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RESUMO

Introdugao: Estima-se que doencas diarréicas estdo ligadas ao consumo de
alimentos ou agua contaminados, razdo pela qual padrdo higiénico-sanitario para
alimentos possuem legislacdo especifica. O consumo in natura de hortalicas, com
vista @ manutencao de suas propriedades nutricionais e funcionais, implica do ponto
de vista microbioldégico em cuidados redobrados com o processo de sanitizagao
desses alimentos. Embora a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria recomende o
uso de solugao clorada para sanitizagdo de hortaligas, culturalmente o emprego do
vinagre com esta finalidade € mantido pela populacdo. Objetivo: Avaliar a eficacia
da agua sanitaria e do vinagre como agentes sanitizantes de folhas de couve
(Brassica oleracea L.). Material e Métodos: A eficacia da agua sanitaria e do
vinagre foi avaliada na sanitizagao de folhas de couve comercializadas in natura em
feira livre do municipio da Vitéria de Santo Antdo. As condig¢des higiénico-sanitarias
do local de venda foram avaliadas por meio de check list de observacao. Analises
microbiolégicas para contagem de micro-organismos mesofilos aerobios, coliformes
totais e coliforme a 45 °C foram realizadas em amostras da agua de lavagem das
folhas de couve; em folhas depois de higienizadas (controle) e em folhas depois de
sanitizadas tanto com solugéo de agua sanitaria 200 ppm (2,0 a 2,5% de cloro ativo)
quanto com vinagre (4% de acido acético). As analises foram realizadas em
duplicatas e os resultados expressos em UFC/g para mesofilos aerébios e NMP/g
para coliformes. Resultados: As condi¢gdes higiénico-sanitarias do local de
comercializagao foram consideradas satisfatorias, posto que, 2/3 dos itens
questionados mostraram-se de acordo com o recomendado pela legislac&do. Valores
para micro-organismo mesdfilos aerdbios variaram entre 1,25x10* UFC/g na agua de
lavagem a 5,4x10%? UFC/g nas folhas sanitizadas com solugdo de agua sanitaria. As
folnas sanitizadas com a solugdo de vinagre também mostrou redugdo na
quantidade de colbdnias iniciais (5,7x10* UFC/g) comparando-se com o resultado do
controle (1,76x10* UFC/g). Também para coliformes totais, os valores encontrados
na amostra controle foi maior que na agua de lavagem (460 NMP/g), enquanto nas
amostras sanitizadas com agua sanitaria e vinagre houve redugéo significativa, nas
duas amostras (43 NMP/g). Para a pesquisa de coliforme a 45° C todas as amostras

apresentaram valores <3,0 NMP/g, atendendo ao recomendado pela legislagao.



Conclusao: A redugdo da carga microbiana inicial nas folhas de couve para niveis
aceitaveis, constatada neste trabalho, comprovam a eficacia das solu¢gées de agua
sanitaria e de vinagre como agentes sanitizantes de folhas de couve nas condi¢des

deste estudo.

Palavras-chave: Contaminacgdo. Hortalicas. Sanitizagdo. Vinagre.



