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Resumo

Vegetais minimamente processados passam por algumas etapas
durante seu preparo do qual acontecem modificacdes na sua forma natural,
mas sempre mantendo a qualidade do produto fresco. Este trabalho teve como
objetivo avaliar as condicbes microbiolégicas de couve minimamente
processadas em relacdo a coliformes a 35°C e 45°C, Salmonella sp,
estafilococos coagulase positiva, microrganismos mesofilos aerébios estritos e
facultativos viaveis e psicrotroficos. A contagem de coliformes foi realizada pelo
meétodo de plaqueamento sobre camada em VRBA, e suas confirmacdes para
coliformes a 35°C em VBB, e coliformes a 45°C em caldo EC. Para pesquisa de
Salmonella sp e Staphylococcus aureus uma parte foi realizada por métodos
rapidos em petriflme e outra pelo método convencional segundo a Instrugédo
Normativa N° 62, de 26 de agosto de 2003. Para microrganismos mesofilos
aerobios estritos e facultativos viaveis e psicrotréficos foram realizados
plagueamento em profundidade em Agar PCA. Das 9 analises realizadas
somente 1 apresentou numero de coliformes acima do padrdo, sendo esta
mesma evidenciando 5,4x10°UFC/g (est.) de coliformes a 35°C. Todas tiveram
auséncia se Salmonella sp, e 7 das 9 analises para Staphylococcus aureus
apresentaram elevada contagem. A contagem de mesdfilos e psicrotroficos em
comparacao a estudos similares encontram-se com resultados parecidos, mas
dos quais os autores dizem haver uma alta contagem. Por fim, foi possivel
concluir que das 9 analises realizadas somente 2 estavam proprias para

consumo humano, segundo a Resolucéo - RDC N° 12 de Janeiro de 2001.

Palavras- chave: couve minimamente processada, perfil microbiologico de
hortalicas; Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

Minimally processed vegetables go through some stages during their
preparation which changes occur in their natural form, but always maintaining
the quality of fresh produce. This study aimed to evaluate the microbiological
conditions of minimally processed cabbage against coliforms at 35 ° C and 45 °
C, Salmonella sp, coagulase positive, mesophilic strict and facultative aerobic
and psychrotrophic viable. The coliform count was performed by plating layer on
VRBA, and their confirmations for coliforms at 35 © C in VBB, and coliforms at
45 ° C in EC broth. To search Salmonella and Staphylococcus aureus part was
performed by rapid methods in petriflme and other conventional method
according to Normative Instruction N°. 62 of August 26, 2003. For mesophilic
strict and facultative aerobic and psychrotrophic viable plating were performed
in depth Agar PCA. From 9 analyzes showed only 1 number of coliforms above
the standard, and this same showing x106UFC 5.4 / g (est.) of coliforms at 35 °
C. All had absence of Salmonella sp, and 7 of 9 tests for Staphylococcus
aureus showed high counts. The count of mesophilic and psychrotrophic
compared to similar studies are with similar results, but of which the authors say
there is a high count. Finally, it was concluded that the 9 analyzes only two
were fit for human consumption, according to Resolution - RDC N ° January 12,
2001.

Keywords: minimally processed cabbage; microbiological profile of vegetables;
Staphylococcus aureus.
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1. INTRODUCAO

Os vegetais, como bem diz sua definicdo botanica, sdo seres carentes
da capacidade de transladar-se de um lugar a outro; em que os 6rgaos de
nutricdo, respiracdo etc., estdo na parte externa do corpo; nos quais
predominam, em sua composi¢cdo, substancias glicidicas que, para sua
alimentacdo, utilizam matérias organicas do solo e da atmosfera
(EVAGELISTA, 2001).

Apesar de apresentarem camada externa de prote¢cdo que apresentam e
que quando integra, age como uma barreira contra a penetracdo de germes, 0s
vegetais podem ser alterados por todos aqueles agentes capazes de danificar
principalmente suas caracteristicas sensoriais; entre esses agentes, podem ser
citados os que atuam por meio fisico (agressdes traumaticas, queimaduras
durante a congelacdo), por acdo enzimatica, por depredacdo (insetos e
roedores), por causas mecanicas, (manobras de manipulacdo e transporte) e
microrganicas (EVAGELISTA, 2001).

As perdas relativas a deterioracdo de vegetais provocadas pelas
chamadas “doencas de mercado” correspondem a aproximadamente 20% de
toda a colheita. S6 no Brasil, em 1991, as perdas atingiram 10 milhdes de
toneladas, equivalentes a 5 bilhdes de ddélares (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

As causas dessas perdas podem ter origem microbioldgica ou serem
devidas a manipulacéo e acondicionamento inadequados, sazonalidade e rede
de armazenamento insuficiente (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

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

de crescimento de muitos microrganismos, sao fatores importantes na
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microbiologia desses produtos (JAY, 2005).

Este trabalho teve como objetivo avaliar as caracteristicas
microbiolégicas de amostra de couve minimamente processadas
comercializada no municipio de Campo Mourao/PR.

A pesquisa de Staphylococcus aureus presente neste trabalho foi feita
com intuido de ressaltar sua importancia em minimamente processados, pois
esse microrganismo ndo é obrigatoriamente pesquisado para este tipo de
alimento segundo a Resolucdo - RDC N° 12 de Janeiro de 2001, mas é de
grande importancia em alimentos minimamente processado, devido sua
manipulagéo.

Algumas pesquisas adicionais foram estabelecidas ao fim do trabalho
como a contagem de Coliformes Totais esta foi realizada com intencdo de
descobrir a contaminacdo total do alimento, devido a alta contagem de
Estafilococos Coagulase Positiva e alta contagem de colGnias na prova
presuntiva de Coliformes em VRBA (Agar cristal violeta vermelho neutro bile).
Sendo a outra pesquisa a contagem de microrganismos psicrotroficos, pois se
tratando de um alimento refrigerado, destaca-se a importancia da pesquisa

para tal microrganismo.
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

e Avaliaram-se as caracteristicas microbiologicas de amostra de couve
minimamente processadas comercializada no municipio de Campo
Mourdo/PR.

2.2 Objetivo especifico

e Determinou-se a andlise de Coliformes Totais (35°C) e Coliformes
Termotolerantes (45°C) em amostras de couve minimamente processada.

e Determinou-se a analise de Salmonella sp em couve minimamente
processada.

e Determinou-se a analise de Estafilococos Coagulase Positiva em
amostra de couve minimamente processada.

e Determinou-se a andlise de Microrganismos Mesdfilos Aerdbios Estritos
e Facultativos Viaveis em couve minimamente processada.

e Determinou-se a analise de Microrganismos Psicrotréficos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Vegetais minimamente processados

Decididamente as hortalicas minimante processadas entram no mercado
para ficar, e sdo varias as razbes para que isto aconteca. A falta de tempo
para preparar as refeicdes, a busca de alimentos mais elaborados e
sofisticados denominados de produtos de “conveniéncia”, o aumento do
consumo de hortalicas em todas as suas formas como meio de obter mais
saude e melhor qualidade de vida, fazem com que este segmento do mercado
esteja obtendo uma evolugcdo muito rapida em todo o territério nacional,
principalmente nas grandes concentracdes urbanas (NASCIMENTO; MOLICA;
MORAES, 2000).

