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RESUMO

Nas Ultimas décadas, houve um aumento expressivo do consumo de hortalicas devido,
principalmente, a alta incidéncia de doencas cardiovasculares e obesidade na populagéo.
Por outro lado, a ingestdo de vegetais crus requer cuidados, pois estes podem servir
como veiculos para o transporte e/ou proliferacdo de patdgenos. A presenca de
determinados microrganismos nos alimentos pode interferir na sua seguranca
microbioldgica, tornando-0s improprios para 0 consumo. Levando-se em conta que 0s
coliformes sdo bactérias indicadoras da qualidade higiénico-sanitaria dos alimentos e
que a Salmonella spp. é considerada um dos principais causadores de infeccédo
alimentar, propde-se, com o presente trabalho, analisar a qualidade microbioldgica de
hortalicas comercializadas em estabelecimento formal e ndo formal de Jo&o Pessoa-PB.
Dessa forma, foram realizadas andlises de coliformes totais, coliformes termotolerantes
e Salmonella spp. e avaliou-se, além disso, a eficiéncia da sanitizacdo das hortalicas
com hipoclorito de sédio a 2%. Como resultado obteve-se que 41,7% das amostras
foram consideradas impréprias para o0 consumo humano com base na legislacdo vigente,
sendo o estabelecimento ndo formal, o detentor dos maiores indices de contaminac&o.
No tocante a sanitizacdo, o hipoclorito mostrou-se eficiente na reducdo da carga

microbiana presente nos alimentos estudados.

Palavras-chave: Qualidade microbioldgica. Hortalicas. Sanitizagéo.



ABSTRACT

In the last decades, there has been a significant increase in the consumption of
vegetables, mainly due to the high incidence of cardiovascular disease and obesity in the
population. On the other hand, raw vegetable intake requires caution, because they can
serve as vehicles to the transportation and/or proliferation of pathogens. The presence of
certain micro-organisms in food can interfere in their microbiological safety, making
them unsuitable for consumption. Taking into consideration that coliform bacteria are
indicators of the sanitary quality of foods and that Salmonella spp. is considered a major
cause of food poisoning, it is proposed, by the present work, to analyze the
microbiological quality of vegetables sold in formal establishment and non-formal
establishment in Jodo Pessoa-PB. Thus, the analyzes conducted were of total coliforms,
thermotolerant coliforms and Salmonella spp., and, in addition, we analyzed the
efficiency of the sanitation of vegetables with sodium hypochlorite 2%. As a result,
41,7% of samples were considered unfit for human consumption based on the current
legislation, and the non-formal establishment was considered to hold the highest
contamination levels. Regarding sanitation, the hypochlorite was effective in reducing

microbial load present in the studied food.

Keywords: Microbiological quality. Vegetables. Sanitation.
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1. INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, principalmente devido aos problemas de doencas
cardiovasculares e obesidade na populagdo mundial, tem havido uma maior
preocupacao por parte de varios profissionais, notadamente médicos e nutricionistas, em
estimular as pessoas a obterem alimentos saudaveis e pouco caldricos, 0 que
proporcionou, em consequéncia, a um aumento consideravel do consumo de hortalicas
folhosas. No entanto, as hortalicas, bem como demais itens alimenticios, estdo
susceptiveis a contaminacdo por elementos nocivos, tais como particulas de insetos,
produtos quimicos e, principalmente, microrganismos, fazendo com que atuem como
veiculos para o transporte e/ou proliferacdo de patdgenos, causando intoxicacOes
alimentares e constituindo uma das principais causas de morbidade em paises
americanos (ABREU et. al., 2011; JAIME et. al., 2007; JAIME et. al., 2009; LOPES et.
al., 2003; PEIXOTO, 2009 et. al.; RIGOLIN-SA & PEREIRA, 2005).

Apesar do consumo de verduras cruas, sem sombra de divida, contribuir
expressivamente para se obter uma vida mais saudavel, é necessario que se tenha
determinados cuidados, pois este habito pode constituir um meio importante na
transmissao de diversas doencas infecciosas. Alguns patégenos, por exemplo, possuem
a capacidade de sobreviver por longos periodos nas hortalicas frescas (RIVERA-
JACINTO et. al., 2009; TAKAYANAGUI et. al., 2006).

Uma grande variedade de hortalicas cruas, destacando-se a alface, tem sido
citada na literatura como veiculadoras de patdgenos em surtos de toxinfeccdes, devido a
presenca de Escherichia coli O157:H7, Salmonella spp., Listeria monocytogenes, etc.
Além da alface, outros alimentos frequentemente envolvidos sdo o tomate, os melGes e
os brotos verdes. Alguns surtos de doengas transmitidas por alimentos sdo atribuidos,
por exemplo, a tomates contaminados por Salmonella spp., cebolas contaminadas por
Shigella, espinafres contaminados por E. coli O157:H7, etc. Nos Estados Unidos,
estima-se que a ingestdo de vegetais folhosos crus seja responsavel por cerca de 17%
dos surtos de doencas transmitidas por alimentos (RIVERA-JACINTO et. al., 2009;
SANTAREM, 2012; SILVA et. al., 2006).
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Ao longo dos anos, tem se constatado um aumento da preocupacéo da populacéo
em relacdo a qualidade e higiene dos alimentos. A qualidade higiénico-sanitaria é um
tema recorrente, amplamente estudado e discutido, sendo a ma qualidade higiénico-
sanitaria dos alimentos considerada um problema de Saude Publica (ABREU, 2011 et.
al.; ARBOS et. al., 2010).

Dentre os principais fatores que interferem na qualidade higiénico-sanitaria das
hortalicas, destacam-se, por exemplo, a agua com qualidade impropria utilizada para
irrigacdo das culturas e lavagem dos alimentos, uso de estercos ndo-tratados ou tratados
inapropriadamente como fertilizantes, embalagens e temperatura do mostruario
inadequadas, dentre outros (RIGOLIN-SA & PEREIRA, 2005).