ABSTRACT

Introduction: It is estimated that diarrheal diseases are linked to the consumption of
contaminated food or water, which is why the hygienic-sanitary standard for food has
specific legislation. The in natura consumption of vegetables, with a view to the
maintenance of their nutritional and functional properties, implies from the
microbiological point of view in redoubled care with the process of sanitization of
these foods. Although the National Sanitary Surveillance Agency recommends the
use of chlorinated solution to sanitize vegetables, culturally the use of vinegar for this
purpose is maintained by the population. Objective: To evaluate the efficacy of
bleach and vinegar as sanitizing agents of cabbage leaves (Brassica oleracea L.).
Material and Methods: The efficacy of bleach and vinegar was evaluated in the
sanitization of cabbage leaves commercialized in natura at a fair in the municipality of
Vitéria de Santo Antdo. The hygienic-sanitary conditions of the place of sale were
evaluated through an observation checklist. Microbiological analyzes for counting of
aerobic mesophilic microorganisms, total coliforms and coliform at 45 °C were carried
out in samples of the wash water of cabbage leaves; On leaves after sanitizing
(control) and on sheets after sanitizing with either 200 ppm water solution (2.0 to
2.5% active chlorine) or with vinegar (4% acetic acid). The analyzes were performed
in duplicates and the results expressed in CFU / g for aerobic mesophiles and NMP /
g for coliforms. Results: The hygienic-sanitary conditions of the place of
commercialization were considered satisfactory, since 2/3 of the items questioned
were in accordance with what is recommended by the legislation. Values for aerobic
mesophilic microorganisms ranged from 1.25x104 CFU / g in the wash water to
5.4x10%2 CFU / g in leaves sanitized with bleach solution. The leaves sanitized with
the vinegar solution also showed a reduction in the number of initial colonies (5.7x10°
CFU / g) compared to the control result (1.76x104 CFU / g). The total sample size of
the samples was 43.5 MPa / g and the total sample was 43 MPa / g. The samples
were sanitized with bleach and vinegar. For the coliform research at 45° C all
samples had values <3.0 MPN / g, according to what is recommended by the
legislation. Conclusion: The reduction of the initial microbial load in the cabbage
leaves to acceptable levels, verified in this work, proves the effectiveness of the
solutions of bleach and vinegar as sanitizing agents of cabbage leaves under the

conditions of this study



Keywords: Contamination. Vegetables. Sanitization. Vinegar.
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1 INTRODUGAO

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude — OMS (2006) estima-
se, anualmente, 1.8 milhdes de mortes decorrentes de doencas diarréicas, em
sua grande maioria, ligadas ao consumo de alimentos ou agua contaminados.

Em Pernambuco, na rede publica e conveniada ao SUS, no periodo
entre 2004 e 2013, foram registrados 208.868 internamentos por Doencgas
Diarréicas Agudas (DDA), que corresponderam a 3,9% do total de
hospitalizagdes, com um custo superior a seiscentos e sessenta e seis milhdes
de reais (R$ 66.524.220) (SEVS, 2015).

Doencgas veiculadas por agua e alimentos sao conhecidas desde épocas
remotas. No ano 2000 AC., Moisés determinou algumas leis sobre os alimentos
que se podia ou ndo comer, bem como sugestbes de sua preparagdo e a
importancia da limpeza das maos antes de ingerir os alimentos (SVS/MS,
2005).

Doencas Veiculadas por Agua e Alimentos (DVA) é um termo genérico
utilizado para a denominacao de sindrome caracterizada por nauseas, vomito,
diarréia e anorexia, resultantes da ingestdo de alimentos e/ou agua,
contaminados por parasitas, micro-organismos patdgenos, agrotoxicos,
produtos quimicos ou outros metais pesados (SVS/MS, 2005).

Os cuidados higiénicos com os alimentos podem prevenir a ocorréncia
da maioria dos casos de DVA, razdo pela qual, padrées higi€nico-sanitarios
foram estabelecidos por legislacdo especifica, uma vez que contaminagdes de
alimentos e/ou agua por organismos patégenos ou substancias téxicas podem
decorrer de condigdes inadequadas de higiene ambiental, incluindo maquinas e
utensilios, processos de manipulacéo (BAU; SIQUEIRA; MOOZ, 2009).

O desrespeito ao binbmio tempo x temperatura, compreendido desde a
estocagem do alimento in natura até o preparo e conservagdao do produto
disponivel para o consumo humano e pode favorecer a proliferagao bacteriana,
uma vez que o crescimento de micro-organismos patogénicos tende a ser
maior devido a essa variacdo de temperatura (BAU; SIQUEIRA; MOOZ, 2009).

Um numero significativo de possibilidades, a depender dos varios tipos
de agentes causais, favorece a ocorréncia das DVAs, resultando em infec¢des
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ou intoxicagbes que podem apresentar-se de forma crbénica ou aguda, com
caracteristicas de surtos ou casos isolados (BAU; SIQUEIRA; MOOZ, 2009).

