves, porém o aumento do nimero
de notificagcbes mostra que tanto frutas quanto hortalicas também sao importantes
fontes de Salmonella. Tal microrganismo é responsavel pela maioria dos casos de
gastroenterite provocados por alimentos, e 0s vegetais minimamente processados
estdo incluidos nessa lista (GONZALEZ-AGUILAR et al., 2005).

No ano de 2000, 174 e 140 individuos foram acometidos por salmonelose
apdés a ingestdo de alface, na Inglaterra e Pais de Gales, respectivamente
(PUBLIC HEALTH LABORATORY SERVICE - PHLS, 2000 apud SAGOO,
2003a). J& em 2006, 180 pessoas, apdés o consumo de tomates em um

restaurante, adquiriram salmonelose nos Estados Unidos (CDC, 2006).

A International Comission on Microbiological Specifications for Foods
(ICMSF) e o Codex Alimentarius classificam Salmonella como perigo de categoria
2, ou seja, risco direto a saude, de difusdo limitada apenas as pessoas que

ingeriram o alimento ou 4gua contaminados (KUSHIDA, 2005).

A legislacdo brasileira segue as normas internacionais, sendo rigorosa

neste sentido, ou seja, ndo ha tolerancia em relacdo a presenca da bactéria em
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alimentos. Para as analises, recomenda-se um plano de amostragem de 2
classes, estabelecendo auséncia de Salmonella em 25g de cada unidade de
amostra (BRASIL, 2001).

O microrganismo ja foi detectado em feijao, alfafa, cebola, alface, sendo
que na maior parte dos surtos envolvendo vegetais houve uma associagdo com o
consumo de alface e saladas verdes. Dentre as frutas ja envolvidas estao a laranja
e diferentes tipos de meldo (GONZALEZ-AGUILAR et al., 2005).

Estudo realizado por Guo et al. (2002) analisou a infiltragdo de Salmonella
em tomates, quando colocados em contato com a superficie de solo inoculado
com 8 log UFC/g do microrganismo durante 14 dias a 20°C. Péde-se verificar que
apds 45 dias a contagem era de 6,7 logUFC/g, indicando grande viabilidade e
retencdo microbiana no produto. Nos estdgios iniciais de armazenamento, a
populagdo microbiana no pedunculo e éareas superficiais aumentou com o
aumento do tempo de estocagem.

Dessa forma, € de extrema importancia a aplicacdo das boas praticas
agricolas no inicio da cadeia produtiva de alimentos de origem vegetal, uma vez
que o solo esteja contaminado, ou mesmo a agua de irrigacédo, existem grandes
chances do microrganismo permanecer no produto até o momento do
processamento. E se as boas praticas de fabricagcdo ndo forem aplicadas, o
patégeno possui condicdes de permanecer no produto final, como mostram alguns
trabalhos a seguir.

Fréder (2005) encontrou quatro amostras de hortalicas folhosas
minimamente processadas (escarola, agrido, alface mimosa e salada composta
de: beterraba, almeirdo, alface, cenoura e repolho) positivas para Salmonella, de
um total de 133 analisadas.

Rosa (2002) detectou o microrganismo em 11 das 140 amostras
analisadas, sendo essas almeirao e vegetais para o preparo de tepanyaki. Maistro
(2006) encontrou uma amostra de agrido acondicionado sob atmosfera modificada
ativa positiva para Salmonella, de um total de 72 produtos analisados.
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Trabalho realizado por Pinheiro et al. (2005) analisando a microbiota de
frutas minimamente processadas encontrou uma elevada contaminagdo por
Salmonella em 25% de um total de 100 amostras, e dentre as contaminadas
encontravam-se mamao, meldo, abacaxi, goiaba e manga. O maméao foi a fruta

que apresentou mais amostras positivas para o patégeno (n=10).

Barreto et al. (2003) encontraram Salmonella spp em 1,4% das 70 amostras

de hortalicas folhosas consumidas “in-natura” analisadas.

Na tabela 2 podem ser observados outros vegetais associados a presenca
de Salmonella.

Tabela 2. Prevaléncia de Salmonella em vegetais minimamente processados

Produto Pais Prevaléncia Referéncia
Alcachofra Espanha 3/25 Garcia-Villanova Ruiz et al.
Broto de feijao Suica ? Anderson et al.
Beterraba Espanha 4/52 Garcia-Villanova Ruiz et al.
Repolho Espanha 7/41 Garcia-Villanova Ruiz et al.
Couve-flor Paises Baixos 1/13 Tamminga et al.
Paises Baixos 1/23 Garcia-Villanova Ruiz et al.
Pimenta Espanha 2/26 Garcia-Villanova Ruiz et al.
Coentro Suriname 5/16 Tamminga et al.
Endivia Paises Baixos 2/13 Tamminga et al.
Cebola Italia 4/89 Tamminga et al.
Alface Italia 83/120 Ercolani
Paises Baixos 2/28 Tamminga et al.
Espanha 5/80 Garcia-Villanova Ruiz et al.
Salsa Espanha 1/23 Garcia-Villanova Ruiz et al.
Pimentao Suica ? Anderson et al.
Espinafre Espanha 2/38 Garcia-Villanova Ruiz et al.
Vegetais Egito 2/250 Satchell et al.
Iraque 3/43 Al-Hindawi & Rished
Espanha 46/849 Garcia-Villanova Ruiz et al.
EUA 4/50 Rude et al.

Fonte: Beuchat, 2002
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Os vegetais pré-cortados apresentam uma maior superficie de contato para
que os microrganismos fiquem aderidos, permitindo portanto que altas
concentragdes microbianas estejam presentes no alimento. Estudos com pepinos
inteiros e cortados mostraram que a aderéncia de Salmonella, antes e apés a
realizagdo de duas lavagens com fosfato trissoédico, era muito maior no vegetal
cortado do que no inteiro (GONZALEZ-AGUILAR et al., 2005).

Dados internacionais também apontam para a presenca e permanéncia de
Salmonella em inUmeros vegetais minimamente processados, tanto nos produtos
adquiridos nos pontos de venda final e diretamente analisados, quanto aqueles
inoculados artificialmente com diversas concentragcbes do microrganismo e

submetidos a tratamento quimico posterior.

Sagoo et al. (2003a e b) realizaram dois estudos no Reino Unido, onde
analisou a qualidade microbioldégica de 2950 e 3852 amostras de saladas de
vegetais prontos para o consumo pré-abertos (provenientes de restaurantes,
bares, cafés, hotéis, lojas de conveniéncia, entre outros) e prontos para o
consumo, respectivamente, encontrando Salmonella apenas no segundo estudo,

onde 5 amostras de alface continham o patégeno.

Outros autores também relatam a prevaléncia do microrganismo em
diversos vegetais minimamente processados, tais como broto de feijao (30/344)
na Tailandia (JERNGKLINCHAN apud BEUCHAT, 1996a), saladas verdes (2/250)
no Egito (SATCHEL et. al., 1990), semente de alfafa (TAORMINA et al., 1999;
AABO, 1997 apud BEUCHAT, 2002) e broto de alfafa (MOUZIN, 1997 apud
BEUCHAT, 2002) nos Estados Unidos.

A contaminacao dos alimentos pelos manipuladores é a principal causa das
toxinfecgbes alimentares. Embora possam n&o apresentar sintomas da doenca,
eles podem eliminar os patégenos pelas fezes, pele, saliva, entre outros,
comprometendo a qualidade e seguranca do alimento devido a precarios habitos
de higiene pessoal. Saladas cruas, por exemplo, podem ser manipuladas por
portadores assintomaticos de Salmonella Typhi ou Salmonella Enteritidis,

responsaveis pela febre tiféide e entérica, respectivamente (SILVA JR., 2002).
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2.5.2. Fontes de contaminacao

Os utensilios e equipamentos utilizados para o processamento podem
representar potenciais fontes de contaminag¢ao pois normalmente possuem partes

de dificil higienizagdo onde havera o alojamento de microrganismos.

Superficies irregulares nos equipamentos também permitem a infiltracao
microbiana, fornecendo condicbes para o desenvolvimento de microrganismos
(PILON, 2003).

O excesso de umidade e o exsudado liberado nas superficies do corte dos
tecidos e nos utensilios e equipamentos proporcionam o rapido crescimento
microbiano. Sendo assim, durante o corte do produto pode haver um aumento
significativo do nimero de bactérias presentes, podendo ser de 6 a 7 vezes em
relagéo a populagcao microbiana inicial (PILON, 2003).

Durante o preparo dos produtos prontos para 0 consumo, 0S vegetais
inteiros sdo lavados, normalmente com agua contendo entre 50 e 200ppm de
cloro, e depois cortados e embalados. Enquanto a lavagem é responsavel por
reduzir o numero de microrganismos, a operacdo de corte representa um

recontaminante potencial do alimento (JAY, 2005).

No Brasil, o reconhecimento oficial da poluicdo fecal de hortalicas,
especialmente alfaces, data de 1945, quando alguns pesquisadores encontraram
Escherichia coli em 29,3% de 252 amostras de diversas hortalicas pesquisadas.
Em 1958, Christbvao demonstrou a existéncia desse problema em alfaces
comercializadas no Estado de Sao Paulo. No final da década de 70, o problema ja
estava instalado nesse Estado, uma vez que estudos apontaram alta
contaminagdo fecal em 54% das amostiras de hortaligas analisadas,
especialmente alfaces.(GELLI et al., 1979).