Uma das formas de se avaliar a qualidade higiénico-sanitaria dos alimentos é
investigar a presenca de microrganismos pertencentes ao grupo dos Coliformes. Esse
grupo é composto por cerca de vinte espécies e inclui tanto bactérias entéricas, presentes
no trato intestinal de humanos e outros animais de sangue quente, como bactérias néo-
entéricas, tais como Serratia spp. e Aeromonas spp.. Quando presentes nos alimentos,
os coliformes indicam condi¢Oes sanitarias insatisfatorias, destacando-se o subgrupo
dos coliformes termotolerantes, que pode indicar contaminacéo fecal. Escherichia coli é
a principal representante dos coliformes termotolerantes, sendo considerada pelo
Ministério da Satude como a indicadora mais especifica de contaminacao fecal recente e
de eventual presenca de patégenos (BRASIL, 200la; LEITE & FRANCO, 2006;
MENDONCA & GRANADA, 1999; SALVATORI & BESSA, 2003).

Outro microrganismo de grande importancia para a seguranca alimentar é a
Salmonella spp., a qual é mundialmente reconhecida como um dos principais
causadores de infeccbes de origem alimentar. A salmonelose é uma zoonose
ocasionada pela ingestdo de agua, alimentos ou fomites contaminados por fezes de
animais ou de pessoas infectadas. Essa enfermidade tem como principais sintomas
febre, dores abdominais, vomito e diarreia, os quais se manifestam de 12 a 36 horas
apos a ingestdo de alimentos e bebidas contaminados. Estima-se que a Salmonella spp.
seja responsavel por, aproximadamente, metade dos casos registrados em surtos de
gastrenterites em decorréncia da ingestao de vegetais crus. Por este motivo, constitui um
relevante problema de Saude Publica (BARANCELLI et. al., 2012; BESSA et. al.,

14



2004; CASTAGNA et. al., 2004; GIL-SETAS et. al., 2002; FILHO et. al., 2001;
SANTAREM et. al., 2012).

Diante do exposto e da relevancia do tema, fica evidente que e de grande
importancia para a Saude Publica, assim como para as instituicdes responsaveis pelo
monitoramento da qualidade dos alimentos, a realizacdo de estudos que avaliem a
condicdo higiénico-sanitaria e que investiguem a presenca de possiveis patdgenos nos

alimentos.
2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

- Analisar a qualidade microbiologica de hortalicas (coentro e racula) comercializadas

em estabelecimento formal e ndo formal da cidade de Jodo Pessoa, Paraiba.
2.2 Objetivos especificos

- Quantificar coliformes totais e termotolerantes em amostras de coentro e rdcula

comercializadas em alguns estabelecimentos de Jodo Pessoa, Paraiba.
- Investigar a presenca de Salmonella spp. nos alimentos estudados.

- Verificar a eficiéncia da sanitizacdo das hortalicas com hipoclorito de sédio a 2% na

reducdo da carga microbiana presente nesses alimentos.
3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Doencas Transmitidas por Alimentos

Os alimentos apresentam uma microbiota natural, extremamente variavel, que se
concentra, principalmente, na regido superficial do alimento, mas que também pode
estar presente nas partes mais internas. Além disso, durante o seu manuseio e
processamento, 0s alimentos estdo susceptiveis a contaminagdo por diferentes
microrganismos. Os alimentos sdo Otimos substratos para o desenvolvimento de
microrganismos, comportando-se, muitas vezes, como auténticos meios de cultura. Essa
caracteristica, no entanto, depende de varios fatores que podem ser intrinsecos (agua,

acidez, pH, potencial de oxi-redugdo, composi¢cdo quimica do alimento, etc.) ou

15



extrinsecos (temperatura, umidade relativa, composicdo gasosa do ambiente, etc.) ao
alimento (FAUSTINO et. al., 2007; CARDOSO & CARVALHO, 2006).

A presenca de bactérias nos alimentos contribui para a deterioracdo e/ou reducgéo
da vida util dos mesmos, possibilitando a veiculacdo de patdgenos e trazendo riscos a
salde do consumidor. Segundo Welker et al. (2010), as doencas transmitidas por
alimentos (DTASs) ou ainda, doencgas veiculadas por alimentos (DVAS) constituem um
dos problemas de Saude Publica mais frequentes do mundo contemporaneo. Existem
cerca de 250 tipos de doencas alimentares, ocasionadas pela ingestdo de agua e/ou
alimentos contaminados por agentes etiologicos fisicos (objetos lesivos), quimicos
(pesticidas e metais tdxicos) ou bioldgicos (microrganismos patogénicos), em
quantidades suficientes para afetar a satde do consumidor, quer seja a nivel individual
ou coletivamente. Dentre esses agentes, os bioldgicos constituem a maior causa das
enfermidades de origem alimentar, correspondendo a 60% dos casos, segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (AMSON et. al., 2006; CARVALHO et. al.,
2005; FURLANETO & MENDES, 2004; OLIVEIRA et. al., 2010; RODRIGUES et.
al., 2010).

A identificagdo de alimentos contaminados é dificultada pelo fato de os mesmos
chegarem a apresentar, as vezes, visualmente, caracteristicas organolépticas normais.
Alimentos com caracteristicas organolépticas alteradas, em geral, ndo sdo consumidos,
pois causam repulsa nos consumidores. Nesses casos, especificamente, a contaminacao
microbiana é tdo elevada que, as vezes, ultrapassa a grandeza de 108 UFC/g de alimento
(AMSON et. al., 2006; OLIVEIRA et. al., 2010).

As DTAs podem ser classificadas como “casos” ou “surtos”. Por definicdo um
“caso” de Doenca Transmitida por Alimentos € um episdédio no qual um individuo, apos
a ingestdo de alimentos contaminados, passa a manifestar sinais e sintomas. Quando
dois ou mais individuos estdo envolvidos, fala-se, entdo, em um “surto” de DTAs. No
entanto, no caso especifico de patdgenos altamente virulentos como Clostridium
botulinum e Escherichia coli O157:H7, um unico caso pode ser considerado um surto
(OLIVEIRA et. al., 2010; RODRIGUES et. al., 2010).
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As DTAs de origem bioldgica podem ser classificadas em intoxicacdes, quando
resultam da ingestdo de toxinas ou infecgdes, quando resultam da ingestdo de células
microbianas intactas. Clostridium botulinum e Staphylococcus aureus sdo exemplos de
bactérias que atuam como agentes causadores de intoxicacdes enquanto que Listeria
monocytogenes, Salmonella Typhimurium e Escherichia coli O157:H7 sdo exemplos de
bactérias que atuam como agentes causadores de infecgdes. Existe, ainda, um terceiro
tipo, as toxinfecgOes, que sdo enfermidades ocasionadas pela ingestdo de
microrganismos e suas substancias toxicas (ARIAS- ECHANDI & ANTILLON, 2000;
CARDOSO & CARVALHO, 2006; FURLANETO & MENDES, 2004).