Neste contexto, todo individuo esta suscetivel a adquirir DVA, todavia
esta suscetibilidade mostra-se aumentada em criangcas, idosos e
imunodeprimidos. O periodo de incubagao até o surgimento dos sintomas pode
ser de fragdes de hora, variando conforme o tipo do agente etiolégico
(SVS/MS, 2005).

As hortalicas, especialmente as folhosas, por apresentarem rico
conteudo de agua, vitaminas, minerais, fibras e substéncias bioativas,
compdem o grupo de alimentos, cuja recomendagdo € de que sejam
consumidos crus, tendo em vista a manutencdo de suas propriedades
nutricionais (TACO, 2006).

Em contrapartida, sdo os folhosos os alimentos mais susceptiveis a
contaminagdes microbiolégicas, oriundas do préprio solo de cultivo, de
irrigacdes sem o devido controle da agua, e/ou de inadequadas condi¢cées de
manuseio e boas praticas, o que torna imprescindivel o processo de
sanitizacdo desse tipo de alimento, de maneira a torna-lo apto ao consumo
humano (VIZZOTTO; KROLOW; TEIXEIRA, 2010).

No Brasil, o conhecimento da contaminagdo fecal de hortaligas,
especialmente alfaces, data de 1945, quando alguns pesquisadores
encontraram Escherichia coli em 29,3% de 252 amostras de diversas hortalicas
pesquisadas (BERBARI; PASCHOALINO; SILVEIRA, 2001). Sob esse aspecto,
a contagem de indices populacionais de micro-organismos em hortalicas é
método empregado como indicador de qualidade de processos higiénico-
sanitario, e de risco de veiculacdo de patdégenos e seus diversos patotipos
(NASCIMENTO et al., 2003).

A couve, assim como as alfaces e outras hortaligas, pode ser facilmente
contaminada, tendo em vista os varios pontos criticos de contaminacao a que
esta exposta, podendo ocorrer antes e apos a colheita, desde o contato com o
solo, condi¢des da agua de irrigagdo, acondicionamento, transporte e maos
dos manipuladores (ADAMI; DUTRA, 2011).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), recomenda, em
cartilhas para manipuladores de alimentos, que apds lavagem em agua

corrente, as hortalicas permanegam imersas em solugao de agua clorada a 200
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ppm (1 colher de sopa de agua sanitaria para 1 litro de agua) por 10 minutos,
tendo em vista a correta sanitizagao para que possam ser consumidas cruas
(BRASIL, 2004).

No entanto, o Centro de Vigilancia Sanitaria (CVS), recomenda que
quando a sanitizacado for realizada com solugao clorada, as hortalicas devem
permanecer imersas por 15 a 30 minutos, seguidos de enxague final com agua
potavel (10 ml ou uma colher de sopa rasa de hipoclorito de sodio na
concentracédo de 2,0 a 2,5% de cloro ativo, para 1 litro de agua potavel)
(CVS,2013).

Com relagdo ao uso do vinagre na desinfecgao de verduras cruas o
CVS, (1993) em nota informou que o mesmo ndo é produto que esteja
relacionado como desinfetante. Oficialmente, o vinagre esta registrado pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e foi avaliado
laboratorialmente como “condimento”. Ainda, € o acido usado para fins
alimenticios que esta sendo caracterizado como “aditivo” usado para a
conservagao de alimentos e nado o vinagre. O acido, e ndo especificamente o
vinagre, € tecnicamente indicado em algumas etapas de transformagdo dos

produtos alimenticios.
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2 OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

e Avaliar a eficacia da agua sanitaria e do vinagre como agentes sanitizantes

de folhas de couve (Brassica oleracea L.)