A producdo de frutas pré-cortadas e embaladas e de saladas de
vegetais minimamente processadas causou uma explosdo nas vendas e no
consumo desses produtos na Ultima década, apresentando ainda sinais de
crescimento. Basicamente, as saladas sdo compostas de vegetais, como alface
e cenoura, e frutas, como meldes e melancias, cortados, higienizados,
embalados em recipiente incolores e armazenados sob temperaturas de
refrigeracao, tornando-se prontos para consumo (PPC). Quando embalados em
filmes de alta permeabilidade ao oxigénio, os cuidados principais sdo com a
qualidade do produto e com o0 escurecimento enzimatico no caso de produtos
com cores claras. Contudo, quando embalagens de baixa permeabilidade ao
oxigénio sao utilizadas, juntamente com longos prazos de estocagem, existe a
possibilidade de crescimento de microrganismos patogénicos como o C.
botulinum e a L. monocytogenes. Este fato tem acarretado numerosos estudos
sobre a seguranca final dos produtos PPC (JAY, 2005).

A Figura 1 exibe o fluxo grama do processamento de hortalicas segundo
(NASCIMENTO; MOLICA; MORAES, 2000).
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Figura 1 — Etapas do processamento minimo de frutas e hortalicas.

Segundo Nascimento, Molica e Moraes (2000):

Recepcdo: As hortalicas deverdo ser lavadas para a agroindustria o
mais cedo possivel apés a aquisicdo, para evitar qualquer tipo de alteracao
guimica ou fisica, e deve ser colocada em local fresco e ventilado ao abrigo do
sol. As hortalicas verdes e /ou imaturas (alface, pepino, salséo, abobrinha etc.)
que tém altas taxas de respiracdo ndao devem ser estocadas devendo ser
processadas de imediato.

Selecao/Classificagdo: A recepgcdo ocorre na area “suja” da
agroindustria, e € nela que os produtos sao selecionados, retirando-se do lote
0s que tenham manchas de doencas. Também s&o separados os produtos com
tamanhos diferentes e os que estejam em estadios diferentes de maturacao.
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Lavagem: As hortalicas devem ser lavadas em agua corrente de boa
qualidade, fazendo sua imersdo. O objetivo da lavagem € eliminar sujidades
gue a grande parte das hortalicas possui pelo contato com o solo, poeira etc.
Aquelas que apresentam cascas duras e grossas, como as abdboras secas,
devem ser lavadas e esfregadas com uma escova e detergente neutro para a
retirada total das sujidades.

Descascamento/Desfolhamento: O descascamento consiste na
retirada de cascas (cenoura e chuchu) e dependendo da hortalica, tal processo
pode ser feito manualmente ou com uma maquina apropriada. Ja o
desfolhamento consiste em se separar as folhas do caule ndo comestiveis
(brécolis).

Lavagem/Sanitizacdo: As hortalicas descascadas ou desfolhadas
devem ser lavadas em agua corrente de boa qualidade; a seguir, passadas por
duas aguas de lavagem. A primeira lavagem feita com 50mg/l de CRT (cloro
residual total), preparada a partir do hipoclorito de so6dio comercial, contendo
12% de CRT, por vinte minutos e a segunda, com agua corrente. A quantidade
de cloro e o tempo de imerséo ir4 variar de acordo com a sujidade das
hortalicas e a qualidade da agua.

Corte: O corte ird variar com o mercado consumidor podendo utilizar um
processador de alimentos ou ser manual. Os cortes poderao ser:

Tipo cubo — podera ser manual ou por maquina, e o tamanho pode variar
conforme a demanda de mercado e o destino final do produto (cenoura,
abdbora, chuchu).

Tipo tolete — cortar os pedacos variando de 6 a 10 cm de comprimento e
2 cm de diametro (mandioca).

Tipo ralada — cortada em tiras finas obrigatoriamente com equipamento
préoprio (cenoura, beterraba, repolho).

Centrifugacédo: As hortalicas serdo colocadas em sacos apropriados e
depois na centrifuga ir4 variar de hortalica para hortalica e é definido pelo
momento em que nao saia mais agua na centrifuga.

Pesagem/Embalagem: Os produtos serdo colocados em sacos de
polietileno ou em bandejas de isopor sendo vedado com filmes de PVC e
pesados em balanca eletrénica. ApOs a secagem, serdo selados com seladora

de pedal para os sacos e seladora de mesa para bandejas. Os sacos de
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polietileno poderdo ser vedados em seladoras a vacuo. Neste caso nao se
recomenda embalar 4 vacuo as hortalicas folhosas, portanto aconselha-se a
embalar desta forma as hortalicas mais consistentes (abdbora, chuchu,
mandioca, salsédo, cenoura).

Rotulagem: A rotulagem € o processo de identificacdo do produto e do
produtor. Através dele o produto serd reconhecido pelo consumidor, que
também se identificara com o produtor. Deve ser criativo, atrativo, e seu
desenho e nome devem estar preferencialmente ligados ao produto. Deve
conter também todas as informacdes exigidas pela legislacdo, bem como néo
trazer informacdes que possam induzir o consumidor a erros (NASCIMENTO;
MOLICA; MORAES, 2000).

3.2 Couve minimamente processadas

A couve (Brassica oleracea var. acephala) de folha ou couve comum é
muito rica em nutrientes, especialmente célcio, ferro, vitaminas A, C, K e B5. E
escassa em calorias, mas satisfaz muito bem a sensacdo de apetite. E uma
hortalica originada da costa do Mediterraneo e pertencem a familia das
Brassicas, assim como o repolho, o brocolis, a couve-flor e o rabanete (LANA
et al., 2013).

A couve é uma hortalica com répida perda de turgescéncia e
senescéncia poés-colheita. Pode ser encontrada comercialmente, na forma de
minimamente processada, porém com curto prazo de validade (PUSCHMANN
et al., 2013).

3.3 Contaminacdo microbiolégica em vegetais minimamente
processados

Os vegetais, especialmente as frutas e hortalicas, podem ser
contaminados em seus diversos estados: frescos e industrializados
(EVAGELISTA, 2001).

A sua contaminacdo microbiana pode ocorrer antes e depois de sua
colheita, através do solo, do ar, da rega ou lavagem com aguas impréprias, das

mas condi¢cbes higiénicas de envoltdrios e recipientes, por transportes
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inadequados e agressfes mecanicas contra a estrutura do produto
(EVAGELISTA, 2001).

Em geral, os produtos PPC n&o podem ser considerados livres de
microrganismos. Durante o seu preparo, 0S vegetais inteiros sao lavados,
normalmente com agua contendo cloro entre 50 e 200 ppm, e depois cortados
e embalados. Enquanto a lavagem reduz o numero de microrganismos, a
operacdo de corte tem o potencial de recontaminar o produto. Além disso, 0s
vegetais recém-cortados apresentam um indice de umidade mais elevado,
maior quantidade de nutrientes simples e maior superficie de contato que os
vegetais nao-cortados, fazendo com que os produtos PPC se tornem mais
susceptiveis ao crescimento de microrganismos (JAY, 2005).

3.4 Microrganismos a serem pesquisados em amostras de couve

minimamente processados

Os microrganismos que devem ser pesquisados segundo a ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) em hortalicas, legumes e similares,

incluindo cogumelos (fungos comestiveis) esta apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1 — Microrganismos a serem pesquisados segundo RDC N° 12.