A incidéncia de DTAs tem aumentado significativamente nos dltimos anos em
varias partes do globo, atingindo inclusive paises desenvolvidos. Estima-se que nos
Estados Unidos ocorram, anualmente, cerca de 6,5 milhGes de casos de infeccBes e
9.000 6bitos em decorréncia de doencas veiculadas por alimentos. Fatores como o
aumento populacional, a necessidade pela producdo de alimentos em larga escala, 0
controle deficiente de 6rgdos publicos e privados no tocante a qualidade dos alimentos
ofertados a populacdo, dentre outros, contribuem para a emergéncia de DTAs. Nesse
contexto, a camada menos favorecida economicamente da sociedade é a mais afetada,
devido, principalmente, & procura desses individuos por alimentos de baixo-custo, 0s
quais, em geral, ndo sdo produzidos em condi¢Bes higiénico-sanitarias adequadas,
acarretando na sua contaminacao e comprometendo sua qualidade (Ministério da Saude,
2010, MARCHlI et. al., 2011; PERESI et. al., 1998; WELKER et. al., 2010).

No tocante a sintomatologia das DTAS, esta se manifesta de diversas formas,
desde ligeiras indisposicGes a episodios mais graves que necessitam de cuidados
hospitalares, podendo, em determinados casos, levar o individuo a 6bito. Os sintomas
mais comuns incluem dores abdominais, nauseas, vomito, diarreia e febre. O quadro
clinico depende do agente etiologico envolvido. Em situacBes mais graves 0s sintomas
incluem desidratacéo, diarreia sanguinolenta, insuficiéncia renal e respiratoria. No caso
de DTAs ocasionadas por microrganismos, o desenvolvimento da doenca esta
relacionado, por exemplo, ao periodo de incubacdo dos mesmos, o qual pode variar
desde fragdes de horas até meses. Muitos casos de DTAS, no entanto, ndo sdo
notificados devido a similaridades na sintomatologia em relagdo a outras enfermidades,

tais como gripes, diarreias e vomitos. Além disso, as notificagdes ndo tém carater
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obrigatério, o que leva ao comprometimento das estatisticas do Servico de Saude
(AMSON et. al., 2006; FAUSTINO et. al., 2007; MARCHI et. al., 2011; OLIVEIRA et.
al.,2010; RODRIGUES, 2010; WELKER et. al., 2010).

No Brasil, ocorreram mais de 3.400.000 internacdes por DTAs no periodo de
1999 a 2004, segundo dados do Sistema de InformagOes Hospitalares (SIH) do
Ministério da Salde, sendo as regifes Norte e Nordeste do pais as detentoras dos
maiores indices de internagdes. Um ponto importante a salientar é o impacto econémico
negativo associado as internacdes, sendo equivalente a 280 milhdes de reais nesse
mesmo periodo. Além de gerar perdas econdmicas expressivas, 0s alimentos
contaminados colocam em risco a saude da populacdo. O nimero de ébitos por DTAS
no Brasil, segundo o Sistema de Informacao sobre Mortalidades (SIM) do MS, durante
0 periodo de 1999 a 2002 foi equivalente a 25.281 6bitos (FURLANETO & MENDES,
2004; WELKER et. al., 2010).

Na Coréia do Sul, foram notificados 769 surtos de DTAs entre 2008 e 2012, os
quais afetaram uma média de 6.773 pessoas por ano. Ja nos Estados Unidos foram
relatados um total de 1.527 surtos de DTAs entre 2009 e 2010 (CONCEICAO &
NASCIMENTO, 2014).

3.2 O Coentro (Coriandrum sativum L.) e a rucula (Eruca sativa L.)

As hortalicas constituem parte integrante da dieta da populacdo mundial. S&o
alimentos de grande importancia, pois constituem uma fonte de micronutrientes, fibras e
outros componentes como sais minerais, Vvitaminas, substancias antioxidantes,
betacaroteno, licopeno, dentre outros. Além disso, apresentam baixa densidade
energética, o que significa dizer que possuem poucas calorias em relagdo ao volume da
alimentacdo consumida. No Brasil, seu consumo ainda é considerado pequeno, sendo
equivalente a 50 kg por habitante por ano. O consumo de hortalicas em quantidades
adequadas pode reduzir o risco de doencas cardiovasculares, bem como alguns tipos de
cancer (JAIME et. al., 2009; MORETT], 2003).

O coentro (Coriandrum sativum L.) é uma hortalica folhosa pertencente a
familia Umbelliferae. Originario da regido do Mediterraneo, o coentro é rico em ferro,
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calcio e vitaminas (A, Bl, B2 e C), sendo amplamente consumido no Brasil e no
mundo. E utilizado na culinaria como condimento, aromatizante e na decoracdo de
pratos. No Brasil, as folhas constituem a parte da planta mais utilizada na alimentacao
humana. As sementes sdo utilizadas na industria alimenticia como condimento para
carnes defumadas e na fabricacdo de paes, picles e licores. Apesar de ser referido as
vezes como “cultura de quintal”, o coentro ¢ uma cultura de grande importancia
socioecondmica. No entanto, apresenta grande perecibilidade devido ao alto teor de
umidade (acima de 80%), que contribui para a reducdo da vida util desse produto,
influenciando, diretamente, na atividade microbioldgica presente nesse alimento
(LINHARES et. al., 2012; MELO et. al., 2003; OLIVEIRA et. al., 2004; PEREIRA et.
al., 2005; SANTOS, 2012).

