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RESUMO

SOUZA, Leticia Raquel Silva. Graduacdo em Agronomia. Universidade Estadual do
Maranhio, julho/2019. Qualidade higiénico-sanitaria de alface cultivada em diferentes
sistemas de producdo e comercializada em Sao Luis — MA. Prof* Dr* Gislane da Silva
Lopes (Orientadora); Prof* Dr* Sinara de Fatima Freire dos Santos; Prof* Dr* Francisca Neide
Costa.

A alface destaca-se como um vegetal de grande importincia na alimenta¢do e na satide
humana. Normalmente, por ser consumida in natura, sdo requeridos sérios cuidados, pois
hortalicas e frutas podem ser contaminadas com patégenos em qualquer etapa da cadeia
produtiva, desde o cultivo em campo até o consumo. Desse modo, o presente trabalho teve
como objetivo analisar a qualidade microbioldgica da alface produzida nos sistemas de
producdo convencional, hidropdnico e organico, comercializadas no municipio de Sdo Luis —
MA. As coletas foram realizadas em feiras, mercados e supermercados. Analisou-se 24
amostras de cada sistema de producdo dentre os meses de outubro/2018 a maio/2019,
totalizando 72 amostras. Avaliou-se a presenca de coliformes totais e termotolerantes, de
mesofilos aerébios e de bolores e leveduras. Na andlise dos coliformes totais e
termotolerantes foi utilizada a técnica de tubos multiplos, que permite a quantificacio por
numero mais provavel (NMP) de microrganismos. Os resultados obtidos foram comparados
com o estabelecido pela Resolu¢gdo RDC n°12, de 2 de Janeiro de 2001, do Ministério da
Saude. Para determinacdo de mesoéfilos aerdbios e bolores e leveduras foi utilizado o método
da contagem padrdo em placas com resultado expresso em unidades formadoras de coldnia
por grama (UFC/g). Para coliformes totais, todas as amostras apresentaram a contagem
>1,1x10° NMP/g. Na contagem de coliformes termotolerantes, 22 amostras foram
consideradas impréprias ao consumo humano por ultrapassarem o limite de tolerincia do
NMP de 10° NMP/g. A variacdo geral de mesoéfilos aerébios e bolores e leveduras foi,
respectivamente, 7,2)(103 a 3,2)(106 UFC/g e de l,OxlO1 a 5,7x105 UFC/g. Evidenciando a
necessidade de adocio de boas praticas de higiene para atingir uma qualidade higi€nico-sanitaria

satisfatoria.

Palavras-Chave: Higiene dos alimentos. Microrganismos indicadores. Lactuca sativa.



ABSTRACT

SOUZA, Leticia Raquel Silva. Graduation in Agronomy. Universidade Estadual do
Maranhio, July/2019. Hygienic-sanitary quality of lettuce grown in different production
systems and marketed in Sao Luis - MA. Prof* Dr* Gislane da Silva Lopes (Advisor); Prof*
Dr? Sinara de Fatima Freire dos Santos; Prof* Dr* Francisca Neide Costa.

Lettuce stands out as a vegetable of great importance in food and human health.
Serious care is usually required because vegetables and fruits can be contaminated with
pathogens at any stage of the production chain, from field cultivation to consumption. The
objective of this work was to analyze the microbiological quality of the lettuce produced in
conventional, hydroponic and organic production systems commercialized in the city of Sao
Luis-MA. The collections were held in fairs, markets and supermarkets. Three samples were
analyzed for each production system in the months of october/2018 to may/2019, totaling 72
samples. The presence of total and thermotolerant coliforms, of aerobic mesophiles and of
molds and yeasts were evaluated. In the analysis of total and thermotolerant coliforms the
multiple tube technique was used, which allows the quantification by most probable number
(MPN) of microorganisms. The results obtained were compared with that established by
Resolution RDC n°. 12 of January 2, 2001, of the Ministry of Health. For the determination of
aerobic mesophiles and molds and yeasts the standard counting method was used in plates
with the result expressed in colony forming units per gram (CFU/g). For total coliforms, all
samples had the count >1.1x10° NMP/g. For thermotolerant coliforms, 22 samples were
considered unfit for human consumption because they exceeded the tolerance limit of NMP of
10> NMP/g. The general variation of aerobic mesophiles and molds and yeasts was,
respectively, 7.2x10° to 3.2x10° UFC/g and from 1.0x10" to 5.7x10° UFC/g. Evidencing the

need to adopt good hygiene practices to achieve a satisfactory hygienic-sanitary quality.

Keywords: Food Hygiene; Indicator microrganisms; Lactuca sativa.
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1 INTRODUCAO

O consumo de hortalicas é de grande importancia para nosso organismo, trazendo
melhorias a satide e, consequentemente, uma vida mais saudavel (SILVA; SOUSA JIjNIOR;
PONTES, 2016), contribuindo para a variedade da alimentagdo e oferta adequada de
micronutrientes (SILVA; COELHO, 2014). Dentre estas, a alface (Lactuca sativa) destaca-se
como um vegetal de grande importancia na alimenta¢do e na saide humana, principalmente
como fonte de vitaminas e sais minerais, além de se constituir como a mais popular hortalica
folhosa (BARBOSA et al., 2016), bastante utilizada na elaboracao de sanduiches, decoragdes
de pratos, saladas, e produto pronto para consumo, na forma de hortalica minimamente
processada (MACHADO et al., 2009).

