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REsumMmo

A qualidade de alimentos minimamente processados (MP) ¢ de grande importancia para a saide do consu-
midor, sendo o controle microbiolégico e a sanitizagdo correta desses alimentos uma prioridade. O presente
estudo teve como objetivo verificar a qualidade microbioldgica de 12 tipos de hortalicas minimamente proces-
sadas, comercializadas em 5 redes de supermercados do estado de Minas Gerais, na cidade de Belo Horizonte.
As amostras foram analisadas no Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Centro Universitario Una
com base na determinacio da presenca de coliformes termotolerantes e Salmonella sp., por meio da técnica do
Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Food. Os resultados revelaram a presenca
de Salmonella sp., nas hortalicas dos supermercados A (alface lisa e alface crespa), C (salada italiana) e E
(Agrido, almeirdo e espinafre). Nenhuma das amostras de hortalicas apresentou contaminacao por coliformes
termotolerantes. Dessa forma, mostra-se primordial implementar medidas para melhorar a qualidade higiéni-
co sanitaria dos produtos minimamente processados para garantir incremento da seguranga ao consumidor.
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1 INTRODUCAO

O mercado brasileiro de hortaligas, frutas e legumes
em geral, vém sofrendo alteragGes para acompanhar
o ritmo crescente da globalizacio. A populagio com
cada vez menos tempo de ir ao supermercado ou
de preparar sua propria refeicio, prioriza alimentos
saudaveis de preparaciao facil e rapida (BUCKLEY
et al., 2007; RAGAERT 7 al., 2004; KORHONEN,
2002).

Com o intuito de atender a este novo nicho
do mercado surgem os alimentos minimamente
processados (MP), como os vegetais frescos cortados,
frutas, carne e peixe. Apesar de estes alimentos terem
sofrido algum tipo de processamento, eles mantém a
qualidade do produto ainda fresco e com a vantagem
de serem ofertados higienizados e embalados. Os
alimentos MP nao sao produtos estéreis, mas se espera
que neles ocorra uma diminuigdo significativa de
microrganismos. Para isto a adogdo das boas praticas
de fabricagdo (BPF) é a forma mais viavel para a
obtencao de niveis adequados de seguranca alimentar,
contribuindo para a garantia da qualidade do produto

final. Assim o cuidado no processamento, refrigeracao,
esterilizacdo das maquinarias, higienizacio dos
produtos e na escolha da embalagem e da atmosfera
modificada, a fim de evitar microrganismos
patogénicos é primordial (EMBRAPA, 2005).

Para melhor conservagio do produto, isto &,
aumento da vida util do alimento, preservando suas
caracteristicas por mais tempo, utiliza-se a embalagem
em atmosfera modificada (EAM) que consiste em
substituir a atmosfera natural onde esta inserido o
alimento por outra que utiliza o diéxido de carbono
(CO,), o oxigenio (O,) e o nitrogenio (N,) (PHILIPS,
1996). A permeabilidade aos gases e ao vapor de 4gua,
e a capacidade de manter a integridade do lacre da
embalagem também sio fundamentais para estender
o tempo de prateleita (MANGARA] ez al., 2009).

O CO,, principal constituinte da EAM, atua na
preservaciao do produto com funcgio bacteriostatica
e fungiostatica, inibindo o crescimento de
microrganismo patogenico. O N, € um gas inerte e
sem sabor, utilizado na EAM apenas para preencher
o espaco livte da embalagem, pois possui baixa
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solubilidade tanto em 4gua quanto em gordura e o O,
¢ um gas reativo que esta presente como constituinte
da maioria das moléculas organicas. Em produtos
que tém respiragio como os frutos e os vegetais
sua concentracio nao deve ser menor que 5%,
sendo a mistura composta em maior parte por N,
(SIVERTSVIK e7 al., 2002).