A ricula (Eruca sativa L.) € uma hortalica folhosa pertencente a familia
Brassicaceae. Originaria do sul da Europa e da parte ocidental da Asia, a rdcula, que
geralmente é consumida crua em saladas, € muito apreciada pelo sabor picante e cheiro
acentuado, sendo rica em potassio, enxofre, ferro, vitaminas A e C. Possui ainda,
atividades anti-inflamatoria e desintoxicante. Desde a década de 90, a rucula vem
conquistando espaco no mercado, sendo perceptivel, ao longo dos anos, um crescente
incremento tanto de seu cultivo quanto de seu consumo quando comparado a outras
folhosas. Segundo a Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sdo Paulo
(CEAGESP), a quantidade mensal de rucula comercializada no periodo compreendido
entre 1995 a 1999 foi equivalente a 16.029 dlzias de magos de 6Kg. Ainda segundo a
CEAGESP, houve um crescimento de 78% na quantidade de rdcula comercializada no
periodo entre 1997 a 2003 (FIGUEIREDO et. al., 2007; GOULART & TILLMANN,
2007; PURQUERIO et. al., 2007; REGHIN et. al., 2004; SILVA et. al., 2008; SOLINO
et. al., 2010).

3.3 Coliformes Totais e Termotolerantes

Os coliformes totais compreendem bactérias que apresentam forma de bastéo,
gram-negativas, nao esporogénicas, aerdbias ou anaerdbias facultativas, que fermentam
a lactose com producdo de &cido e gés a 35°C durante o periodo de 24-48 horas. A
producdo de gas constitui a principal caracteristica bioquimica dos coliformes totais,

sendo utilizada na sua identificacdo. Fazem parte desse grupo Escherichia coli, algumas
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cepas de Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter, Serratia, Erwinia, etc. O indice de
coliformes totais é utilizado para avaliar condi¢des higiénico-sanitarias, pois quando
presentes em grandes quantidades nos alimentos, refletem falhas durante o
processamento e limpeza destes ou, ainda, tratamento térmico insuficiente. De modo
sucinto, os coliformes indicam o nivel de contaminacdo ambiental que o alimento
agregou. A presenca de coliformes totais em alguns casos, pode ndo ser indicativa de
contaminacdo fecal, devido ao fato de alguns membros desse grupo poderem ser
encontrados na agua (onde possuem a capacidade de se multiplicar com relativa
facilidade), no solo e nos vegetais (CARDOSO, 2001; CARVALHO, 2005; NOVAK &
ALMEIDA, 2002; PORTO et. al., 2011; SOUSA, 2006; SOUZA et. al., 1983;
TAMANINI et. al., 2007).

Os Coliformes termotolerantes constituem um subgrupo dos coliformes totais e
compreendem bactérias capazes de fermentar a lactose com producdo de &cido e gas a
44.5-45.5°C apos o periodo de 24 horas. Segundo a Resolucdo da Diretoria Colegiada
(RDC) n° 12 de 2 de Janeiro de 2001, os termos “coliformes termotolerantes”,
“coliformes a 45°C” e “coliformes de origem fecal” sdo equivalentes. A denominagéo
“coliformes termotolerantes” esta ganhando cada vez mais adeptos, pois esta faz
referéncia a capacidade do grupo de crescer a temperaturas mais elevadas em
comparacdo ao grupo dos coliformes totais. Escherichia coli, principal representante
desse subgrupo, € utilizada como indicador de contaminacdo fecal, pois esta bactéria
estd presente no trato intestinal humano e demais animais homeotérmicos, sendo
eliminada pelas fezes (BRASIL, 2001b; CARDOSO et. al.,, 2001; NOVAK &
ALMEIDA, 2002; PORTO et. al., 2011; PULIDO et. al., 2005; SCHAZMANN et. al.,
2008; SILVA et. al., 2006).

3.4 Escherichia coli

Escherichia coli € um microrganismo pertencente a familia Enterobacteriaceae
e trata-se de um bacilo Gram-negativo, ndo-esporogénico, anaerdbio facultativo,
oxidase negativo, mdvel por flagelos peritriquios ou ndo-moével, capaz de fermentar
glicose e lactose com produgdo de &cido e gas. Esse microrganismo coloniza o trato
intestinal humano poucas horas ap6s o nascimento, fazendo parte da microbiota

intestinal normal, atuando como comensal e impedindo a colonizacdo do epitélio
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intestinal por patdgenos. E encontrada em maior abundancia no intestino grosso (cerca
de 10'? bactérias). Contudo, E. coli pode se comportar como um patdgeno extremante
especializado e causar doencas em hospedeiros sadios. Atualmente, sdo reconhecidas
algumas variantes de E. coli que adquiriram viruléncia, sdo elas: E. coli
enterotoxigénica (ETEC), enteropatogénica (EPEC), enteroinvasiva (EIEC),
enterohemorragica (EHEC), enteroagregativa (EAEC) e extraintestinal (EXPEC), etc. A
ingestdo dessa bactéria através de agua ou alimentos contaminados faz com que o trato
intestinal fique susceptivel a infeccdo por linhagens diarreiogénicas de E. coli (LEITE
& FRANCO, 2006; SILVA & SILVA, 2005; SOUSA, 2006; RODRIGUEZ-
ANGELES, 2002).

