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INDICADORES DE QUALIDADE DE ALFACES(Lactuca sativa L.)
PRODUZIDAS EM MUNICIPIOS DO SERTAO PARAIBANO: ASPECTOS
MICROBIOLOGICOS E PARASITOLOGICOS.

BARRETO,N.P.;RODRIGUES,O.G.;MEDEIROS,R.S.
RESUMO

Dentre as hortalicas mais consumidas, a alface (Lactuca sativa L.) é
considerada a mais popular devido a varios fatores, destacando-se
primeiramente seu sabor suave, segundo, sua producdo facil e adaptavel a
qualquer tipo de solo e, consequentemente, a sua disponibilidade no mercado
e baixo custo. E a hortalica folhosa mais comercializada no Brasil, e estas,
consumidas cruas, necessitam ser puras e saudaveis. Nesse contexto,
objetivou-se identificar agentes microbianos presentes em hortaligas cultivadas
em diferentes cidades do sertdo da Paraiba, por meio de analises
microbioldgicas e parasitolégicas e em seguida avaliar o agente de sanitizagéo
mais eficaz no processo de higienizacdo dessas hortalicas. Foram realizadas
analises microbiolégicas de acordo com o método padronizado pela American
Public Health Association (APHA, 1995) e para andlise parasitolégica
empregou o0 método baseado por Lutz,Hoffman e Foram coletadas 15 amostras
de alface (Lactuca sativa L.), de propriedades rurais do municipio de Teixeira-
PB e 15 amostras de alfaces no municipio de Patos-PB. Desse total, constatou-
se que 46,4% e 80% das alfaces analisadas, estavam contaminadas, nos
municipios de Teixeira, PB e Patos, PB respectivamente. De acordo com a
RDC n°12 de 02 Janeiro de 2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria —
ANVISA, as hortalicas cruas devem apresentar-se livres da presenca de
Salmonella spp. em 25g de produto, sendo tolerada a presenca de até 10 2
NMP/g da amostra para coliformes termotolerantes. As amostras de ambos os
municipios, apresentaram formas imaturas de nematédeos e protozoarios,
constatando-se contaminagao por estruturas de parasitos de cdes como o
Toxocara spp. Toxoplasma, protozoarios como Giardia lambria, Ancylostoma
spp. e Ascaris. A legislacao estabelece como padréao a “auséncia” de parasitas
e larvas. Nessa perspectiva o processo de higienizagdo das hortalicas cruas
deve garantir a seguranga do consumo das mesmas, contudo verificou-se a
eficacia do acido acético 6,6% (vinagre) e do hipoclorito de sédio 1% (agua
sanitaria) na higienizacdo da alface (Lactuca sativa L. var. crispa) in natura,
proveniente de feira livre da cidade de Patos, PB. Constatou-se que o
hipoclorito de sodio foi mais eficaz como método de sanitizagdo das folhas da
alface. O acido acético (vinagre) muitas vezes utilizado para a higienizagao da
alface, ndo se mostrou totalmente eficiente, ja que foram enumeradas células
de coliformes termotolerantes, nas amostras analisadas.

Palavras-chave: Contaminacéao, Higiene, Microbiota, Coliformes, Sanitizantes.



QUALITY INDICATORS OF ALFACE (Lactuca sativa L.) PRODUCED IN
MUNICIPALITIES OF SERTAO PARAIBANO: MICROBIOLOGICAL AND
PARASITOLOGICAL ASPECTS.

BARRETO, N.P.; RODRIGUES,O.G .; MEDEIROS, R.S.
ABSTRACT

Among the most consumed vegetables, lettuce (Lactuca sativa L.) is considered
the most popular due to several factors, especially its mild flavor, second, its
easy production and adaptable to any type of soil and, consequently, its
availability in the market and low cost. It is the most traded leafy vegetable in
Brazil, and these, eaten raw, need to be pure and healthy. In this context, the
objective was to identify microbial agents present in vegetables grown in
different cities of the interior of Paraiba, by means of microbiological and
parasitological analyzes and then to evaluate the most effective sanitizing agent
in the hygiene process of these vegetables. Microbiological analyzes were
performed according to the standardized method by the American Public Health
Association (APHA, 1995) and for parasitological analysis the Lutz-based
method (NEVES, 2005) was used. Fifteen samples of lettuce (Lactuca sativa L.)
were collected from rural properties of the municipality of Teixeira-PB and 15
samples of lettuce in the municipality of Patos-PB. From this total, 46.6% and
80% of the lettuces analyzed were contaminated in the municipalities of
Teixeira, PB and Patos, PB, respectively. According to DRC No. 12 of 02
January 2001 of the National Agency for Sanitary Surveillance - ANVISA, raw
vegetables should be free of the presence of Salmonella spp. in 25g of product,
the presence of up to 10 2 NMP / g of the sample for thermotolerant coliforms
being tolerated. Samples from both municipalities showed immature forms of
nematodes and protozoa, showing contamination by structures of parasites of
dogs such as Toxocara spp. Toxoplasma, protozoa such as Giardia lambria,
Ancylostoma spp. and Ascaris. The legislation establishes as the default the
"absence" of parasites and larvae. In this perspective, the hygienic process of
the raw vegetables should guarantee the safety of their consumption. However,
the effectiveness of acetic acid (vinegar) and sodium hypochlorite 1% (sanitary
water) in the hygiene of lettuce ( Lactuca sativa L. var. Crispa) in natura, from
the free fair of the city of Patos, PB. It was found that sodium hypochlorite was
more effective as a method of sanitizing lettuce leaves. Acetic acid (vinegar),
often used for the cleaning of lettuce, was not fully efficient, since
thermotolerant coliform cells were enumerated in the analyzed samples.

Keywords: Contamination, Hygiene, Microbiota, Coliforms, Sanitizers.



INTRODUCAO GERAL

O consumo de vegetais in natura, independentemente do sistema de
cultivo, constitui um importante meio transmissor de inumeras doencas de
origem alimentar (SILVA et al.,2010).A preocupagdo do homem com a
qualidade e a seguranca dos alimentos cresce consideravelmente a cada ano.
E por isso que na escolha dos alimentos os consumidores cada vez mais levam
em consideracdo os riscos alimentares que o0s produtos podem oferecer
(CHINNICI, D’AMICO, PECORINO, 2002).

O controle higiénico-sanitario tanto do alimento como dos manipuladores, é
preponderante para prevencao das doencgas de origem alimentar (KUHN et al.,
2012) e caso nao haja uma higienizacdo adequada das maos a todo o
momento em que a pessoa for ingerir algum tipo de alimento, pode ocorrer
contaminagcao, carreando possiveis patologias. Contudo, a contaminagao
microbiolégica e parasitolégica dependera principalmente das praticas de
producdo adotadas na propriedade e das condi¢bes ambientais, assim sendo,
tanto os alimentos organicos ou hidropdnicos, como 0s convencionais estariam
sujeitos aos diferentes niveis de contaminacédo (SMITH, 1993).

As hortalicas, sobretudo as consumidas cruas, representam um importante
meio de transmissdo de doencgas infecciosas, como as intestinais, uma vez que
helmintos, protozoarios e outros patdégenos podem estar presentes nas
mesmas (TAKAYANAGUI et al., 2006).0s vegetais folhosos se destacam
como um dos veiculos de contaminagdo mais significativos, pois oferecem
maiores condi¢cdes para retencdo e sobrevivéncia dos organismos neles

depositados. No Brasil e no mundo relata-se a importadncia da alface como



veiculo de transmissao de formas infectantes de parasitos e outros agentes
microbianos. Estudos demonstram variacdo na frequéncia de contaminacao em
amostras de alface, devido a diferentes localidades de coleta, técnicas
utilizadas no diagnéstico, tipos de hortalicas estudadas e formas de cultivo
(CANTOS et al.,2004).

A alface (Lactuca sativa L.), pertencente a familia Asteraceae, como a
alcachofra, o almeirdo, a chicéria e a escarola, € uma planta originaria da Asia
e trazida para o Brasil pelos portugueses no século XVI. Atualmente, constitui o
grupo de hortalicas folhosas de maior consumo no Brasil, sendo rica,
principalmente, em vitaminas A, B1, B2, C e minerais como o ferro e o fésforo
(FILGUEIRA, 2000; MENEZES, SANTOS e SCHMIDT, 2001).

E a hortalica folhosa mais comercializada no Brasil, sendo a sexta em
importancia econémica e a oitava em termos de volume produzido, além de ser
muito utilizada na composigao de diversas preparagdes. Peculiar de paises que
apresentam temperaturas amenas e devido ao melhoramento genético e cultivo
em ambiente protegido seu cultivo se da em todas as épocas do ano
(ALMEIDA, 2006). Possui baixo valor calérico, o que favorece grandemente o
seu consumo in natura (SANTANA et al.,, 2006), constituindo-se um
componente imprescindivel das saladas dos brasileiros.