A busca cada vez maior por habitos alimentares mais sauddveis proporciona um
aumento no consumo de hortalicas, sendo a alface, a olericola folhosa mais consumida
(CECCONELLO, 2018). Segundo recomendacdes da Organizacdo Mundial de Saudde, o
consumo didrio de frutas e hortalicas recomendado é de 400g (WHO, 2003). No Brasil, o
numero de estabelecimentos agropecudrios produtores de alface em 2017 foi de 108.603, com
producado total de 908.186 toneladas (IBGE, 2017).

Normalmente, por serem consumidas in natura, sdo requeridos sérios cuidados
(NASCIMENTO et al., 2005), pois hortalicas e frutas podem ser contaminadas com
patégenos em qualquer uma das etapas do processo de cultivo (BUYUKUNAL, 2015). Essa
contaminac¢do pode ocorrer diretamente ou indiretamente durante a pré-colheita, bem como no
manuseio pos-colheita (HASSAN; PURWANI, 2016), principalmente, por meio de agua
contendo material fecal de origem humana, utilizada na irrigacdo de hortas e, ainda, por
contaminacdo do solo por uso de adubo organico com dejetos fecais (ARBOS et al., 2010).

Os cuidados na aquisi¢cdo dos alimentos perpassam desde a compra em pontos de
venda com asseio das instalagdes e dos manipuladores, condi¢cdes de armazenamento,
embalagem, manuseio e uso de utensilios adequados até o cuidado na aquisi¢do de alimentos
expostos a pragas e vetores urbanos (SILVA et al., 2016). Falhas no processamento e/ou
conservagdo poderdo permitir a sobrevivéncia e proliferacdo de microrganismos patogénicos e
seus produtos toxicos (FERREIRA, 2015).

De acordo com a Resolugao n° 12, de 2 de janeiro de 2001, do Ministério da Saude, as
Doengas Transmitidas por Alimentos (DTAs) sdo causadas pela ingestdo de alimento
contaminado por um agente infeccioso especifico, ou pela toxina por ele produzida, por meio

da transmissdo deste agente, ou de seu produto téxico (BRASIL, 2001). No Brasil, as
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infeccdes e/ou intoxicagdes veiculadas pela dgua ou alimentos contaminados podem se
converter em um grande problema de Sadde Publica (SOUSA, 2006), pois muitos
consumidores nao t€m consciéncia de que alimentos contaminados podem causar problemas
potenciais muito mais graves que um curto episédio de gastroenterite, podendo levar a
hospitalizacdo (FORSYTHE, 2013; SANTOS; CARVALHO, 2017).

Entre os anos 2000 a 2017 foram notificados 12.660 surtos de DTAs no Brasil, destes
apenas 3.196 foram confirmados laboratorialmente, sendo a identificagdo do agente etiolgico
obtida apenas em 2.593, onde 92,2% foram de origem bacteriana (BRASIL, 2018; MELO et
al., 2018). Para um alimento ter uma boa qualidade sanitdria, € necessario que seja livre de
microrganismos patogénicos, por isso hd necessidade de se identificar o grau de contaminacao
dos alimentos para que, de acordo com a carga microbiana obtida, se possa estabelecer
recomendacdes e aplicacdo de medidas de controle para garantir a seguranca alimentar
(NASCIMENTO; NASCIMENTO, 2000). Diferentes organiza¢des sugeriram que a avaliacao
do risco microbiolégico dos alimentos fosse realizada, para que medidas corretivas
apropriadas pudessem ser adotadas, assim reduzindo os episodios de doencas transmitidas por
alimentos (CHATURVEDI et al., 2013).

Desse modo, o presente trabalho teve como objetivo analisar a qualidade higiénico-
sanitdria da alface (Lactuca sativa) dos sistemas de producdo convencional, hidropdnico e

organico, comercializada no municipio de Sao Luis — MA.

1.1 Justificativa

Dentre os meses de setembro de 2017 a junho de 2018 foi desenvolvido o projeto de
pesquisa intitulado “Qualidade microbioldgica das principais hortalicas comercializadas em
feiras e mercados do municipio de Sao Luis—MA” cujos resultados foram o ponto inicial do
presente estudo. Na ocasido, as hortalicas analisadas foram: alface (variedade crespa), cheiro
verde (coentro e cebolinha), tomate e pepino. Realizou-se coleta em cinco bancas de quatro
feiras e dois mercados, com coleta de uma amostra por banca, totalizando 120 amostras, com
30 amostras por hortalica. As analises foram realizadas no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos e Agua, do Centro de Ciéncias Agrdrias, na Universidade Estadual do Maranhio.
Avaliou-se a presenca de coliformes totais e termotolerantes, de meséfilos aerdbios e de
bolores e leveduras, utilizando os mesmos métodos do presente estudo.