3.5 Salmonella spp.

Salmonella spp. é um bacilo gram-negativo, ndo formador de esporos, anaerébio
facultativo, catalase positivo, oxidase negativo, redutor de nitratos a nitritos, mével (por
exemplo, salmonelas paratifoides) ou ndo movel (por exemplo, S. Pullorum e S.
Gallinarum, causadoras da pulorose e do tifo aviario, respectivamente) e constitui um
dos membros mais complexos da familia Enterobacteriaceae. Séo reconhecidas,
atualmente, duas espécies dentro do género Salmonella, as espécies S. enterica (que
possui seis subespécies) e S. bongori, além de mais de 2.500 sorotipos, sendo que
destes, 80 a 90 tém importancia para a salde humana e animal. A sorotipagem de
Kauffman-White é a técnica empregada para diferenciar os sorotipos de Salmonella e
baseia-se na combinacdo dos antigenos somaticos, capsulares e flagelares. A Salmonella
spp. encontra-se amplamente distribuida na natureza, podendo infectar homens e
animais. Essa bactéria pode ocasionar graves infeccdes alimentares, sendo considerada
um dos principais agentes envolvidos em surtos de origem alimentar, por isso, a sua
presenca em alimentos constitui um importante problema de Saude Publica tanto para
0s paises desenvolvidos quanto para os paises em desenvolvimento, em razdo de sua
elevada endemicidade, alta morbidade e sobretudo pela dificuldade do seu controle. Na
Europa, Salmonella e Campylobacter constituem um dos principais agentes patogénicos
de origem alimentar. Nos Estados Unidos, estima-se que ocorram entre 2 a 4 milhdes de
casos de salmonelose anualmente. No Brasil, os dados epidemiologicos referentes as
salmoneloses em humanos sdo escassos, uma vez que a notificagdo de intoxicagédo por
alimentos contaminados ndo tem carater obrigatorio (DURANGO et. al., 2004;
CARDOSO & CARVALHO, 2006; CONCEICAO & NASCIMENTO, 2014; GIL-

21



SETAS et. al., 2002; GUIMARAES et. al., 2001; KOTTWITZ et. al., 2010; PENHA et.
al., 2008; SHINOHARA et. al., 2008; TESSARI et. al., 2003; TESSARI et. al., 2008;
TIROLLI & COSTA, 2006).

Salmonella spp. é frequentemente associada ao consumo de carne de frango,
ovos e derivados. Essa bactéria, ao habitar o trato intestinal de aves, pode chegar a
contaminar seus ovos. Ademais, alguns sorotipos de Salmonella spp. sdo capazes de
aderir fortemente as fibras de colageno da superficie externa da pele de frangos ou,
ainda, podem ser transferidos do contetdo intestinal para a carcaca durante o
processamento industrial. Também os ovos consumidos crus, semi-cozidos ou como
ingredientes de alimentos preparados de maneira inadequada estdo envolvidos em surtos
de toxinfeccdo humana por Salmonella spp. Outra via critica de transmissdo de
salmonelose séo as carnes vermelhas (CRISPIM & OLIVEIRA, 2014; FILHO et. al.,
2001; LOPES et. al., 2007).

3.6 Legislacéo Brasileira

A legislacdo vigente, na forma da RDC n° 12 de 02 de Janeiro de 2001, que
regulamenta os padrdes microbioldgicos sanitarios para alimentos, estabelece que para
hortalicas, legumes e similares frescas (in natura), o limite maximo permitido de
coliformes termotolerantes é de 10° NMP/g de alimento, enquanto que para coliformes
totais, a legislacdo ndo estabelece limite maximo. J& no tocante a Salmonella spp., a
legislagdo prevé a auséncia do microrganismo em 25g de alimento, sendo o resultado

expresso como presenca ou auséncia (BRASIL, 2001b).
3.7 Hipoclorito de s6dio

A lavagem de verduras em agua corrente de boa qualidade é essencial e elimina
parte da contaminacdo presente nos alimentos como insetos, grdos de terra, pedras etc.,
porém ndo é suficiente para manter a contaminagdo em niveis seguros. Além disso,
quando feita de maneira incorreta, esse tipo de limpeza pode surtir o efeito inverso, por
exemplo, quando se reutiliza a agua das lavagens, difundindo e aumentando a
contamina¢do microbiana. Por esse motivo, para se obter uma melhor eficiéncia na
eliminacdo de contaminantes, faz-se necessario a aplicagdo de métodos complementares

como a sanitizacdo. Os sanitizantes atuam de modo a reduzir a carga microbiana
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presente nos alimentos, porém sem alterar a qualidade ou seguranca do produto.
Existem diversos tipos de sanitizantes utilizados na industria alimenticia, normalmente
sdo agentes quimicos, como por exemplo compostos a base de cloro, iodo, perdxido de
hidrogénio, acido peraceético e quaternario de aménio. O hipoclorito de sodio (NaClO) é
0 sanitizante quimico de maior utilizacdo, atuando frente a determinados tipos de virus e
bactérias. Além disso, possui como beneficios o baixo custo, toxicidade minima, facil
aplicacdo, rapida acdo e completa dissociacdo em &gua. Tal produto é de grande
importancia, principalmente no caso de vegetais consumidos in natura (ANTONIOLLI
et. al., 2005; CASTRO et. al., 2011; JESUS & MACEDO, 2014; SILVA et. al., 2007
SILVA et. al., 2014; UCHOA et. al., 2015).

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Coleta das amostras

Para a realizacdo deste estudo, inicialmente, selecionou-se dois pontos de
comercializacdo de hortalicas, um supermercado (estabelecimento formal) e um
mercado publico (estabelecimento ndo formal), ambos situados na cidade de Jodo
Pessoa —PB, em areas com grande circulacdo de pessoas. Foram realizadas doze coletas
durante o més de agosto de 2015, de duas hortalicas: coentro e rucula. Ao todo foram
vinte e quatro amostras analisadas, doze para cada tipo de estabelecimento estudado,

sendo seis amostras de coentro e seis de ricula.

As amostras foram acondicionadas, sem contato manual, em sacos plasticos de
polietileno descartaveis de primeiro uso, identificadas com nome, local, data, hora da
coleta e transportadas em caixas isotérmicas com gelo, sendo imediatamente levadas ao
laboratorio de Microbiologia do Instituto Federal de Educacédo, Ciéncia e Tecnologia da

Paraiba (IFPB), campus Jodo Pessoa, para analise.

