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RESUMO: Os alimentos de origem vegetal sdo conhecidos como fontes potenciais de microrganismos
patogénicos e estéo relacionados a surtos de doencgas infecciosas, podendo destacar a alface, a qual € uma
das hortalicas mais vendidas para o consumo cru. Os microrganismos podem contaminar os produtos de
origem vegetal por diversas fontes, sendo que essa contaminacdo inicia-se na fase da produgcédo nos
campos, quando ha contato com o solo, agua, fezes de animais, insetos e manipuladores; continua durante
as etapas de colheita, manuseio, transporte da matéria-prima até a industria e durante o processamento e
finaliza no preparo do produto através do consumidor. Esta pesquisa possui como objetivo, analisar os
niveis de contaminagdo microbiolégica em relagdo as bactérias, Salmonella e coliformes fecais, em
amostras de alfaces cultivadas pelos métodos convencional, hidrop6nico e orgéanico. Serdo coletadas vinte
e uma amostras, onde serdo sete amostras obtidas pelo método convencional, sete do cultivo hidropdnico e
sete do cultivo orgénico, em feiras livres da cidade de Maringa-PR, sendo que para pesquisa das bactérias
citadas serdo utilizados os métodos de analise microbiolégica de alimentos. A partir da pesquisa em
questéo, espera-se avaliar a qualidade microbiolégica de ambos os tipos de alface consumidos, verificando
se existem diferencas entre os métodos de cultivo quanto ao nivel de contaminacgéo e ainda, se ha risco das
amostras causarem toxinfecgodes.

PALAVRAS-CHAVE: Alface; Toxinfec¢des; Qualidade microbiolégica.

INTRODUGAO

Nos ultimos anos, tem-se observado mudangas no comportamento alimentar da
populacao, basicamente no que se refere a elevacao no consumo de hortalicas in natura.
Esse fato é devido principalmente, a busca de melhores padrdes de saude, os quais
podem ser obtidos através de uma boa alimentagdo. A caracteristica in natura desses
produtos, associada as técnicas de processamento brandas e as condicbes de
estocagem, criam um novo ecossistema onde microrganismos patogénicos e
deterioradores podem crescer.

Na maioria dos paises, incluindo os de elevado padrao de vida, existem grandes
nameros de relatos sobre enfermidades transmitidas por alimentos. A situacéo tende a ser
mais grave em paises em desenvolvimento, como o Brasil, onde as condigbes precérias
de infra-estrutura e educacao sanitaria contribuem para elevar o numero destes casos
(BEZERRA; FURTADO; SOUZA, 2006). A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéaria) elaborou a Resolugdo RDC n°. 12, (BRASIL, 2001), que estabelece os padrbes
microbioldgicos sanitarios para alimentos, visando a protecédo a saude da populagao.
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A incorreta manipulagdo, do ponto de vista higiénico-sanitario, nas etapas de
produgdo, como a qualidade da agua utilizada na irrigacdao, colheita, transporte,
armazenamento e comercializacao sao fatores importantes, que nem sempre satisfazem
0 aspecto microbiol6gico, além do contato da hortalica com o solo e ar, ocorrendo perdas
quantitativas e qualitativas (BEZERRA; FURTADO; SOUZA, 2006).

Atualmente no Brasil, a alface convencional (cultivada em solo), vem sendo
substituida pela hidropdnica, a qual € cultivada sobre suportes artificiais, em agua, sob
estufa, mas utiliza fertilizantes quimicos. Este método surgiu para os produtores poderem
utilizar pequenos espacos com maior produtividade e a preferéncia desse cultivo nos
grandes mercados consumidores (FERNANDES; MARTINEZ; PEREIRA, 2002).

Além destes métodos de cultivo, ha também a alface organica. A producao
organica adota praticas de rotagdo de cultura, aproveitamento de residuos organicos e
controle biol6gico, eliminando a utilizacéo de fertilizantes quimicos. Esta técnica de cultivo
apresenta uma grande vantagem comparada ao sistema convencional devido ao seu
impacto benéfico ao meio ambiente (GUADAGNIN; RATH; REYES, 2005).

As doencas microbianas de origem alimentar podem ser subdivididas em duas
grandes categorias: as intoxicacoes alimentares e as infecgbes alimentares. As
intoxicacbes alimentares sdo causadas pela ingestdo de alimentos contendo toxinas
microbianas pré-formadas. As infec¢des alimentares sdo causadas pela ingestao de
alimentos contendo as células viaveis de microrganismos patogénicos. Estes
microrganismos aderem a mucosa do intestino humano e proliferam, colonizando-o. Entre
as bactérias invasivas, destacam-se Salmonella, Shiguella, Escherichia coli invasora,
Yersinia enterocolitica, entre outras (FRANCO; LANDGRAF; 2006).