Considerada entre os alimentos mais implicados em surtos de doencas
de origem alimentar no Brasil e em diversos paises, envolvendo
principalmente, a bactéria Escherichia coli e seus diferentes sorogrupos. A
identificacdo de E. coli é relevante, pois além de indicar contaminacéo fecal

recente, alguns sorogrupos causam enfermidades importantes no trato



gastrintestinal, como a E. coliO157: H7, presente em adubos e/ou agua, a qual
pode ser introduzida na alface através da raiz e migrar para a porcao
comestivel do vegetal (FELTRIM et al., 2005).

Outros microrganismos patogénicos que podem utilizar a alface como
veiculo sao: Shigella spp, Salmonella spp, Clostridium spp e Yersinia
enterolitica. Deve-se ainda citar o0s enteroparasitas, que podem ser
encontrados em alimentos: cistos de Entamoeba coli, ovos de Taenia sp,
Ascaris sp, ovos e cercarias de Schistosoma mansoni, além de larvas de
nematédeos de vida livre (LONCAREVIC., 2005). A capacidade desses
microrganismos em causar doengas de origem alimentar, caracterizadas em
geral por vomito e diarreia, esta relacionada a sua viruléncia, carga parasitaria
ingerida, inalada ou absorvida e fatores associados como idade, estado
nutricional, imunossupressdo e outras patologias que podem favorecer o
aparecimento de quadros patogénicos letais (DARYANI., 2008).

No Brasil, ndo obstante a relevancia e atualidade do problema, sao
poucos os trabalhos que avaliam a qualidade das hortalicas consumidas pela
populagdo. Apesar da importancia deste problema para a saude publica, a
escassez de trabalhos desenvolvidos no Brasil e na Regido Nordeste que
assegure a qualidade das hortalicas in natura consumidas pela populagéo é
preocupante (SANTANA et al., 2006). A maioria dos trabalhos € oriunda das
Regides Sul e Sudeste, provavelmente porque ai, se concentra o maior nimero
de consumidores com habitos de ingestdo de alfaces cruas em saladas e
sanduiches. Assim, o diagnéstico laboratorial de protozoarios e helmintos

parasitas de humanos e animais e demais patdégenos, como inumeros tipos de



bactérias em hortalicas, € de extrema magnitude para a saude publica, uma
vez que fornecem subsidios acerca das condigdes higiénico-sanitarias
envolvidas na produgcdo, armazenamento, transporte e manuseio desses
alimentos, permitindo com isso o controle retrospectivo das condicées em que
foram cultivadas (SANTANA et al., 2006).

A qualidade e seguranca de hortalicas frescas dependem de sua
microbiota, cada etapa percorrida entre o produtor e o consumo final
influenciara nos aspectos higiénico-sanitarios do produto. Manejo,
armazenamento, transporte e comercializagdo incorretos, podem comprometer
a qualidade e seguranca do alimento através do aumento da populagdo de
microrganismos, no entanto a adocao de praticas de producdo e higiene
adequadas contribuem para reducdo dos riscos sanitarios desses alimentos
(MAISTRO, 2006).

Nesse contexto, objetivou-se identificar os agentes microbianos e
parasitarios presentes em hortalicas cultivadas em diferentes cidades do sertao
da Paraiba, por meio de analises microbiolégicas e parasitolégicas e em
seguida avaliar qual agente sanitizante € mais eficaz no processo de
higienizag&o dessas hortali¢as.

A presente dissertacdo € composta por dois capitulos. O primeiro
capitulo objetiva avaliar a qualidade higiénico-sanitaria de alfaces (Lactuca
sativa L.) produzidas do Territdério Rural Serra de Teixeira e municipio de Patos,
sertao Paraibano, que foi submetido a revista Acta Brasiliensis.

O segundo capitulo tem como obijetivo avaliar qual agente sanitizante é

mais eficaz no combate aos microrganismos encontrados nas amostras de



alfaces (Lactuca sativa L.) provenientes de produtores da agricultura familiar,

do sertdo Paraibano, Brasil.
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AVALIACAO MICROBIOLOGICA E PARASITOLOGICA DE ALFACES
(Lactuca sativa L.) PRODUZIDAS EM MUNICIPIOS DO SERTAO
PARAIBANO.

BARRETO,N.P.;RODRIGUES,0.G.;MEDEIROS,R.S. BARNABE, N. N. C.

RESUMO

Em decorréncia das mudancas no habito alimentar da populacéo,
essencialmente no que se refere a tendéncia de consumo de hortalicas,
objetivou-se avaliar os indices microbiolégicos e parasitolégicos de alfaces
(Lactuca sativa L.), oriundas de produtores rurais de localidades do Territério
Rural Serra do Teixeira, PB e municipio de Patos, PB. Coletou-se 30 amostras
de alfaces (Lactuca sativa L.),15 de cada localidade. As amostras foram
processadas para realizacdo das analises microbiolégicas de acordo com o
método padronizado pela American Public Health Association (APHA, 1995),
utilizando-se a Técnica do Numero Mais Provavel(NMP) e para andlise
parasitolégica empregou-se a técnica de sedimentacdo espontanea, com
modificacao (LUTZ, 1919; HOFFMANN, PONS e JANER, 1934). Ficou
evidenciada a contaminacdo de 46,4 e 80% das 30 amostras analisadas no
Territério Rural Serra do Teixeira, PB e municipio de Patos, PB,
respectivamente. Apresentando-se improprias para o consumo de acordo com
legislacao vigente, a RDC n? 12 de janeiro de 2001,da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria(ANVISA).

Palavras-chave: Hortalicas, Analises, Contaminacado, Consumo.
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MICROBIOLOGICAL AND PARASITOLOGICAL EVALUATION OF ALFACES
(Lactuca sativa L.) PRODUCED IN MUNICIPALITIES OF SERTAO PARAIBANO.

BARRETO,N.P.;RODRIGUES,0.G.;MEDEIROS,R.S. BARNABE, N. N. C.

ABSTRACT

As a result of the changes in the food habits of the population, mainly in relation
to the tendency of vegetable consumption, the objective was to evaluate the
microbiological and parasitological indices of lettuce (Lactuca sativa L.),
originating from rural producers in localities of the Territério Rural Serra do
Teixeira, PB and municipality of Patos, PB. 30 samples of lettuces (Lactuca
sativa L.), 15 from each locality, were collected. The samples were processed
for the microbiological analysis according to the method standardized by the
American Public Health Association (APHA, 1995), using the Most Likely
Number Technique (NMP) and for parasitological analysis the technique of
spontaneous sedimentation , with modification (LUTZ, 1919; HOFFMANN,
PONS and JANER, 1934). It was evidenced the contamination of 46.4 and 80%
of the 30 samples analyzed in the Serra do Teixeira Rural Territory, PB and the
municipality of Patos, PB, respectively. Unfit for consumption in accordance
with current legislation, DRC No. 12 of January 2001, of the National Agency of
Sanitary Surveillance (ANVISA).

Keywords: Vegetables, Analysis, Contamination, Consumption.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, percebe-se que em nivel mundial, estd ocorrendo grandes
modificacdes no habito alimentar da populagdo, essencialmente no que se
refere a uma tendéncia do consumo de hortalicas preferencialmente in natura.
Tal fato é consequéncia, sobretudo, da busca de uma alimentacdo mais
saudavel e devido a estas possuirem sabor agradavel e serem de boa
aceitacao. As hortalicas de uma maneira geral sdo de grande importancia na
dieta alimentar uma vez que fornecem uma considerdvel quantidade de
nutrientes para o desenvolvimento e regulacdo orgénica do corpo humano.

Sendo fontes de vitaminas A, B3, C, minerais (célcio e fésforo) e fibras

(ABOUGRAIN, 2010).

Os vegetais como bem diz sua definicdo, sdo seres carentes da
capacidade de transladar-se de um lugar a outro; em que os 6Orgaos de
nutricdo, respiracdo etc., estdo na parte externa do corpo; nos quais
predominam, em sua composi¢cao, substancias glicidicas que, para sua
alimentagdo, utilizam matérias organicas do solo e da atmosfera

(EVANGELISTA, 2001).

As hortaligas folhosas sado recomendadas na dieta alimentar de pessoas
em tratamento da obesidade e doencas cronico-degenerativas (doengas
cardiovasculares, diabetes mellitus e cancer) por apresentarem baixo valor
caldrico, ampliando com isso, seu mercado. A importancia da alface na
alimentacdo e saude humana se destaca por ser fonte de vitaminas e sais

minerais, constituindo-se na mais popular dentre aquelas em que as folhas séo

13



consumidas. Seu consumo € feito na forma in natura, e nessas condicbes
apresenta a seguinte composicao média, por 100 g: agua: 94%,; valor cal6rico:
18 Kcal; proteina: 1,3 g extrato etéreo: 0,3 g; carboidratos totais: 3,5 g; fibra:
0,7 g; calcio: 68 mg; foésforo: 27 mg; ferro: 1,4 mg; potassio: 264 mg; tiamina:
0,05 mg; riboflavina: 0,08 mg; niacina:0,4 mg; vitamina C: 18,0 mg, segundo
(SGARBIERI 1987), para alface produzida no solo (OHSE; NETO e

MARFROM, 2001).