As andlises obtiveram como resultado 73% das amostras de alface, 40% de cheiro

verde, 13% de tomate e 7% de pepino, consideradas imprdprias para o consumo humano por
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apresentarem valor de NMP/g (Numero Mais Provdavel por grama) de coliformes
termotolerantes superior ao tolerado pela RDC n° 12/2001. Nas 30 amostras de alface
analisadas foram encontrados, para coliformes totais, o NMP/g de >1,1X103 em 28 amostras,
para coliformes termotolerantes, 22 amostras com >10° NMP/g (contagem maxima permitida
pela legislagdo vigente), contagens minimas de 3,2x10* UFC/g para mesofilos aerébios e
1,5x10° UFC/g para bolores e leveduras. Resultados que confirmaram as amostras de alface
com alta contaminagd@o por todos os microrganismos analisados, gerando o questionamento se

diferentes sistemas de produgdo resultariam em diferentes niveis de contaminagao.

1.2 Objetivo Geral

Analisar a qualidade microbioldgica da alface produzida nos sistemas de producao

convencional, hidropdnico e orginico comercializada no municipio de Sao Luis — MA.

1.3 Objetivos Especificos

e Selecionar os principais locais que comercializam alface (Lactuca sativa) in natura
dos diferentes sistemas de produ¢@ao no municipio de Sdo Luis;
e Avaliar a qualidade microbiolégica da alface de diferentes sistemas de produgdo

comercializada em Sdo Luis.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Cultivo da alface

A alface € a hortalica folhosa mais comercializada no Brasil, sendo boa fonte de
vitaminas e sais minerais, destacando-se seu elevado teor de vitamina A (LOPES et al., 2003).
A composicao nutricional média da alface, in natura, por 100g de parte comestivel é: dgua
(96,1%), valor caldrico ou energia (11 Kcal), fibra alimentar (1,8 g), cdlcio (38mg), magnésio
(11 mg) e vitamina C (15,6 mg), segundo a tabela de composi¢do quimica de alimentos
(TACO, 2011; HEINTZE, 2018).

O cultivo da alface € praticado na forma convencional, hidropdnica e organica,
apresentando diferentes caracteristicas na producdo, podendo influenciar nas propriedades
dessa hortalica. Em culturas convencionais, os vegetais crescem no solo com aporte adequado
de nutrientes e d4gua, com adog¢do frequente de fertilizantes. H4 produtores especializados no
cultivo de hortalicas folhosas que produzem alface de forma continua na mesma area durante
0 ano, com ou sem rotacdo de culturas, e também pequenos produtores que possuem apenas
alguns canteiros de alface juntamente com outras espécies de hortalicas (HENZ; SUINAGA,
2009).

Segundo a Lei n° 10.831, de 23 de dezembro de 2003, considera-se sistema organico
de producao todo aquele em que se adotam técnicas especificas, mediante a otimiza¢cdo do uso
dos recursos naturais e socioecondmicos disponiveis e o respeito a integridade cultural das
comunidades rurais, tendo por objetivo a sustentabilidade econdOmica e ecoldgica, a
maximizacao dos beneficios sociais, a minimiza¢do da dependéncia de energia ndo-renovavel,
empregando, sempre que possivel, métodos culturais, biolégicos e mecanicos, em
contraposi¢cdo ao uso de materiais sintéticos.

Para a produgdo organica, sdo adotadas praticas de rotacdo de cultura, aproveitamento
de residuos organicos e controle biologico, sem a utilizacdo de fertilizantes quimicos
(STERTZET et al., 2004; BARBOSA et al., 2016). Além do uso de biofertilizantes,
compostos e outros adubos organicos, defensivos alternativos (caldas, 6leos e extratos
naturais), cultivos consorciados, adubacdo verde, rotacdo de culturas, plantio direto, e
variedades tolerantes e adaptadas (SILVA et al., 2011).

No Brasil, o cultivo hidropdnico € uma das atividades que mais investe em tecnologia
de producdo em ambiente protegido, em fun¢do da elevada exigéncia do mercado consumidor
e do alto valor econdmico agregado aos produtos desse segmento (MORALIS et al., 2011).

Para Lopes et al. (2003), no cultivo hidropdnico sob ambiente protegido, a alface ndo estda
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exposta a fatores adversos do meio ambiente, fica protegida de geadas, chuvas intensas,
granizo e ventos fortes, com ganho na produtividade e qualidade, fatores que contribuem para
o fornecimento constante aos pontos de venda, trazendo satisfacdo ao consumidor. Por ndo
apresentarem contato com o solo as hortalicas comercializadas nesse sistema tendem a

apresentar menor contaminacio (SANTOS et al., 2010).

2.2 Qualidade sanitaria de hortalicas

A cultura de produtos horticolas, notadamente os consumidos na forma crua, requer
sérios cuidados no que se refere as condicdes de plantio. Os vegetais podem, facilmente, ser
contaminados por préaticas inadequadas de adubacdo e irrigacdo, além das contaminagdes por
agua poluida, sdo passiveis de serem contaminadas durante o transporte € armazenamento, ou
ainda, no preparo de saladas (NASCIMENTO et al., 2005).

A contaminagdo microbiana de frutas e hortalicas pode ter consequéncias mais sérias e
no caso de microrganismos patogénicos, se eles ndo se manifestarem sob a forma de lesdes
visiveis podem passar despercebidos e levar a diferentes tipos de intoxica¢do alimentar, como
consequéncia do consumo desses produtos (HURTADO; ISASA; MATA, 2003).