Tolerancia o
Tolerancia para
. . . para
Grupo de alimentos Microrganismo amostra
amostra _
o representativa
indicativa
b) frescas, "in natura”, Coliformes a n c m M
10°
preparadas (descascadas ou 45°C/g 5 2 10 102
selecionadas ou fracionadas)
sanificadas, refrigeradas ou
Salmonella
congeladas, para consumo Aus 5 0 Aus -
sp/25¢g

direto, com excecao de

cogumelos.

m: é o limite que, em um plano de trés classes, separa o lote aceitavel do produto ou lote com qualidade
intermediaria aceitavel. M: é o limite que, em plano de duas classes, separa o produto aceitavel do inaceitavel. Em um
plano de trés classes, M separa o lote com qualidade intermediaria aceitavel do lote inaceitavel. Valores acima de M
séo inaceitaveis. n: € o nimero de unidades a serem colhidas aleatoriamente de um mesmo lote e analisadas
individualmente. c: € o nUmero maximo aceitavel de unidades de amostras com contagens entre os limites de m e M

(plano de trés classes).

3.5 Coliformes a 35°C e Coliformes a 45°C

3.5.1 Coliformes Totais (35°C)

Os coliformes sdo bastonetes Gram-negativos, ndo esporulados, que
fermentam a lactose dentro de 48 horas e produzem colbnias escuras com
brilho metalico em agar tipo Endo. De forma geral os coliformes sao
representados por quatro géneros da familia Enterobacteriaceae: Citrobacter,
Enterobacter, Escherichia e Klebsiella. Algumas linhagens de Arizona hinshawit
e Hafnia alvei fermentam a lactose, porém, geralmente, ndo dentro de 48
horas, e algumas linhagens de Pantoea agglomerans sdo lactose-positivas em
48 horas (JAY, 2005).

3.5.2 Crescimento

Os coliformes sao capazes de crescer na presenca de sais biliares, os
quais inibem o crescimento de bactérias Gram-positivas. Isso confere uma
vantagem no seu isolamento seletivo a partir de varias fontes. Ao contrario de

muitas outras bactérias, os coliformes tem a capacidade de fermentar a lactose



19

com producdo de gas, sendo esta Unica caracteristica suficiente para
determinacdes presuntivas. Em geral, a facilidade com que os coliformes
podem ser cultivados e diferenciados torna-os praticamente indicadores ideais,
exceto pela dificuldade de identificacdo de linhagens atipicas. Os
fermentadores aberrantes de lactose, no entanto, parecem ter importancia

sanitaria questionavel (JAY, 2005).

3.5.3 Coliformes Fecais e Escherichia Coli

A presenca em alimentos, deste microrganismo (sem Escherichia coli),
indica a sua contaminacao, veiculada por poeiras, aguas poluidas, manuseio e
outros fatores poluentes, durante e posteriormente ao processamento do
produto (EVAGELISTA, 2001).

Em alimentos vegetais frescos, o Unico indicador valido de contaminacao
fecal € a E. coli, uma vez que os demais indicadores de contaminacao fecal
sdo encontrados naturalmente nesse tipo de alimento (FRANCO; LANDGRAF,
2008).

O aparecimento de coliformes denuncia a contaminag¢ao nédo fecal e sim
por microrganismos patogénicos (salmonelas, shigelas etc.) e de outras floras
presentes quando se apresentam condi¢cdes de pouca higiene (EVAGELISTA,
2001).

A contaminacédo fecal é indicada quando outros coliformes se juntam a
Escherichia coli (EVAGELISTA, 2001).

Segundo Franco e Landgraf (2008), em alimentos processados, a
presenca de um numero considerado de coliformes ou de Enterobacteriaceae
indica:

e Processamento inadequado e/ou recontaminacdo pos-processamento,
sendo as causas mais frequentes aquelas provenientes de matéria
prima, equipamentos sujo ou manipulacédo sem cuidado de higiene;

e Proliferacdo microbiana que poderia permitir a multiplicagdo de

microrganismos patogénicos e toxigénicos.
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3.6 Salmonellasp

3.6.1 Caracteristicas do microrganismo

As salmonelas possuem cerca de 1.200 sorotipos e se apresentam em
forma de pequenos e curtos bastdes, mdveis na maioria das vezes, por flagelos
peritricos; sdo aerobicas e mesdfilas (EVAGELISTA, 2001).

O g¢género Salmonella pertence a familia Enterobactericeae e
compreende bacilos gram-negativos ndo produtores de esporos. S&o
anaerobios facultativos, produzem gas a partir de glicose (exceto S. typhi) e
sdo capazes de utilizar o citrato como Unica fonte de carbono. A maioria €
movel, através de flagelos peritriquios, e excecdo a S. pullorum e a S.
gallinarum, que sdo iméveis (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

3.6.2 Distribuicéao

O habitat primario da Salmonella é o trato intestinal de animais, como
passaros, répteis, animais de granja, homem e ocasionalmente insetos.
Embora seu habitat primario seja o trato intestinal, a Salmonella pode ser
encontrada, de tempos em tempos, em outras partes do corpo. Como forma
intestinal, os quais podem ser transmitidos por insetos e por outros organismos
vivos para um grande numero de localidades. Dessa forma, a Salmonella pode
também ser encontrada na agua, especialmente em aguas poluidas. Quando
agua poluida e alimentos que foram contaminados sdo consumidos por
pessoas e outros animais, esses microrganismos sdo novamente excretados
no material fecal, continuando o ciclo. O aumento deste ciclo por meio da
navegacao internacional de animais e de alimentos &, em grande parte,
responsavel pela distribuicho mundial de Salmonella e seus consequentes
problemas (JAY, 2005).

3.6.3 Infeccao Alimentar por Salmonella

A sindrome é causada pela ingestdo de alimentos que contenham

nameros significativos de espécies ou sorovares nao hospedeiro especifico do
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género Salmonella. Os sintomas surgem em torno de 12 a 14 horas apds a
ingestdo dos alimentos, embora periodos mais curtos e longos ja tenham sido
relatados. Os sintomas consistem em nauseas, vomitos, dores abdominais
(n&o tdo agudas como na intoxicacdo estafilocécica), dor de cabeca, calafrios
diarréia. Esses sintomas sédo geralmente acompanhados por fraquezas, fadiga
muscular, febre moderada, nervosismo e sonoléncia, 0s quais persistem por 2
a 3 dias. A taxa de mortalidade, em média, € de 4,1%, sendo de 5,8% durante
o primeiro ano de vida, 2% entre o primeiro e 0os 50 anos e de 15% em pessoas
acima de 50 anos. Entre as diferentes espécies de Salmonella, a S.
Choleraesuis foi descrita como a que apresenta maior taxa de mortalidade,
21% (JAY, 2005).

3.7 Estafilococos Coagulase Positiva
3.7.1 Espécies de interesse em alimentos

O género Staphylococcus inclui mais de 30 espécies, e aquelas de real
interesse em alimentos estdo listadas em 18 espécies e subespécies, somente
seis sdo coagulase-positivas e geralmente produzem nuclease termoestavel
(TNase). Das espécies coagulase-negativas, 10 demonstram a capacidade de
produzir enterotoxinas, mas nao produzem nucleases, ou, se produzem, elas
nao sdo termossensiveis. As linhagens enterotoxigénicas coagulase-negativas
nao sao estaveis na producdo de hemolisinas ou na fermentacao do manitol. A
amplamente utilizada pratica pesquisa de estafilococos coagulase-positivos em
alimentos, levou a estimativas inferiores da real prevaléncia de linhagens

produtoras de enterotoxinas (JAY, 2005).