Muito se tem pesquisado em varios paises com relacdo a contaminagao de

frutas e hortalicas, e surtos de toxinfecgdes alimentares associados a esses
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produtos continuam a existir, apesar dos avancos tecnolégicos (BEUCHAT, 1999).
Atualmente, produtos como tomates, alface, salsinha, couve, suco de laranja, suco
de maca, sao os hortifruticulas mais incriminados em surtos DTAs em nivel
mundial (SHARMA et al., 2002).

Entre as hortalicas mais vendidas para consumo cru esta a alface (Lactuca
sativa) e os vegetais folhosos em geral, bastante utilizados na confecgcéo de
sanduiches, decoracdes de pratos, saladas, etc., além do produto pronto para

consumo, na forma de hortalica minimamente processada.

Em uma pesquisa realizada pelo Instituto de Tecnologia de Alimentos
(ITAL) (SILVEIRA et al. 2003), 8 empresas paulistas fabricantes de vegetais
minimamente processados foram visitadas, nas regides de Campinas e Sorocaba.
Em apenas duas os funcionarios utilizavam maéascaras e luvas durante o
processamento. As condi¢cbes gerais de limpeza, conservacao e instalagdes (pé
direito, revestimento das paredes, piso, iluminacao, ventilagcéo, forro, aberturas no
predio, instalagdes elétricas, hidraulicas e sanitarias) ndo eram adequadas em 6
dessas empresas. A pesquisa revelou ainda que a grande parte dos vegetais
minimamente processados sdo consumidos crus (saladas) e que os consumidores
acreditam que estejam higienizados e sejam seguros. Essa é uma questédo

bastante séria, porque aumenta o risco de veiculacao de bactérias patogénicas

Existe uma variedade de métodos que podem ser utilizados visando a
reducdo da populacdo microbiana tanto em produtos vegetais frescos quanto
minimamente processados, sendo que cada um deles possui vantagens e
desvantagens, dependendo do tipo de produto, protocolo de utilizagdo e outras
variaveis (PARISH et al., 2003).

O melhor, entretanto, para eliminar patégenos dos produtos &,
primeiramente, prevenir a contaminagdo. Porém, como isso ndo é sempre
possivel, a lavagem e sanitizacao de diversos vegetais minimamente processados
tornam-se fundamentais na prevencdo da ocorréncia de surtos de origem

alimentar. Porém, vale salientar que essas praticas ndo sao capazes de eliminar

45



Introducao

totalmente microrganismos patogénicos do alimento quando este se encontra
contaminado (PARISH et al., 2003).

Outro ponto importante € que algumas frutas que possuem uma estrutura
bastante delicada, como amoras e framboesas, nao podem ser lavadas, ou esse
procedimento deve ser executado de forma branda visando manter as suas
caracteristicas fisicas. A lavagem também pode acarretar uma proliferacao fungica
nesse tipo de produto (PARISH et al., 2003).
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3. OBJETIVO

Verificar as condigcdes microbiologicas, tanto em relacdo a presenca de
patdgenos quanto ao perfil higiénico-sanitario, de amostras de frutas e hortalicas
minimamente processadas coletadas nos pontos de venda final da cidade de
Campinas - SP.

47



Introducao

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Amostragem

Foram analisadas 180 amostras de hortalicas e frutas minimamente
processadas (33 amostras de alface; 5 de almeirdo; 3 de agrido; 2 de acelga; 5 de
chicoria; 17 de couve picada; 10 de racula; 10 de repolho; 20 de cenoura; 5 de
beterraba ralada; 5 de abobrinha; 40 de saladas mistas; 5 de polpa de maracuja;
10 de meldo; 5 de mamao e 5 de abacaxi) , adquiridas nos pontos de venda final,
tanto em supermercados quanto em varejdes e feiras livres da cidade de
Campinas — SP. A aquisi¢do dos produtos priorizou os itens preferencialmente

consumidos crus e também os de maior consumo.

O critério adotado para a escolha do plano de amostragem seguiu o
disposto na RDC n?12 de 2 de janeiro de 2001 (BRASIL), que descreve a coleta
de unidades aleatérias (n=5) de um mesmo lote e andlises individuais para cada
unidade, totalizando 36 lotes. As amostras adquiridas foram encaminhadas ao
Laboratério de Microbiologia de Alimentos do ITAL e analisadas no dia de sua
aquisicao ou na manha seguinte, sendo mantidas sob temperatura de refrigeragéo
(5°C a 8°C) até o momento da analise, simulando, assim, as mesmas condi¢des

que estariam, ou deveriam estar, no ponto de venda final.

4.2. Preparo das amostras para analise

As embalagens dos produtos amostrados foram sanitizadas com algodao
embebido em &lcool 70% e, em seguida, abertas assepticamente em cabine de
fluxo laminar. Quatro unidades analiticas de 25g de cada amostra foram pesadas,

em balanca calibrada pela Rede Brasileira de Calibracdo (RBC), previamente
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tarada, sendo transferidas para bolsas estéreis para a realizacdo das analises

microbiolbgicas

4.3. Analises microbioldgicas

As determinagbes de Salmonella, L. monocytogenes, E. coli O157:H7,
coliformes totais e fecais (E. coli), foram realizadas de acordo com a Association of
Official Analytical Chemists (AOAC) e as contagens de aerdbios mesdéfilos totais e
bolores e leveduras foram realizadas segundo a metodologia da American Public
Health Association (APHA), descritas no Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods (DOWNES & ITO, 2001).

Para os microrganismos patogénicos (Salmonella, L. monocytogenes e E.
coli O157:H7) foi utilizado o Sistema Bax® de analise por PCR (Polymerase Chain
Reaction) da Dupont/Qualicom, sendo seguida a metodologia especificada pelo
fabricante. Para a contagem de coliformes totais e E. coli utilizou-se o Petrifilm
EC®da 3M Company. Finalmente para as contagens de aerébios mesdfilos totais
e bolores e leveduras foram utilizados o Agar Padrdao para Contagem (PCA) e o
Agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC), respectivamente.

4.3.1. Sistema BAX®

O sistema automatizado Bax® de analise por PCR permite detecgéo rapida
e sensivel de alguns microrganismos patogénicos, sendo que sua especificidade
baseia-se na utilizacao de iniciadores que amplificam especificamente sequéncias
alvo do DNA do microrganismo que esta sendo determinado.
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Descrevendo brevemente a técnica, dois “primers” especificos (pequenos
fragmentos da fita simples de DNA, em diregbes opostas) flanqueiam a seqiéncia
de DNA a ser amplificada e, pela acao da enzima DNA polimerase, sintetizam uma
copia da regido delimitada por eles (FRODER, 2005).

A reacgéo envolve 3 etapas basicas, descritas a seguir:

& - Aquecimento da amostra a 90-95°C por alguns segundos, para a separagcao
das fitas de DNA;
22 - Resfriamento a 55°C para anelamento ou hibridizacdo dos primers as regides
complementares do DNA molde;
32 - elevacdo da temperatura para 75°C para a sintese de DNA por meio de
nucleotideos por acdo da Tag DNA polimerase, ou seja, extensdo e sintese do
fragmento de DNA.

Este ciclo é repetido por 38 vezes, sendo que cada novo fragmento
sintetizado serve como molde para os ciclos subsequentes, resultando em um
aumento exponencial do niumero de cépias da regiao do DNA alvo (FARBER,
1996).

Quando ocorre a amplificagdo, o corante SYBR GREEN® emite um sinal
fluorescente na presenca do DNA, que é detectado por lampadas de diodo,
dispostas para cada tubo de amostra analisada (capacidade para 96 amostras).
Esta excitacao fluorescente é captada e registrada pelo software. No caso da
auséncia do microrganismo alvo (de seu DNA) nado ocorrera emissao do sinal

fluorescente.

4.3.2. Determinacao de Salmonella sp.

Na etapa inicial, denominada pré-enriquecimento, 25g de amostra foram
homogeneizadas com 225ml de Caldo Lactosado (Difco®) e incubados a 35°C /
24h. Em seguida 10 pl da amostra foram transferidos para microtubos (tubos de
Ependorf) que continham 500 ul de Caldo Infusdo Cérebro Coracao (BHI), e
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incubados a 35°C / 3h. Apos essa etapa de enriquecimento, 5 ul do BHI foram
transferidos para microtubos contendo 200 ul de reagente de lise, ou tampéao de
lise. Posteriormente, os microtubos foram dispostos em 2 blocos aquecedores e 1
bloco resfriador, a 37°C + 2°C por 20 minutos, 95°C+ 2°C por 10 minutos e 8°C por
5 minutos, respectivamente, como mostra a figura 2.

Os blocos aquecedores sao responsaveis pelo rompimento da parede
celular microbiana a fim de liberar o seu DNA, fragmento alvo do experimento, € o
bloco resfriador possui a fungdo de interromper a lise celular, quando o material

necessario ja se encontra disponivel, evitando assim a lise do proprio DNA.

Vale ressaltar que a temperatura do primeiro bloco aquecedor varia de
acordo com a espessura da parece microbiana, ou seja, bactérias Gram +, que
possuem uma camada de peptidioglicano mais espessa, como a L.
monocytogenes, devem permanecer no bloco a 55°C por 60 minutos. J& as
bactérias Gram - como a Salmonella e E. coli, cuja camada de peptidioglicano é

mais fina, permanecem apenas 20 minutos a 37°C.

Apdés a liberagdo do DNA nos tubos de lise, as amostras, quando
necessario, podem ser armazenadas sob refrigeracdo por até 72h e,

posteriormente analisadas.