4.2 Analises microbiolégicas

As analises microbiologicas foram realizadas com base na metodologia descrita
por Silva et al. (2014). Para isso, considerou-se como unidade amostral 259 das

hortalicas (coentro e racula), as quais foram pesadas em um vidro relégio estéril.
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Para verificar a presenca de coliformes totais e termotolerantes, empregou-se a
técnica de tubos multiplos, que consiste em duas etapas: o teste presuntivo e o teste
confirmativo (Fig.1). Inicialmente, colocou-se as 259 das hortalicas em um frasco
estéril contendo 225 mL de &gua peptonada tamponada a 0,1%. ApOs este
procedimento, as amostras foram liquidificadas assepticamente, obtendo-se, ao final, a
diluicdo 101, Posteriormente, foram preparadas diluicGes decimais seriadas até 107,
Para se obter a diluicdo 1072, transferiu-se 1mL da diluicdo 107 para um béquer
contendo 9mL de &gua peptonada. O mesmo procedimento foi feito com a diluigdo 1072,

obtendo-se, portanto, a diluicdo 1073

Para o teste presuntivo, utilizou-se trés séries de trés tubos, com tubo de Durham
invertido, contendo 9mL de caldo lactosado simples (CLS) em substituicdo ao caldo
lauril sulfato de triptose (LST) utilizado por Silva et al (2014), assim como no trabalho
de Teixeira et al. (2013). Foram inoculadas aliquotas de 1mL da amostra correspondente
a cada diluicdo (107, 102 e 107%). Ap6s serem inoculados, os tubos foram incubados em
estufa bacterioldgica a 35°C por 48 horas. Os tubos considerados positivos foram

aqueles em gue houve formacéo de gas no tubo de Durham.

Quando da presenca de tubos positivos, realizou-se o teste confirmativo, que
consiste na repicagem da amostra para tubos contendo 10 mL de caldo Bile verde
brilhante 2% (VB) e caldo Escherichia coli (EC) com tubo de Durham invertido. Os
quais foram, por conseguinte, incubados em estufa bacterioldgica a 35°C por 48 horas e
44,5°C por 24 horas, respectivamente. Se ao final do periodo determinado, fosse
constatada a formacdo de gas no tubo de Durham, o teste era considerado positivo. O
resultado final depende da combinagdo de positivos, sendo expresso em NUmero Mais
Provavel (NMP) por grama, consultando-se a tabela de Hoskins para trés tubos
(ANEXOS).

Fig.1: Testes executados para detectar a presenca de coliformes totais e termotolerantes
nas amostras estudadas (Técnica de tubos multiplos). Teste presuntivo, meio CLS,
positivo (a) e negativo (b). Teste confirmativo para coliformes totais, meio VB, positivo
(c) e negativo (d). Teste confirmativo para coliformes termotolerantes, meio EC,
positivo (e) e negativo (f). Fonte: Autor, 2015.
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A pesquisa do microrganismo Salmonella spp. baseou-se na metodologia
descrita por Dal’molin et al. (2013), onde utilizou-se o meio de cultura Agar
Salmonella-Shigella (SS). Por meio da técnica de plaqueamento de superficie (spread
plate), inoculou-se no meio de cultura, aliquotas de 0,1 mL da amostra correspondente a
cada diluicdo (10, 102 e 10®%), as quais foram distribuidas de maneira uniforme na
superficie do agar com o auxilio da algca de Drigalski. As analises foram feitas em
duplicata. Em seguida, as placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 35°C por
24 horas. Considerou-se como positivas as placas que apresentaram col6nias de centro

negro como prevé o manual da Anvisa (ANVISA, 2004).

Para verificar a eficiéncia da sanitizacdo, as hortalicas foram previamente
tratadas com um sanitizante comercial que tem como principio ativo hipoclorito de
sodio a 2%, durante 10 minutos, obedecendo as especificacbes do fabricante e,
posteriormente, submetidas aos procedimentos de analise acima descritos.

5. RESULTADOS

Os resultados encontrados mediante analise das hortalicas para coliformes totais,

termotolerantes e Salmonella spp. estdo representados a seguir.
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Tendo como pressuposto o padrdo Federal (BRASIL, 2001b), infere-se que do
total de amostras analisadas (n=24), 41,7% das hortalicas foram consideradas
improprias para 0 consumo humano. Desse numero, 80% foram consideradas
improprias devido a presenca do microrganismo Salmonella spp. e 20% por
apresentarem quantidades de coliformes termotolerantes acima do permitido pela

legislagéo vigente.

Ao comparamos 0s dois tipos de hortalicas estudadas, vemos que do total de
amostras em desacordo com a legislacdo, ou seja, do total de amostras consideradas
improprias para o consumo humano (n=10), 30% eram amostras de coentro (Tabelas 1
e 2) e 70% eram amostras de rucula (Tabelas 3 e 4). Do mesmo modo, a0 compararmos
os dois tipos de estabelecimentos estudados, vemos que 70% das amostras eram
oriundas de estabelecimento ndo formal (Tabelas 1 e 3) e 30% eram oriundas de
estabelecimento formal de comércio (Tabelas 2 e 4).

No que diz respeito a sanitizacdo das hortalicas, tém-se que em 100% dos casos
em que se empregou o hipoclorito de s6dio a 2% houve uma reducéo na contagem tanto
de coliformes totais quanto de coliformes termotolerantes. Porém, em algumas situacoes
esse tratamento ndo foi suficiente para eliminar o microrganismo Salmonella spp., como
pode ser observado, por exemplo, nas amostras C6* (Tabela 1), R2*, R4* (Tabela 3) e
R10* (Tabela 4).

Tabela 1. Ocorréncia de coliformes totais, termotolerantes e Salmonella spp. em
amostras de coentro (Coriandrum sativum L.) comercializadas em estabelecimento néo
formal de Jodo Pessoa — PB, submetidas (*) ou ndo a tratamento com hipoclorito de

sodio a 2%.

Coliformes
Data Amostra  Totais  Termotolerantes  Salmonella spp. Resultado
da coleta (NMP/g) (NMP/g)
03/08/2015 C1 23 3,6 ausente Proprio
03/08/2015  C2* 3,0 3,0 ausente Proprio
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06/08/2015  C3 9,4 6,1 ausente Proprio
06/08/2015  C4* <3 <3 ausente Proprio
12/08/2015  C5 1.100 7,4 presente Impréprio
12/08/2015  C6* 29 3,6 presente Improprio
Padréo Federal N&o estabelece Auséncia em
(BRASIL, 2001) limite maximo 10> NMP/g 25¢

Tabela 2.