3.7.2 Habitat e distribuic&o

Orelhas, o0 nariz e a boca: Estas areas do corpo podem abrigar S. aureus
(Bactérias encontradas em 40 a 45% dos adultos). Este microrganismo
contribui em grande parte com as intoxicagcbes alimentares, e sao
disseminados quando se espirra, tosse, assobia ou ao se assoar 0 nariz.
Portanto os manipuladores ndo devem provar alimentos com os dedos, e, ao

assoar o nariz, devem usar lencos descartaveis e lavar as méos apos o ato. A
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mascara de rosto € um equipamento de uso obrigatério no interior da area de
processamento (NASCIMENTO; MOLICA; MORAES, 2000). Evitando
contaminagao de alimentos a serem processados.

A permanéncia de Staphylococcus em alimentos constitui uma soma de
falhas higiénicas e do ajustamento de fatores ambientais, como, por exemplo, a
temperatura mal controlada (EVAGELISTA, 2001).

As espécies de Staphylococcus sdo hospedeiro-adaptadas, e metade
das espécies conhecidas habitam somente humanos (p. ex., S cohnii subsp.
Cohnii) ou humanos e outros animais (p. ex., S. aureus). Um maior niumero
tende a ser encontrado préximo a abertura do corpo e superficies da pele,
como, por exemplo, nas narinas, axilas e na area das virilhas. Em locais
Umidos, o nimero por cm? pode alcancar 10° a 10°, e em habitats secos, 10 a
10%. As duas fontes mais importantes de contaminacdo para alimentos s&o
fossas nasais e maos e bracos de manipuladores de alimentos com furinculos
e carbunculos (JAY, 2005).

3.7.3 Gastrenterite Estafilococica

A intoxicacdo alimentar estafilocécica foi estudada pela primeira vez, em
1894, por J. Denys e depois, em 1914, por M. A. Barber, que reproduziu em si
mesmo os efeitos e sintomas da doenca por meio de consumo de leite
inoculado com cultura de Staphylococcus aureus. A capacidade de algumas
linhagens de S. aureus de causar a doenca alimentar foi provada de forma
conclusiva em 1930 por G. M. Dack e colaboradores, os quais observam que
0s sintomas surgiram apos a ingestdo de culturas filtradas de S. aureus.
Embora alguns autores refiram-se a doengas como envenenamento alimentar,
em vez de intoxicacdo alimentar, a designagcdo gastrenterite deixa Obvia a
necessidade de indicar se a doenca é uma intoxicagdo ou uma infeccéo (JAY,
2005).
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3.8 Microrganismos Mesofilos Aerdbios Estritos e Facultativos Viaveis

e Microrganismos Psicrotroficos

Populacdes de microrganismos aerobios mesofilos e psicrotréficos, em
produtos refrigerados tém sido usadas como indicadores de qualidade higiénica
dos alimentos, fornecendo também ideia sobre seu tempo util de conservacéao.
Populacdes elevadas destes microrganismos contribuem para a reducao da
vida de prateleira de hortalicas minimamente processadas, podendo indicar
matéria-prima excessivamente contaminada, limpeza e desinfeccdo de
superficies inadequadas, higiene insuficiente na producdo e condigcbes
inadequadas de tempo/temperatura durante a produgdo ou conservacdo dos
alimentos (BRUNO et al., 2005).

Microrganismos psicrofilos sdo aqueles cuja temperatura de crescimento
encontra-se na faixa de 0°C a 20°C, com 6timo entre 10°C e 15°C e
microrganismos psicrotroficos sdo os capazes de se desenvolver entre 0°C e
7°C, com producédo de coldnias ou turvacdo do meio de cultura em sete a 10
dias. Alguns psicrotréficos, no entanto, crescem em temperatura de ate 43°C,
sendo, de fato, mesdfilos (FRANCO; LANDGRAF, 2008).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais
4.1.1 Matéria-prima

Amostras de couve minimamente processada, comercializadas em
bandejas de isopor, embaladas com filme plastico ou sacos de polietileno
armazenada sob-refrigeracdo em torno de 5°C, adquiridas em trés
supermercados da cidade de Campo Mourao/PR.

4.1.2 Reagentes e materiais

Vidrarias e demais materiais basicos obrigatérios em laboratérios de

microbiologia de alimentos.

4.1.3 Equipamentos

Equipamentos béasicos obrigatérios em laboratérios de microbiologia de

alimentos.

4.2 Métodos

4.2.1 Coleta das amostras

As amostras foram coletadas nos meses de maio a agosto de 2013.
Foram coletadas 3 amostras de 3 marcas diferentes, sendo 9 amostras de
couve por més, totalizando ao fim da pesquisa 27 amostras de couve
minimamente processadas. Estas amostras foram transportadas em uma

pequena caixa de isopor do supermercado até o laboratorio da UTFPR.
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4.2.2 Analises microbioldgicas

As amostras foram submetidas a andélises microbiologicas de contagem
de Coliformes a 45°C e Estafilococos Coagulase Positiva e presenca
Salmonella sp, das quais se repetiram por 3 meses, para avaliar diferentes
lotes. E somente no ultimo més de analise foi realizado contagem de
Coliformes a 35°C, Contagem Padrdao em Placas de Microrganismo Mesobfilo
Aerdbios Estritos Facultativos Viaveis e Contagem de Microrganismo
Psicrotréficos. As metodologias empregadas seguiram as de Mottin (2008),
Silva (2006) e Instrucdo Normativa N° 62, de 26 de agosto de 2003. E
utilizaram métodos rapidos para Salmonella SP e Estafilococos Coagulase

Positiva dos quais foram realizados em Petrifiime.

4.2.3 Preparo das Amostras e Diluigbes Seriadas

As analises foram realizadas logo apés a coleta, em condicdes
assépticas. Cada amostra a ser analisada foi constituida por um “pool” formado
por trés pacotes oriundos do mesmo lote e com igual peso (Mottin, 2008; Silva
2006). O conteudo dos trés pacotes foi colocado em um Unico frasco estéril, em
seguida misturado com auxilio de colher e bastdo de vidro estéril e pesadas a
fim de se retirar a unidade analitica da mistura. Uma quantidade de 25g da
amostra foi homogeneizada com 225 mL de solugédo salina peptonada 0,1%
para as andlises de Coliformes a 35°C, 45°C, Estafilococos Coagulase Positiva,
Contagem Padrdo em Placas de Microrganismo Mesoéfilo Aerébios Estritos
Facultativos Viaveis e contagem de Microrganismo Psicrotroficos. E em
solucéo salina peptona tamponada 1% para a pesquisa de Salmonella sp. Esta
foi a diluicdo 10™. A partir da diluicdo inicial (10™), as demais diluicdes foram
efetuadas até a 10, em solucdo salina peptonada 0,1 % de acordo com as
instrucdes contidas no Anexo Il, “Diluicdes e solu¢des” segundo a Instrucdo
Normativa N° 62, de 26 de agosto de 2003. Todas as analises foram realizadas

em duplicata.
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4.2.4 Anédlise de Coliformes Totais (35°C) e Termotolerantes (45°C)

A metodologia utilizada para pesquisa de contagem de coliformes totais
e termotolerantes aplica-se a amostras de matérias-primas, alimentos e racoes,
devendo ser utilizada quando o limite maximo tolerado for igual ou superior a
100 UFC/g ou mL, segundo a Instrugdo Normativa N° 62 (BRASIL, 2003).