4.3.2.1. Analise do DNA

A partir dos tubos de lise contendo os fragmentos de DNA livres, 50 ul
foram transferidos para tubos de PCR, que contém os reagentes necessarios para
a reacdo em cadeia de polimerase, como primers especificos, dNtps, Taq

polimerase, corante fluorescente, padrdo interno de controle, entre outros.

Em seguida os tubos foram colocados no equipamento (termociclador /
detector) onde ocorreu a reacdo de PCR. Ao final de 38 ciclos de amplificacdo e
deteccdo, com duracdo aproximada de 3h, um computador acoplado ao

equipamento exibiu os resultados da andlise. Amostras positivas foram
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identificadas como circulos vermelhos contendo um sinal de “+” e as negativas

como circulos verdes contendo um sinal de “-“ no seu interior.

+ —»
225ml de !
25gde  Gaido ! 350C / 24h
amostra | actosado v

Eﬁ"ﬁ 350/? HEE 200u! de

tampao
500ul de * de lise
Caldo :
H~ H~ .2
—»> —»> g:C
ﬁ ﬁ ﬁ 5 minutos

37°C 95°C ‘
20 minutos 10 minitos

Tubos de
PCR

Termociclador

Figura 2. Fluxograma esquematico da determinacdao de Salmonella através
do Bax System®

4.3.3. Determinacao de Listeria monocytogenes

Numa primeira etapa, denominada enriquecimento primario, 25g de
amostra foram homogeneizadas com 225ml de Caldo Demi-Fraser (Difco®) e
incubadas a 30°C / 24h. Em seguida, 100 pl da amostra enriquecida foram
transferidos para tubos contendo 9,9ml de Caldo MOPS-BLEB (3-N-Morpholino
propanesulfonic acid — buffered Listeria enrichment broth) e incubados a 35°C /
24h. Ap6s esse enriquecimento secundario, 5 pl de caldo MOPS-BLEB foram
transferidos para microtubos contendo 200 ul de tampéao ou reagente de lise, que
foram dispostos em 2 blocos aquecedores e 1 resfriador, a 55°C por 60 minutos, a
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95°C por 10 minutos e a 8°C por 5 minutos. Com a particula de DNA livre nos
microtubos de lise, foram realizados os mesmos procedimentos descritos no item

4.3.2.1. A figura 3 mostra o fluxograma de analise do referido patdégeno.

30°C 100pl
+ > —p > 9,9ml de
24h Caldo
MOP’S
25g de  225ml de el
amostra Caldo Demi- A 35°C / 24h
Fraser
ﬂ S 200yl de
tampao de lise
—»> —»>
LITTTH amamns) | ST |
55°C 95°C 8°C

Tubos de

PCR Termociclador

Figura 3. Fluxograma esquematico da determinacao de L. monocytogenes
através do Bax System®

4.3.4. Determinacao de E. coli O157:H7

Em uma primeira etapa, 259 de amostra foram homogeneizadas com 225ml
de Caldo E. coli modificado com novobiocina (E.C modificado) e incubadas em
“shaker” por agitagdo (Incubadora Marconi®) com temperatura controlada de 35°C
durante 8h. A seguir, a amostra foi transferida para uma estufa estatica, sob a
mesma temperatura, permanecendo 16h adicionais, completando, portanto, 24h
de incubacéao. Posteriormente, 5 pl da amostra enriquecida foram transferidos para

microtubos contendo 200 ul de reagente ou tampao de lise, dispostos em seguida
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nos 2 blocos aquecedores e 1 bloco resfriador, cujas temperaturas foram as
mesmas utilizadas para a Salmonella, descritas em 4.3.2. Em seguida realizou-se
o descrito no item 4.3.2.1. A figura 4 mostra o fluxograma esquematico e analise
do referido patégeno.

)
+ g

25gde  225mlde | 35°C / 24h
amostra  Caldo EC v
modificado
' —>
200ulde 370 95°C 82C
tampao - 50 minutos 10 minutos 5 minutos
de lise

PCR

Termociclador

Figura 4. Fluxograma esquematico da determinacao de E. coli O157:H7
através do Bax System®

4.3.5. Contagem de microrganismos aerdbios mesofilos totais, bolores e
leveduras, coliformes totais e E. coli

A quarta porcdo de 25g de amostra em bolsa plastica estéril foi utilizada
para as contagens de aerébios mesdfilos totais, bolores e leveduras, coliformes
totais e E. coli, sendo inicialmente homogeneizadas com 225ml de agua

peptonada e em seguida diluida em série decimal até 10° através de
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transferéncias sucessivas de 1 ml da diluicao anterior para tubos contendo 9ml de

agua peptonada.

4.3.5.1. Contagem de microrganismos Aerdbios meséfilos totais — Semeadura

em profundidade

De cada diluicdo da amostra foi transferido 1 ml para placas de Petri
estéreis descartaveis. Em seguida foram vertidos nas placas cerca de 20ml de
Agar Padrdo para Contagem (PCA), previamente estéril, fundido e resfriado a
45°C. O conteudo das placas foi homogeneizado e apds a completa solidificacao
do agar, as placas foram incubadas a 35°C durante 48h. Decorrido o periodo de
incubagao, as placas que apresentavam entre 25 e 250 coldnias foram contadas,
com o auxilio de um contador de col6nias, sendo calculado o resultado em
unidades formadoras de colénias por grama de amostra (UFC/g), de acordo com
Silva et al. (2001).

4.3.5.2. Contagem de bolores e leveduras — Semeadura em Superficie

A partir das diluicbes da amostra descritas em 4.3.5., 0,1 ml foi transferido
para placas contendo o meio Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC),
especifico para a andlise de alimentos com atividade de agua superior a 0,96.
Com o auxilio de uma alca de Drigalsky, o inéculo foi espalhado por toda a
superficie do agar até que o excesso de liquido fosse absorvido. Em seguida, as
placas foram incubadas a 25°C durante 5 dias. A contagem das placas foi
realizada mediante a selecao daquelas contendo entre 10 e 150 colbnias, com o
auxilio de um contador de colbénias e em seguida foi calculado o resultado em
UFC/g, de acordo com Silva et al (2001).
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4.3.5.3. Contagem de coliformes totais e fecais (E. coli) — Petrifilm EC®

A partir da mesma série de diluicdes decimais descrita no item 4.3.5., 1 ml
de cada diluigao foi transferido para Petrifilm EC® posicionado em superficie plana
com o filme superior transparente levantado. O volume de 1 ml de cada dilui¢éo foi
inoculado no centro do filme inferior, sobre o meio de cultura, sendo entdo coberto
pelo filme superior, evitando a formacdo de bolhas. Um difusor plastico foi
posicionado sobre o centro do filme superior. Com leve presséo, o liquido foi
distribuido até a marca do difusor, no filme inferior. Os filmes foram incubados a
35°C +1 °C durante 48h * 2h, ndo invertidos, e em pilhas de ndo mais do que 20
unidades. Foram selecionadas as diluicdes contendo de 15 a 150 colbnias, tendo
sido contadas as colbnias tipicas: coliformes totais — todas as colénias vermelhas,
azuis ou vermelho-azuladas, com bolhas de gés, e coliformes fecais (E. coli ) —

todas as colénias azuis ou vermelho-azuladas com bolhas de gés.

De acordo com instrugdes do fabricante, as contagens podem ser
realizadas apés 24h de incubacao, desde que os filmes sejam reincubados por
24h adicionais para a leitura final, totalizando 48h de incubagao.

O fluxograma esquematico das analises destes microrganismos

indicadores encontra-se na Figura 5.
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1ml 1ml 1ml
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Figura 5. Fluxograma das contagens de bolores e leveduras,

microrganismos aerobios mesoéfilos totais,

(Escherichia coli)

coliformes totais e fecais
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas 180 amostras de vegetais minimamente processados analisados, nao
foi detectada presenca dos patégenos Salmonella, L. monocytogenes e E. coli
0O157:H7 através da técnica de PCR apéds enriquecimento da amostra, conforme

preconizado pelo manual de instru¢des do Sistema Bax® da Dupont / Qualicon.

Em relacdo a qualidade higiénico-sanitaria, 52 amostras (51 de hortalicas e
1 de fruta) apresentaram-se em desacordo com os limites méaximos estabelecidos
pela RDC n® 12 (BRASIL, 2001) para E. coli (2 e 2,69 logUFC/g, respectivamente).
Das 155 amostras de hortalicas e 25 amostras de frutas prontas para o consumo
analisadas, 87,74% e 60%, respectivamente, apresentaram contagem de
microrganismos aerobios meséfilos acima da especificagdo sugerida (6 logUFC/q),
assim como 58,06% e 68% para bolores e leveduras (4 logUFC/g) e 45,6% e 30%
para coliformes totais (6 logUFC/qg).

5.1. Determinacao de bactérias patogénicas em vegetais minimamente

processados

Na andlise de produtos com curto prazo de validade, como os vegetais
minimamente processados, quanto mais rapido for obtido o resultado da analise
microbiolégica, mais efetiva sera a liberagao do lote para comercializacao e mais
eficiente sera a rastreabilidade da amostra, caso o produto esteja envolvido em

doencas de origem alimentar.

A escolha da utilizagdo do sistema Bax® para a andlise dos patégenos
baseou-se, além da rapidez de obtencao dos resultados, na existéncia de diversos

trabalhos comparando sua eficiéncia e sensibilidade com as do método
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tradicionalmente utilizado na rotina de analises microbioldgicas (STEWART, 2002;
SILBERNAGEL, 2003; KUSHIDA, 2005).