Hstudos para a fabricacio de novas embalagens
que atendam com seguranca o aumento da demanda
dos alimentos MP tém se intensificado. Porém,
ha algumas caracteristicas em comum a todas as
embalagens: manter o alimento isolado do meio
externo; prolongar a vida util do produto; instruir o
consumidor; servir como ferramenta de marketing,
ser uma embalagem de facil manuseio e com o minimo
de impacto ambiental (YAM e7 al., 2005). Vale ressaltar
que a EAM ndo melhora a qualidade inicial de um
produto, apenas o mantém em condi¢Oes adequadas
para consumo. Por isso, é importante garantir uma
boa condicio de colheita, manuseio e processamento
(BRANDENBURG e ZAGORY, 2009).

A contamina¢ao das hortalicas por patdgenos
pode ocorrer desde as praticas de cultivo até a
comercializacdo. Nao havendo cuidados necessarios
em todo o processo, podem haver contaminac¢Ges
por E. coli outros coliformes termotolerantes, Shzgela,
Salmonella, esporos de Bacillus cerens e Clostridium
botulinum. A ingestao desses alimentos contaminados
representa um risco a saide do consumidor, podendo
causar diversas infeccoes, ficando confinadas ao
trato gastrointestinal ou tendo o inicio no intestino
e se disseminar para outras partes do organismo. O
alimento pode agir como um veiculo para o patégeno
ou fornecer condi¢oes de multiplicacio do mesmo
em grande quantidade, capaz de causar doencas
(SCHERER, 2010).

Para a verificacdo das condi¢oes de higiene das
hortalicas minimamente processadas siao realizadas
colheitas de amostras dos alimentos em
embalagens originais para analise microbioldgica de
coliformes termotolerantes e Salmonella sp. Sendo
o padrio microbiolégico legal estabelecido pela
Resolucao n® 12 de 02 de janeiro de 2001 do Ministério
da Sadde classificado como aceitavel até o limite de
1,0 x 10> NMP/g (Numero Mais Provavel por grama
da amostra) para coliformes termotolerantes e de
ausénciaem 25 g para Salmonella sp. (BRASIL, 2001).

O objetivo do presente trabalho foi verificar
a presenca de coliformes a 45°C (coliformes
termotolerantes) e Salmonella sp. em 12 amostras de

suas

hortalicas minimamente processadas, embaladas com
atmosfera modificada e comercializadas em cinco
redes de supermercados (A, B, C, D e E) durante o
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més de setembro de 2015 no estado de Minas Gerais,

na cidade de Belo Horizonte.

2 MATERIAL E METODOS

Foram coletados 12 tipos diferentes de hortalicas
minimamente processadas em cinco redes de
supermercado de Belo Horizonte durante o més
de setembro de 2015. Elas variaram entre alface
lisa, alface crespa, salada mista (alface americana,
agrido, alface roxa, ricula e espinaftre), salada romana
(alface americana, alface romana e radicchio), salada
americana (alface americana, alface roxa e rucula),
salada italiana (alface americana e radicchio), espinafre,
almeirdo e agrido. As hortalicas estavam dentro do
prazo de validade, com vencimento em até cinco dias
posteriores a coleta.

As hortalicas adquiridas foram transportadas em
caixa isobox resfriada e levadas em um tempo maximo
de 30 minutos para o Laboratério de Microbiologia
de Alimentos do Centro Universitirio UNA. A
temperatura de recebimento delas variou de 15,3°C a
20,9°C. Os parametros analisados foram coliformes
a 45°C (Coliformes termotolerantes) cujo resultado
¢ expresso em “Numero Mais Provavel” por grama
da amostra (NMP/g) e Salmonella sp. cujo resultado
¢ expresso em Unidades Formadoras de Colonias
(UFC/g). Para cada tipo de hortalica, se realizou
amostras em triplicatas. A metodologia utilizada
para andlise foi a do Compendium of Methods for
the Microbiological Examination of Food — APHA
(American Public Health Association).