Medidas preventivas precisam ser adotadas para minimizar a contaminacao dos
produtos em toda a cadeia produtiva, e a implantacdo das Boas Praticas Agricolas (BPA),
Boas Praticas de Producao (BPP) e do programa de Anélise de Perigos e Pontos Criticos
de Controle (APPCC) é fundamental para o conhecimento e prevengdo da contaminagao
e do crescimento microbiano em produtos minimamente processados. Isso porque, tem-
se aumentado cada vez mais, 0 numero de surtos de infeccdo ou intoxicacao alimentar
associados ao consumo de produtos frescos de origem vegetal (ANGELO; BEAN;
DANIELS; GOULDING, 1997).

Diante do exposto, a realizacdo da presente pesquisa torna-se importante, tendo
em vista que muitas pesquisas ainda precisam ser conduzidas para se obterem produtos
com uma qualidade sensorial e nutricional elevada e que sejam seguros, do ponto de
vista microbiol6gico.

MATERIAL E METODOS

Apés o levantamento bibliografico sobre o assunto em questao, foram selecionadas
as feiras livres da cidade de Maringa-PR, onde foram coletadas as amostras de alfaces.
Foram coletadas vinte e uma amostras de alface, sendo sete amostras cultivadas pelo
método convencional, sete amostras pelo método hidropbnico e sete amostras cultivadas
pelo método organico. ApGs a coleta, as amostras foram preparadas para entao serem
utilizadas nas anélises microbioldgicas, pesquisando as bactérias Salmonella, coliformes
totais e coliformes fecais (termotolerantes), sendo as anélises realizadas em duplicata.

O preparo das amostras e as analises microbiolégicas foram realizadas no
laboratério de microbiologia de alimentos, seguindo metodologia abaixo:

PREPARO DAS AMOSTRAS

Para o preparo, 25g da amostra foram transferidos para 225 mL de agua
peptonada 0,1%, sendo em seguida preparadas as demais diluicbes decimais seriadas,
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transferindo-se 1 mL para 2 tubos de cultura contendo 9,0mL do mesmo diluente,
posteriormente homogeneizados.

CONTAGEM DE COLIFORMES TOTAIS E COLIFORMES FECAIS

Para andlise de microrganismos do grupo coliformes foi utilizada a técnica dos
tubos multiplos. Para cada diluicdo decimal seriada foram preparados 3 tubos contendo
meio de cultura Caldo lauril sulfato triptose (LST). Os tubos foram incubados a 35°C / 24-
48 horas em que, apoOs este periodo, foram considerados positivos os tubos com
producdo de gas no interior do tubo de Durhan e turvacdo do meio de cultura. Para a
contagem de coliformes totais foram tomados os tubos de LST positivos, sendo
transferida uma alcada bem carregada para tubos contendo meio de cultura Caldo verde
brilhante bile 2% (VB). Estes foram incubados a 35°/ 24-48 horas e observados quanto a
producao de gas e turvacao do meio de cultura. Os tubos de VB que acaso confirmarem a
presenca de coliformes totais foram anotados para a determinacdo de Numero Mais
Provavel (NMP)/g. Para contagem de coliformes termotolerantes foram tomados os tubos
de LST positivos, sendo transferidos, novamente, uma algada bem carregada para tubos
contendo meio de cultura Caldo EC. Posteriormente, os mesmos foram incubados em
banho-maria a 45°C / 24-48 horas e observados quanto a producao de gas e turvacao do
meio de cultura. Os tubos de EC que confirmarem a presenca de coliformes
termotolerantes foram anotados para determinacado do Numero Mais Provavel (NMP/g)
(SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 2001).

DETECCAO DE SALMONELLA

A primeira etapa da analise para deteccdo de Salmonella spp. consiste no pré-
enriquecimento da amostra, em que o frasco contendo a diluicdo 10™ foi incubado a 35°C
/ 18-24 horas, com a tampa ligeiramente afrouxada. Apds este periodo, o frasco foi
agitado levemente, e entdo transferido uma medida 1:10 mL em tubo contendo Caldo
selenito-cistina para enriguecimento, sendo este incubado a 359%24horas. ApOs este
periodo os tubos de enriquecimento seletivo foram homogeneizados, retirando uma alca,
que sera estriada em placas contendo meio Hekioen. As placas foram incubadas
invertidas a 35°C/24 horas e, ap0s este periodo, foi verificado se houve desenvolvimento
de colbnias tipicas de Salmonella spp (SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes as analises microbiologicas das amostras das alfaces
convencional, organico e hidropbnico estao apresentados no Quadro 1. Pode-se verificar
em relacdo a Salmonella sp que das 7 amostras analisadas da alface do método de
cultivo convencional, apenas 14,28% positivaram, ja nas 7 amostras da alface do método
de cultivo hidropénico 28,57% positivaram e por fim das 7 amostras da alface do método
de cultivo organico apenas 14,28% positivou. Entretanto no caso da Salmonella sp em
ambos os métodos encontram-se fora dos padrées de tolerancia maxima, uma vez que de
acordo com a Resolucdo — RDC N° 12 de 2 de Janeiro de 2001, o limite permitido para o
alimento em questdao deve ser nulo, ou seja, ausente. Porém Costa et al. (2008), em
pesquisa com saladas vegetais cultivadas pelo método convencional verificou-se que das
13 amostras analisadas obtiveram resultado negativo.