Normalmente, as feiras livres sdo as maiores responsaveis pela distribuicdo de
hortalicas (MACHADO; COSTA, 2017). Em avaliacdo da estrutura fisica e do comércio de
feiras livres de Petrolina foi constatado que, quanto a forma de exposicdo dos alimentos
comercializados, 62% ocorriam de maneira inadequada, com armazenamento improprio e
deficiente, aliado as condi¢des precdrias de higiene, propiciam a proliferacdo de vetores nas
imediacdes (SOARES; MENDES; MESSIAS, 2014).

A presenca de agentes infecciosos de origem fecal em alimentos ingeridos crus
representa um alto risco a saude humana, podendo tornar-se um veiculo de transmissdo de
incontdveis doencas. Assim, a andlise microbioldgica e parasitoldgica de hortalicas € de
grande importancia, pois fornece dados do estado de higiene das hortalicas permitindo o
controle das condicdes em que foram cultivadas, armazenadas e preparadas para o consumo
(PERES JUNIOR; GONTUIO; SILVA, 2012) e permite conhecer os riscos a saude do
consumidor (SANTOS; CARVALHO, 2017).

Para garantir a seguranca dos alimentos, o Ministério da Sadde estabeleceu padrdes
microbioldgicos em relagdo as bactérias Salmonella spp e Coliformes a 45°C. Segundo tais
padrdes, hortalicas cruas nao devem apresentar Salmonella spp em 25g de produto e para

Coliformes a 45°C a tolerincia para amostra indicativa é de 10> de nimero mais provavel
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(NMP g'l) (BRASIL, 2001). Tais padrdes visam reduzir esses riscos microbioldgicos, além de
medidas preventivas que devem ser tomadas em toda a cadeia produtiva, como higienizacao
inclusa em todas as etapas e processos da producao, incluindo as maos dos manipuladores,

equipamentos e utensilios e o ambiente (AVILA et al., 2016).

2.3 Doencas transmitidas por alimentos

As Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA’s) sdo causadas por procedimentos
incorretos na cadeia de producdo dos alimentos fazendo-os fonte de contaminacio com
manifestacdes clinicas que vao desde leves indisposicdes a sequelas graves ou mesmo ao
obito. As infecgdes alimentares sdo ignoradas como um problema de satude publica, mas t€ém
um nivel de gravidade consideravel. Muito embora o risco de adquirir este tipo de infec¢do
exista, € possivel evitd-lo por meio de condutas higi€nicas que vao desde a obtencdo da
matéria-prima até a mesa do consumidor (ALVES, 2015).

Existem variadas formas de manifestacoes das DTA’s, sdo elas: infec¢do, intoxicacao e
toxinfec¢do. As infeccdes resultam da ingestdo de um alimento que contenha organismos
prejudiciais a sadde. A intoxicagdo ocorre quando uma pessoa ingere alimentos com
substancias toxicas, incluindo as toxinas produzidas por microrganismos, como bactérias e
fungos. As toxinfec¢Oes resultam da ingestdo de alimentos que apresentam organismos
prejudiciais a saude, sendo que eles ainda liberam substancias toxicas. Os sintomas das
DTA’s variam de acordo com o organismo ou a toxina encontrada no alimento e a quantidade
do alimento ingerido (BRASIL, 2008).

A ocorréncia de DTA’s vem aumentando de modo significativo em nivel mundial e
varios fatores contribuem para a emergéncia dessas doengas, dentre os quais destacam-se 0
crescente aumento das populacOes, a existéncia de grupos populacionais vulneraveis e/ou
mais expostos, o processo de urbanizacdo desordenado, a necessidade de producdo de
alimentos em grande escala e o deficiente controle dos 6rgdos publicos e privados quanto a
qualidade dos alimentos ofertados a populagdo (BRASIL, 2010). Tambekar e Mundhada
(2006) destacaram a possibilidade de surtos de doengas relacionados a alimentos,
considerando a prética de manejo normalmente realizada por vendedores e ambientes em que
eles exibem as hortalicas.

Dados do Ministério da Saide mostram que dos anos 2000 a 2017 houve 2.660 casos
de surtos de DTA’s no Brasil, destes 16,2% ocorreram no Nordeste € 36,5% dos locais de

ocorréncia foram em residéncias. Dos agentes etioldgicos encontrados nesse levantamento
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35% foram identificados como Salmonella, 28,2% como Escherichia coli, 18,2% como
Staphylococcus aureus, 6% como Bacillus cereus e 19,9% como outros agentes etiolégicos
(BRASIL, 2018).

A higiene dos vegetais antes do preparo das refei¢cdes é uma maneira de resguardar a
saide e diminuir a taxa de mortalidade por doencas transmitidas pelos alimentos
contaminados (MACHADO; COSTA, 2017). Avila et al. (2016) afirmaram que o risco de
contaminagdes microbioldgicas, responsdveis pelo aparecimento das DTAs, é observado
desde a producdo agricola até a sua distribui¢do ao consumidor. Assim, faz-se necessdrio a
realizacdo de treinamentos e supervisao frequente das medidas preventivas estabelecidas pelas
Boas Préaticas de Fabricacdo visando assegurar a qualidade dos alimentos e manter a

integridade da saude dos consumidores.
2.4 Microrganismos indicadores

A contaminagdo dos alimentos pode ser verificada através da presenca de
microrganismos indicadores, que sdo grupos ou espécies de microrganismos que, quando
presentes em um alimento, podem fornecer informagdes sobre a ocorréncia de contaminagdo
de origem fecal, sobre a provavel presenca de patégenos ou sobre a deterioragdo potencial do
alimento, que podem indicar condicdes sanitdrias inadequadas durante o processamento,
producdo ou armazenamento (LANDGRAF, 1996).