Em 2002, o Sistema Bax® para andlise de Salmonella foi validado pela
AOAC (Performance Tested Method 100201) para analise de alimentos em geral.
De acordo com esta Associagao, os resultados da analise por PCR equipararam-
se aqueles obtidos pelo emprego de métodos de referéncia padrdo. Nessa
validacao, foram testados 20 tipos de alimentos, analisados simultaneamente pelo
Bax® e métodos tradicionais oficiais, descritos pelo Bacteriological Analytical
Manual (BAM) e United States Departamento of Agriculture / Food Safety and
Inspection Service (USDA/FSIS). De 775 amostras analisadas, 523 foram
positivas por ambos os métodos, sendo que a taxa de falsos positivos foi 1,6%,
falsos negativos 1,3% e precisdo 99,4%. A sensibilidade do método em teste foi
de 98,7% e a especificidade de 98,3% (AOAC, 2002).

Para a confecgcdo do primer de Salmonella pela Dupont Qualicon, foi
utilizada como base uma colecao de 1572 cepas ribotipadas da bactéria, de modo
que um fragmento especifico desse microrganismo fosse utilizado. O fragmento,
exclusivo desse patégeno, é estavel e ndo afetado pelo ambiente (HEALTH
CANADA, 2003)

No Brasil, em 2004, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) conduziu um teste interlaboratorial, no qual 4 laborat6rios analisaram
1879 amostras de diferentes alimentos. Os resultados mostraram que o método
teste obteve 98,1% de sensibilidade, 98,5% de especificidade, 1,9% de falsos
negativos e 1,5% de falsos positivos em relacdo ao método de referéncia. Dessa
forma, o método Bax® para analise de Salmonella em alimentos foi oficializado
em ambito nacional (BRASIL, 2004).

As anadlises de L. monocytogenes e E. coli O157:H7 também foram
validadas pela AOAC (AOAC 2003.12 e AOAC 010401, respectivamente), atraves
do “Performance Tested Method’ e pelo Health Canada, para a andlise de
alimentos em geral. Recentemente, no final de 2006, o Health Canada da

Canadian Food Inspection Agency (CFIA) validou o Bax System® para a
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deteccdo de E. coli O157:H7 em frutas, vegetais, produtos lacteos e outros
alimentos (DUPONT QUALICON, 2007).

Pelo fato de basear-se na analise de regides especificas do DNA
microbiano, o resultado positivo poderia, teoricamente, ser considerado como
definitivo. Porém, por ser um método delicado, que exige atencdo nas
transferéncias de pequenos volumes, manipulacao e estocagem, bem como existe
a possibilidade de serem detectadas células mortas quando presentes em numero
ao redor de 10°UFC/g ou ml, as amostras positivas devem passar por uma etapa
de confirmagéo pelo método cultural tradicional (FENG, 2007; HEALTH CANADA,
2003)

Assim como em nosso trabalho, Farber et al. (1989) nado detectou L.
monocytogenes em nenhuma das 110 amostras de vegetais “in natura”
analisadas, da mesma forma como Guerra et al. (2001) e Pingulkar et al. (2001),
que avaliaram, respectivamente, 37 e 116 amostras de vegetais. Resultados
semelhantes também foram relatados por Rosa (2002), que ndo encontrou o
patdgeno nas 140 amostras de hortalicas minimamente processadas analisadas e
Previdi (2002), ao analisar 112 amostras de saladas de vegetais.

Uma baixa incidéncia de detecgdo de L. monocytogenes é relatada por
Porto e Eiroa (2001) que, de 250 amostras de hortalicas 3,2% apresentaram-se
positivas para o patégeno, assim como por Sagoo et. al. (2003 a e b)que
encontraram 3% e 2,3% de amostras positivas a partir de, respectivamente, 2950
e 3852, analisadas. Maistro (2006) detectou apenas 2 amostras de vegetais
minimamente processados positivas para L. monocytogenes, dentre 72

analisadas.

Utilizando o Bax® e metodologia tradicional para pesquisa de L.
monocytogenes em vegetais minimamente processados, Frdoder (2005) encontrou
1 amostra positiva dentre as 181 analisadas.

Quanto a auséncia de Salmonella, poucos trabalhos apresentam resultado
semelhante ao da presente pesquisa. Previdi (2002) ndo encontrou o

microrganismo em nenhuma das 112 amostras de vegetais minimamente
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processados, assim como Sagoo et al. (2003 a), ao analisarem 2950 amostras de

vegetais.

A maioria dos trabalhos relatam ter detectado Salmonella em vegetais
minimamente processados cuja prevaléncia de amostras positivas variou entre
0,1% e 25% (TAORMINA et al., 1999; ROSA, 2002; BARRETO et al., 2003;
SAGOO et al., 2003b; FRODER, 2005; GONZALEZ-AGUILAR et al., 2005;
PINHEIRO et al., 2005; MAISTRO, 2006).

Trabalhos sobre a prevaléncia de E. coli O157:H7 em vegetais
minimamente processados sao raros na literatura. Zepeda-Lopez et al. (1995) e
Previdi (2002) detectaram o microrganismo em, respectivamente, 17 de 99
amostras e 2 de 112 amostras de vegetais minimamente processados analisadas.
Silva et al.(2003) ndo encontrou o patégeno em nenhuma das 869 amostras de

vegetais analisadas.

Em relacdo aos patdgenos pesquisados, os resultados obtidos pela
presente pesquisa demonstram que 0s vegetais minimamente processados

analisados encontram-se em condi¢cdes de inocuidade.

5.2. Contagens de microrganismos indicadores em vegetais minimamente

processados

A microbiota dos alimentos, em geral, estd associada com os
microrganismos presentes no alimento cru ou “in natura”, bem como com aqueles
contaminantes que ocorrem durante 0 manuseio, processamento e dos
sobreviventes aos tratamentos de preservagédo, 0os quais permanecem durante o
armazenamento do produto (CHITARRA, 2005).

Todos os vegetais possuem uma microbiota que subsiste na presenca de
quantidades traco de carboidratos, sais minerais e proteinas, 0os quais encontram
dissolvidos na agua exsudada pela epiderme ou epicarpo, ou que condensa da
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atmosfera e deposita na superficie das plantas. Os microrganismos sao
considerados “deteriorantes” quando se desenvolvem no alimento, obtém energia
a partir de seus componentes basicos, e alteram as caracteristicas fisicas e
sensoriais desse produto; sdo tidos como “indicadores” quando sua presenga no
alimento ndo se traduz como perigo ao consumidor, porém indica a possibilidade
de presenca de “patdégenos” que, por sua vez, sdo considerados perigosos,
quando causam doengas ao homem ou quando, sob determinadas condigées,
produzem toxinas que causam danos ao vegetal ou a saude do consumidor, por
promoverem intoxicagdes (CHITARRA, 2005).

Nos alimentos vegetais frescos, o Unico indicador de contaminacéo fecal
efetivamente valido, de acordo com Franco e Landgraf (2003), é a E. coli, uma vez
que os demais indicadores de contaminacgao fecal sdo encontrados naturalmente
nesses alimentos, devido a seu contato com o solo, dentre outras fontes de
microrganismos. As elevadas contagens de microrganismos aerdbios mesofilos,
assim como de coliformes totais e bolores e leveduras indicam que a vida Gtil do
produto esta terminando, bem como praticas inadequadas de producdao do

alimento.

A determinacao de coliformes totais indica a presenca de diversos membros
da familia Enterobacteriaceae, um grupo de bactérias que inclui microrganismos
potencialmente patogénicos associados ao trato intestinal de diversos animais,
como a Salmonella e a E. coli O157:H7, e também diversas bactérias nao

patogénicas comumente encontradas no solo e ambiente.

Os coliformes termotolerantes sdo membros do grupo de bactérias
coliforme, que crescem no trato intestinal de animais assim como em plantas. Sua
distincdo dos coliformes totais se da através da capacidade de continuar
fermentando a lactose entre 44,5 e 455°C. Nas analises de coliformes
termotolerantes, em aproximadamente 90% dos casos 0 microrganismo presente
€ E. coli, real indicador de presenca de fezes no alimento, e os 10% restantes
abrigam, dentre outros microrganismos, algumas espécies de Enterobacter e

Klebsiella, provenientes de plantas, e portanto, de origem néo fecal.
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Contagens elevadas de coliformes totais em produtos frescos cortados nao
indicam necessariamente baixa qualidade do produto, ou mesmo precarias
condicdes sanitarias (IFPA, 1997). Contudo, a presenga de coliformes
termotolerantes geralmente implica a presenca de E. coli que indica

contaminagao de origem fecal, comprometendo a inocuidade do produto.

Pelo fato de ainda ndo haver uma legislacdo especifica para vegetais e
frutas minimamente processados no Brasil, tanto empresarios do ramo quanto
pesquisadores e consultores da éarea de alimentos formaram um grupo de
estudos, cuja oficializacdo da existéncia esta publicada no Diario Oficial da Unido
(BRASIL, 2006) com o objetivo de propor uma normatizagéo e regulamentagao do
setor de produtos minimamente processados, de forma a abranger ndo s6 sua
qualidade microbiolégica mas também todas as etapas que envolvem a cadeia

produtiva desses alimentos como um todo.