A flora microbiana de vegetais retirados da terra deve ser a mesma do
solo onde esses vegetais cresceram, embora ocorram excegdes. Os
actinomicetos (uma divisdo das bactérias Gram positivas) sao as bactérias
mais abundantes em solos estaveis, embora raramente sejam encontrados em
produtos vegetais. Por outro lado, as bactérias acido laticas nao sao facilmente
encontradas no solo, mas sdo uma parcela significativa da biota bacteriana de
plantas e seus produtos. A grande exposicao desses produtos ao ambiente
proporciona uma contaminagao por microrganismos. A camada protetora de
muitas frutas e vegetais e o pH que alguns possuem, com valores abaixo do pH
de crescimento de muitos microrganismos, sdo fatores importantes na

microbiologia desses produtos (JAY, 2005).

Visando protecédo a saude da populacao, a Resolu¢do — RDC n° 12, de
02 de Janeiro de 2001, da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria —
ANVISA12, estabelece padrdées microbiolégicos quanto a presenca de
Salmonella spp e coliformes termotolerantes. Segundo tais padrées, hortalicas
cruas devem apresentar-se livres da presenca de Salmonella spp. em 259 de

produto, sendo tolerada a presenca de até 102 NMP/g da amostra para
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coliformes termotolerantes. Em relagdo aos enteroparasitas, a referida

Legislagao estabelece como padrdo a “auséncia” de parasitas e larvas.

Nessa perspectiva objetivou-se avaliar os indices microbioldgicos e
parasitolégicos de alfaces (Lactuca sativa L.), oriundos de produtores rurais de
localidades do Territério Rural Serra do Teixeira, PB e municipio de Patos,

sertao da Paraiba.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Locais de Realizacao do Experimento

A pesquisa foi realizada em propriedades rurais produtoras de hortalicas
selecionadas no territério Rural Serra do Teixeira, PB localizado a 7° 15 10" S

e 37° 23' 3" O, e municipio de Patos, PB localizado a 07° 01’ 28" S e 37° 16’

48" O.
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2.2 Coleta e identificagéo das espécies

As coletas das espécies foram realizadas em duas areas, A1-Territério
Rural Serra do Teixeira, PB, e A2- Municipio de Patos, PB margens do Agude
do Jatoba. Um exemplar de cada amostra coletada foi prensada e posta para

secagem em estufa a 60 °C para confeccdo das exsicatas, seguindo-se as
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técnicas usuais para herborizagdo recomendadas por Forman e Bridson
(1989), e registradas no Programa Brahms. O material coletado foi depositado
no Herbario do Centro de Saude e Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade

Federal de Campina Grande, UFCG, Patos-PB.

Anadlises morfolégicas para as identificacoes, descricoes das espécies
foram realizadas com auxilio de chaves analiticas, diagnoses encontradas na
bibliografia e comparacdo com as exsicatas do herbario do CSTR. A grafia dos

taxons foi verificada na base de dados do MOBOT (2012).

2.3 Obtencgao e Processamento das Amostras

As amostras foram coletadas nas primeiras horas da manha, entre os
meses de setembro e dezembro de 2016. Foram coletadas cinco amostras de
cada produtor, em trés propriedades rurais localizadas no Territério Rural Serra
de Teixeira-PB perfazendo um total de quinze amostras. No municipio de
Patos, PB, procedeu-se da mesma maneira, totalizando cinco amostras por
produtor, resultando em quinze amostras por localidade/propriedade,
totalizando 30 amostras ao todo. Foram colhidos aleatoriamente, cerca de 250
g de alface (Lactuca sativa L.) nas variedades crespa e lisa, e estabeleceu-se

como amostra o pé de alface ou touceira.

No procedimento de coleta das hortaligas, utilizou-se sacos plasticos de
primeiro uso contendo as informag¢des do local de coleta, horario, data,
espécie/variedade, nome do produtor rural e respectiva propriedade. O
transporte ocorreu em caixa térmica evitando o atrito e possiveis danos, sob

processo de refrigeracao (gelo reciclavel) ndo deixando que ultrapassasse os 8
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°C. Da chegada ao local de coleta ao inicio das analises durou em média duas
horas. Em seguida as amostras foram encaminhadas ao laboratério de

microbiologia e parasitologia da UACB, UFCG campus de Patos, PB.

3. ANALISES PARASITOLOGICAS

Para anadlise parasitolégica empregou-se a técnica de sedimentacao
espontdnea, com modificagcdo (LUTZ, 1919; HOFFMANN, PONS e JANER,
1934). Foi pesado 100 gramas de hortalica, adicionado 500 ml de agua
destilada, e em saco plastico de primeiro uso, efetuamos esfregagcos, em
seguida, com o auxilio de gaze hidréfila realizou-se a filtragem do liquido em
calices de sedimentacao (de cada amostra foram preparados dois calices),
sendo estes cobertos com filme de PVC para evitar possiveis contaminacoes.
Ap6s 24 horas de repouso, seguindo o método de sedimentacado espontanea,
eliminou-se todo o sobrenadante. Com o auxilio de pipetas graduadas de vidro
(5 ml) coletou-se uma aliquota do sedimento de aproximadamente 0,05 ml e
colocou-se em lamina de microscopia, foram feitas em triplicatas (trés Ilaminas
de cada cadlice).Em seguida, cobriu-se com laminula e observou-se com a
utilizagdo de microscépio 6ptico, com objetiva de 10X, sendo a leitura realizada
por varredura para a identificagdo de parasitos ou larvas de vida livre e a
confirmacdo das estruturas parasitarias foi realizada com a utilizagcdo da

objetiva de 40X percorrido em todos os campos da lamina.

4. ANALISES MICROBIOLOGICAS

As andlises microbiolégicas foram fundamentadas na determinagéo do

numero mais provavel, pela técnica de fermentagdo em tubos multiplos de
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acordo com as recomendacgdes da Associacao Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT, 1991) e American Public Health Association (APHA,1995). Foram
realizadas as anadlises exigidas pela RDC n® 12, de 02 de janeiro de 2001, ou
seja, contagem de coliformes termotolerantes a 45°C (coliformes fecais) e
Salmonella spp (ANVISA,2001). A pesquisa de Salmonella spp foi executada
segundo metodologia preconizada pela American Public Health Association

(APHA, 1992).
4.1 Preparo das Amostras para Analises Microbioldgicas

Cerca de 115g da amostra coletada foi assepticamente pesada,
excluindo partes deterioradas e talos, transferiu-se 25 g para um erlenmayer
contendo 225 ml de solucao salina peptonada a 0,1% estéril e incubou-se em
estufa bacterioldgica a 352 C durante 48 horas para andlise de Salmonela. Para
as analises de coliformes totais, fecais e Escherichia coli, transferiu-se 10g da
amostra para um erlenmayer contendo 90 ml de agua peptonada a 0,1%,
obtendo-se a diluicdo 10", sendo realizadas diluicbes subsequentes (102, 1073,
104, 10%). Foi transferido 1mL das diluicdes para os tubos de ensaio com tubos
de Duhan invertidos e caldo lactosado esteril, em serie de trés tubos para
proceder a determinagédo de coliformes totais e fecais, seguindo de incubacéo

em estufa bacteriologica durante a 37 °C por 24 - 48 horas.

4.2 Técnica do Numero Mais Provavel (NMP) de Coliformes

Termotolerantes Coliformes Totais

Essa técnica consta de duas fases distintas: o teste presuntivo, onde se

busca detectar a presenca de microrganismos fermentadores de lactose e onde

18



€ possivel recuperar células injuriadas; e o teste confirmativo, onde se
determina a populacdo real de coliformes termotolerantes a 45°C (CTT) e

coliformes totais (CT) (APHA, 1995).

Para a prova presuntiva foram utilizados as diluicbes de 10" a 107,
sendo semeadas aliquotas de 1 ml em uma série de 3 tubos contendo Caldo
Lauril Sulfato Triptose (CLST). Incubou- se os tubos a 37 °C + 1°C por 48 h e
verificou-se o crescimento dos microrganismos através da producao de gas nos

tubos de Duhan e/ou turvagéao do meio. Figura 2.

25 g amostra + 225 mi 9 ml agua peptonada 9 ml agua peptonada
Agua peptonadaa 0,1% al 1% al 1%

r;:-
=
]

i

ESTUFA
35°CI24 48 horas

Figura 2. Procedimento para prova presuntiva de coliformes pelo método

do NUumero Mais Provavel.

Dos tubos positivos, foi realizado o teste para a confirmacao de CT. Para
tanto, os tubos positivos do caldo LST foram repicados para série de trés tubos
contendo caldo Verde Brilhante Lactose Bile 2% (CVBLB), os quais foram
incubados a 37 °C = 1°C por 48 h. Para a prova confirmatoria de CF, foram
repicados os tubos positivos do caldo LST para tubos contendo caldo E. coli

(EC) incubando-se por 45 °C * 0,2°C por 48 h, em banho-maria com agitacéo.
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A presenca de gas indicou a positividade do tubo para a presenca de CF

conforme demostra figura 3 (ABNT, 1991).