Para Silva et al. (2007), as aplicagdes desses microrganismos como indicadores sdo
responsaveis por apontar as condi¢cdes de higiene dos processos de fabricacdo, falhas no
processamento ou contaminacgido pds processo em alimentos pasteurizados e contaminagdo
fecal em alimentos in natura, por serem facilmente inativados pelos sanitizantes e pelo calor.

Dentre os principais microrganismos indicadores pode-se relacionar os coliformes
totais, os coliformes termotolerantes, meséfilos aerdbios e bolores e leveduras (SANTOS,
JUNQUEIRA, FERREIRA, 2010; SANTOS et al. 2010; BOBCO et al. 2011; FRANCA,
BONNAS, SILVA, 2014; PEREIRA, BEZERRA, 2017). No grupo dos coliformes totais
estdo as enterobactérias, capazes de fermentar a lactose com producdo de gas, em 24 a 48
horas a 35°C. Dentre as quais encontra-se tanto bactérias origindrias do trato gastrointestinal
de humanos e outros animais (Escherichia coli), como também bactérias ndo entéricas
(SILVA et al., 2007). Silva et al. (2016), em andlise bacteriolégica de hortalicas em Caruaru-

PE, encontraram nas 50 amostras de hortali¢as coletadas com contagens de >1,1x10° NMP/ g.
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Os coliformes termotolerantes correspondem a um subgrupo dos coliformes totais,
restritos aos membros capazes de fermentar a lactose em 24 horas a 44,5-45,5°C, com
producdo de gids. A E. coli estd incluida no grupo dos termotolerantes, tendo como habitat
natural o trato intestinal de animais de sangue quente, embora também possa ser introduzida
nos alimentos a partir de fontes ndo fecais (SILVA et al., 2007). Ao verificar a qualidade
microbioldgica de alimentos minimamente processados comercializados em Maringa-PR,
Couto e Boni (2018) constataram que sete das 25 amostras analisadas apresentavam
coliformes termotolerantes em valores superiores a 10> NMP/ e 10° NMP/g, indicando
condi¢Oes higi€nicos-sanitarias precarias no momento de preparo ou armazenamento desses
alimentos.

Na andlise de contagem de microrganismos mesofilos aerdbios em placas ndo se
diferencia tipos de bactéria, mas se obtém informagdes gerais sobre a qualidade dos produtos,
condi¢des de processamento, manipulacdo e vida de prateleira. Nao € um indicador de
seguranca, pois ndo estd diretamente relacionado a presenca de patdégenos ou toxinas.
Dependendo da situacdo pode ser util na avaliacdo da qualidade, porque populacdes altas de
bactérias podem indicar defici€ncias na sanitizagdo ou falha no controle do processo (SILVA,
2017). Para Coutinho et al. (2015), em avaliacdo microbioldgica de alfaces comercializadas
em Sobral-CE, o valor médio de mesofilos aerdbios foi de 3,2)(105 UFC/g, demonstrando alto
grau de contaminagdo das alfaces por esses microrganismos.

Quanto aos bolores e leveduras, estes constituem um grande grupo de microrganismos,
a maioria origindria do solo ou do ar, bastante resistentes as condi¢des adversas, como pH
acido e atividade de dgua baixa. A temperatura 6tima de crescimento da maioria dos fungos
encontra-se na faixa de 25 a 28° C. Algumas leveduras de origem alimentar podem
desencadear reacOes alérgicas e varios bolores produzem micotoxinas, que sao metabolitos
toxicos formados durante o crescimento, podendo causar infec¢cbes em individuos
imunodeprimidos (SILVA, 2017).

Em pesquisa de Fagiani et al. (2017), avaliando a carga microbioldgica de alface
minimamente processadas em Presidente Prudente-SP, obteve contagens minimas de 4,8x10*
UFC/g para bolores e leveduras. Esses microrganismos apresentam exigéncias nutricionais
muito variadas, mas, geralmente, encontram nos alimentos condi¢des propicias para a sua
multiplicacdo, tornando-os de particular interesse na deterioracdo de matérias-primas

(HOFFMANN, 2001).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta das amostras

As coletas foram realizadas em feiras, mercados e supermercados do municipio de Sao
Luis — MA que comercializavam, respectivamente, alface, da variedade crespa, produzida nos
sistemas convencional, organico e hidropdnico. Analisou-se mensalmente trés amostras para
cada sistema de producdo nos meses de outubro/2018 a maio/2019, totalizando 72 amostras,
24 por sistema de produgdo. As amostras foram obtidas a partir da compra das hortalicas,
acondicionadas em sacos plésticos de primeiro uso fornecido pelos vendedores, seguida por
sua identificacdo e transporte para as andlises no Laboratério de Microbiologia de Alimentos
e Agua, do Centro de Ciéncias Agrarias, na Universidade Estadual do Maranhao,

imediatamente apds a coleta.