Como parametro de especificacdo na legislacao foi seguido o disposto na
RDC n®12 de 02/01/2001 (BRASIL, 2001), que se aplica aos Grupos de Alimentos
1 e 2, respectivamente de “frutas, produtos de frutas ou similares frescas, in-
natura, preparadas — descascadas ou selecionadas ou fracionadas — sanificadas,
refrigeradas ou congeladas para consumo direto” e “hortalicas, legumes e
similares, incluindo cogumelos comestiveis frescos, in-natura, preparados —
descascados ou selecionados ou fracionados — sanificados, refrigerados ou
congelados para consumo direto, com excecado do cogumelo”. Nestes grupos €
preconizada auséncia de Salmonella em 25g de amostra e tolerancia maxima de
coliformes a 45°C de 5,0 x 10°UFC/g (2,69 logUFC/g) em frutas e de 1,0 x 102
UFC/g (2,0 logUFC/g) em hortalicas. Sendo que, na referida resolucdo, a
denominacao de "coliformes a 45°C" é equivalente a denominacgéao de "coliformes
de origem fecal" e de "coliformes termotolerantes”. Quando E. coli estiver presente

devera constar no laudo analitico.

Em marco de 2004, o Instituto de Defesa do Consumidor (IDEC) realizou

uma pesquisa acerca da qualidade de verduras e legumes prontos para o

consumo comercializados no Estado de Sao Paulo. Através da andlise de 25

amostras (7 de agridao, 9 de alface e 9 de cenoura), encontrou contagens de
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coliformes termotolerantes superiores ao estabelecido pela RDC no. 12 em 36%
dos produtos. Apéds este incidente houve interesse dos empresarios do ramo em
se mobilizar de forma a regularizar o setor, retirando do mercado empresas que
nao primam pela comercializagdo de um produto de qualidade, tendo entdo sido

formado o grupo de estudos anteriormente mencionado (FERNANDES, 2004).

Em relagédo a vegetais preparados para o consumo, a Franca e a Alemanha
especificam em suas legislacdes auséncia de Salmonella em 25g de amostra,
tolerancia maxima de 10°UFC/g (2 logUFC/g) de L. monocytogenes, e contagem
de microrganismos aerébios meséfilos até 5,0x10’UFC/g (7,69 logUFC/g), no
ponto de venda final. Na Franga, a especificacdo para coliformes fecais é
<10%UFC/g (<3 logUFC/g) e na Alemanha <10°UFC/g (<2logUFC/g) para E. coli
(LEGNANI; LEONI, 2004).

O governo japonés, de acordo com Kaneko (1999) apud Maistro (2006),
estabeleceu que o consumo de vegetais frescos que apresentem contagem
padrao de microrganismos inferiores a 10°UFC/g (5 logUFC/g) é seguro, apesar
de também nao existir, assim como no Brasil, uma legislacdo especifica para

vegetais minimamente processados prontos para 0 consumo.

Além do preconizado na RDC n®12 de 02/01/2001 (BRASIL, 2001), com
base nas referéncias anteriormente citadas (LEGNANI; LEONI, 2004; KANEKO,
1999 apud MAISTRO, 2006), adotamos para avaliacao das amostras analisadas,
as especificagdes maximas de 6 logUFC/g nas contagens de coliformes totais e de
microrganismos aerébios mesdfilos totais e 4 logUFC/g na contagem de bolores e
leveduras.

Na Tabela 3, podemos observar que, das 155 amostras de hortalicas
minimamente processados analisadas, 45,16% (70/155) e 87,74% (136/155),
respectivamente, apresentaram contagens de coliformes totais e microrganismos
aerobios mesofilos totais acima do limite de 6 logUFC/g. A contagem de bolores e
leveduras apresentou-se acima do limite adotado em 58,06% (90/155) das

amostras. NUmeros em negrito indicam as amostras acima do limite estabelecido.
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Tabela 3. Resultados das contagens de microrganismos em hortalicas

minimamente processadas (expressos em logUFC/q)

Produto N° amostra . ) Aerdbios Bolores e
(data de analise) Coliformes totais E. coli totais leveduras

Alface lisa (26/07/05) 1 4,75 <1 8,32 4,08
2 4,96 <1 7,97 4,04
3 4,52 <1 8,75 4,40
4 4,08 <1 6,20 3,71
5 4,49 <1 6,38 3,91

Alface lisa (20/12/05) 6 3,32 <2 5,80 3,34
7 3,04 <2 5,94 2,00
8 2,70 <2 6,94 3,23
9 4,00 <2 7,23 3,72
10 5,90 <2 7,40 3,72

Alface americana

(10/08/05) 11 3,94 <2 5,57 3,67
12 3,00 <2 4,66 2,78
13 3,60 <2 5,94 3,04
14 3,30 <2 5,15 3,49
15 4,57 <2 5,67 3,44

Alface americana

(01/11/05) 16 3,66 <2 7,40 <2
17 4,41 <2 7,23 2,30
18 4,63 <2 6,60 2,00

Alface americana

(13/12/05) 19 6,61 <2 8,92 4,30
20 5,61 <2 9,86 3,46
21 7,11 4,18 8,43 3,50
22 5,65 <2 8,95 3,08
23 5,64 <2 9,04 4,30

Alface mimosa

(17/08/05) 24 2,84 <2 5,49 3,04
25 <2 <2 5,23 <2
26 2,60 3,15 6,11 2,00
27 2 <2 5,32 2,48
28 2 3,34 5,97 2,48

Alface crespa

(31/08/05) 29 6,04 <2 7,53 3,81
30 4,08 <2 6,36 2,48
31 3,00 <2 6,14 2,90
32 5,25 <2 7,08 3,95
33 5,28 <2 7,25 2,70

Almeirao picado

(21/11/05) 34 6,75 2,78 8,36 4,30
35 6,38 <2 8,23 4,36
36 7,36 <2 8,41 4,74
37 6,56 2,30 8,28 4,43
38 6,49 <2 8,34 4,63

No. amostras acima do limite 8 5 27 10
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Tabela 3. Continuacao

Produto N° amostra , , Aerobios Bolores e
(data de analise) Coliformes totais E. coli totais leveduras

Agriao

(01/11/05) 39 5,23 2,70 7,45 4,56
40 5,18 <2 7,50 4,18
41 4,65 3,00 7,25 4,60

Acelga fatiada

(01/11/05) 42 6,45 <2 8,00 4,80
43 5,51 <2 7,62 4,14

Chicéria

(13/12/05) 44 7,04 <2 9,00 5,18
45 7,15 <2 8,72 5,32
46 7,25 <2 9,00 5,64
47 7,18 <2 9,04 5,65
48 7,04 <2 8,96 5,41

Couve picada

(26/07/05) 49 8,25 7,50 9,45 4,18
50 7,52 5,48 9,20 4,30
51 8,08 7,28 9,36 5,04
52 7,88 6,11 9,48 4,62
53 8,11 6,63 9,32 4,88

Couve picada

(21/09/05) 54 6,38 <2 7,60 3,52
55 6,18 2,90 7,56 2,78
56 6,32 <2 7,70 3,41
57 6,36 <2 7,90 4,18
58 6,04 <2 7,93 4,52

Couve picada

(29/09/05) 59 5,69 3,48 7,28 3,04
60 6,32 3,00 7,96 4,08
61 5,56 3,30 7,57 2,60
62 5,60 3,30 7,18 3,59
63 6,41 3,60 7,82 3,61

Couve picada

(01/11/05) 64 4,59 2,48 7,18 3,75
65 6,08 2,48 7,70 4,20

Rucula

(31/08/05) 66 6,73 <2 8,00 3,28
67 6,82 <2 8,25 4,78
68 5,40 <2 7,20 4,30
69 5,46 <2 7,48 4,80
70 5,56 2,30 7,88 4,48

Ruacula

(18/10/05) 71 6,11 3,11 8,03 5,15
72 6,40 2,70 7,62 5,30
73 6,50 4,04 8,14 4,88
74 6,50 3,78 8,32 4,88
75 5,61 2,78 7,67 5,11

No. amostras acima do limite 25 21 37 28
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Tabela 3. Continuagao

Produto N° amostra . ) Aerdbios Bolores e
(data de analise) Coliformes totais E. coli totais leveduras

Repolho roxo

(24/08/05) 76 4,23 <2 5,34 2,00
77 4,11 <2 4,30 2,00
78 4,00 <2 5,15 2,00
79 4,23 <2 5,77 3,30
80 4,23 <2 6,08 2,00

Repolho branco

(21/09/05) 81 7,18 <2 9,34 5,20
82 6,82 <2 9,00 4,93
83 6,48 4,95 8,20 5,34
84 6,87 5,30 9,04 4,79
85 5,80 2,78 9,32 4,38

Cenoura ralada

(03/08/05) 86 3,43 2,78 4,85 4,23
87 4,36 3,20 6,08 4,30
88 5,11 2,70 7,93 4,23
89 4,23 2,90 >9,81 4,49
90 4,23 3,25 7,87 4,28

Cenoura ralada

(05/09/05) 91 7,41 <2 9,59 6,80
92 7,76 <2 9,23 6,61
93 2,00 <2 9,78 6,70
94 7,58 <2 8,84 6,61
95 <2 <2 9,66 5,23

Cenoura ralada

(28/09/05) 96 5,08 >2e<3 6,11 2,84
97 5,00 >2e<3 6,14 2,48
98 4,36 >2e<3 5,78 2,30
99 4,78 >2e<3 6,00 2,48
100 4,75 >2e<3 6,45 2,70

Cenoura baby

(21/09/05) 101 5,28 <2 4,08 3,18
102 5,08 <2 6,30 3,25
103 5,04 <2 6,40 3,28
104 6,54 <2 6,72 3,40
105 5,60 <2 6,46 3,23