Ocorréncia de coliformes totais, termotolerantes e Salmonella spp. em

amostras de coentro (Coriandrum sativum L.) comercializadas em estabelecimento

formal de Jodo Pessoa — PB, submetidas (*) ou ndo a tratamento com hipoclorito de

sodio a 2%.
Coliformes
Data Amostra  Totais  Termotolerantes  Salmonella spp. Resultado
da coleta (NMP/qg) (NMP/q)

05/08/2015 C7 15 3,0 ausente Proprio
05/08/2015 Cc8* 3,6 <3 ausente Proprio
10/08/2015 C9 >1.100 >1.100 ausente Improprio
10/08/2015 C10* 290 35 ausente Proprio
13/08/2015 Cl1 93 27 ausente Proprio
13/08/2015 C12* 21 <3 ausente Proprio

Padréo Federal N&o estabelece Auséncia em

(BRASIL, 2001) limite maximo  10?> NMP/g 259
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Tabela 3. Ocorréncia de coliformes totais, termotolerantes e Salmonella spp. em
amostras de rucula (Eruca sativa L.) comercializadas em estabelecimento ndo formal de

Jodo Pessoa — PB, submetidas (*) ou ndo a tratamento com hipoclorito de sodio a 2%.

Coliformes
Data Amostra  Totais  Termotolerantes  Salmonella spp. Resultado
da coleta (NMP/qg) (NMP/qg)
04/08/2015 R1 >1.100 >1.100 presente Improprio
04/08/2015 R2* 43 9,2 presente Improprio
07/08/2015 R3 240 240 presente Impréprio
07/08/2015 R4* 120 27 presente Improprio
14/08/2015 R5 >1.100 >1.100 ausente Improprio
14/08/2015 R6* 290 36 ausente Proprio
Padréo Federal N&o estabelece Auséncia em
(BRASIL, 2001) limite maximo  10?> NMP/g 259

Tabela 4. Ocorréncia de coliformes totais, termotolerantes e Salmonella spp. em
amostras de racula (Eruca sativa L.) comercializadas em estabelecimento formal de
Jodo Pessoa — PB, submetidas (*) ou ndo a tratamento com hipoclorito de sodio a 2%.

Coliformes
Data Amostra  Totais  Termotolerantes  Salmonella spp. Resultado
da coleta (NMP/g) (NMP/g)
06/08/2015 R7 240 93 ausente Proprio
06/08/2015 R8* 43 36 ausente Proprio
11/08/2015 R9 150 29 presente Improprio
11/08/2015 R10* 35 16 presente Improprio
17/08/2015 R11 150 3,0 ausente Proprio
17/08/2015 R12* 6,1 <30 ausente Proprio
Padréo Federal N&o estabelece Auséncia em
(BRASIL, 2001) limite maximo 102 NMP/g 25¢
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6. DISCUSSAO

Em discordancia ao encontrado por Santos et al. (2010), em que o coentro
apresentou a maior frequéncia de coliformes termotolerantes e Escherichia coli em
comparacao tanto as demais hortalicas estudadas (alface, menta e repolho) quanto a
agua de irrigacao, no presente trabalho, o coentro foi a folhosa que apresentou a menor
frequéncia de contaminacdo por coliformes termotolerantes (8,3%), quando comparado
a rucula (25%). Ainda com relacdo a Santos et al. (2010), nao foi detectada presenca do
microrganismo Salmonella spp. em nenhuma das trinta e cinco amostras de coentro
analisadas, resultado este que também difere do encontrado no presente trabalho, onde

duas amostras de coentro foram positivas para Salmonella spp. (C5 e C6*, Tabela 1).

Ja no tocante a racula, Prado et al. (2008), ao analisarem amostras de rdcula
minimamente processadas (n=3) encontraram quantidades de coliformes a 45°C acima
do tolerado pela legislacdo em vigor, com valores da ordem de 3,0 log NMP/g. Foi
constatada, ainda, a presenca de Escherichia coli em numero elevado, também com
igual valor (3,0 log NMP/g). Vale a pena ressaltar que os padrGes microbioldgicos
estabelecidos pela RDC n°12 de 2 de janeiro de 2001 para hortalicas minimamente
processadas sdo 0s mesmos que os estabelecidos para hortalicas frescas, “in natura”
(BRASIL, 2001b). Dito isso, infere-se que em concordancia com Prado et al. (2008),
também se constatou uma alta contagem de coliformes termotolerantes em trés das doze
amostras de rdcula analisadas (R1, R3 e R5, Tabela 3), valores estes acima do
permitido pela legislagdo vigente. Ainda com relagdo a esse mesmo trabalho, ndo foi
detectada a presenca do microrganismo Salmonella spp. em nenhuma das amostras de
rucula analisadas, resultado este que difere do encontrado no presente trabalho, onde
seis amostras (R1, R2*, R3 e R4*, Tabela 3 e R9 e R10*, Tabela 4) foram positivas

para Salmonella spp..

Com relagéo aos coliformes totais, embora ndo exista um padrao estabelecido na
legislacio, preconiza-se que alimentos contendo contagens da ordem de 10°-10° NMP.g°
! sejam considerados improprios para o consumo humano devido a fatores como perda
do valor nutricional, alteracGes sensoriais, presenca de patdgenos, etc. (NUNES et. al.,

2010). Dito isso, infere-se que os valores encontrados para coliformes totais neste
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trabalho foram consideravelmente inferiores aos valores preconizados, sendo, portanto,

considerados proprios para 0 consumo segundo esse parametro.