3.2 Preparo das amostras

Apds a coleta, as amostras foram encaminhadas ao laboratério onde foram
manipuladas assepticamente, seguindo orientacdes da American Public Health Association
(APHA) adaptado por Silva et al. (2017). Foi realizada a lavagem superficial de cada amostra
com 100 mL de dgua estéril (Figura 1A) retirando-se 25 ml do lavado com auxilio de uma
pipeta, transferindo para um frasco com 225 mL de 4gua peptonada tamponada estéril,
formando a dilui¢do 10" (Figura 1B). Em seguida, retirou-se 1 mL da diluicdo 10™ para um
tubo de ensaio com 9 mL de 4gua peptonada, formando a diluicio 107 e, dessa diluigdo,
transferiu-se 1 mL para outro tubo de ensaio com 9 mL de dgua peptonada, formando a

dilui¢do 107 (Figura 1C).

Figura 1. Lavagem de amostra com dgua estéril (1A), frascos para diluicio 10™ (1B) e tubos
de ensaio para dilui¢des 107 e 107 (1C).

Fonte: Arquivo préprio
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Estas dilui¢des foram utilizadas nas andlises para a determinacao de coliformes totais,

coliformes termotolerantes, meséfilos aerébios e bolores e leveduras.

3.3 Analise de coliformes totais e termotolerantes

Na andlise dos coliformes totais e termotolerantes foi utilizada a técnica de tubos
multiplos, que permite a quantificacdo por numero mais provdvel (NMP) de microrganismos,
conforme orientacdes da American Public Health Association (APHA) descritas no
Bacteriological Analytical Manual, adaptado por Silva et al. (2017). Essa técnica é composta
por duas fases: a presuntiva, em que € constatado se ha presenca de coliformes totais, € a
confirmativa, realizada apenas se houver crescimento positivo na fase anterior para
confirmacdo da presenca de coliformes totais e complementar, para deteccdo de coliformes
termotolerantes.

Na fase presuntiva, foi realizada a transferéncia de 1 mL de cada dilui¢dao para tubos
de ensaios contendo, no fundo, um tubo de Durhan invertido para coleta de gis e o meio de
cultura caldo Lauril Triptose (Figura 2A). Posteriormente, os tubos com meio Lauril foram
incubados em estufa a 35°C durante 24 horas e a identificacdo dos que tiveram crescimento
de coliformes ocorreu pela coloracdo amarelada ou gés retido no tubo de Durhan (Figura 2B).
Nas fases confirmativa e complementar foram realizadas transferéncias de aliquotas com alga
de platina dos tubos presuntivos positivos para tubos de ensaios contendo, no fundo, um tubo
de Durhan invertido e o meio de cultura caldo verde brilhante (VB), para coliformes totais, e

meio caldo Escherichia coli (EC) para deteccdo dos coliformes termotolerantes (Figura 2C).

Figura 2. Tubos com Lauril para teste presuntivo de coliformes totais (2A), tubos positivos
para coliformes (2B) e tubos para confirmacio de coliformes totais e termotolerantes (2C).

Fonte: Arquivo proprio
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Os tubos com VB foram incubados em estufa a 35°C e os tubos com EC a 44,5°C
durante 24 horas e a identificagdo dos positivos para crescimento de coliformes totais e
termotolerantes foi verificado pela de producao de gis nos tubos de Durhan e coloracdo turva
dos meios de cultura. Os resultados obtidos foram calculados por meio da tabela de NMP,
retirada do Bacteriological Analytical Manual, modificada por Silva et al. (2017) e, os de
coliformes termotolerantes, comparados com o estabelecido pela Resolugdo RDC n°12, de 2
de Janeiro de 2001, do Ministério da Sadde, que estabelece para hortalicas frescas,
refrigeradas ou congeladas, o limite de tolerancia do NMP de Coliformes Termotolerantes de

no maximo 1x10* NMP/g (BRASIL, 2001).

3.4 Analise de mesofilos aerdbios e bolores e leveduras

Para determinagcdo de mesoéfilos aerdbios e bolores e leveduras foi utilizado o método
da contagem padrdo em placas, seguindo métodos da APHA descritos no Compendium of
Methods for the Microbiological Examination of Foods, adaptado por Silva et al. (2017), que
consiste em transferir 1 mL das diluicdes para placas de Petri com meios de cultura Plate
Count Agar (PCA) e Potato Dextrose Agar (BDA), para mesoéfilos aerdbios e bolores e
leveduras, respectivamente, adicionando-se 0,1 mL de 4cido tartdrico nas placas com BDA
para acidificar o meio. Em seguida, as placas com PCA foram incubadas em estufa a 35°C por
48 horas e as placas com BDA em BOD a 28°C por 3 dias. O resultado foi expresso em

unidades formadoras de colonia por grama (UFC/g).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

ApOs a realizacdo das analises em alfaces de diferentes cultivos, para coliformes totais
todas as amostras apresentaram contagem >1,1x103 NMP/g (Tabelal), valores considerados
altos que indicam auséncia de cuidados sanitdrios em alguma etapa da sua cadeia produtiva.
Franca, Bonnas e Silva (2014) em andlise da qualidade higi€nico sanitdria de alfaces
comercializadas na cidade de Uberlandia - MG, detectaram todas as amostras com elevadas
contaminagdes por coliformes totais, com valores >1,1x103 NMP/g. Resultado similar ao
encontrado por Batista (2018) em diagndstico microbiolégico da alface comercializada em
feiras livres de Mossor6-RN que obteve como resultado todas as amostras analisadas com

>1,1x10° NMP/g de coliformes totais.