Beterraba ralada

(10/08/05) 106 2,70 <2 6,45 3,80
107 3,47 <2 6,53 4,34
108 2,30 <2 6,5 3,99
109 <2 <2 6,84 3,87
110 2,48 <2 7,00 4,38

Abobrinha ralada

(17/08/05) 111 7,41 3,00 9,38 6,65
112 7,15 <2 9,11 6,00
113 7,60 <2 8,15 6,49
114 7,30 <2 7,65 5,58
115 7,52 <2 8,63 6,62

No. amostras acima do limite 13 14 33 22
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Tabela 3. Continuagao

Produto N° amostra . ) Aerdbios Bolores e
(data de analise) Coliformes totais E. coli totais leveduras

Salada 1*
(03/08/05) 116 2,95 2,30 7,00 3,61
117 6,34 <2 6,00 4,48
118 3,38 <2 3,72 3,70
119 2,95 <2 6,00 3,54
120 3,36 <2 6,53 3,08

Salada tricolor*

(24/08/05) 121 4,89 <2 7,53 3,08
122 6,23 <2 6,32 3,20
123 5,36 <2 6,20 3,34
124 4,45 <2 6,40 2,95
125 4,30 <2 6,45 3,28

Salada 3*
(05/09/05) 126 7,95 <2 9,11 6,65
127 7,84 <2 8,75 6,57
128 7,48 5,30 8,63 6,6
129 7,67 6,00 9,00 6,53
130 7,72 <2 8,97 6,74

Salada 4*
(28/09/05) 131 6,85 >2e<3 7,57 4,25
132 7,11 >2e<3 7,89 4,46
133 5,20 >2e<3 6,67 3,87
134 4,71 >2e<3 6,08 4,23
135 5,08 >2e<3 6,41 4,20

Salada 5*
(26/10/05) 136 7,32 <2 8,98 5,56
137 7,56 <2 8,32 4,8
138 7,34 <2 8,99 5,45
139 7,46 <2 9,20 5,98
140 7,48 <2 9,15 5,81

Salada Green*

(05/12/05) 141 5,40 2,08 7,43 4,18
142 5,11 2,32 7,23 4,23
143 5,30 <2 7,25 4,04
144 5,20 2,18 7,14 4,49
145 5,08 <2 7,81 4,25

Mistinha*
(05/12/05) 146 7,50 <2 8,92 5,54
147 7,38 <2 8,45 5,23
148 7,44 <2 8,89 5,43
149 7,36 <2 8,84 5,43
150 7,46 <2 9,11 6,08

Salada 8*
(20/12/05) 151 7,66 <2 8,34 4,90
152 7,70 <2 8,32 5,04
153 7,41 <2 8,08 4,82
154 6,67 <2 7,71 4,41
155 6,68 <2 7,75 4,57
N? amostras acima limite 24 12 39 30
N° TOTAL amostras acima limite 70 51 136 90
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*Salada 1: Cenoura, repolhos branco e roxo;

Salada tricolor: batata, cenoura e vagem;

Salada 3: Alface, beterraba e cenoura;

Salada 4: Cenoura, couve, repolhos branco e roxo;

Salada 5: Alface crespa, cenoura e repolho roxo;

Salada Green: Alface, agriao e rucula;

Mistinha: Alface americana, cenoura, beterraba e rabanete;
Salada 8: Cenoura e beterraba raladas

As amostras de cenoura ralada (96 a 100) e salada 4 (131 a 135)
apresentaram o resultado de E. coli >2 e <3 logUFC/g devido a formacao
excessiva de bolhas de gas nas placas de diluicdo 10, impedindo a contagem de
colénias, porém, com “manchas azuladas”, indicando possivel presenca do
microrganismo. Porém, as placas de diluicdo 10 ndo continham colénias tipicas
de E. coli.

Quanto as amostras de frutas, do total de 25 amostras analisadas, 36%
(9/25) superaram os limites preconizados para coliformes totais, 68% para
contagem de aerobios mesofilos totais e 60% (17/25) para bolores e leveduras,
como pode ser observado na Tabela 4.

Tabela 4. Resultado das contagens de microrganismos em frutas minimamente

processadas (expressos em logUFC/q)

Produto N° amostra ) ) Aerdbios Bolores e
Coliformes totais

(data de analise) E. coli totais leveduras

Polpa de maracuja

azedo (05/10/05) 156 <1 <1 2,60 3,18
157 <1 <1 3,85 6,78
158 <1 <1 4,00 7,00
159 <1 <1 2,30 3,00
160 <1 <1 2,70 3,40

Melao amarelo

nacional fatiado

(05/10/05) 161 6,36 <2 9,00 5,18
162 6,41 <2 9,08 7,40
163 7,14 <2 9,11 7,30
164 5,43 <2 9,30 5,00
165 6,15 <2 9,00 5,78

Melao verde

fatiado (18/10/05) 166 5,11 <2 6,87 5,04
167 6,00 <2 6,32 414
168 4,04 <2 6,41 3,30
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Tabela 4. Continuagao

Produto N° amostra . ) Aerdbios Bolores e
(data de analise) Coliformes totais oo totais leveduras
169 7,00 <2 7,71 6,20
170 6,41 <2 6,30 4,59
Mama&o papaya
cortado ao meio
(26/10/05) 171 <2 <2 7,14 3,59
172 8,45 <2 7,20 3,00
173 5,38 3,7 8,99 3,18
174 6,30 <2 8,57 3,04
175 <2 <2 8,04 4,38
Abacaxi descascado
e fatiado (21/11/05) 176 <1 <1 5,90 5,56
177 <1 <1 5,43 4,64
178 2,30 <1 4,80 5,04
179 <1 <1 4,28 4,15
180 <1 <1 4,56 4,59
N? total amostras acima do limite 9 1 15 17

Para as amostras de polpa de maracuja e abacaxi, o limite de deteccao de
coliformes totais e E. coli foi menor (1 logUFC/g) em relagcado ao das outras frutas

(2 logUFC/g) devido a acidez dos produtos.

Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que a contagem de
coliformes totais variou entre <1,0 e 8,45 logUFC/g, a de microrganismos aerdbios
mesofilos totais entre 2,3 e 9,86 logUFC/g e de bolores e leveduras de <2 a 7,4
logUFC/qg.

Pode ser observado, a partir da Figura 6, que dentre os vegetais que
apresentam contagens de E. coli superiores ao estabelecido pela legislacao
vigente, a couve picada, as saladas em geral e a cenoura foram o0s que

apresentaram as maiores contagens.

Dentre as amostras analisadas, 36,9% (32,9% de hortalicas e 4% de frutas)
apresentaram valores de E.coli acima de 2,0 logUFC/g (hortalicas) e de 2,69
logUFC/g (frutas), sendo consideradas impréprias para o consumo humano.
Dentre esses produtos, as hortalicas nao indicadas para o consumo estao alface,
almeirdo, agridao, couve picada, rucula, repolho, cenoura ralada, abobrinha ralada
e saladas mistas, e a fruta que apresentou contagens elevadas de E.coli foi

mamao papaya cortado, de acordo com a figura 6.
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FIGURA 6: Vegetais minimamente processados com contagens de E. coli acima
de 2 logUFC/g

Dados semelhantes ao do presente trabalho foram encontrados por outros
autores, como Rosa (2002) que verificou que dentre as 140 amostras de hortalicas
minimamente processadas provenientes de Campinas — SP e Belo Horizonte —
MG, 94% apresentaram contagens de microrganismos aerobios mesdfilos totais
superiores a 5 logUFC/g, 58,8% de bolores e leveduras acima de 4 logUFC/g e
68% apresentaram coliformes termotolerantes acima do padrdo legal, sendo que
dessas, 47% das amostras foram confirmadas como positivas para E. coli.

Um outro trabalho também relata elevada contagem de E. coli em amostras
de vegetais minimamente processados, ja que, de um total de 42 produtos
analisados, 33,3% encontravam-se em desacordo com o estabelecido pela
legislacao brasileira vigente e desses, 26,2% apresentaram contagens de E. coli
superiores a 2 logUFC/g (SANT ANA, 2002).
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Como os trabalhos anteriormente citados (ROSA, 2002; SANT ANA, 2002)
mostraram, nem todos os coliformes termotolerantes encontrados sao E. coli. A
legislagao brasileira indica a analise de coliformes termotolerantes para vegetais
minimamente processados, quando na realidade o mais significativo seria indicar a
andlise de E. coli diretamente. Ha algum tempo existem métodos que permitem a
quantificagao rapida do microrganismo, como o Petrifilm da 3M Company, utilizado

em nossa pesquisa.

De acordo com Doyle e Erickson (2006), outras espécies dos géneros
Klebsiella, Enterobacter e Citrobacter estao associadas com plantas e nao
indicam contaminacao fecal, contudo sdo detectadas no ensaio de coliformes
termotolerantes. E. coli € o Unico indicador de contaminacao fecal valido para
monitorar alimentos contendo vegetais frescos. Para reduzir, portanto, a
possibilidade de resultados falso-positivos, € recomendavel um teste confirmativo
para E. coli.

Um fato interessante que ilustra a observagao de tais autores ocorreu em
1995 nos Estados Unidos, onde foi reportado que “a elevada contagem de
coliformes fecais em cha indicava a presenca de fezes na bebida”, sendo que a
espécie dominante encontrada foi Klebsiella pneumoniae e algumas espécies de
Enterobacter, mas nao E. coli, que seria o unico real indicador da presenca de
fezes no cha (DOYLE; ERICKSON, 2006).