Estudos anteriores que comparam a carga microbiana presente em alimentos
comercializados em estabelecimentos formais e ndo formais de comércio estdo
disponiveis na literatura. Bautista et al. (2011) apontam que um dos motivos pelo qual
alimentos oriundos de estabelecimentos ndo formais, tais como mercados publicos e
feiras livres apresentam um maior grau de contamina¢do em comparacao aos alimentos
oriundos de estabelecimentos formais, tais como supermercados e hipermercados,
como encontrado no presente trabalho, é o fato desses produtos ndo receberem
refrigeracdo adequada, sendo comercializados, em sua maioria, a temperatura ambiente,
fazendo com que os microrganismos se multipliguem mais rapidamente. Além de
reduzir a taxa de multiplicacdo dos microrganismos, outra vantagem da refrigeracao
segundo Mariano et al. (2005), é que a baixa temperatura prolonga a vida util das
hortalicas frecas, pois retarda os processos de respiracéo e transpiracdo. No entanto, se
faz necessario esclarecer que no caso especifico de Salmonella spp., o resfriamento nao
inviabiliza a presenca de bactérias desse género nos alimentos, assim como explanado
por Santos et al. (2000) em seu estudo com carcacas de frango congeladas, o que
poderia explicar o fato de duas amostras de rdcula (R9 e R10*, Tabela 4)
comercializadas em um estabelecimento formal sob refrigeracdo, terem sido positivas

para Salmonella spp. no presente trabalho.

Uma vez constatada contaminacdo por coliformes termotolerantes nas hortalicas
estudadas, ndo se pode, porém, afirmar com certeza a origem de tal contaminacao, visto
que esta pode ter sido ocasionada por uma gama de agentes, tais como transporte e
armazenamento inadequados, contaminagdo cruzada, a mdo dos manipuladores de
alimentos, a agua utilizada para a irrigacdo das culturas, etc. Existem relatos na
literatura de que muitas hortalicas brasileiras séo irrigadas com &gua contaminada por
matéria fecal, e em alguns casos, inclusive, adubadas com dejetos humanos. E por este e
outros motivos que o consumo de verduras cruas constitui um meio importante na
transmissdo de doencas infecciosas e parasitarias na populacdo (ABREU et. al., 2011;
BALBANI & BUTUGAN, 2001; SOUZA et. al., 1983).
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Segundo Tirolli & COSTA (2006) a ocorréncia de salmonelas no nosso pais se
deve, entre outras coisas, a deficiéncias de saneamento béasico e as mas condigdes

higiénico-sanitérias, aliadas a um controle de qualidade precério.

Os sanitizantes sdo produtos que apresentam principio ativo em menor
concentracdo, quando comparado aos desinfetantes, e além disso, sdo capazes de reduzir
(e ndo eliminar) a quantidade de microrganismos existentes (SILVA et. al., 2010). Em
relacdo ao processo de sanitizacdo das hortalicas, infere-se que o hipoclorito de sodio a
2% se mostrou eficiente na reducdo do nimero de coliformes totais e termotolerantes
presentes nos alimentos estudados. Na literatura, ha relatos da eficiéncia do hipoclorito
de sodio até mesmo em concentracbes menores. Nascimento et al. (2014) ao avaliar a
eficiéncia antimicrobiana do hipoclorito de sodio a 1% e do &cido acético a 6,6% em
hortalicas (alface, couve, repolho e coentro), comprovaram a eficiéncia do hipoclorito
de sodio nessa concentracdo na reducdo da carga microbiana desses alimentos, o qual
apresentou uma eficiéncia média de 91,5% para coliformes totais e de 99,9% para
coliformes termotolerantes, quando comparado ao &cido acético a 6,6%, que apresentou
eficiéncia media para coliformes totais de 15,9% e para coliformes termotolerantes de
55,7%.

7. CONCLUSOES

Do ponto de vista sanitario, das 24 amostras analisadas, 41,7% foram
consideradas improprias para 0 consumo humano, com base nos padrdes
microbiologicos estabelecidos na legislacdo vigente, devido a presenca do
microrganismo Salmonella spp. ou por apresentarem condi¢cdes higiénico-sanitarias
insatisfatorias. Infere-se ainda que a rucula foi a hortalica que apresentou 0s maiores
indices de contaminacgdo (70%) em comparacdo ao coentro (30%). Do mesmo modo, 0
estabelecimento ndo formal de comércio se configurou como o detentor dos maiores
indices de contaminagéo (70%) em comparacao ao estabelecimento formal de comércio
(30%). Ressalta-se, portanto, a necessidade de esclarecer a populacdo quanto a
necessidade de lavar e sanitizar as hortalicas com sanitizantes como, por exemplo,
hipoclorito de sddio, previamente ao consumo, visto que, na maioria dos casos, este se
mostrou eficiente na reducdo da carga microbiana presente nos alimentos estudados

neste trabalho, contribuindo, desse modo, para a seguranca microbiolégica dos mesmos.
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9. ANEXOS

9.1 Tabela de Hoskins (NMP). Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Consulta
publica n° 25, de 23 de margo de 2010. D.0O.U de 25/03/10.

Tabela 1 - Valores do Numero Mais Provavel de Microrganizmos - NMP

Numero de tubos posiavos
Numaro ds & ouml do produto per twbo NMP ou m! do R =
WTLIOW g:oéuo Limite de conflanga a 95%
{0.01)

0 0 0 =3 00-94
0 0 1 3 01-95
0 1 0 3 0.1-10
0 1 1 6.1 12-17
0 2 0 6.2 12-17
0 3 0 94 3.5-35
1 0 0 3.6 02-17
1 0 1 7.2 12-17
1 0 2 11 04-35
1 1 0 74 13-20
1 1 1 11 04-35
1 2 0 11 04-35
1 2 1 15 05-38
1 3 0 16 05-38
2 0 0 92 1.5-35
2 0 1 14 04-35
2 0 2 20 05-38
2 1 0 15 04-38
2 1 1 20 05-38
2 1 2 27 09-94
2 2 0 21 05-40
2 2 1 28 09-94
2 2 2 35 09-94
2 3 0 29 09-94
2 3 1 36 09 -94
3 0 0 23 05-94
3 0 1 38 09-104
3 0 2 64 16 —181
3 1 0 43 09 —181
3 1 1 75 17-199
3 1 2 120 30-360
3 1 3 160 30 -380
3 2 0 93 18 —360
3 2 1 150 30-380
3 2 2 210 30-400
3 2 3 290 90 —9%0
3 3 0 240 40 -950
3 3 1 460 90— 1980
3 3 2 1100 200 —4000
3 3 3 -1100
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