Taba positive do
| teste presuntive
'\il |
/

EC CVELB
Tests confimmtivg Tesce confinmaetive
para collfonmes fecals parn colifommes rotais

Figura 3. Teste Confirmativo

A-NEGATIVO B- POSITIVOS

Figura 3 — Procedimento para prova confirmatéria de coliformes pelo

método do NUumero Mais Provavel.

OBS: A- Tubo com resultado negativo para coliformes fecais. B- Tubo com
resultado positivo para coliformes fecais, evidenciado pela turvagao do meio de

cultura e formagéo de gas no interior do tubo de Duhan.

O célculo do NMP/g foi determinado com auxilio da tabela de NMP- séries

de trés tubos.

Também foram realizados testes bioquimicos para isolamento de
Escherichia coli e outras enterobactérias. A partir dos tubos positivos do Caldo
EC estriou-se, com alca de platina, em placas de Petri contendo meio Agar
Eosina Azul de Metileno (EMB) e em seguida incubadas a 35 °C/24 h. Ap6s o

crescimento de Unidades Formadoras de Colénia (UFC) caracteristicas,
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nucleadas com centro negro e brilho verde metalico, estas foram transferidas
(trés a cinco UFC de cada placa de Petri), com auxilio de al¢a bacteriolégica,
para tubos inclinados contendo Agar Padrio para Contagem (PCA) que foram

incubados a 35 2C/18-20 h.

A-NEGATIVO B- POSITIVO

Figura 4. Placa de Petri, contendo meio EMB, apods crescimento de
Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) caracteristicas, nucleadas com centro
negro e brilho verde metdlico e tubos de ensaio contendo PCA e seus

respectivos resultados positivo e negativo.

Depois de incubados transferiram-se aliquotas da cultura do PCA, por meio
de alca bacterioldgica para meios de cultura adequados para realizacdo de
provas bioquimicas para a identificacado de E. coli. Os testes realizados foram:
teste do Indol; teste de Voges-Proskauer; teste do Vermelho de Metila e teste

do Citrato (IMViC).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizadas descricdbes morfolégicas através de chaves de
identificacéo botanica das espécies em estudo, permitindo assim avaliar o grau
de contaminacao microbiol6gica e parasitaria das amostras de alfaces (Lactuca
sativa L.) variedades crespa e lisa produzidas no territério Rural Serra do

Teixeira e municipio de Patos, sertdo da Paraiba.

As alfaces do tipo crespa e lisa apresentaram contaminagdo em ambos 0s
municipios, sendo o nivel de contaminagdo maior identificada no municipio de
Patos, PB, apresentando um percentual de contaminacdo de 80% das
amostras analisadas (12/15), com relacdo as amostras de alface do Territorio
Rural Serra do Teixeira, PB o nivel de contaminacdo foi de 46,4% das

amostras analisadas (7/15).Gréfico 1.

Grafico 1. Percentual de estruturas parasitarias encontrados nas amostras

de alfaces (Lactuca sativa L.) no Territério Rural Serra do Teixeira, PB.
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No Territério Rural Serra do Teixeira 46,4% das amostras de alface
analisadas estavam contaminadas e improprias para o consumo de acordo

com a legislacao vigente.Grafico 1

Grafico 2. Percentual de estruturas parasitarias encontrados em amostras
de alfaces (Lactuca sativa L.) no municipio de Patos, PB.
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No municipio de Patos, 80% das amostras de alfaces em estudo,
apresentaram contaminacao e improprias para o consumo. Dentre as formas
parasitarias encontradas destacamos as seguintes estruturas: cistos de Giardia

lambria, ovos e oocistos de Ascaris lumbricoides, Toxocara, Toxoplasma.
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Percentuais de contaminacdo parasitaria mais elevada foram observados
por Santos et al. (2009) e por Quadros et al. (2008), os quais verificaram uma
frequéncia de contaminacdo nas amostras de alface crespa in natura
analisadas de 90,0% e de 88,5%, nos estados da Bahia e de Santa Catarina,

respectivamente.

Segundo Gelli et al. (1979), a estrutura do vegetal interfere com o grau de
contaminagdao que possa apresentar. Assim, hortalicas com folhas multiplas,
com grande area de contato, permitem maior fixacdo de formas parasitarias.
Além da estrutura vegetal, alface, repolho e outras folhosas tém maiores
contaminag¢des por estarem por um tempo maior em contato com o solo e,
dessa forma, continuamente exposta a contaminacdo (ERDOGRUL e SENER,

2005).

A contaminagdo de hortalicas por agentes patogénicos verifica-se,
principalmente, por meio de agua contendo material fecal de origem humana
ou animal, utilizada na irrigagdo de hortas ou ainda contaminagao do solo por
uso de adubo organico com dejetos fecais. Em um estudo realizado por Arbos
et al. (2010) identificaram a presenca de estruturas parasitarias em todas as

amostras de alface de cultivo orgénico de diferentes produtores.

Um estudo avaliando a ocorréncia de enteroparasitas em hortalicas
comercializadas na Regidao Metropolitana de Sdo Paulo revelou que todas as
variedades de hortalicas analisadas apresentaram elevado percentual de
contaminagdo por helmintos. Segundo os autores, os valores encontrados

refletem as condi¢des e préaticas de cultivo inadequadas do ponto de vista
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higiénico-sanitario (OLIVEIRA e GERMANO,1992). No Parand, (Garcia et al.,
2004) avaliaram amostras de hortalicas de Umuarama-PR e observaram
Ascaris sp.,Ancilostomatideos ,Enterobius vermicularis, Strongyloides sp,
Entamoeba sp e Giardia sp em amostras de alface crespa, alface lisa e

chicbria.

Os trabalhos citados inferem que a contaminacao parasitaria em hortalicas
ocorre por varios fatores que permeiam desde o cultivo até a poés-colheita,
sendo assim, € de grande importancia observar os processos de cultivo,

adubacéo, transporte, estocagem e manipulagdo em geral.

Nos resultados das analises microbiolégicas pode-se observar uma carga
microbiana elevada nas amostras analisadas, conduzindo em perigo a
populacdo consumidora, uma vez que, muitas das amostras foram

classificadas como impréprias para consumo, segundo a RDC N? 12/2001.

Os resultados das andlises para coliformes termotolerantes, coliformes
totais e Salmonella spp, das amostras analisadas por municipio encontram-

se nas tabelas de 1 e 2.
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Tabela 1. Resultados das analises dos microrganismos Coliformes Totais,

Coliformes Termotolerantes e Salmonella spp. pesquisados em Alfaces

(Lactuca sativa L.) no Territorio Rural Serra do Teixeira, PB.

AMOSTRAS Coliformes Coliformes Salmonella RDC 12/2001
Totais NMP/g Termotolerantes (ANVISA)
Produtor 1
1 11,0 >24 Auséncia em 25g  Impréprio
p/consumo
2 2,0 2,0 Auséncia em 25g  Imprdprio
p/consumo
3 24,0 9,3 Auséncia em 25g  Improprio
p/consumo
4 0,93 0,93 Auséncia em 25g  Impréprio
p/consumo
5 4,6 0,43 Ausénciaem 25g  Proprio
p/ consumo
Produtor 2
1 >240 > 240 Ausénciaem 25g  Impréprio
p/consumo
2 2,4 2,4 Auséncia em 25g Préprio
p/ consumo
3 0,04 0,23 Auséncia em 25g Préprio
p/ consumo
4 2,4 0,03 Auséncia em 25g Préprio
p/ consumo
5 >24 24 Auséncia em 25g  Préprio
p/ consumo
Produtor 3
1 24 <03 Auséncia em 25g  Improéprio
p/ consumo
2 >24 0,12 Auséncia em 25g  Improéprio
p/ consumo
3 11,0 <0,03 Auséncia em 25g  Préprio
p/ consumo
4 11,0 <0,03 Auséncia em 25g  Préprio
p/ consumo
5 0,28 <0,03 Auséncia em 25g  Préprio
p/ consumo

Fonte: A autor
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Tabela 2. Resultados das andlises dos microrganismos Coliformes Totais,
Coliformes Termotolerantes, Salmonella spp. pesquisados em Alfaces (Lactuca

sativa L.) no municipio de Patos, PB.