Uma outra situacdo onde os coliformes fecais foram novamente
interpretados como indicativos de presenga de fezes ocorreu no Canada,
envolvendo dois “recalls” de brotos, os quais continham elevadas contagens de
coliformes termotolerantes, identificados posteriormente como Klebsiella
pneumoniae. Os perigos que acompanharam a descricdo desses “recalls”
indicavam que tais microrganismos eram causadores de doenga gastrointestinal
em humanos, quando, na realidade, essa bactéria é considerada um patégeno
oportunista, que age fora do trato intestinal, causando infec¢des nos tratos urinério
e respiratorio (DOYLE; ERICKSON, 2006).
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Ainda existe bastante desentendimento quanto a associacao de coliformes
termotolerantes e indicagdo de presenca fecal em alimentos. Sendo assim, para
minimizar futuras confusGes a andlise de coliformes termotolerantes deveria ser
redefinida de modo a explicitar que esse grupo ndo é um real indicador da

presenca de fezes ou de E. coli, jA que agrupa também outros microrganismos.

Na Tabela 5 pode ser observado que, dentre os produtos analisados que
apresentavam contagens de E. coli acima do padrao toleravel (52 amostras), a
maioria se encontrava entre o primeiro e segundo dia de vida util (41 amostras),
sendo que as contagens variaram entre 2,08 logUFC/g e 5,3 logUFC/g. Quanto
aos vegetais analisados entre o terceiro e quarto dia da vida de prateleira (10
amostras), as contagens do microrganismo variaram entre 3,0 logUFC/g e 7,5
logUFC/g. Finalmente, a Unica hortalica fora do padrao para E. coli, que foi
analisada no ultimo dia do prazo de validade apresentou contagem de 2,3
logUFC/qg.

Sendo assim, ndo se pode afirmar que quanto mais préximo do final do
prazo de validade o produto estiver, mais comprometida esta a sua qualidade
microbiolégica em relacdo a presenga de E. coli, jA que produtos expostos no
supermercado no primeiro dia de vida util apresentaram contagens superiores

aquele que foi analisado no ultimo dia de validade.

Por exemplo, agrido 41 e couve picada 59 apresentaram contagem de 3,0 e
3,48 logUFC/g de E. coli, respectivamente, estando no primeiro dia do prazo de
validade quando foram analisados, assim como ruculas 73 e 74, que
apresentaram, respectivamente 4,04 e 3,78 logUFC/g. Tais contagens sdo mais
altas do que a da amostra de rucula 70 (2,30 logUFC/g), que foi analisada no
ultimo dia de vida de prateleira.

Sabe-se que E. coli € um microrganismo mesoéfilo, cuja temperatura ideal
para multiplicacdo encontra-se entre 25°C e 40°C. Sendo assim, o
armazenamento dos vegetais sob refrigeracdo é considerado uma barreira para a
multiplicagéo. As reagdes metabdlicas microbianas sao catalisadas por enzimas,
cuja atividade esta diretamente relacionada com a temperatura. Conforme ha um

aumento da temperatura, h4& um crescimento na taxa de reagdo enzimatica.
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Abaixo de 7°C, somente os microrganismos psicrotroficos e alguns meséfilos sao
capazes de se multiplicar. (FRANCO; LANDGRAF, 2003; JAY, 2005).

Tabela 5. Relacéo entre vegetais minimamente processados com contagens de E.
coli acima do limite toleravel e vida Uutil do produto na data da andlise
microbiolbgica

Alimento E. coli Prazo de validade Vida util na data da
(logUFC/g) (dias) analise (dias)
Alface americana 21 4,18 5 1
Alface mimosa 26 3,15 5 4
Alface mimosa 28 3,34 5 4
Almeirao 34 2,78 5 2
Almeiréo 37 2,30 5 2
Agriao 39 2,70 5 1
Agriao 41 3,00 5 1
Couve picada 49 7,50 5 3
Couve picada 50 5,48 5 3
Couve picada 51 7,28 5 3
Couve picada 52 6,11 5 3
Couve picada 53 6,63 5 3
Couve picada 55 2,90 5 2
Couve picada 59 3,48 7 1
Couve picada 60 3,00 7 1
Couve picada 61 3,30 7 1
Couve picada 62 3,30 7 1
Couve picada 63 3,60 7 1
Couve picada 64 2,48 5 1
Couve picada 65 2,48 5 1
Rdcula 70 2,30 6 6
Racula 71 3,11 6 1
Rdcula 72 2,70 6 1
Rdcula 73 4,04 6 1
Rdcula 74 3,78 6 1
Rdcula 75 2,78 6 1
Repolho branco 83 4,95 5 2
Repolho branco 84 5,30 5 2
Repolho branco 85 2,78 5 2
Cenoura ralada 86 2,78 6 1
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Tabela 5. Continuacéao

Alimento E. coli Prazo de validade Vida util na data da
(logUFC/g) (dias) analise (dias)
Cenoura ralada 87 3,20 6 1
Cenoura ralada 88 2,70 6 1
Cenoura ralada 89 2,90 6 1
Cenoura ralada 90 3,25 6 1
Cenoura ralada 96 >2e <3 6 1
Cenoura ralada 97 >2e<3 6 1
Cenoura ralada 98 >2e<3 6 1
Cenoura ralada 99 >2e<3 6 1
Cenoura ralada 100 >2e<3 6 1
Abobrinha palito 111 3,00 5 4
Salada 116 2,30 6 1
Salada 128 5,30 5 4
Salada 129 6,00 5 4
Salada 131 >2 e <3 6 2
Salada 132 >2 e <3 6 2
Salada 133 >2 e <3 6 2
Salada 134 >2 e <3 6 2
Salada 135 >2e<3 6 2
Salada Green 141 2,08 6 2
Salada Green 142 2,32 6 2
Salada Green 144 2,18 6 2
Mamao papaya 173 3,70 2 1

Martins et al. (2003) analisaram 133 amostras de hortaligas folhosas
minimamente processadas comercializadas em Sao Paulo e encontraram 66% em
desacordo com os limites estabelecidos pela legislacdo brasileira, sendo que as
contagens de coliformes totais, fecais, psicrotréficos e Enterobacteriaceae

variaram entre 1 e 7 logUFC/qg.

Em outra pesquisa realizada na cidade de Sio Paulo (FRODER, 2005),
dentre 133 amostras de hortalicas prontas para o consumo 42% continham
populagcdo de Enterobacteriaceae entre 5 — 6 logUFC/g e 73% apresentavam

contagens de coliformes termotolerantes maior do que 2 logUFC/g.
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Em relacdo as contagens de aerobios mesofilos totais, na Tabela 6 pode
ser observado que a maior parte das amostras 83,88% (151/180) apresentaram
contagens de aerdébios mesdfilos totais acima de 6 logUFC/g, atingindo valores de
até 9,11 e 9,86 logUFC/g para meldao amarelo fatiado e alface americana (Tabela
5), respectivamente. Ja para os coliformes totais, grande parte dos produtos,

56,11% (101/180), apresentaram contagens menor ou igual a 6 logUFC/g.

Maistro (2006) encontrou, dentre as 100 amostras analisadas, contagens de
aerobios mesdfilos totais superiores a 7 logUFC/g em 46% e 45,8% de hortalicas
minimamente processadas embaladas sob atmosfera modificada passiva e ativa,
respectivamente. Além do resultado obtido ter mostrado altas contagens de
aerdbios mesdfilos também denotou a baixa influéncia do acondicionamento sob
atmosfera modificada ativa em relagdo ao crescimento microbiano. Quanto as
contagens de Escherichia coli, 17% das amostras (acelga, chicéria, couve

manteiga e rucula) apresentaram valores acima de 2 logUFC/g.

Tabela 6. Distribuicdo das amostras de vegetais minimamente processados, em

relagdo a populacao de aerébios mesofilos totais e coliformes totais

No. Amostras

Populagéao Aerdbios mesdfilos totais Coliformes totais
(LogUFC/g)
<5 13 71
51-59 16 30
6,0-6,9 35 36
70-79 47 39
>8 69 4
TOTAL 180 180

Trabalho realizado na Itdlia (LEGNANI; LEONI, 2004) mostrou que as
contagens totais de aerébios meséfilos em 21 amostras de saladas minimamente
processadas variou de acordo com a temperatura e o tempo de incubacado. As
andlises foram realizadas com 0, 5 e 10 dias de incubacao nas temperaturas de
4°C e 20°C. Como a ltalia nao possui legislacdo especifica para tais produtos,

foram adotadas as legislagdes francesa e aleméa, que limitam a contagem total em
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6,69 logUFC/g. Dentre as amostras armazenadas a 4°C, 100% permaneceram
apropriadas para o consumo até 10 dias de incubacdo. Quanto as armazenadas a
20°C, 19% encontravam-se impréprias para o consumo apés 5 dias e 43% apos
10 dias de incubacado. Em relacao as contagens de coliformes termotolerantes e E.
coli, todas as amostras ficaram dentro do limite estabelecido, ou seja, <3 e <2
logUFC/g, respectivamente, independente do periodo ou temperatura de
estocagem. Esse trabalho nado obteve contagens de E. coli, diferindo dos
resultados apresentados pelo presente estudo. Os autores relataram que, tanto a
matéria-prima, quanto a agua utilizada para sua irrigacdo eram de 6&tima
qualidade, comprovando, portanto, que a qualidade do produto final esta
diretamente relacionada com as caracteristicas iniciais da matéria-prima utilizada

para o processamento.