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar as condi¢cdes higiénico-sanitarias do local de comercializagao

de hortaligas do Municipio da Vitéria de Santo Antao;

e Realizar contagem de micro-organismos mesofilos aerobios, coliformes
totais e coliformes a 45°C em amostras da agua de lavagem das folhas
de couve, e nestas depois de limpas (controle) e nas folhas submetidas
aos tratamentos sanitizantes tanto com agua sanitaria, quanto com

vinagre;

e Avaliar as folhas de couve quanto a legislagdo na contagem de

coliformes a 45°C.
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3 JUSTIFICATIVA

Vitéria de Santo Antdo constitui area considerada como cinturdo verde da
capital Recife, tendo em vista sua produgdo elevada em hortaligcas
(CAVALCANTE; FERREIRA; NASCIMENTO, 2010).

A couve € uma hortalica habitualmente consumida pela populagao
brasileira, que a utiliza em diversos tipos de preparagdes (DANTAS et
al.,2005). Mais recentemente, a demanda por este vegetal tem sido crescente,
tendo em vista a divulgacdo das propriedades funcionais de seu suco,
empregando a folha crua, indicado principalmente para a redu¢do de acidez
estomacal e esofagite de refluxo e também associada com a redugao de peso
(VIZZOTTO; KROLOW; TEIXEIRA, 2010).

Embora a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), recomende o
uso de solugédo de agua clorada a 200 ppm para a sanitizagdo das hortalicas
folhosas, culturalmente, o emprego do vinagre com esta finalidade ainda é
mantido pela populacéo.

Neste cenario, e considerando que a couve estad entre as hortifruticulas
envolvidas, diretamente, em surtos de toxinfec¢ao alimentar em nivel mundial,

justifica-se a realizacao deste trabalho.
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4 REVISAO DA LITERATURA

4.1 Couve

A couve (Brassica oleracea L.) € uma hortaliga originaria da costa do
mediterraneo, arbustiva anual ou bienal, pertencente a familia das Brassicas
assim como o repolho, o brécolis, a couve-flor e o rabanete. (SANTOS et al.,
2015). Quando comparada as outras hortalicas folhosas, a couve se destaca
por seu maior conteudo de proteinas, carboidratos, fibras, calcio, ferro, vitamina
A, niacina e vitamina C. Além de excelente fonte de carotendides, este vegetal
apresenta alta concentragao de luteina, elementos associados a redugao de
riscos de cancer no pulmido e de doencgas oftalmoldgicas cronicas, como a
catarata (NOVO et al.,2010).

No Brasil o consumo de couve tem aumentado, gradativamente, devido
as recentes descobertas da ciéncia quanto as suas propriedades funcionais e
novas maneiras de sua aplicacdo na culinaria. Em 2006, a area plantada de
couve no Estado de Sao Paulo era de 1200 hectares, aumentando para 1424
hectares em 2007, com produtividades, nesse periodo, entre 26,7 e 28,8
toneladas por hectare (NOVO et al.,2010).

A couve faz parte de uma importante cadeia produtiva.
Aproximadamente 65% dos mais de 33 mil produtores rurais, concentram a
producao em areas com menos de 10 hectares (SEBRAE, 2006). Indicando
uso intensivo de mao de obra familiar, fixagdo do homem no campo e geragao
de renda (EMBRAPA, 2012).

Segundo dados obtidos pelo SEBRAE (2006) no ano de 2006 foram
produzidas no Brasil, cerca de 93.551 toneladas de couve, sendo o Nordeste
responsavel por aproximadamente 19.700 toneladas, ficando atras apenas da
regidao Sudeste, responsavel por mais de 56 mil toneladas. Os estados de
maior produgdo dentro da regido Nordeste sdo Alagoas (11.885 toneladas),
Bahia (3.948 toneladas) e Pernambuco (1.547 toneladas).
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Em termos monetarios, isso significa mais de 17 milhdes de reais para
os produtores desta regido. Em geral, seu custo de produgéo é relativamente

baixo quando comparado ao de outras espécies horticolas (SEBRAE, 2006).

Figura 1: Folhas de couve manteiga in natura

Fonte: NOVO et al., 2010.

4.2 Contaminagoes Microbioldgicas

O Brasil tem a sua producédo agricola estendida a praticamente todos os
itens essenciais a alimentagdo. Porém, ha grandes perdas quantitativas,
qualitativas e nutricionais, devido a praticas inadequadas no manuseio apos a
colheita, no transporte e no armazenamento dos produtos agricolas (COSTA;
VANETTI; PUSCHMANN, 2009).