Em relagdo aos coliformes totais, embora a resolucdo RDC n° 12 da ANVISA
(BRASIL, 2001) nao mencione padrées microbioldgicos para coliformes totais no produto
analisado nota-se pelos numeros encontrados que algumas amostras se mostraram com
contaminacdes elevadas, para esse grupo de bactérias que normalmente é indicador de
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falta de condicbes higiénicas. Assim, se o valor de 1,0x102 UFC/g-!, que € o maximo
tolerado para coliformes a 45° (fecais) fosse tomado como referéncia para coliformes
totais, seriam encontrados amostras fora dos padrdes legais tolerados.

Desta maneira, nos coliformes totais, das 7 amostras da alface convencional todas
positivaram, porém apenas 14,28% estavam de acordo com os padrdes legais, o restante
variou de 1.100 a > 2400 NMP/qg. Para as alfaces hidrop6nicas as 7 amostras positivaram,
porém apenas 28,57% estavam de acordo com os padrdes legais, o restante variou 240 a
< 2400 NMP/g. Por fim no método de cultivo organico as 7 amostras positivaram, porém
42,85% estavam de acordo com os padrdes legais, o restante variou de <3 a 240 NMP/g.

Verificou-se em relacao aos coliformes termotolerantes, que no método de cultivo
convencional as 7 amostras positivaram, estando somente 28,57% dentro dos padrdes
legais, o restante variou de 150 a > 2400 NMP/g. Em relacdo ao método de cultivo
hidropbnicos apenas 25,57% se encontraram dentro dos padrées legais, variou de 150 a
> 2400 NMP/g. E por fim através do método de cultivo organico as 7 amostras positivaram
porém, detectou-se 71,42% das amostras dentro dos padrées legais, enquanto o restante
foi de 1.100 NMP/qg.

Quadro 1:
Salmonella Coliformes Coliformes
Alface Amostra sp. totais termotolerantes
Cultivo UFC/g (NMP/g) (NMP/g)
Convencional 1 Ausente >2400 >2400
Convencional 2 Ausente >2400 >2400
1x10°
Convencional 3 UFC/g 23 23
Convencional 4 Ausente >2400 150
Convencional 5 Ausente 1.100 28
Convencional 6 Ausente 1.100 240
Convencional 7 Ausente >2400 150
Hidropbnico 1 Ausente >2400 >2400
1x10°
Hidropénico 2 UFC/g >2400 >2400
Hidropbnico 3 Ausente 240 240
Hidropbnico 4 Ausente >2400 1.100
Hidropénico 5 Ausente 23 23
1x10?
Hidropénico 6 UFC/g <3 <3
Hidropdnico 7 Ausente 1.100 240
1x10°
Orgénico 1 UFC/g 1.100 1.100
Orgénico 2 Ausente 240 9
Organico 3 Ausente 1.100 23
Orgénico 4 Ausente <3 <3
Orgénico 5 Ausente 20 20
Organico 6 Ausente <3 <3
Orgénico 7 Ausente 1.100 1.100

Os altos indices encontrados para os coliformes totais e termotolerantes podem
estar relacionados a condicoes higiénico-sanitarias deficitarias, tais como, contaminacao
apos o processamento, limpeza e ma sanitizagdo, tratamento térmicos ineficientes ou
multiplicagdo durante o processamento ou estocagem. Um dos pontos importantes a
serem citados, € que nao houve interferéncia do método de cultivo, apenas da forma de
armazenamento e embalagem de cada um dos métodos. Esta alta presenca de tais
bactérias podem levar a toxiinfec¢des, sendo prevenida principalmente com a lavagem
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correta de tais vegetais.
CONCLUSAO

Desta maneira podemos concluir que de ambos os métodos de cultivo houve
presenca de coliformes totais, coliformes termotolerantes e salmonella sp (em menor
quantidade, ndo excedendo de 1x10' UFC/g). Entretanto indubitavelmente a presenca
destes microorganismos, assim como suas variacdées na quantidade, estdo relacionados
principalmente a maneira de estocagem destes vegetais e suas respectivas embalagens
as quais limitaram a quantidade de microorganimos existentes nos diferentes métodos de
cultivo, onde o organico por ser uma embalagem completamente fechada houve menor
presenca de coliformes totais e termotolerantes, em segundo lugar se encontra a
embalagem da alface hidropbnica a qual é parcialmente embalada e por fim das alfaces
convencionais onde sdao completamente expostas, lembrando que as amostras foram
coletadas de feiras livres.

Por fim, faz-se necessario a lavagem correta dos vegetais folhosos em geral, assim
como qualquer outro produto que fica exposto no meio ambiente, para que se possa evitar
as toxiinfegcoes e termos uma vida saudavel.
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