Fundamentos segundo a Instru¢do Normativa N° 62 de agosto de 2003:

Prova presuntiva: Baseia-se na inoculacédo das diluicdes desejadas das
amostras sob teste em agar cristal violeta vermelho neutro bile (VRBA) e
posterior contagem das colbnias suspeitas. O 4gar VRBA apresenta em sua
composicdo sais biliares e cristal violeta, responséveis pela inibicdo de
microrganismos Gram positivos e vermelho neutro, um indicador de pH que
revela a fermentacéo da lactose pelos microrganismos presentes. A adicao de
sobrecamada visa a prevencdo do crescimento e do espraiamento de coldnias
na superficie do agar.

Prova confirmativa para coliformes totais: A confirmacéo da presenca de
coliformes totais € feita por meio da inoculacdo das coldnias suspeitas em
caldo verde brilhante bile 2% lactose e posterior incubagdo a 36 + 1°C. A
presenca de gas nos tubos de Durhan evidencia a fermentacdo da lactose
presente no meio. O caldo verde brilhante bile 2% lactose apresenta em sua
composicdo bile bovina e um corante derivado do trifenilmetano (verde
brilhante) responsaveis pela inibicdo de microrganismos Gram positivos.

Prova confirmativa para coliformes termotolerantes: A confirmacdo da
presenca de coliformes termotolerantes é feita por meio da inoculacdo das
colénias suspeitas em caldo EC e posterior incubacdo em temperatura seletiva
de 45 + 0,2°C, em banho-maria com agitacdo ou circulacdo de agua. A
presenca de gas nos tubos de Durhan evidencia a fermentacdo da lactose
presente no meio. O caldo EC apresenta em sua composi¢cdo uma mistura de
fosfatos que lhe confere um poder tamponante impedindo a sua acidificagao. A
seletividade € devido a presenca de sais biliares responséaveis pela inibicdo de
microrganismos Gram positivos.

O padrdao microbioldgico de hortalicas, legumes e similares, incluindo
cogumelos (fungos comestiveis) para amostra indicativa é de 10> UFC/g para

Coliformes Termotolerantes (45°C), segundo a resolu¢cdo — RDC N° 12, de 02
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de janeiro de 2001. Por isso utiliza-se a técnica de plagueamento em Agar
VRBA e posterior contagem das colbnias suspeitas e sua repicagem em VBB
(Caldo Verde brilhante bile lactose 2%) para confirmacao de coliformes a 35°C
e em Caldo EC para coliformes a 45°C.

Ja para a contagem de Coliformes Totais ndo ha padrdo nesta mesma
legislacdo, sendo esta analise realizada com intuito de confirmar o porqué da
alta contagem de colonias na prova presuntiva em VRBA, sendo que na

maioria dos lotes nunca era confirmada a presenca de Coliformes a 45°C.

4.2.5 Andlise de Salmonella sp/25g

A metodologia utilizada para pesquisa de presenca de Salmonella
sp/25g aplica-se a amostras de alimentos de origem animal, racdes e
ingredientes, segundo a Instru¢cdo Normativa N° 62 (BRASIL, 2003).

Os cinco primeiros lotes da pesquisa da presenca de Salmonella sp/25¢g
foi realizado através de métodos rapidos por meio de petrifime, e somente as 4
ultimas foram realizadas pelo método convencional.

Fundamentos segundo a Instru¢do Normativa N° 62 de agosto de 2003:

Pré-enriquecimento: Baseia-se na incubacdo, a 36 + 1°C por 16 a 20
horas, de 25 + 0,2 g ou 25 + 0,2 mL da amostra, adicionada de 225 mL de
solucéo salina peptonada 1%. Esse procedimento visa minimizar os efeitos do
processamento industrial dos alimentos, capaz de promover estresse nas
células de Salmonella, sem inativa-las biologicamente.

Enriguecimento seletivo: Baseia-se na utilizacdo de meios que contém
substancias de acdo impediente do crescimento para a maioria dos
microrganismos interferentes e na incubacédo em temperatura seletiva.

O enriquecimento seletivo de Salmonella se faz obrigatoriamente nos
meios liquidos seletivos, caldo Rappaport Vassiliadis e caldo selenito-cistina.

Isolamento e selecédo: Baseia-se na selecdo de colénias de Salmonella
em, pelo menos, dois meios sélidos: o BPLS (agar verde brilhante vermelho de
fenol lactose sacarose) obrigatoriamente e outro agar de maior impediéncia
escolhido pelo laboratorio.

Identificagcdo bioquimica: Baseia-se na evidenciagdo das propriedades

fisiol6gicas e metabdlicas das culturas suspeitas.
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Prova de soroaglutinacdo: Baseia-se na reagdo antigeno-anticorpo, com
consequente aglutinacdo do antigeno frente ao anti-soro para Salmonella

polivalente “O”.

4.2.6 Anédlises de Estafilococos Coagulase Positiva

A metodologia utilizada para pesquisa de contagem de Estafilococos
Coagulase Positiva foi o procedimento para a contagem de Staphylococcus
aureus do Capitulo V da Instrugdo Normativa N° 62 (BRASIL, 2003). Aplica-se
a amostras de matérias-primas e alimentos. Para os produtos destinados ao
comércio no MERCOSUL, a contagem final apenas dita como Staphylococcus
coagulase positiva, segundo a Instrucdo Normativa N° 62 (BRASIL, 2003).

Fundamentos segundo a Instru¢cdo Normativa N° 62 de agosto de 2003:

Contagem: Baseia-se na inoculacdo das diluicbes desejadas das
amostras em 4gar Baird-Parker, cuja composicdo evidencia a habilidade desse
microrganismo de crescer na presenca de 0,01 a 0,05% de telurito de potassio
em combinacdo com 0,2 a 0,5 % de cloreto de litio e 0,12 a 1,26% de glicina. O
Staphylococcus aureus reduz anaerébia e aerobiamente o telurito de potassio,
produzindo col6nias negras. O agar Baird-Parker suplementado com solugéo
de gema de ovo possibilita a verificacado das atividades proteolitica e lipolitica
do Staphylococcus aureus, por meio do aparecimento de um halo de
transparéncia e um de precipitacdo ao redor da coldnia, respectivamente.

Prova da coagulase: Baseia-se na comprovacdo da capacidade de
coagular o plasma de coelho pela acdo da enzima coagulase produzida pelo
microrganismo.

Somente as duas primeiras andlises foram realizadas conforme o
meétodo convencional descrito acima, assim passando para a utilizacdo de
métodos rapidos por meio de Petrifilme para as demais pesquisas até o fim

deste trabalho.
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4.2.7 Andlise de Contagem Padrdo de Microrganismos Mesofilos

Aerbbios Estritos e Facultativos Viaveis

A metodologia utilizada para pesquisa Contagem Padrdo de
Microrganismos Mesofilos Aerdbios Estritos e Facultativos Viaveis, aplica-se a
amostras de matérias-primas, agua e alimentos. Baseia-se na semeadura em
profundidade da amostra ou de suas diluicdes em agar padrdo para contagem
seguida de incubacdo em temperatura de 36 + 1°C por 48 horas, segundo a
Instrucdo Normativa N° 62 (BRASIL, 2003).