Os vegetais, em especial as frutas e hortalicas, podem ser contaminados
em seus diversos estagios, sejam eles frescos ou industrializados. Essa
contaminacgao podera ocorrer antes e depois da colheita, através do solo, do ar,
da irrigacdo imprépria, de mas condigdes higiénicas de envoltérios e
recipientes, pelo transporte inadequado e agressdes mecanicas contra a
estrutura do produto. (SILVA, 2013).

Micro-organismos como a Salmonella spp., Listeria monocytogenes,
Escherichia coli, Aeromonas e o virus da Hepatite A, sdo associados a surtos
causados pela ingestdo de alimentos crus contaminados, e indicam a
importancia do controle destes patégenos para a satude publica (JOSE; SILVA,
2014).



18

No processamento de alimentos, alguns pontos precisam ser avaliados e
considerados como criticos no controle da produgdo. A falta de higiene
adequada das maos dos manipuladores pode ser uma via de contaminagdo em
potencial, podendo contaminar alimentos ja preparados para consumo
imediato. Praticas higiénicas em torno da producdo, armazenamento e
comercializacdo, desempenham um papel de suma importdncia para a
qualidade dos alimentos (ALMEIDA et al., 1995).

4.3 Micro-organismos Mesoéfilos Aerdbios

Os micro-organismos mesofilos aerdbios sao constituidos por espécies
da familia Enterobacteriaceae, além de outras espécies tais como Bacillus spp.,
Clostridium spp., Corynebacterium spp. e Streptococcus spp. Possuem
temperatura 6tima de multiplicagdo entre 25°C e 40°C, minima entre 5°C e
25°C, e maxima entre 40°C e 50°C. Os micro-organismos mesofilos
correspondem a grande maioria daqueles de importancia em alimentos,
inclusive a maior parte dos patdgenos de interesse (SILVA; JUNQUEIRA,;
SILVEIRA, 1997).

A contagem padrao em placas de Petri utilizando meios de cultivo PCA
(Plate Count Agar) ou AN (Agar Nutriente) tem sido usada como indicador da
qualidade higiénica dos alimentos, fornecendo também idéia sobre seu tempo
util de conservacgao (SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 1997).

Os micro-organismos mesofilos aerdbios nao estdo diretamente
relacionados com a saude do homem, sendo sua presenga ou contagem

indicadora de deterioragdo ou contato excessivo ambiental (ALMEIDA, 2006).

4.4 Coliformes Totais e Coliformes a 45°C

Os coliformes sdo bastonetes Gram-negativos, ndo esporulados, que
fermentam a lactose dentro de 48 horas. De forma geral os coliformes sao
representados por quatro géneros da familia Enterobacteriaceae: Citrobacter,
Enterobacter, Escherichia coli e Klebsiella. Os coliformes s&o capazes de

crescer na presenca de sais biliares, os quais inibem o crescimento de



19

bactérias Gram-positivas. Isso confere uma vantagem no seu isolamento
seletivo a partir de varias fontes. Ao contrario de muitas outras bactérias, os
coliformes tém a capacidade de fermentar a lactose com produgédo de gas,
sendo esta unica caracteristica suficiente para determinagdes 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 (JAY, 2005).

O Ministério da Saude, através da Resolugédo n° 12, de 2 de janeiro e
2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) adotou a
denominagédo coliformes a 45°C, considerando os padrbes “coliformes de
origem fecal” e “coliformes termotolerantes” como equivalentes a coliformes a
45°C (BRASIL, 2001).

A E. coli, também conhecida como coliformes fecais, € encontrada
primariamente no trato gastrintestinal de animais de sangue quente, sao
expelidas em grandes quantidades nas fezes (>10° por grama) e por terem
resisténcia semelhante aos patdgenos entéricos, sua presenga indica que
houve contaminacgao fecal no alimento, e, por isso, existe a possibilidade de
haver patdgenos, como Salmonella. Pode estar presente no ar, na poeira, nas
maos dos individuos, assim, qualquer alimento que o homem consome pode
estar contaminado por microrganismos. O problema nao esta simplesmente na
presenca dos coliformes fecais, mas sim no seu numero relativo, onde em
elevada quantidade no alimento podera resultar em episddios diarréicos em
quem vier a consumi-los (JAY, 2005).