Amostras Coliformes Coliformes Salmonella RDC12/2001
Totais NMP/g Termotolerantes (ANVISA)
Produtor 1
1 0,93 0,93 Ausénciaem 25g  Impréprio
p/ consumo
2 24 <03 Auséncia em 25g¢  Imprdprio
p/ consumo
3 2,4 0,09 Auséncia em 25g  Préprio
p/ consumo
4 0,04 < 0,03 Auséncia em 25g  Préprio
p/ consumo
5 110 2,8 Ausénciaem 25g  Impréprio
p/ consumo
Produtor 2
1 46 9,3 Ausénciaem 25g  Impréprio
p/ consumo
2 110 0,9 Ausénciaem 25g  Imprdprio
p/ consumo
3 >24 0,12 Ausénciaem 25g  Impréprio
p/ consumo
4 > 240 > 240 Auséncia em 25g  Improéprio
p/ consumo
5 0,03 <0,03 Auséncia em 25g  Préprio
p/ consumo
Produtor 3
1 28 3 Auséncia em 25g  Improéprio
p/ consumo
2 110 0,9 Auséncia em 25g  Improéprio
p/ consumo
3 24,0 9.3 Auséncia em 25g  Improéprio
p/ consumo
4 2,0 2,0 Auséncia em 25g  Improéprio
p/ consumo
5 11,0 <24 Auséncia em 25g  Improéprio
p/ consumo

Fonte : A autora

Os resultados das amostras analisadas foram classificados em proprio e
impréprio para consumo de acordo os padrdes da legislacdo vigente, RDC n®
12 de Janeiro de 2001 (ANVISA), onde estabelece como limite de tolerancia de

contaminacdo das amostras a diluicdo 10-2. Quadro 1.
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Segundo as tabelas 1 e 2, foram encontrados 46,6% e 80% de positividade
na detecgcdo de coliformes termotolerantes e coliformes totais nas amostras
analisadas do Territorio Rural Serra do Teixeira, PB e municipio de Patos, PB
respectivamente. Embora ndo existam padrdes para contagem de coliformes
totais para hortalicas in natura, segundo RDC 12/2001(ANVISA), os resultados
evidenciam a higiene precaria e insatisfatéria no processo de producédo e
distribuicdo das hortalicas, representando um grande risco biolégico ao
consumidor.

Pacheco et al.(2002), quando estudaram diversos vegetais comercializados
na Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sao Paulo — CEAGESP,
de Sorocaba-SP, encontraram 87,5% das amostras de alface contaminadas
por coliformes termotolerantes.

Em outra pesquisa realizada na cidade de Sao Paulo, 42% de 133 amostras
de hortaligas prontas para o consumo, continham populacdo de
Enterobacteriaceae entre 5 e 6 log UFC.g-1 e 73% e apresentaram contagens
de coliformes termotolerantes maiores do que 2 log UFC.g-1. Além disso, o
autor também encontrou Salmonella em 4 amostras de alface, agrido, escarola
e salada mista composta por beterraba, cenoura, alface, almeirdo e repolho
roxo (FRODER, 2005).

Nao foi detectada a presenca de Salmonella spp. em nenhuma das
amostras analisadas. Esse resultado apresenta uma indicagdo de que a
incidéncia de Salmonella spp. em hortalicas produzidas no semiarido paraibano

é baixa.
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Resultados semelhantes foram obtidos em estudo realizado por (Souza e
colaboradores 2006) que, analisando alfaces em diferentes sistemas de cultivo
na cidade de Rio Branco, AC, onde constataram também auséncia de
Salmonella spp. em todas as amostras analisadas, estando assim, em
conformidade com o que preconiza a Resolucao n°12 de 2001/ANVISA.

Outros estudos realizados no norte da Espanha com 63 amostras de
alfaces convencional e 56 amostras de alfaces orgénicas, e na Noruega em
179 amostras de alfaces cultivados organicamente n&o detectaram a
Salmonella spp.

Santos et al., (2001) avaliando a presenca de Salmonella sp. em alfaces
(Lactuca sativa L.) comercializada na cidade de Pard de Minas, MG, mostrou
auséncia desse microrganismo em todas as amostras, validando assim, essa
pesquisa, onde constatou-se que as amostras de alfaces dos municipios em
estudo, estdo de acordo com a legislagao vigente (BRASIL, 2001).

Com relacao a presenca de Escherichia coli, nas amostras de alfaces
analisadas, foram identificadas um percentual de 10% (3/30) de contaminagéo
nos municipios estudados. A E. coli O157: H7 tornou-se o agente etiolégico
bacteriano mais comum em surtos envolvendo alface e outras hortalicas
verdes, 0 que torna-se preocupacgado para a saude publica devido a gravidade
de doengas agudas gastrointestinais e sobretudo as consequéncias que estas
podem causar. Considerando que a contaminacdo da alface possa ocorrer
desde a fazenda a mesa do consumidor, a exposicao a agua de irrigacéo, solo,

alteracbes do solo, animais, manuseio por parte dos trabalhadores de campo e
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equipamentos, fazem parte das etapas de producdo no campo tornando-se

iminente risco para E. coliO157:H7 (YANG et al., 2012).

Pesquisas realizadas mundialmente mostram elevadas contagens de
indicadores de qualidade higiénico-sanitaria em hortalicas minimamente

processadas.

Szabo et al., (2000) analisaram 120 amostras de alface pronta para o
consumo e encontraram em 76% das amostras contagens entre 5 e 7 log
UFC.g-1 de coliformes termotolerantes, sendo que os valores obtidos na

pesquisa variaram entre 3 e 9 log UFC.g-1 de coliformes termotolerantes.

Previdi et al.,(2000) identificaram ao analisar 112 amostras de vegetais
minimamente processados embalados individualmente ou mistos, 56,25% de
contagem total ao redor de 7 log UFC.g™", sendo que 19,64% das amostras
ultrapassaram os limites estabelecidos pela legislagéo francesa (7,7 log UFC.g-
1). Entretanto, 95,54% das amostras apresentaram contagens de E. coli <1 log

UFC.g-1, diferentemente do encontrado na presente pesquisa.

Doencgas entéricas ligadas ao consumo de produtos frescos tém aumentado
(SCALLAN et al., 2011), sendo que a E. coli O157: H7 tem sido associada em
multiplos surtos ligados ao consumo de frutas e hortalicas frescas

minimamente processadas (CDC,2006).

Silva et al., (2007) avaliaram 56 amostras de vegetais minimamente
processados comercializados na cidade de Porto Alegre,RS e confirmaram a

presenga de Escherichia coli em oito amostras.
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De acordo com Smanioto et al. (2006) em sua pesquisa, identificaram um
percentual de 6,7% do total das amostras de couve, foi constatada a presenca
de coliformes termotolerantes acima do permitido, sendo confirmada a

presenca de Escherichia coli.

Para a International Commission on Microbiological Specifi cations for
Foods — ICMSF, a presenca de coliformes em alimentos indica manipulacao
inadequada durante o processamento, uso de equipamentos em mas

condigbes sanitarias ou ainda utilizagdo de matéria-prima contaminada.
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6. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que, as amostras de alfaces
(Lactuca sativa L.) analisadas produzidas no Territdério Rural Serra do Teixeira,
PB e municipio de Patos, PB, respectivamente estavam improprias para o

consumo de acordo com a RDC 12/01/2001/ANVISA.
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CAPITULO I

AVALIACAO DA EFICACIA DE METODOS DE HIGIENIZACAO DE

ALFACES (Lactuca sativa L.) PRODUZIDAS NO SERTAO PARAIBANO

EVALUATION OF THE EFFECTIVENESS OF ALFACES (Lactuca sativa L.)
HYGIENIZATION METHODS PRODUCED IN THE SEROTAO PARAIBANO

(Artigo cientifico submetido ao periodico Revista Acta Brasiliensis)
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Avaliacao da eficacia de métodos de higienizacao de alfaces (lactuca sativa L.)

produzidas na regiao semiarida paraibana

Evaluation of the effectiveness of lavage (lactuca sativa L.) hygiene methods produced
in the semi-arid region of Paraiba

Newcélia Paiva Barreto ?, Onaldo Guedes Rodrigues ?,Rosdlia Severo de Medeiros ?, Vitoria
Viviane Ferreira de Aquino ?, Patricia da Silva Costa ¢, Nathanael Natercio da Costa Barnabé?
Rener Luciano de Sousa Ferraz®.

4 Centro de Saude e Tecnologia Rural-CSTR da Universidade Federal de Campina Grande-

UFCG, Brasil.

® Centro de Tecnologia e Recursos Naturais-CTRN da UFCG, Brasil.

RESUMO

As hortalicas constituem alimentos importantes na dieta alimentar da populacdo, devido
ao teor de nutrientes necessdrios ao funcionamento adequado do organismo, como sais
minerais, fibras alimentares e vitaminas, além de apresentarem a¢do antioxidante. A
lavagem dos vegetais € a prdtica mais comum para se obter um produto mais seguro,
entretanto, a eficidcia da operacdo de lavagem pode ser aumentada acrescentando-se
solucdOes sanitizantes, com o intuito de reduzir e/ou eliminar os microrganismos
presentes nestes alimentos. Com o objetivo de avaliar qual agente de sanitizacdo € mais
eficaz no processo de higienizag@o de alfaces (Lactuca sativa L.) consumidas in natura.
Realizou-se andlises microbioldgicas de acordo com o método padronizado pela
American Public Health Association (APHA, 1995).Coletou-se 1 amostra de alface
(Lactuca sativa L.),em feira livre no municipio de Patos, PB. Verificou-se a eficicia do

acido acético 6,6% (vinagre) e do hipoclorito de sédio 1% (4gua sanitdria) na
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higienizacdo da alface (Lactuca sativa L. var. crispa) in natura. Constatou-se que o
hipoclorito de sédio foi mais eficaz como agente de sanitizacdo das folhas da alface. O
acido acético (vinagre) muitas vezes utilizado para a higienizacdo da alface, ndo se
mostrou totalmente eficiente, j4 que foram enumeradas células de coliformes
termotolerantes, nas amostras analisadas.