Esta pesquisa foi somente utilizada para ultima analise da cada marca
do ultimo més, com o objetivo de determinar a contaminac¢éo total do lote, ja
gue nos meses anteriores as contagens de Estafilococos Coagulase Positiva
em sua maioria apresentaram valores acima do padréo e a prova presuntiva de

Coliformes continha um grande nimero de coldnias.

4.2.8 Andlise de Microrganismos Psicrotréficos

A metodologia utilizada para pesquisa Contagem Padrédo de
Microrganismos Psicrotréficos é aplicada a amostras de matérias-primas, agua
e alimentos, baseia-se na semeadura em profundidade da amostra ou de suas
diluicbes em agar padrdo para contagem seguida de incubacdo em

temperatura de 6 + 1°C por 10 dias, segundo Silva (2006).

4.2.9 Anédlise Estatistica

Os resultados foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) sobre
0 experimento inteiramente casualizado (DIC) e suas médias comparadas
através do Teste de Tukey a nivel de 5% de significancia (p<0,05), todos os
dados matematicos foram estatisticamente calculados através do programa
ASSISTAT 7.7 Beta.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Pesquisade Coliformes a 45°C

A Tabela 2 mostra os resultados das pesquisas de coliformes a 45°C em

3 meses diferentes.

Tabela 2 — Resultados da analise de Coliformes a 45°C:

Marca Meés1 Més 2 Més 3 Média

A  10°UFC/g 10°UFC/g 8,8x10°UFC/g (est.) 2,9x10°UFC/g+5,0x10°®
B  10°UFC/g 10°UFClg 10°UFClg 10°UFC/g+0°

C  10°UFC/g 10°UFClg 10°UFClg 10°UFC/g+0P

Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente. As médias seguidas pela mesma letra

nao diferem estatisticamente entre si. Est.=Estimada.

Das 9 anadlises realizadas, somente, em uma amostra da marca A
analisada no ultimo més foi detectada a presenca de coliformes
termotolerantes acima do padréo permitido pela legislagéo, sendo que o padrao
para este microrganismo é de 10°UFC/g segundo a resolucdo — RDC N° 12, de
02 de janeiro de 2001. Sendo assim encontrando-se fora do padréo
estabelecidos para hortalicas, legumes e similares, incluindo cogumelos

(fungos comestiveis).

As respectivas Figuras 2 e 3 apresentam a prova presuntiva de
coliformes em VRBA e a prova confirmativa de coliformes a 45°C em caldo EC.
A Figura 2 ilustra um grande numero de colbnias tipicas (rosas) e atipicas
(transparentes). E na Figura 3 nos tras os tubos de Caldo EC com formacao de
gas no tubo de Durhan que evidencia a confirmacéo de coliformes a 45°C.
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Figura 3 — Prova confirmativa de Coliformes a 45°C.

De acordo com o trabalho de Silva (2006) com alface minimamente
processadas, 10 do total das 24 amostras analisadas foram positivas para
coliformes fecais. Apenas 0os meses de novembro de 2004 e julho de 2005
apresentaram valores <2,9x10NMP/g Os valores médios de coliformes fecais
variam de <2,9x10NMP/g a 3,9x10°NMP/g. indices acima do permitido (107
UFC/g) foram observados em quatro amostras, trés destas foram nos meses
de janeiro e uma foi no més de margo de 2005.

Miguel (2008) pesquisou coliformes a 45°C em 9 amostra de couve
minimamente processadas, onde somente uma estava dentro do padrdo. As
demais amostras apresentaram valores entre 93 NMP/g e 2400 NMP/g.
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Segundo Silva (2006) alguns fatores podem justificar esses indices,
como o0 maior uso de 4gua de irrigagcdo contaminada. Outro problema é a
deficiéncia da manipulagcdo do colaborador envolvido no processo de

beneficiamento da couve minimamente processada.

5.2 Pesquisade Coliformes a 35°C

A pesquisa de coliformes totais a principio ndo fazia parte do objetivo do
trabalho, mas devido as primeiras analises sempre obterem uma alta contagem
na prova presuntiva em VRBA, sem confirmagdo para coliformes
termotolerantes em Caldo EC, foi decidido realizar pelo menos uma andlise de
cada marca para coliformes totais, totalizando 3 analises. Infelizmente o estudo
nao foi conclusivo, pois das 3 marcas analisadas as 3 apresentam alta
contagem na prova presuntiva em VRBA, mas somente uma confirmou tanto
para coliformes a 35 e a 45°C. Desta forma, a presenca de colbnias tipicas e
atipicas de coliformes em VRBA, foi devido a outro microrganismo que se
desenvolveu no meio seletivo utilizado.

A Tabela 3 mostra os resultados encontrados de coliformes totais no

ultimo més de pesquisa para as amostras de couve minimente processadas.

Tabela 3 — Resultados da analise de Coliformes a 35°C:

Marca Més 3
A 5,4x10°UFC/g (est.)
B <1x10'UFC/g
C <1x10'UFC/g

Est.=Estimada. UFC=Unidade formadora de coldnia.

Para hortalicas, ndo ha padrao para coliformes a 35°C, e o limite maximo
para coliformes a 45°C é de 10°UFC/g. Uma Gnica amostra teve contagem de
coliformes totais elevada, apresentando um valor de 5,4x10°UFC/g (est.).

Gasparello (2008) em sua pesquisa de saladas de vegetais folhosos
servidos “in natura” observou valores de 1,7x10°UFC/g a 8,7x10°UFC/g.

Segundo Junior, Gontijo e Silva (2012), embora nao existam

informacgdes na legislacdo brasileira quanto aos limites de contagens toleradas
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para coliformes totais, tais analises indicam mas condicdes higiénicas do local,
do produto e o risco da presenca de patdégenos fecais.

Populacbes de coliformes totais acima de 1,0x10°NMP/g s&o
consideradas altas para hortalicas minimamente processadas, que foram
sanitizadas antes do empacotamento. Grandes populacdes desses
microrganismos podem diminuir a vida de prateleira (GASPARELLO, 2008).

As Figuras 4 e 5 ilustram respectivamente, a prova presuntiva de
coliformes em VRBA e sua prova confirmativa de coliformes totais em VBB. Na
figura 4 é possivel visualizar uma grande quantidade de coldnias tipicas (rosas)
e atipicas (transparentes) indicando uma possivel alta contaminagdo por um
género de coliformes. Na Figura 5 aparecem tubos contendo caldo VBB, que
apresentam tubos de Durhan que chegam estar boiando de tanto gas

produzido pelos coliformes presentes no meio.

Figura 4 — Prova presuntiva de coliformes.
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Figura 5 — Prova confirmativa de coliformes a 35°C.

5.3 Pesquisa de Salmonella sp/25¢g

Das 9 andlises realizadas nenhuma apresentou presenca de Salmonella
sp. Salienta-se que todas as andlises foram feitas em pool, do qual cada um
era constituido da mistura de 3 amostras de couves do mesmo lote, e que 27
amostras de couves nao apresentaram presenca de Salmonella sp.