A bactéria E.coli apresenta caracteristicas que podem garantir sua
sobrevivéncia de modo oportuno, pode atuar como um organismo comensal,
colonizando o intestino humano algumas horas apdés o nascimento. Essa
interagdo com as células epiteliais intestinais € benéfica e, nesse contexto, atua
por competicao, impedindo a colonizagédo por patdgenos. Ela também pode se
comportar como um micro-organismo oportunista, ocasionando doencas em
hospedeiros suscetiveis e infecgdes em 6rgdos ou tecidos normalmente
estéreis. Outra habilidade ¢é agir como um patégeno extremamente
especializado, ocasionando doencas em hospedeiros sadios. Infecgdes
ocasionadas por E. coli podem ser limitadas a colonizacdo de superficies

mucosas ou podem se disseminar através do organismo, tendo sido implicadas
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em processos de infeccdo, meningite e infecgdes gastrintestinais (SOUZA,
2006).

4.5 Utilizagao de Sanitizantes na Descontaminagao de Hortaligas

A utilizagdo de sanitizantes nas hortalicas € fundamental para garantir a
qualidade microbiologica. Para tanto devem ser utilizados sanitizantes que,
além de eficazes, sejam também seguros do ponto de vista toxicolégico, uma
vez que, para evitar riscos de contaminagao, € recomendavel que os alimentos
sejam mantidos e consumidos sem enxague subsequente (ADAMI e DUTRA,
2011).

Dentre as solugdes sanitizantes, com registro no Ministério da Saude, as
mais utilizadas sdo aquelas a base de cloro (PEREIRA et al., 2011). O
hipoclorito de sbédio é o mais empregado devido a sua rapida acado, facil
aplicacao e completa dissociacdo em agua (SREBERNICH, 2007), entretanto,
nos ultimos anos, o uso do hipoclorito e demais sais de cloro também tem sido
motivo de preocupacao, tendo em vista servirem de precursores na formacgao
de cloraminas organicas, as quais apresentam alto potencial carcinogénico
(VITORINO et al., 2013).

Segundo Srebernich (2007), em outros paises, agentes como o vinagre,
acidos acéticos e acido peracético ganharam aceitagdo por serem
considerados téo eficazes quanto o cloro. Além disso, o vinagre comumente
utilizado como condimento, € um produto de baixo custo, facilmente encontrado
e acessivel a populagdo, e seu uso como sanitizante estaria livre do

inconveniente da produgéao de residuo toxico (SILVA et al., 2016).
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5 METODOLOGIA

5.1 Condig¢oes Higiénico-Sanitaria

Para avaliagdo das condi¢des higiénico-sanitarias do local de
comercializagdo de hortalicas e frutas em feira livre do Municipio da Vitoria de
Santo Antdo, foi aplicado um check-list de observagédo, conforme modelo
proposto por SILVA et al. (2012) (ANEXO A).

5.2 Coleta da Matéria-Prima

As folhas de couve comercializadas in natura foram adquiridas no
comércio local do municipio da Vitéria de Santo Antdo — PE. Estas foram
acondicionadas em sacos plasticos com fecho hermético e transportadas, sem
refrigeracao, ao Laboratério Microbiologia dos Alimentos do Centro Académico

de Vitéria da UFPE para higienizagao, sanitizagao e analises microbioldgicas.

5.3 Preparo das Amostras de Couve

As operagdes executadas no preparo das amostras de couve estao
descritas na figura 2.

As folhas de couve foram inicialmente lavadas com agua destilada
esterilizada em uma bacia plastica e separadas ao acaso para formagao trés
lotes (1, 2 e 3), servindo o lote 1 de amostra controle, a qual ndo recebeu outro
tratamento, além da lavagem com agua destilada. O lote 2 recebeu tratamento
com agua sanitaria (2,0 a 2,5% de cloro ativo), enquanto o lote 3, com vinagre
(4% acido acético).