Palavras-chave: Antioxidantes, Coliformes, Hipoclorito, Hortalicas, Sanitizantes.

ABSTRACT

Vegetables are important foods in the diet of the population, due to the content of
nutrients necessary for the proper functioning of the body, such as minerals, dietary
fibers and vitamins, in addition to having antioxidant action. Washing the vegetables is
the most common practice to obtain a safer product, however, the effectiveness of the
washing operation can be increased by adding sanitizing solutions, in order to reduce
and / or eliminate the microorganisms present in these foods. With the objective of
evaluating which sanitizing agent is most effective in the lavage process of lettuce
(Lactuca sativa L.) consumed in natura. Microbiological analyzes were carried out
according to the method standardized by the American Public Health Association
(APHA, 1995). A sample of lettuce (Lactuca sativa L.) was collected at a fair in the
municipality of Patos, PB. The efficacy of acetic acid (vinegar) and sodium
hypochlorite 1% (bleach) in the hygiene of lettuce (Lactuca sativa L. var. Crispa) in
natura was evaluated. It was found that sodium hypochlorite was more effective as a
sanitizing agent for lettuce leaves. Acetic acid (vinegar), often used for the cleaning of
lettuce, was not fully efficient, since thermotolerant coliform cells were enumerated in
the analyzed samples.

Key words: Antioxidants, Coliforms, Hypochlorite, Vegetables, Sanitizers.
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INTRODUCAO

As hortalicas constituem alimentos de grande importancia na dieta alimentar da
populacdo, devido ao teor de nutrientes necessdarios ao funcionamento adequado do
organismo, como sais minerais, fibras alimentares e vitaminas, além de apresentarem

acdo antioxidante (SILVA et al., 2005, ESTEVES e FIGUEIROA, 2009).

Contudo, de acordo com Azevedo (2008), o aumento no consumo destes
alimentos tem gerado uma preocupagdo em relagdo a higienizacdo recebida por estes
vegetais, visto que as hortalicas apresentam um alto potencial para crescimento de
microrganismos patogénicos, independentemente de como sdo cultivadas, e dessa
forma, se tornam importantes veiculos de transmissdo de vérias doengas infecciosas.
Dentre esses alimentos, segundo Lotto (2008), as hortaligas folhosas se destacam como
um dos meios mais propicios a contaminagao.

Usualmente consumida crua, a alface tem no processo de higieniza¢do o dnico
tratamento recebido entre o cultivo e o consumo. Em 1991, o surgimento da epidemia
de célera no Brasil despertou o interesse pelo assunto, tanto pelas autoridades sanitérias
quanto pela populacdio em geral. Sua utilizagdo requer atencdo quanto aos aspectos
higi€nico-sanitdrios, visto que podem trazer graves consequéncias a saude dos
consumidores. Diversas pesquisas relatam a possibilidade de infec¢do via consumo
inadequado, sejam por contato com dgua, maos, dejetos fecais ou ainda por falta de

assepsia, transporte e manejo (VOLLKOPF et al., 2006).

Nas ultimas décadas, tém-se observado um aumento de DTA’S (Doengas
Transmitidas por Alimentos), sejam elas de origem bacterianas, virais, flingicas ou

parasitdrias, estando relacionadas a fatores como: desenvolvimento econdmico,

41



globalizacdo do comércio de alimentos, intensificacdo da urbanizacdo e modificagdes
dos habitos alimentares dos consumidores. Com referéncia a este ultimo fator, destaca-
se o consumo de alimentos frescos ou in natura, prontos ou semiprontos, e de refeicoes
fora do domicilio. Esses hdbitos sdo apontados como favorecedores do surgimento de

novos casos (ORLANDI et al., 2004).

Por conseguinte, a sanidade das hortalicas que sdo consumidas cruas € fator
relevante a saide devendo ser garantida também pela desinfeccdo com produtos
quimicos que tenham acdo eficaz na eliminagdo, redu¢do e ou remog¢do de microbiota
presente (GERMANO et al.,2008). Sabe-se que estes vegetais podem veicular algumas
doencas intestinais, pois muitas vezes sdo transportadores de microrganismos,
protozodrios, helmintos e artrépodes. Isto se deve principalmente as condig¢des
insalubres de cultivo como, por exemplo, d4gua de irrigacdo contaminada, uso de adubos
com substancias contaminadas por dejetos fecais e outros fatores como animais

domésticos presentes na drea de plantio (GERMANO,2008).

Meétodos de limpeza e sanitizacdo de hortalicas envolvem a aplicagcdo de dgua,
detergentes e tratamento mecanico das superficies por escovas ou sprays seguidos por
enxdgue com 4dgua potdvel. O passo de enxdgue pode incluir um tratamento de
sanitizacdo. E importante assegurar que a dgua utilizada seja de boa qualidade para no
se tornar um veiculo de contaminagcdo (ANTUNES, 2009). Dentre os produtos
permitidos para desinfeccdo dos alimentos estdo, o hipoclorito de sédio ou célcio a 2,0
—2,5%, hipoclorito de sédio a 1% e cloro orgéanico, que sdo utilizados em concentragdes
variando de 100 a 250 ppm. Tais produtos devem estar regularizados no O6rgao
competente do Ministério da Satide, além disso, devem ser aplicados de forma a evitar a

presenca de residuos no alimento preparado (BRASIL, 2004).
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Os sanitizantes mais utilizados sdo os compostos clorados como o hipoclorito
(4gua sanitdria), por serem considerados mais baratos e eficazes, todavia pode ser
utilizado outro produto desinfetante como o vinagre, mas um dos preconceitos mais
comuns ao uso do vinagre € o de ser apenas, um condimento, no entanto, este pode ser
utilizado como agente sanitizante (FONTANA, 2006).

Nesse contexto, objetivou-se avaliar qual agente de sanitizacdo € mais eficaz no

processo de higienizagdo de alfaces (Lactuca sativa L.) consumidas in natura.

MATERIAL E METODOS

Coleta e identificacao das espécies

A coleta foi realizada na feira livre, no centro da cidade de Patos, PB, nas
primeiras horas da manhda, onde produtores rurais de cidades circunvizinhas

comercializam seus produtos.

Um exemplar da amostra coletada foi prensada e posta para secagem em estufa
a 60 °C para confec¢do das exsicatas, seguindo-se as técnicas usuais para herboriza¢io
recomendadas por Forman e Bridson (1989), e registradas no Programa Brahms. O
material coletado foi depositado no Herbério do Centro de Saude e Tecnologia Rural

(CSTR) da Universidade Federal de Campina Grande, em Patos-PB.

Andlises morfolégicas para as identificacdes, descricOes das espécies foram
realizadas com auxilio de chaves analiticas, diagnoses encontradas na bibliografia e
compara¢do com as exsicatas do herbario do CSTR. A grafia dos taxons foi verificada

na base de dados do MOBOT (2012).
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Obtencgado e Processamento das Amostras

Coletou-se uma unidade amostral de alface (Lactuca sativa L. var crispa),
adquirida em feira livre localizada no centro da cidade de Patos,PB, no més de
dezembro de 2017.

A unidade amostral foi o “p€” de alface (Lactuca sativa L.), variedade “crespa”,
independentemente de peso e tamanho, cultivada pelo método tradicional de cultivo.

No procedimento de coleta da hortaliga, utilizou-se saco plastico de primeiro uso
contendo as informacdes do local de coleta, hordrio, data, espécie/variedade. O
transporte ocorreu em caixa térmica evitando o atrito e possiveis danos, sob processo de
refrigeracdo (gelo reciclavel) ndo deixando que ultrapassasse os 8 °C. Do local de coleta
ao inicio das andlises durou em média duas horas. Em seguida a amostra foi

encaminhada ao Laboratério de Microbiologia da UACB, UFCG, para prosseguimento

das andlises microbioldgicas.

Primeiramente as folhas da alface foram separadas, pesadas e distribuidas 25 g
em cada um dos trés recipientes contendo 200ml de 4gua destilada. No primeiro
recipiente foram adicionados 25g de folhas de alface sem lavagem (grupo controle
positivo); no segundo recipiente adicionou-se 200ml de dgua destilada e 50 ml de acido
acético (vinagre) e 25g de folhas de alface; no terceiro recipiente adicionou-se 200ml
de agua destilada e 25g de folhas de alface e 3 ml de hipoclorito de sdédio (uma colher
de sopa por litro de 4gua), de acordo com a Portaria n® 1.210 (SAO PAULO, 2006) e no
quarto recipiente adicionou-se 200ml de 4gua de torneira e 25g de folhas de alface.
ApOs trinta minutos foram realizadas as andlises microbiolégicas da dgua dos
recipientes onde estavam as folhas da alface, utilizando-se a técnica do Numero Mais

Provavel (NMP) para a enumeracdo de coliformes termotolerantes.
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Figural. Métodos de higieniza¢do utilizados na amostra.