Inicialmente foi realizada a diluicio da amostra.
Para tal, foi pesado 25g da amostra e diluida para 225
mL de dgua peptonada a 0,1%, obtendo-se a dilui¢ao
10", Posteriormente, pipetou-se 1mL da diluicao 10
em 9mL de agua peptonada a 0,1%, obtendo-se a
diluicio 102 E assim sucessivamente, até a diluigio
107

A anilise para Coliformes a 45°C foi realizada
pelo método dos tubos multiplos. Aliquotas de 1mL
de cada diluicdo foram inoculadas em séries de trés
tubos, contendo 9 ml. de caldo LST, com tubo de
Duhran invertido. Os tubos foram incubados a 37°C
por 24 horas. Como todos os tubos apresentaram
leitura negativa, isto é, nido apresentaram turvagao
e formacdo de gas visivel no tubo de Durham, nao
foi necessario realizar o teste subsequente para
confirmacio em tubos com Caldo Verde Brilhante
(VB) e incubagio a 37°C por 24 horas.

Para a investigacdo de Samonella sp., foi realizado
o processo de pré-enriquecimento da amostra,
adicionando-se 25g desta em 225 ml de agua
peptonada. A amostra foi homogeneizada e incubada



a 37°C por 24 horas. A partir do pré-enriquecimento,
foram inoculados 1 ml de cada dilui¢do para tubos
contendo 10 mL de caldo Tetrationato (TT) e caldo
Rappaport Vassiliansis (RV), em seguida os tubos
foram incubados a 35°C por 24 horas. A partir dos
caldos seletivos de enriquecimento, foram inoculadas
uma al¢ada de cada tubo em placas de dgar Xilose
Lisina-Desoxicolato (Agar XLD) e agar Hektoen
(HE). As placas foram incubadas invertidas a 37°C
por 48 horas. Colonias tipicas foram inoculadas em
tubos contendo dgar Triplice Ag¢ucar Ferro (TSI). Os
tubos foram incubados a 37°C por 24 horas. Foram
considerados positivos os tubos em que houveram
viragem do indicador vermelho de fenol para
vermelho com producdo de gis. Apos, com auxilio
de uma agulha de platina foi inoculado a partir de
tubos positivos em TSI em tubos com o meio SIM.
Nos tubos que apresentaram crescimento difuso,
(enegrecimento do meio, motilidade positiva) e
apos adicao de 3 gotas de reativo de Kovacs, houve

reagdo negativa para indol. Em relagdo a contagem
de Salmonella sp., a mesma niao foi realizada, pois de
acordo com a RDC n°12 o limite ¢ auséncia (resultado
expresso em presenca ou auséncia) (BRASIL, 2003).
Os resultados obtidos foram comparados aos
valores preconizados pela RDC n°12, de 2 de janeiro

de 2001 (ANVISA, 2001).

3 RESULTADOS

Os resultados da andlise de coliformes
e Salmonella  sp.
minimamente processadas, coletadas no comércio
de Belo Horizonte e realizadas pelo Laboratério de

Microbiologia de Alimentos do Centro Universitario

termotolerantes em hortalicas

UNA, estao apresentados na Tabela 1.

O resultado da anilise para coliformes a 45°C, em
100% das amostras, apresentou-se dentro do limite
estabelecido, recebendo, assim, a classificacio de
acordo. Porém 50% destas amostras (A: alface lisa e

TABELA 1

Andlise de coliformes termotolerantes e Salmonella sp. em folhosos coletados no comércio de Belo Horizonfe