Tabela 1. Contagem de Coliformes Totais encontrados nas amostras de alface dos sistemas
convencional, organico e hidropdnico, comercializadas em Sao Luis-MA, 2019.

Sistemas de Producao Amostras analisadas Coliformes Totais (NMP/g)
Convencional 24 >1,1x10°
Orgénico 24 >1,1x10°
Hidroponico 24 >1,1x10°

NMP/g= Nimero mais provavel por grama.

Arbos et al. (2010) em andlise de hortalicas organicas em Curitiba-PR, obtiveram
resultados semelhantes com as amostras de alface apresentando contagens >1,1x10° NMP/g,
relatando ainda que, embora ndo existam limites para coliformes totais estabelecidos pelo
Ministério da Saudde, resultados positivos ja indicam condicdes inadequadas de higiene do
local, do produto e risco da presenca de patdgenos nesses alimentos.

Quanto a presenca de coliformes termotolerantes, a variagio encontrada foi de 0,3x10'
a >1,1x103 NMP/g (Tabela 2). Das 72 amostras analisadas, 22 (30,5%) apresentaram
resultados acima de 102 NMP/g, conforme estabelecido pela Resolugdo RDC n°12, de 2 de
Janeiro de 2001, do Ministério da Saide (BRASIL, 2001). Estes valores sdo inferiores aos
encontrados por Santos et al. (2010) em analise da qualidade da alface comercializada no
municipio de Botucatu-SP, onde 100% das amostras analisadas foram consideradas
impréprias ao consumo por apresentarem valores >10?2 NMP/g. Resultado que difere dos

observados por Tonet et al. (2011) em estudo da qualidade microbiolégica da alface cultivada
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em sistema hidroponico em Campo Mourdo-PR, em que 100% das amostras analisadas
apresentaram valores de coliformes termotolerantes inferiores a 1x10? NMP/g, limite méximo

permitido na legislagdo vigente.

Tabela 2. Nimero de amostras contaminadas por contagem de Coliformes Termotolerantes
encontradas nos sistemas convencional, organico e hidroponico e comercializadas em Sao
Luis-MA, 2019.

NMP/ Sistema Sistema Sistema
g Convencional Organico Hidroponico
<0,3x10" 3 8 4
0,3x10'a9,3x10" 10 8 17
1,5x10%a 1,1x10” 5 4 0
>1,1x10? 6 4
Total 24 24 24

NMP/g= Nidmero mais provavel por grama.

Em pesquisa realizada por Costa et al. (2012), verificando a qualidade de alfaces
convencionais e organicas, obtiveram nas amostras convencionais maior contaminagdo de
origem fecal com valor 346 NMP/g, acima do permitido pela legislagio RDC n°12/2001 que
estabelece limite méximo até 100 NMP/g ou 10> NMP/g, enquanto que as alfaces orgdnicas
tiveram baixas contagens (57 NMP/g), portanto, apresentaram condicdes satisfatorias para o
consumo. Nesta mesma pesquisa, os autores relacionam que a contaminagdo por coliformes
termotolerantes pode indicar que a qualidade do solo e da dgua utilizada no manuseio das
hortalicas, independente do tipo de cultivo, foram inadequadas. Fato similar foi ressaltado por
Barbosa et al. (2016), ao avaliar a contaminacdo da alface proveniente do cultivo
convencional e hidroponico comercializada em Teresina-PI, que indicaram que a
contaminac¢do da alface pode comecar no cultivo, pelo uso de adubo orgénico, 4gua ou solo
contaminados e prosseguir até o momento do consumo pelo consumidor.

A partir dos dados analisados no presente estudo, 22 amostras foram consideradas
impréprias ao consumo humano por ultrapassarem o limite de tolerdncia do NMP de
Coliformes Termotolerantes estabelecido pelo Ministério da Saude de 10 NMP/g, onde 11
(onze) pertenciam ao sistema convencional, 8 (0ito) ao sistema organico e 3 (trés) ao sistema
hidropdnico (Gréfico 1). Resultado inferior ao encontrado em pesquisa realizada por Coutinho
et al. (2015) analisando alfaces comercializadas em feiras livres no municipio de Sobral — CE,

que encontraram todas as doze amostras de alfaces impréprias para o consumo. Logo, as
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condi¢des higiénico-sanitdrias das amostras de alface analisadas em Sao Luis — MA, no
quesito, presenca de coliformes termotolerantes, sdo tdo baixas quanto as comercializadas em

Sobral - CE.

Grafico 1. Distribuicdo de amostras impréprias ao consumo humano por sistema de
producdo, de acordo com o estabelecido na RDC n° 12/2001, 2019.
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Para os resultados encontrados nas andlises de mesofilos aerdbios e bolores e
leveduras houve, respectivamente, a variacao geral de 7,2)(103 a 3,2)(106 UFC/g e de l,OxlO1 a
5,7x10° UFC/g. As variacdes encontradas em cada sistema de producdo estdo descritas na

Tabela 3.