Fonte: Acervo préprio

ANALISES MICROBIOLOGICAS

As andlises microbiolégicas foram fundamentadas na determinacdo do ndimero
mais provavel, pela técnica de fermentacdo em tubos miltiplos de acordo com as
recomendacdes da Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 1991) e
American Public Health Association (APHA,1995). Foram realizadas as analises
exigidas pela RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001, ou seja, contagem de coliformes a

45°C termotolerantes e coliformes totais (ANVISA, 2001).

Preparo das Amostras para Analises Microbioldgicas

Para realizag@o das analises de coliformes totais, coliformes fecais e Escherichia
coli, transferiu-se 90g da amostra para um erlenmayer contendo 90 ml de caldo

lactosado estéril, em seguida replicou-se para os tubos de ensaio com tubos de Duhan
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invertidos, para proceder a contagem de coliformes totais e fecais, obtendo-se desta
forma a dilui¢do 10!, Dessa dilui¢do (10™!") foram realizadas dilui¢des subsequentes (10"
2,103, 10*, 10°) trés tubos para cada diluicdo, levamos os tubos em estufa

bacterioldgica durante 24 - 48 horas.
Técnica do Numero Mais Provavel (NMP) de Coliformes Totais e Fecais

Essa técnica consta de duas fases distintas: o teste presuntivo, onde se busca
detectar a presenca de microrganismos fermentadores de lactose e onde é possivel
recuperar células injuriadas; e o teste confirmativo, onde se determina a populagdo real

de coliformes totais (CT) e coliformes fecais (CF) (APHA, 1995).

Para a prova presuntiva foram utilizados as dilui¢cdes de 10" 4 107, sendo
semeadas aliquotas de 1 ml em uma série de 3 tubos contendo Caldo Lauril Sulfato
Triptose (LST). Incubou-se os tubos a 36°C £ 1°C por 48 h e verificou-se o crescimento
dos microrganismos através da produgdo de gds nos tubos de Duham e/ou turvacido do

meio. Figura 2.

25 g amostra + 225 mi 8 ml 4gua peptonada 9 ml 4gua peptonada
Agua peptonada a 0,1% a0,1% a0, 1%

f—H —H

1mi 1mi

i B

ESTUFA
35°C/24 48 horas

Figura 2. Procedimento para prova presuntiva de coliformes pelo método do

Numero Mais Provavel.
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Dos tubos positivos, foi realizado o teste para a confirmacao de CT. Para tanto,
os tubos positivos do caldo LST foram repicados para trés séries de trés tubos contendo
caldo Verde Brilhante Lactose Bile 2% (CVBLB), os quai s foram incubados a 36°C +
1°C por 48 h. Para a prova confirmatéria de CF, foram repicados os tubos positivos do
caldo LST para tubos contendo caldo E. coli (EC) incubando-se por 45°C + 0,2°C por
24-48 h, em banho-maria com agitacdo. A presenca de gds indicou a positividade do
tubo para a presenga de CF. O célculo do NMP/g foi determinado com auxilio da tabela

de NMP- séries de trés tubos.

Tisken prositive do
feste presanfivg
0
EC

CVEBLE
Teste confinmativa Teste confimaativo
para collfenmes fecals para colifonnes totais

Figura 3. Teste Confirmativo

A-NEGATIVO B- POSITIVOS

Figura 3 — Procedimento para prova confirmatoria de coliformes pelo método do

Numero Mais Provavel.

OBS: A- Tubo com resultado negativo para coliformes fecais. B- Tubo com
resultado positivo para coliformes fecais, evidenciado pela turvacdo do meio de cultura

e formacdo de gés no interior do tubo de Duhan.
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O célculo do NMP/g foi determinado com auxilio da tabela de NMP- séries de trés

tubos.

Em seguida realizou- se os testes bioquimicos para isolamento de Escherichia coli e
outras enterobactérias. A partir dos tubos positivos do Caldo EC estriou-se, com alca de
platina, em placas de Petri contendo meio Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) e em
seguida incubadas a 35°C/24 h. Apds o crescimento de Unidades Formadoras de
Colonia (UFC) caracteristicas, nucleadas com centro negro e brilho verde metdlico,
estas foram transferidas (trés a cinco UFC de cada placa de Petri), com auxilio de alca
bacteriolégica, para tubos inclinados contendo Agar Padrio para Contagem (PCA) que
foram incubados a 35°C/18-20 h. Depois de incubados transferiu-se aliquotas da cultura
do PCA, por meio de alca bacterioldgica para meios de cultura adequados para
realizacdo de provas bioquimicas para a identificacao de E. coli. Os testes realizados
foram: Teste do Indol; Teste de Voges-Proskauer; Teste do Vermelho de Metila e Teste
do Citrato (IMViC). Os resultados obtidos foram comparados com os padroes da

legislacao vigente, RDC 12/2001 (ANVISA, 2001).

Figura 4. Placa de Petri, contendo meio EMB, apds crescimento de Unidades
Formadoras de Colonia (UFC) caracteristicas, nucleadas com centro negro e brilho
verde metdlico e tubos de ensaio contendo PCA e seus respectivos resultados positivo e

negativo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados dos testes realizados, o teste com o hipoclorito de
s6dio para descontaminacdo das folhas de alface apresentou resultados negativo para
coliformes termotolerantes e coliformes totais. O teste que utilizou dgua com vinagre
apresentou coliformes termotolerantes, observando-se contagens aceitdveis conforme
preconiza a legislagdo brasileira (1,1x10*> NMP/g) (BRASIL, 2001). Contudo os testes
representados pelo grupo controle positivo sem nenhum método de higienizacdo e o
grupo que utilizou apenas dgua de torneira apresentaram um nivel de contaminagio
consideravel de coliformes termotolerantes, apresentando contagem acima do permitido

pela legislacdo brasileira(1,1x10> NMP/g) (BRASIL,2001)Tabela 1.

Tabelal. Resultado das andlises microbioldgicas para determinacio de coliformes totais
e coliformes termotolerantes (NMP/g) na amostra de alface de cultivo tradicional e das

etapas de higienizacao.
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PROCEDIMENTOS COLIFORMES COLIFORMES RDC12/2001

TOTAIS NMP/g TERMOTOLERANTES ANVISA

1100 210 Improprio
SEM LAVAGEM p/consumo
H>0+VINAGRE >24 0,93 Préprio
p/ consumo
H>0+HIPOCLORITO 00 00 Préprio
p/ consumo
H,0 TORNEIRA >2400 093 Impréprio
p/consumo

Fonte: A autora

Adami e Dutra (2011) ao estudar o efeito do vinagre na eliminacdo de
coliformes termotolerantes presentes na alface verificaram que as amostras apds a
sanitizacdo apresentaram uma reducao na quantidade de coliformes, entretanto ndo de
forma satisfatdria, pois as amostras ficaram fora do padrado estabelecido pela legislacio
brasileira (BRASIL, 2001).

Nascimento e Alencar (2014) analisaram a eficdcia da solucdo do hipoclorito de
sodio a 1%, e do acido acético a 6,6% (vinagre) na higienizacao das hortali¢as in natura
alface (Lactuca sativa L. var crispa), couve manteiga (Brassica oleracea), repolho
(Brassica oleracea var. capitata) e coentro (Coriandrum sativum), € constataram que a
solu¢do de hipoclorito de sodio a 1% e a solugdo de acido acético a 6,6% apresentaram
acdo antiparasitaria similares evidenciando-se uma discreta eficiéncia da solugdo de
hipoclorito de sdédio em relacdo a solug@o de 4cido acético.

Corroborando com a presente pesquisa, Oliveira (2005), ao analisar os métodos
de higienizacdo de vegetais empregados em restaurantes de Porto Alegre- RS, apds os

tratamentos com hipoclorito de sodio, durante 30 minutos, verificou que houve um
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decréscimo nas contagens de coliformes termotolerantes, em relagdo a populacdo inicial
das amostras de alface analisadas, comprovando a eficicia desse método sanitizante.

Nascimento e Silva (2010) obtiveram resultados parecidos ao analisar a eficicia
do cloro a 200 ppm na higienizacdo de uvas, onde todas as suas amostras demonstraram
a diminui¢ao de coliformes termotolerantes comparados a contagem inicial.

De acordo com Vitti e colaboradores (2004), tem sido preconizado que
alimentos com contagens microbianas de psicrotréficos acima de 10° UFC/g podem ser
considerados impréprios para consumo humano pela perda do valor nutricional,
alteracdes organolépticas e riscos de contaminacdo. O risco de contaminagdo por
patégenos psicrotroficos estd associado a presenca de microrganismos como Listeria
monocytogenes.