Tournas (2005) conduziu um estudo, nos Estados Unidos, onde foram
analisadas 39 saladas prontas para o consumo, 29 vegetais frescos inteiros e 116
brotos (feijao, alfafa, brécolis, alho, pimenta, cebola, entre outros), quanto as
contagens de bolores e leveduras e possivel presenca de espécies toxigénicas. As
leveduras foram predominantes, apresentando contagens entre <2 e 8,60
logUFC/g, ja os bolores variaram entre <2 e 4,60 logUFC/g. Foram encontrados
fungos toxigénicos pertencentes aos géneros Penicillium e Alternaria, em saladas
prontas e vegetais frescos. Em relagdo aos brotos, além dos dois géneros citados

anteriormente também foi encontrado representantes do género Phoma.

De acordo com a Tabela 7, dentre as hortalicas que apresentaram maiores
contagens de coliformes totais, foram encontradas, a couve (8,25 logUFC/qg),
seguida pelas saladas (7,95 logUFC/g) e pela cenoura (7,76 logUFC/g). Dentre as

frutas, 0 mamao apresentou o0 maior valor de coliformes totais (8,45 logUFC/q).

Quanto as contagens de aerdbios mesofilos totais, a Tabela 7 mostra que
dentre as hortalicas, a cenoura, alface e couve apresentaram os valores mais
elevados, sendo esses 9,86, 9,81 e 9,48 logUFC/g, respectivamente. Em relagéao
as frutas, o melao apresentou o maior valor (9,3 logUFC/g), seguido pelo mamao
papaya (8,99 logUFC/q).
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Tabela 7. Valores minimos e maximos de contagens de coliformes totais, aerdbios

mesofilos e bolores e leveduras em hortaligas e frutas minimamente processadas

Produtos Intervalo de valores, em logUFC/g
Coliformes totais Aerobios mesofilos Bolores e leveduras
Alface <2-7,11 4,66 - 9,86 <2-4,30
Almeirao 6,49 - 7,36 8,23 - 8,36 4,30 - 4,74
Agriao 4,60 - 5,23 7,25 -7,45 4,10 - a 4,60
Acelga 5,50 - 6,45 7,62 - 8,00 4,14 - 4,80
Chicéria 7,04 — 7,25 8,72 -9,04 5,18 - 5,75
Couve 4,59 — 8,25 7,18 -9,48 2,60 — 5,04
Rdcula 5,40 — 6,82 7,20 - 8,32 4,88 — 5,30
Repolho 4,00-7,18 4,30 - 9,34 2,00 -5,34
Cenoura <2-17,76 4,08 - >9,81 2,30 - 6,80
Beterraba <2 -3,47 6,45 —7,00 3,80 — 4,38
Abobrinha 7,15-7,60 7,65-9,38 5,58 — 6,65
Saladas 2,95 -7,95 3,72 -9,11 2,95 -6,74
Polpa de maracuja <1 2,30 -3,85 3,00 - 7,00
Melao 4,04 -7,14 6,30 — 9,30 3,30 - 7,40
Mamao <1-8,45 7,14 — 8,99 3,00 — 4,38
Abacaxi <1-2,30 4,28 — 5,90 4,15 -5,56

Em relacdo aos bolores e leveduras as maiores contagens, dentre
hortalicas e legumes, foram obtidas para cenoura, saladas e abobrinha,
correspondendo a 6,8; 6,74 e 6,65 logUFC/g, respectivamente. O melao foi,
novamente, a fruta que apresentou a maior contagem (7,4 logUFC/g).

Trabalho realizado por Szabo et al. (2000) mostrou que de 120 amostras de
alface minimamente processada, adquiridas durante 8 meses de supermercados
australianos, 76% apresentaram contagem total de aerdbios entre 5 e 7 logUFC/qg,

com extremos entre 3 e 9 logUFC/g.

De acordo com a International Fresh-cut Produce Association (IFPA, 1997),
valores elevados de contagem total ndo indicam risco a salude do consumidor,
porém sinalizam final de vida util do produto e/ou abusos de temperatura, que

refletem na qualidade do alimento, e ndo em sua segurancga.
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De acordo com a Tabela 8, pode-se observar que, independente do periodo
de vida util em que o produto se encontrava na data da anélise, a contagem de
aerobios totais, na maioria dos lotes, atingiu valor igual ou maior do que 6
logUFC/g, ultrapassando, inclusive 9 logUFC/g. Alface americana (lote 5) e meléo
amarelo fatiado (lote 35), analisados entre o primeiro e segundo dia da validade,
apresentaram contagens de 9,04 e 9,1 logUFC/g, respectivamente. A couve
picada (lote 12), analisada entre o terceiro e quarto dia de vida util, apresentou
uma contagem de 9,36 logUFC/g, assim como cenoura ralada (lote 21), analisada

no quinto dia do prazo de validade, com contagem de 9,42 logUFC/qg.

Tabela 8. Relacdo entre contagem de microrganismo aerdbios mesdfilos totais
(média/lote) e data de analise de vegetais minimamente processados

Produto Data da No. Prazo de Contagem de aerobios
analise lote validade mesofilos totais (logUFC/g)
(dias) Periodo da validade quando
realizada analise (dias)
12e2° 3%e4 5% ou >
Alface lisa 26/07/05 1 5 7,52
Alface lisa 20/12/05 2 4 6,66
Alface americana 10/08/05 3 5 5,39
Alface americana 01/11/05 4 4 7,07
Alface americana 13/12/05 5 5 9,04
Alface mimosa 17/08/05 6 5 5,62
Alface crespa 31/08/05 7 6 6,87
Almeiréo picado 21/11/05 8 5 8,32
Agrido 01/11/05 9 4 7.4
Acelga fatiada 01/11/05 10 4 7,81
Chicéria 13/12/05 11 5 8,94
Couve picada 26/07/05 12 5 9,36
Couve picada 21/09/05 13 5 7,73
Couve picada 29/09/05 14 7 7,56
Couve picada 01/11/05 15 4 7,44
Rdcula 31/08/05 16 6 7,76
Rdcula 18/10/05 17 6 7,95
Repolho roxo 24/08/05 18 5 5,32
Repolho branco 21/09/05 19 5 8,98
Cenoura ralada 03/08/05 20 6 6,68
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Tabela 8. Continuacao

Produto Data da No. Prazo de Contagem de aerdbios
analise lote validade mesofilos totais (logUFC/g)
(dias) Periodo da validade quando
realizada analise (dias)
12e2° 3%e 4 5% ou >

Cenoura ralada 05/09/05 21 5 9,42

Cenoura ralada 28/09/05 22 6 6,1

Cenoura baby 21/09/05 23 30 6,0

Beterraba ralada 10/08/05 24 5 6,66

Abobrinha ralada 17/08/05 25 5 8,58

Salada 1 03/08/05 26 6 5,85

Salada tricolor 24/08/05 27 5 6,58

Salada 3 05/09/05 28 5 8,9

Salada 4 28/09/05 29 6 6,92

Salada 5 26/10/05 30 6 8,92

Salada Green 05/12/05 31 6 7,37

Mistinha 05/12/05 32 5 8,84

Salada 8 20/12/05 33 6 8,04

Polpa de maracuja 05/10/05 34 1 3,09

azedo

Melao amarelo fatiado 05/10/05 35 1 9,1

Mel&o verde fatiado 18/10/05 36 1 6,72

Mamao papaya metade 26/10/05 37 2 7,98

Abacaxi fatiado 21/11/05 38 ND 4,99

ND: Nao disponivel
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6. CONCLUSOES

que:

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir

A maioria das frutas e hortalicas minimamente processadas analisadas

apresentou-se de acordo com os padroes da legislagéo brasileira vigente;

Verificou-se auséncia dos patdégenos E. coli O157:H7, Salmonella e L.

monocytogenes em 100% das amostras analisadas;

Contagem de E. coli acima do permitido pela legislacao foi observada em
32,9% de hortaligas e 4% de frutas minimamente processadas;

Contagem de coliformes totais acima de 6 logUFC/g foi observada em
45,6% de hortalicas e 30% das frutas;

Contagem de microrganismos aerébios meséfilos totais superior a 6

logUFC/g foi observada em 87,74% das hortaligas e 60% das frutas;

Contagem superior a 4 logUFC/g de bolores e leveduras foi verificada em
58,06% das hortalicas e 68% de frutas.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

Em relacdo a saude publica, as frutas e hortalicas minimamente
processadas analisadas na presente pesquisa, apresentaram auséncia de

microrganismos patogénicos relevantes para os produtos em questao.

Quanto as condi¢cées higiénicas, as elevadas contagens obtidas sao
indicativas de falhas no processamento, seja no controle de qualidade da matéria-
prima, seja no ambiente da planta de producdo. Além disso, vale ressaltar a
importdncia da manutencdo da cadeia de frio, especialmente durante a
permanéncia dos produtos em supermercados ou varejdes, ja que muitos
microrganismos possuem o crescimento favorecido pela exposicao do produto as
temperaturas inadequadamente elevadas.

Para trabalhos futuros, seria de grande valia um monitoramento de todo o
processo produtivo dos vegetais minimamente processados, verificando as
condicdes do solo onde os produtos sdo cultivados, assim como a agua de
irrigacao utilizada e a temperatura durante o processamento, ja que o Brasil,
sendo um pais tropical, apresenta temperaturas médias elevadas durante grande
parte do ano.
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