Tabela 3. Variacdo das contagens de Unidades Formadoras de Colonia (UFC/g) de meséfilos
aerdbios e bolores e leveduras encontradas em amostras de alface dos sistemas convencional,
organico e hidropdnico comercializadas em Sao Luis-MA, 2019.

Mesofilos Aerébios Bolores e Leveduras
Sistemas de Producio (UFClg) (UFClg)
Minima Miéxima Minima Miéxima
Convencional 7,2x10° 3,2x10° 1,0x10' 1,4x10°
Orgénico 7,6x10° 1,1x10° 1,0x10' 1,3x10*
Hidropdnico 1,9x10* 1,4x10° 1,0x10" 5,7x10°

UFC/g= Unidades formadoras de colonia por grama

Bobco et al. (2011) em avaliagdo das condi¢des higiénicas de alfaces comercializadas
na cidade de Erechim-RS, apresentaram bactérias aerobias meséfilas com contagens variando
entre 2,0x10% e 1,1x10° UFC/g, variacdes inferiores das apresentadas no presente estudo.
Franca, Bonnas e Silva (2014) ao analisarem a qualidade higi€nico sanitdria de alface em

Uberlandia-MG, encontraram elevada contaminac¢do por microrganismos mesoéfilos aerdbios,
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com ndmeros superiores a 10° UFC/g, indicando possivel presenca de microrganismos
patogénicos, resultante da falta ou falha de higiene na obtencdo e manuseio do produto.

Ressalta-se que, apesar da legislacdo brasileira ndo estipular limites maximos
aceitdveis destes microrganismos, em paises como Franca e Alemanha estes limites estdo
padronizados para vegetais preparados para consumo em valores de <5,9x10’ UFC/g e no
Japao para vegetais frescos devem ser inferiores a 1x10° UEC/ g, demonstrando a importancia
destes organismos indicadores (SANTOS et al., 2010). Logo, comparando-se os resultados
obtidos nesta pesquisa com a legislacdo adotada pelo Japdao apenas uma amostra do sistema
convencional, sete do sistema organico e quatro do sistema hidropdnico apresentaram
contagens abaixo de 1x10° UFC/g e estariam préprias ao consumo humano.

As variacOes méximas encontradas no presente estudo para bolores e leveduras sio
inferiores as obtidas por Carvalho et al. (2012), em estudo da avaliacdo microbioldgica de
alface convencional comercializados em Limoeiro do Norte-CE, em que o resultado para as
contagens maximas foram de 9,0x105UFC/g. Em pesquisa de Pereira e Bezerra (2017), ao
realizarem avaliacdo microbioldgica da alface comercializada nas feiras da cidade de
Parintins-AM, ndo detectou presenca de bolores e leveduras, diferentemente do que foi
encontrado nas alfaces analisadas em Sdo Luis.

Paiva (2011) ressalta que a alta contagem de mes6filos aerdbios e bolores e leveduras
indica contaminacao da matéria-prima ou do processo sanitdrio insatisfatrio. Indicando ainda
que, embora ndo seja estabelecido pelo Ministério da Saude um valor méximo permitido, a
presenca destes microrganismos em contagens elevadas € indicativa da contaminacio dessas
hortalicas por mds condi¢des higi€nicas do local, durante o manuseio ou por meios de
transporte utilizados.

A partir do exposto, todas as amostras analisadas apresentaram contaminagdo por
coliformes totais, coliformes termotolerantes, meséfilos aerébios e bolores e leveduras,
indicando que as alfaces dos diferentes sistemas de produgdo comercializadas em Sao Luis
foram contaminadas em algum momento da sua cadeia produtiva. Seja durante o cultivo, por
uso 4gua de contaminada na irrigacdo ou solo contaminado; ou no armazenamento e
transporte, por meio de embalagens e caixas ndo sanitizadas corretamente; ou pela
auséncia/falha nas praticas higi€nicas dos manipuladores durante o manuseio e exposi¢ao
desses alimentos aos consumidores.

O sistema convencional foi o que ocorreu maior nimero de amostras improprias ao
consumo humano, por apresentar contagem de coliformes termotolerantes superior a 107

NMP/g, limite maximo permitido pela legislacdo brasileira vigente. Essa contaminacdo pode
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ser indicativa de falha na higiene durante o manejo da alface no cultivo ou durante a sua
exposicao para venda, ja que frequentemente € utilizada dgua de origem duvidosa para mante-
la fresca nos locais de comercializagdo. Enquanto que o sistema hidropdnico apresentou o
menor ndmero de amostras com contagem de coliformes termotolerantes superior a 10°
NMP/g, que pode ser pela hortalica ndo ter contato com o solo durante o seu cultivo ou por
ser comercializada em locais com maior cuidado quanto a higiene dos manipuladores.

Logo, para assegurar a saide do consumidor € imprescindivel que se faca a correta
lavagem e sanitizacdo dos alimentos consumidos in natura (ADAMI, DUTRA, 2011;

SOUZA et al., 2019).
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5 CONCLUSAO

De acordo com os resultados apresentados, as amostras de alface produzidas nos
sistemas convencional, organico e hidropdnico e comercializadas em Sao Luis, apresentaram
baixa qualidade higi€nico-sanitdria, evidenciando a importancia das boas praticas de higiene

na manipulacio de alimentos para fornecer alimentos seguros a populagdo.
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