Amostra Supermercado Parametro Unidade Resultado Limite Conclusao
Coliformes a 45°C NMP/¢g <30 1,0 X 10? De acordo
Alface lisa A
Salmonella sp. UFC/25¢ Presente* Auséncia Fora do Padrio
Coliformes a 45°C NMP/g <30 1,0 X 10? De acordo
Alface crespa A
Salmonella sp. UFC/25¢ Presente* Auséncia Fora do Padrio
Coliformes a 45°C NMP/g <3,0 1,0 X10? De acordo
Salada mista B
Salmonella sp. UFC/25¢ Ausente Auséncia De acordo
Coliformes a 45°C NMP/g <30 1,0 X 10? De acordo
Salada romana B
Salmonella sp. UFC/25g Ausente Auséncia De acordo
Coliformes a 45°C NMP/¢g <30 1,0 X 10? De acordo
Salada italiana C
Salmonella sp. UFC/25¢ Presente* Auséncia Fora do Padrio
Salada c Coliformes 2 45°C NMP/g <30 1,0 X 10? De acordo
americana Salmonella sp. UFC/25¢ Ausente Auséncia De acordo
) Coliformes a 45°C NMP/g <30 1,0 X 10 De acordo
Espinafre D
Salmonella sp. UFC/25¢ Ausente Auséncia De acordo
Coliformes a 45°C NMP/g <30 1,0 X 10? De acordo
Salada italiana D
Salmonella sp. UFC/25g Ausente Auséncia De acordo
Coliformes a 45°C NMP/¢g <30 1,0 X 10? De acordo
Almeirio D
Salmonella sp. UFC/25¢ Ausente Auséncia De acordo
Coliformes a 45°C NMP/g <30 1,0 X 10? De acordo
Agrido E
Salmonella sp. UFC/25¢ Presente* Auséncia Fora do Padrio
Coliformes a 45°C NMP/g <3,0 1,0 X 10? De acordo
Almeirio E
Salmonella sp. UFC/25¢ Presente* Auséncia Fora do Padrio
Coliformes a 45°C NMP/g <3,0 1,0 X 10? De acordo
Espinafre E
Salmonella sp. UFC/25g Presente* Auséncia Fora do Padrio

* Resultados que apresentaram nao conformidade para o parametro Salmonella sp.com contagem acima do

vigente RDC n° 12/2001, sendo auséncia para os valores de referéncia.
Fonte: Os autores (2015).

permitido de acordo com a legislagao
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alface crespa, C: salada italiana, E: agrido, almeirio e
espinafre) ficaram fora do padriao microbiolégico legal
estabelecido para o parametro Salmonella sp., exigido
pela Resolugao n° 12 de 2 de janeiro de 2001 do
Ministério da Saide, que determina que esse patégeno
esteja ausente em porgoes de 25 g analisadas, dessa
forma, ficando improprias para o consumo (BRASIL,
2001).

4 DIiscussAO

As  hortalicas  minimamente  processadas
comercializadas nos supermercados de Belo
Horizonte, provem de um tnico fornecedor da regiao
metropolitana. Esta empresa utiliza o ozonio e o
di6xido de cloro para sanitizacio, por ser o cloro mais
estavel e nao volatilizar tio facilmente nesta férmula,
como acontece no hipoclorito de sédio, usado no
ambito residencial. Os produtos sio mantidos sob
refrigeracdo, embalados em atmosfera modificada e
transportados para os supermercados.

Os produtos MP para consumo imediato
demandam processos que priorizam a seguranca
microbiolégica e o controle restrito da temperatura
ao longo de todo o percurso do alimento, que se inicia
no processamento até o consumo final. Dessa forma,
¢ de extrema importincia, uma cadeia de frio bem
implementada e controlada nos supermercados, para
garantir a preservacdo do alimento que fica exposto
por até oito dias, conforme o prazo de validade
informado na embalagem.

Em todos os supermercados, as hortalicas
estavam em balcdes refrigerados, com o indicador de
temperatura marcando 0°C. Porém, por serem balcoes
abertos e a temperatura ambiente estar proxima de
30°C, as amostras apresentaram temperaturas entre
10°C e 12°C, dessa forma nio atendendo a exigéncia
da temperatura de armazenagem de 8'C ou menos. A
manuten¢iao da temperatura de refrigeracio durante
0 processamento, o armazenamento, a distribuicdo e
a comercializagdo é essencial, por causa da natureza
perecivel dos produtos frescos minimamente
processados que sofre com o desenvolvimento de
microrganismos deteriorantes ou patogénicos ao
homem (EMBRAPA, 2005).