As Figuras 6, 7 e 8 apresentam as diferentes formas de analise de
Salmonella sp realizadas durante o trabalho. Na figura 6 nos tras um petrifilme
do qual ndo houve crescimento nenhum de colbnias sendo assim resultado de
auséncia de Salmonella sp. A figura 7 apresenta col6nias tipicas (incolores ou
de cor rosada, entre translicidas a ligeiramente opacas) de Salmonella sp em
agar BPLS das quais ndo foram confirmadas em suas provas bioquimicas e
sorologicas sendo assim o resultado foi de auséncia para tal microrganismo.
Por fim a Figura 8 apresenta as coldnias tipicas (transparentes, centro negro,
halo purpura ao redor) no agar XLD (Agar xilose-lisina-desoxicolato) como no
BPLS as colbnias apresentadas no XLD também n&o foram confirmadas
através das provas bioquimicas e sorolégicas. Portanto em nenhuma das
formas de pesquisar Salmonella sp foi possivel detectar sua presenca.



Figura 8 — Pesquisa de Salmonella sp agar XLD.
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Segundo a resolucdo - RDC N° 12 de Janeiro de 2001 o padréo
microbiolégico para pesquisa de Salmonella sp é de auséncia. Devido & sua
importancia como patdégeno veiculado por alimentos a legislacdo brasileira
(BRASIL, 2001) preconiza a pesquisa de Salmonella sp.

Conforme Oliveira (2008) a presenca de Salmonella sp em hortalicas
prontas para o consumo, mesmo em baixas populac¢des, indica potencial risco
a saude dos consumidores.

De acordo com Vitti et al. (2004), condi¢cdes higiénicas adequadas
possibilitam a obtencdo de um produto com padrédo microbiolégico de acordo
com a legislagdo de alimentos. Vitti e colaboradores realizaram pesquisa em
minimamente processados e também ndo foi detectada a presenca de
Salmonella sp em nenhuma das repeticdes analisadas.

Tresseler et al (2009), observou em minimamente processados,
contaminagdo em apenas uma amostra "in natura". Na amostra apos
sanitizacdo e ao final do periodo de armazenamento ndo foi encontrada
contaminagcdo, sendo nesse caso, a sanitizacdo eficiente na remocao do
patdogeno. A pesquisa de Tresseler et al (2009) mostrou que a auséncia de
Salmonella sp se deve a sanitizacdo eficiente e as altas contagens de outros

microrganismos indica contaminacdo pos sanitizacao e contaminacgao cruzada.

5.4 Pesquisa de Estafilococos Coagulase Positiva

A Tabela 4 mostras o0s resultados da pesquisa de estafilococos
coagulase positiva, encontrados nas amostras de couve minimamente
processados.

A pesquisa de Staphylococcus aureus apresentou contagem alta em 7
das 9 andlises quando se compara ao padrdo de 103UFC/g da Resolugédo -
RDC N° 12 de Janeiro de 2001 na secéo de hortalicas, legumes e similares,
incluindo cogumelos (fungos comestiveis). O anexo D do qual diz a seguinte
maneia branqueados ou cozidos, inteiras ou picados, estaveis a temperatura,
refrigeradas ou congeladas ambiente, consumidas diretamente, incluindo
cogumelos; polpas ou purés, refrigerados ou congelados. Este anexo nao se

refere exatamente ao produto desta pesquisa, mas é o que mais se assemelha
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para poder fazer uma comparacao, ja que no anexo B da Resolucdo - RDC N°
12 ndo ha pesquisa de estafilococos coagulase positiva. Esta analise é
importante, j& que se trata de um produto minimamente processado, pronto
para consumo e no preparo ocorre a manipulagao.

Tabela 4 — Resultados da analise de estafilococos coagulase positiva:

Marca Més 1 Més 2 Més 3 Média de tratamento

A 1,0x10°UFC/g  6,4x10*UFC/g 2,0x10°UFClg 3,1x10°UFC/g+2,8x10%
(est.) (est.)

2,9x103UFC/g
(est)

3
C <10°UFC/g 3’8)‘%25?)%/ 9 48x10°UFClg 1,7x10°UFCig+2,6x10%

B <10°UFC/g 1,6x10UFC/g  1,8x102UFCl/g+9,7x10%

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade.

A Figura 9 exibe o método rapido utilizado para pesquisa de
Staphylococcus aureus, onde se utilizou placas de Petrifilme. Segundo a 3M
(2013) uma placa Petrifilme para contagem rapida de Staphylococcus oferece o
desempenho equivalente ao Método agar coagulase Baird-Parker. A direita
podemos observar um Petrifilme com varias col6nias tipicas (colénias verdes)
de Staphylococcus aureus, da qual foi inoculada a diluicdo 10™ e a esquerda o
Petrifiime contendo a diluicdo 102 a contagem estabelecida neste Petrifilme

presenciou uma contagem acima do padréo observado.

mNEEEay N T T .

Figura 9 — Contagem de Staphylococcuys aureus em Petrifilm.

Miguel (2008) observou valores de 1,76x10*UFC/g a 3,0x10°UFCIg
minimo e maximo respectivamente para amostras de couve minimamente

processadas. Ele afirma que as boas praticas de higiene por parte de



38

manipuladores nao foram utilizadas, sendo que ele também utilizou o padréo
de 102UFC/g como referéncia aos seus estudos.

Silva (2013) observou que 25% das amostras analisadas em sua
pesquisa apresentaram estafilococos coagulase negativa (ECN) e 3,5%
estafilococos coagulase positiva (ECP).

Na avaliacdo de Bruno et al. (2005), a deteccdo de Staphylococcus em
alimentos esta relacionada com manipulagdo inadequada durante o
processamento.

A presenca desse microrganismo indica, na matéria-prima e em
alimentos, mau estado higiénico, consequente ao manuseio por portadores de
germe (EVAGELISTA, 2001).

Ferreira (2006) diz que as toxinfeccfes alimentares sdo ocasionadas por
agentes etiolégicos tais como bactérias, virus, fungos e parasitas,
principalmente devido a praticas inadequadas de manipulagcéo, matérias-primas
contaminadas, falta de higiene durante preparacdo, além de equipamentos e
estrutura operacional deficientes em alimentos que sofrem manipulacédo intensa
no processamento.

A presenca de numeros elevados de S. aureus é uma indicacdo de
perigo potencial a saude publica devido a enterotoxina estafilocécica, bem
como a sanitizacdo questionavel, principalmente quando o processamento
envolve manipulacdo do alimento (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

O Staphylococcus aureus € transmitido facilmente aos produtos, através
de focos conservados por limpeza deficiente e do proprio operador, no qual o
microrganismo se localiza no seu nariz, boca, pele e especialmente, em
ferimentos (EVAGELISTA, 2001).

55 Pesquisa de Microrganismo Mesofilos Aerdbios Estritos e

Facultativos Viaveis

A pesquisa de microrganismos mesoéfilos aerébios estritos e facultativos
viaveis foi realizada somente 1lvez pra cada marca, totalizando em 3 analises.
Ela foi feita, pois a contagem padrédo em placas (CPP) tem sido usada como
indicador da qualidade higiénica dos alimentos, fornecendo também ideia sobre

seu tempo util de conservacgéo.
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A Tabela 5 mostra os resultados encontrados para microrganismos
mesofilos aerdbios estritos e facultativos viaveis no ultimo més de pesquisa
para as couves minimente processadas. Dos quais apresentam uma variacao
de 3,3x10°UFC/g a 6,8x10°UFC/g (est.).