Gomes et al., (2011) avaliou metodologias para a higieniza¢dao de hortalicas de
diferentes fontes de adubacdo, utilizando acido acético e hipoclorito. Com isso ele pode
concluir que o desinfetante mais eficiente na remocdo de parasitas em alfaces foi o
hipoclorito de sédio, sendo 100% eficaz para todos os tipos de adubagao (GOMES et
al., 2011)

E importante ressaltar que muitos microrganismos deterioradores sdo
psicrotroficos e a presenca elevada desse grupo de microrganismos pode contribuir para
reducdo da vida de prateleira de alimentos minimamente processados e indicar também
que as operacOes de limpeza e sanitizacdo empregadas durante o processamento nao
foram eficientes. O uso de sanificantes na dgua de lavagem, ao mesmo tempo em que
reduz a carga microbiana inicial de 1-2 ciclos logaritmicos, pode favorecer o

crescimento do patdgeno pela diminui¢do da microbiota competitiva (ZAGORY, 2001).
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A falta de eficdcia do sanificante usado para descontaminar a superficie de frutas
e vegetais crus tem sido amplamente atribuida a inabilidade dos componentes ativos da
solu¢do em inibir ou inativar as células microbianas (BEUCHAT, 2002).

Outros fatores, como a concentra¢do do sanitizante e o tempo de contato com a
superficie a ser desinfetada, também contribuem para a eficiéncia ou ndo do processo de
limpeza e sanitizacdo (REGO; FARO, 2001).

Para Sant’Ana e colaboradores (2002), a sanitizagdo de frutas e vegetais, sob o
ponto de vista da seguranca alimentar, é considerada etapa critica do processamento,
assim como os aspectos de higiene pessoal na manipula¢do do produto.

Takayanagui et al., (2006) afirmaram que a contaminacdo de hortali¢as ocorre de
um modo geral, na horta, por meio da utilizacdo de agua de irrigacdo ou adubos
contaminados, além da manipulacdo inadequada nos pontos de venda e transporte
desses produtos. A lavagem dos vegetais é a pratica mais comum para se obter um
produto mais seguro, entretanto, a eficicia na operacdo de lavagem pode ser aumentada
acrescentando-se solucdes sanitizantes, objetivando a reducdo e/ou eliminagdo de

microrganismos presentes nestes alimentos (BERBARI et al., 2001).

As pesquisas realizadas para averiguar a qualidade higi€nico-sanitdria das
hortalicas, incidem em sua maioria nos locais de distribuicdo e comercializacdo das
mesmas. Sendo assim sdo raros os estudos desenvolvidos durante o cultivo e cadeia
produtiva, que representam uma boa parcela de contaminacdo, devido as condicdes que

essas hortalicas estdo expostas (SANTOS, 2007).
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CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que, entre os testes de higieniza¢ao
de hortalicas avaliados, o mais eficaz foi o grupo com a solucao de hipoclorito de s6dio

a 1%, onde foi possivel observar auséncia da carga microbiana na amostra analisada.

Agradecimentos

A Universidade Federal de Campina Grande- UFCG. A Coordenacio de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior- CAPES pelo fornecimento de bolsa a
primeira autora.

Referéncias

ADAMI, A. A. V.; DUTRA, M. B. L. 2011.Andlise da eficicia do vinagre como
sanitizante na alface (Lactuta sativa, L.). REAS, Revista Eletronica Acervo Satde, v. 3,

p. 134-144,

ANTUNES, M. A. 2009.Contaminacdo crescimento € inativacao de microrganismos na
cadeia de producao da alface (Lactuca sativa). Propriedade de Santo Antao-

Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais, p. 30-36.

AZEVEDO, E. D.2008.Reflex0es sobre riscos € o papel da ciéncia na constru¢do do

conceito de alimentacio sauddvel. Revista de Nutri¢do. v. 21, n. 6, p. 717-723.

BELINELO, V. J.; GOUVEIA, M. I;COELHO, M. P.; ZAMPROGNO, A. C;

FIANCO, B. A.; OLIVEIRA, L. G. A.2009.Enteroparasitas em hortalicas

53


https://pt.wikipedia.org/wiki/Coordena%C3%A7%C3%A3o_de_Aperfei%C3%A7oamento_de_Pessoal_de_N%C3%ADvel_Superior
https://pt.wikipedia.org/wiki/Coordena%C3%A7%C3%A3o_de_Aperfei%C3%A7oamento_de_Pessoal_de_N%C3%ADvel_Superior

comercializadas na cidade de Sdo Mateus, ES, Brasil. Arquivos de Ciéncias da Saide da

Unipar, Umuarama, v. 13, n. 1, p. 33-36, jan./abr.

BERBARI, S.A.G. et al.2001. Efeito do cloro na 4gua de lavagem para desinfeccdo de

alface minimamente processada. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v.21, p.197-201.

BEUCHAT, L. R.2002. Ecological factors influencing survival and growth of human

pathogens on row fruits and vegetables. Microbes and Infection, v. 4, n. 4, p. 413-423.

BRASIL. Ministério da Satde. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria. Resolu¢do n°
12, de 02 de janeiro de 2001. Aprova o regulamento técnico sobre padroes
microbiolégicos para alimentos. Didrio Oficial da Unido, Poder Executivo, Brasilia, DF,
10 jan. 2001.

BRASIL. Ministério da Satde. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria. Resolu¢cao
RDC n. 216 de 15 de setembro de 2004. Dispde sobre o regulamento técnico de boas
praticas para servigo de alimentagdo. Didrio Oficial da Republica Federativa do Brasil,
Brasilia. Disponivel em: http://e- legis.bvs.br/leisref/public/showAct.php. Acesso em 14
dez. 2017.

CARVALHO, P. G. B. et al.2006. Hortalicas como alimentos funcionais. Horticultura

Brasileira, v. 24, n. 4, p. 397- 404.

ESTEVES, F.A.M,. FIGUEIROA, E.O. 2009.Deteccdo de enteroparasitas em hortalicas
comercializadas em Feiras Livres do municipio de Caruaru- PE. Revista Baiana Saude

Publica abr.-jun.;33(2):184-93.

54


http://revistas.unipar.br/index.php/saude/article/viewFile/1111/974
http://revistas.unipar.br/index.php/saude/article/viewFile/1111/974

LOTTO, M. C.2008. Avaliacdao da contamina¢do de alface(Lactuca sativa)por

coliformes termotolerantes e Escherichia coli em sistemas de cultivo organico e

convencional. Dissertacao (Mestrado)Universidade de Sdo Carlos, Araras, Sao Paulo.

MONTANHER, C.C.; CORADIN, D.C. 2007. Avaliagcdo parasitoldégica em alfaces
(Lactuca sativa) comercializadas em restaurantes Self-service por quilo, da cidade de

Curitiba, Parand, Brasil. Revista Estudos de Biologia.v. 29,p. 63-71.

NASCIMENTO,D.E.; ALENCAR, F.L.S. 2014.Eficiéncia antimicrobiana e
antiparasitaria de desinfetantes na higienizacao de hortalicas na cidade de Natal-RN.

Ciéncia e Natura. v. 36, n. 2, p.92-106,.

NASCIMENTO, M. S. 2002.Avaliacdo comparativa de tratamentos quimicos na

sanitizacdo de frutas e verduras. 2002. 115f. Dissertacao (Mestrado em Alimentos e

Nutricao) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual Paulista “Julio

de Mesquita Filho”, Araraquara.

NASCIMENTO, M. S.; SILVA, N.2010. Tratamentos quimicos na sanitizagao de

morango (Fragaria vesca L). Brazilian Journal of Food Technology. v. 13, n. 1, p. 11-

17.

OLIVEIRA, A. B. A. 2005.Comparacao de diferentes protocolos de higienizacao de
alface (Lactuca sativa) utilizada em restaurantes de Porto Alegre- RS. 2005. 58 f.
Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente). Faculdade de
Agronomia. Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre- RS.
ORLANDI, P.A.; CHU,D-M.T.; BIER, J.W.; JACKSON,J.G. 2002.Parasites and the

food supply. Food Technol 56: 72-81.

55



REGO, J. S.; FARO, Z. P. 2001.Manual de limpeza e desinfec¢dao para unidades

produtoras de refeicdes. Sao Paulo, SP: Varela.

SANT’ANA, A. et al.. 2002.Analise de perigos no processamento minimo de vegetais.

Higiene Alimentar, v. 16, n. 101, p. 50- 55.

VITTI, M. C. D. et al,.2004.Aspectos fisioldgicos e microbioldgicos de beterrabas
minimamente processadas. Pesquisa Agropecudria Brasileira, v. 39, n. 10, p. 1027-

1032.

VOLLKOPF, P.C.P.; LOPES, F.M.R.; NAVARRO, I.T. 2006.Enteroparasites

ocurrence in lettuce samples (Lactuca sativa) commercialized in Porto Murtinho - MS.

ARQUIVOS DE CIENCIAS VETERINARIAS E ZOOLOGIA DA UNIPAR, v.

9,n.1,p.37-40.

ZAGORY, D. 2001.Effects of post-processing handling and packaging on microbial

populations. Postharvest Biology and Technology, v. 15, n. 3, p. 313- 321.

56



ANEXOS

57