Como um armazenamento a 10°C ja ¢ suficiente
para que a maioria dos microrganismos patogénicos
presentes no alimento se desenvolva nos produtos
pré-cortados, a temperatura nio deve exceder a
5°C de acordo com a RDC 216/2004, durante o
processamento, O transporte, O armazenamento € a
comercializagdo. Outra preocupacdo seria evitar as
flutuagdes da temperatura, pois aumenta a velocidade
de degradacido, provocando também a formagao
de condensagiao no interior da embalagem, a qual
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¢ propicia ao desenvolvimento de microrganismos
(AHVENAINEN, 2000; BRASIL, 2004).

Espécies O157:H7,
Salmonella  sp., Yersiniaenterolitica, Campylobacter jejuni
e alguns virus e protozoarios, que sao responsaveis
pelo aparecimento de doencas de origem alimentar,
preconiza praticas de higiene e sanitiza¢do adequadas
e rigorosas, pois sua presenca nos alimentos deve-se,
essencialmente, a problemas de contamina¢io do
solo, da 4gua e das mios dos manipuladores (CHUA
et al., 2008).

O género  Escherichia,

como a FEscherichia col

Eunterobacter, Citrobacter
e Kilebsiella sao bactérias que formam o grupo
denominado coliforme. Apresentam caracteristicas
em comum por setem bastonetes curtos, gram
negativos, nio formadores de esporos, anaerdbicos
facultativos e fermentadores de lactose com produgao
de 4cido e gis dentro de 24/48 horas a temperatura de
32/37°C. O habitat dessas bactérias é o trato intestinal
do homem e de outros animais; todavia, as espécies
do género Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella podem
se multiplicar em ambientes ndo fecais (SIQUEIRA,
1995).

Na contagem de coliformes pode-se diferenciar
dois grupos: os coliformes totais que fermentam a
lactose com producio de acido e gas na temperatura
de 35°C e cujo habitat ¢ o intestinal e 0 ambiental e os
coliformes termotolerantes que fermentam a lactose
com produgcio de acido e gas na temperatura de 45°C
tendo como habitat exclusivamente o intestinal. A
analise de coliformes a 35°C ¢ utilizada para avaliar
as condicdes higiénicas, sendo que sua alta contagem
indica contaminagdo pos processamento ou limpeza
e sanificacado deficientes, tratamento térmico
ineficiente ou multiplicacio durante algum processo,
nio indicando necessariamente contaminacio fecal
recente ou ocorréncia de enteropatégenos. Ja a analise
de coliformes a 45°C serve como um indicador de
contaminacio fecal, de condi¢oes higiénicas sanitarias
deficientes e presenca de microrganismos patogénicos
(ELPO; NEGRELLE; GOMES, 2004).

A Escherichia coli é a principal bactéria pertencente
ao grupo de coliformes a 45°C (coliformes
termotolerantes), tem seu habitat exclusivo no trato
intestinal do homem e de outros animais de sangue
quente. Alguns sorotipos de Escherichia coli podem
causar sintomas brandos ou agressivos, podendo
desencadear doengas como gastroenterite, infecgio
urinaria e cistite (ELPO; NEGRELLE; GOMES,
2004).

A Salmonella sp. ¢ uma bactéria entérica, responsavel
por infecgbes de origem alimentar grave, advindas da
ingestdo de alimentos contaminados. Essa bactéria
¢ muito difundida, podendo estar presente no solo,



no ar, na agua, nas 4guas residuais, nos animais,
nos seres humanos, nos alimentos, nas fezes e nos
equipamentos (biofilme), contudo, o seu habitat
natural é no trato intestinal dos seres humanos e
animais. Possui a capacidade de contaminar varios
tipos de alimentos, principalmente os que possuem
proteinas e carboidratos, e os de alto teor de umidade,
como as carnes de aves, suinos e bovinos, ovos,
leite e derivados, e frutos do mar. Alimentos de
origem vegetal como frutas e vegetais minimamente
processados também podem ser veiculadores de
salmoneloses. A maioria dos sorotipos de Salmonella
§p. sdo patogeénicos para o homem, podendo causar
sintomas clinicos de trés grupos distintos: a febre
tifoide causada pela Salmonella tphi, ocasionando
septicemia, diarreia, febre alta e vOmito; a febre
entérica, causada pela Salmonella paratyphi A, B e C, com
quadros de septicemia, gastroenterite, febre e vomito;
e salmoneloses decorrentes de outras Salmonellas,
causando infec¢io gastrointestinal, diarreia, vomito,
dores abdominais e febre baixa (SHINOHARA ¢z 4/,
2008).