A agua de lavagem das folhas também foi analisada quanto a contagem
de micro-organismos, seguindo os mesmos procedimentos de analises
utilizados para as amostras.

O lote 1 das folhas de couve seguiram para analises microbiolégicas
apenas com a lavagem inicial em agua destilada. No tratamento das folhas do
lote 2, estas foram completamente imersas em solugdo de agua sanitaria, na

proporcao de 1 colher de sopa (10ml) para 1,0 L de agua destilada, durante 20
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minutos. A marca da agua sanitaria utilizada apresentava registro no Ministério
da Saude, estava dentro do prazo de validade e trazia no rétulo a informacao
de concentracéo entre 2,0 e 2,5% de cloro ativo (BRASIL, 2009).

Para o tratamento das folhas do lote 3, foi adotado o mesmo
procedimento descrito no paragrafo anterior, apenas com a substituicdo da
agua sanitaria pelo vinagre. Decorrido o tempo de imersdo de 20 minutos,
estabelecido para cada tratamento, foram iniciados os procedimentos para o
preparo das diluigbes, com vista as analises microbioldgicas.

Para as analises da agua de lavagem, inoculou-se 1,0 mL da agua em
tubos de ensaio contendo 9 ml de agua destilada esterilizada, obtendo-se
assim a primeira diluigdo (107). A partir desta, foram preparadas diluicdes
seriadas até a ultima dilui¢ao, 10°C,

Para cada amostra de couve (controle e sanitizadas), foram pesadas,
assepticamente, 25 g de folhas e diluidas em 225 mL de agua peptonada 0,1%
e homogeneizadas em Stomacher (180 batidas/minuto, durante 3 minutos),
obtendo-se desta forma a primeira diluicdo (107). A partir desta, foram

preparadas diluicbes seriadas até a Ultima diluicgo, 107°.

Figura 2: Fluxograma do preparo das amostras.
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5.4 Analises Microbioldgicas

Todas as amostras preparadas foram submetidas a analises
microbiolégicas para a contagem de micro-organismos mesoéfilos aerébios,
coliformes totais e coliformes a 45°C. A metodologia empregada foi de acordo
com as instrugdes contidas no Anexo Il da Instrugdo Normativa N° 62, do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2003). As
analises foram realizadas em duplicata e os resultados expressos em unidades

formadoras de colénias por grama de couve (UFC/Qg).
5.4.1 Contagem Padrao para Micro-organismos Mesofilos Aerébios

Para a contagem de micro-organismos mesofilos aerdbios, inoculou-se
1,0 mL de cada diluicdo em placas de Petri esterilizadas e, entdo, adicionado
aproximadamente 20 mL do meio Agar Nutriente (AN), seguindo a técnica
“pour plate”. Posteriormente, as placas foram incubadas em estufa tipo BOD a
35°C por 48 horas.

5.4.2 Determinacao do Numero Mais Provavel (NMP) para Coliformes

A determinacao do NMP para coliformes foi realizada a partir de uma
série de tubos de ensaio para as trés diluicbes decimais sucessivas (10'1' 10%e
10). Dessa forma, para cada diluicdo, inoculou-se 1 mL em trés tubos de
ensaio contendo 10mL de caldo lactosado (CL) e tubos de Durhan invertidos.
Os tubos de ensaio foram incubados em estufa tipo BOD a 35°C por 24 e 48

horas.
5.4.2.1 Coliformes Totais

A partir da formacédo de gas no interior do tubo de Durhan no caldo
lactosado, a analise para coliformes totais nas amostras de couve foi realizada
pela transferéncia de uma algada de cada tubo positivo para tubos contendo
caldo verde brilhante bile 2% (VB). Os tubos foram incubados em estufa tipo
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BOD a 35°C por 24 e 48 horas. A confirmacao da presenca de coliformes totais

se deu pela presencga/formacao de gas nos tubos de Durhan.