Tabela 5 — Resultados da analise mesofilos aerdbios estritos e facultativos:

Marca Més 3
A 6,8x10°UFC/g (est.)
B 1,7x10°UFClg
C 3,3x10°UFC/g

Na Figura 10 encontra-se a placa de PCA (Agar padréo para contagem)
contendo colbnias tipicas (colbnias brancas) de mesofilos aerdbios estritos
facultativos e viaveis. O numero de coldnias encontradas nesta placa indica

uma grande contagem deste microrganismo.

Figura 10 — Pesquisa de mesofilos aerdbios estritos facultativos viaveis.

Sabe-se que na legislagdo em vigor, ndo existe padrédo para
microrganismos mesofilos aerdbios estritos facultativos viaveis, mas na
pesquisa de Paula et al. (2003), ela mencionou ter utilizado como padréo
10UFC/g.

Os estudos de Silva (2006) revelam valores médios para contagem de
mesdfilos apresentam niveis variando de 4,7x10°UFC/g a 1,6x10°UFC/g nos

meses de julho e marco de 2005, respectivamente.
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Na literatura existe uma variacdo em torno dos valores estabelecidos
para alimentos e para 0s vegetais prontos para consumo. Em geral, contagens
aerébicas entre 10° e 10’UFC/g sdo comuns em vegetais prontos para
consumo (JAY, 2005). Lima (2003) afirma em seu estudo que diz que a
contagem de mesdéfilos acima de 107 a 108UFC/g indica término da vida util dos
produtos. Segundo Mossel (1982), a contagem maxima aceitavel de mesofilos
em vegetais frescos é de 1,0x10°UFC/g. No Japdo, foi definido o valor
1,0x10°UFC/g para alimentos, determinado por contagem em placa (APC),
como sendo seguro para o consumo, embora ndo exista nenhum regulamento
nacional de alimentos prontos para consumo (Kaneki et al.,, 1999). Os
resultados do presente estudo mostram-se abaixo destes valores, indicando

contagens normais para hortalicas prontas para consumo.

5.6 Pesquisa de Microrganismo Psicrotréficos

A pesquisa de microrganismos Psicrotroficos foi realizada somente 1 vez
para cada marca, totalizando em 3 andlises. Por se tratar de um alimento
refrigerado achou que seria importante pesquisar se haveria presenca de tais
microrganismos. As embalagens das 3 marcas trazia consigo a informacgéo de
que as amostras de couve deveriam ser armazenadas em temperaturas de
aproximadamente 5°C, sendo a faixa de temperatura para tal microrganismo
em torno de 0°C a 7°C.

Na Tabela 6 mostra os resultados encontrados para microrganismos
psicrotroficos no ultimo més de pesquisa para as amostras de couve
minimente processadas.

Tabela 6 — Resultados da analise de Psicrotroficos:

Marca Més 3
A 2,0x10*UFClg
B 1,6x103UFC/g
C 4,8x10*UFC/g

N&o existe em legislacdo o padrdo para microrganismos psicrotroficos
em hortalicas minimamente processadas. Mas nos estudos de Vitti et al. (2004)

a contagem inicial das bactérias psicrotréficas foi de aproximadamente
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2,62x10°UFC/g, ao passo que, no 10° dia de armazenamento, as contagens
aumentaram para valores préximos a 2,4x10*UFC/g. Vitt et al. (2004) realizou a
pesquisa no dia em que 0s vegetais minimamente foram processados e 10 dias
depois. Observou-se gque os valores no dia 10 se assemelharam aos que foram
encontrados na couve minimamente processada dentro do prazo de validade.

Segundo Silva (2006) em sua pesquisa com minimamente processados
observou que os psicrotréficos variam entre 7,9x10°UFC/g e 2,8x10°UFC/g nos
meses de julho e janeiro do ano de 2005, respectivamente. Os valores
apresentados referem-se aos indices mais baixos e mais elevados,
respectivamente.

Fantuzzi, Puschmann e Vanetti (2004) encontraram valores préximos a
da pesquisa aqui presente, onde a contagem padréo inicial de microrganismos
psicrotréficos, que foi de aproximadamente 10*UFC/g, ndo variou durante 20
dias de estocagem a 1°C e 5°C, nas amostras de repolho minimamente
processados.

Oliveira (2008) afirma que as populacdes de bactérias aerdbias
psicrotréficas encontradas em seus estudos foram elevadas, sendo maior que
1,0x10°UFC/g (limite de deteccdo na técnica de contagem padrdo em placas
utilizada neste estudo) em 96,3% do total de amostras analisadas.

A Figura 11 mostra uma alta contagem de microrganismos psicrotroficos
na placa de PCA essa contagem é evidenciada pelas colbnias tipicas (colénias

brancas).

Figura 11 — Pesquisa de microrganismos psicrotroficos.
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A temperatura € um dos fatores extrinsecos mais importantes na
atividade bioquimica dos microrganismos. Quanto menor for a temperatura,
menor sera a velocidade das rea¢fes bioquimicas ou a atividade microbiana.
Em consequéncia, poder-se-ia considerar que tanto o congelamento como a
refrigeracdo sdo melhores métodos de conservacdo para qualquer tipo de
alimento. No entanto isso ndo € verdade. Alguns alimentos ndo podem ser
estocados nem mesmo sob-refrigeragéo, pois sofrerdo injurias devido ao frio,
tornando-se inaceitaveis para o consumo. Portanto, a temperatura na qual um
alimento pode ser armazenado depende das suas caracteristicas. Além disso,
fatores econdmicos também devem ser considerados, uma vez que a remogao
de calor e a manutencdo do ambiente frio controlado s&o de alto custo. Os
alimentos pereciveis sdo os de maior interesse quando se considera o

armazenamento em baixas temperaturas (FRANCO, LANDGRAF, 2008).
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0. Conclusao

Em relagdo aos resultados obtidos neste estudo realizado em amostras
de couve minimamente processadas e comercializadas em supermercados de
Campo Mourdo, pode-se concluir que as trés marcas analisadas néo
apresentaram presenca de Salmonella sp. Nas contagens para coliformes
termotolerantes, uma das amostras apresentou valores acima dos padrbes
permitidos pela legislacdo. Para a pesquisa de Estafilococos Coagulase
Positiva das 9 amostras analisadas 7 apresentaram valores muito acima do
padrdo utilizado para determinar sua sanidade microbiologica, indicando assim
gque a uma deficiencia da legislagdo sobre os alimentos minimamente
processados, visando repensar quais as formas de combater este
microrganismo, deixando claro a importancia da pesquisa deste microrganismo.
As pesquisas adicionais realizadas somente nas 3 ultimas amostras, uma de
cada marca, das 3 amostras submetidas a andlise de coliformes a 35°C
somente uma teve sua confirmagéo, sendo as outras duas que apresentaram
alta contagem na prova presuntiva mas nao confirmaram para nenhum tipo de
coliforme. Nas contagens de microrganismos mesofilos e psicrotroficos
encontram-se similares aos de outros estudos e até mesmo abaixo dos valores
de alguns deles, sendo estes estudos comparados sempre indicando alta

contagem segundo 0s autores.
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