A partir dos resultados encontrados na analise de
Salmonella sp. pode-se supor que os supermercados
A, C e E apresentam deficiéncia em manter seus
produtos refrigerados na temperatura preconizada
para evitar o crescimento bacteriano, bem como,
possiveis praticas de higiene e sanitiza¢io incorretas
advindas da industria responsavel pelo fornecimento
das hortalicas minimamente processadas, além de
contaminacdo cruzada, uma vez que essa empresa
também fornece produtos que contem carne de
frango.

Tresseler e outros (2009), realizaram um estudo
da qualidade microbiolégica de hortalicas minimante
processadas comercializadas na cidade de Fortaleza-
CE, através da verificacdao da pesquisa de Listeria sp.,
Listeria monocytogenes ¢ Salmonella sp. Para cada tipo
diferente de hortalica sete amostras foram analisadas.
Verificou-se a presenca de Salmonella sp. em uma
amostra de agridao, uma de espinafre e uma de rucula.
Esta ocorréncia pode ser atribuida a contaminagao
cruzada ocorrida durante o processamento ou a
falhas na aplicacdo das boas praticas de fabricacio
(BPF) durante a manipulacio. Em outro estudo que
aconteceu no municipio de Botucatu — SP foram
analisadas 170 amostras de vegetais minimamente
processados e verificou-se que 60,6% das amostras
estavam em desacordo com a legislacio vigente
quanto a presenca de coliformes a 45°C (RALL e/ a/.,
2005).

Em pesquisa realizada com espinafre minimamente
processado verificou-se que a maxima redugao
para Salmonella bhadar foi de 96% apds sanitizagao,

mostrando que uma sanitiza¢do feita dentro dos
principios das boas pratica de fabricacio (BPF) ¢
considerada eficaz na reducio bacteriana (PIROVANI
et al., 2000).

5 CoNCLUSAO

Metade das amostras analisadas apresentou nao
conformidade para o parametro Salmonella sp. segundo
a RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001 (BRASIL,
2001), tendo como possiveis causas falhas nas boas
praticas de manipulacio, sanitizacio deficiente dos
folhosos, contaminagdo cruzada e temperaturas
inadequadas durante o processamento, transporte ou
armazenamento no supermercado.

Torna-se primordial implementar medidas para
melhorar a qualidade higiénico sanitaria destas
hortalicas através da realizacio de treinamentos
adequados e persistentes para os manipuladores
enfatizando as boas praticas de manipulacio de modo
a garantir ao consumidor um produto de qualidade
e seguro, sem a presenca de microrganismos
potencialmente patogénicos que quando ingeridos
podem vir a causar doencas de origem alimentar,

como as salmoneloses.
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Analysis of fecal coliform and Salmonella sp. in vegetables minimally processed commercialized in
Belo Horizonte - Minas Gerais

ABSTRACT

The quality of minimally processed (MP) food is of great importance to consumer health, having as priorities
microbiological control and correct sanitization. The present study aimed to examine the microbiological
quality of 12 types of vegetables minimally processed, from five different supermarkets in Belo Horizonte -
Minas Gerais, Brasil. The samples were analyzed in the Food Microbiology Laboratory at Centro Universitario
UNA, based on the determination of the presence of thermotolerant coliforms and Sa/monella sp., through the
Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Food technique. The results revealed the
presence of Salmonella sp., at supermarkets A (lettuce and cutly lettuce), C (italian salad) and E (cress, endive
and spinach). None of the vegetable samples presented contamination by thermotolerant coliforms. In this
way it is necessary to implement measures to improve the hygienic and sanitary conditions of minimally

processed products, in order to guarantee food safety for the consumer.

Keywords: Microbiological analysis. Coliform. Food packaging. Quality. Salmonella sp.
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