5.4.2.2 Coliformes a 45°C

A partir da formacédo de gas no interior do tubo de Durhan no caldo
lactosado, a analise para coliformes fecais nas amostras de couve foi realizada
através da transferéncia de uma algada de cada tubo positivo para tubos
contendo caldo Escherichia coli (EC). Os tubos foram incubados em banho
maria sob agitacdo a temperatura de 45°C por 24 e 48 horas. A confirmacao da
presenca de coliformes fecais se deu pela presenca/formagao de gas nos tubos

de Durhan.

5.4.3 Estimativa do Numero Mais Provavel (NMP)

A estimativa do numero mais provavel tanto para coliformes totais
quanto para coliformes a 45°C foi realizada a partir da contagem dos tubos
positivos em VB e EC, respectivamente, e comparados com a tabela do NMP
do ANEXO Il da Instrugdo Normativa N° 62, do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2003).



25

6 RESULTADOS

O resultado do check-list de observagao, relativo as condigdes higiénico-
sanitaria do local de comercializagdo de hortalicas do Municipio da Vitéria de

Santo Antdo, mostrou que 70% (13/18) dos itens avaliados estavam de acordo
com o recomendado.

Figura 3: Local de comercializagdo de frutas e hortalicas em feira livre do
municipio da Vitéria de Santo Antédo - PE
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A tabela 1 apresenta o resultado da analise para micro-organismos
mesofilos aerdbios realizados nas amostras de agua de lavagem e couve in

natura com e sem tratamentos sanitizantes.

TABELA 1 - Resultado da analise microbiolégica nas amostras de agua de
lavagem couve in natura com e sem tratamentos sanitizantes para micro-

organismos mesofilos aerébios.

Mesofilos Aerdbios

Amostras (UFClg)
Agua de Lavagem 1,25 x 10*
Couve Controle 1,76 x 10*
Couve com Vinagre 5,7 x 10°
Couve com Agua Sanitaria 5,4 x 10°

Fonte: Propria autora

A figura 4 mostra as colbnias de mesdfilos aerobios visualizadas em
cada tratamento utilizado.

Figura 4: Visualizagdo da contagem de colénias de mesdfilos aerdbios em placa de
Petri A: agua de lavagem, B: Couve controle, C: Couve sanitizada com agua

sanitaria, D: Couve sanitizada com vinagre.

Fonte: Propria autora
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Na tabela, € possivel observar resultados obtidos para coliformes, em
amostras de agua de lavagem e couve in natura com e sem tratamentos

sanitizantes.

TABELA 2 - Resultado das analises microbioldgicas nas amostras de agua de
lavagem couve in natura com e sem tratamentos sanitizantes para micro-

organismos do tipo Coliformes totais e Coliformes a 45°C

Coliformes Totais Coliformes a 45°C
Amostras (NMP/g) (NMP/g)
Agua de Lavagem 240 *<3,0
Couve Controle 460 <3,0
Couve com Vinagre 43 <3,0
Couve com Agua Sanitaria 43 <3,0

Fonte: Propria autora

* Resultado expresso como < 3 NMP/g, representa auséncia de crescimento,
considerando limites do método

Tubos contendo caldo verde brilhante com resultados confirmativos de

coliformes totais podem ser visualizados na Figura 5.

Figura 5: Prova confirmativa de coliformes totais. E: agua de lavagem, F: Couve
controle, G: Couve sanitizada com agua sanitaria, H: Couve sanitizada com

Vinagre.

Fonte: Propria autora
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7. DISCUSSAO

No que diz respeito as condi¢gdes higiénico-sanitarias do local de
comercializagao de hortalicas do Municipio da Vitéria de Santo Antdo, estas
foram consideradas satisfatérias, posto que mais de 2/3 dos itens do
questionario aplicado estavam de acordo com o recomendado pela legislagéo.
Observou-se, principalmente, que os produtos comercializados obedeciam a
adequada disposicdo, estando separados por tipo. A limpeza do local
demonstrava cuidados por parte dos feirantes. Apesar disso, os produtos a
venda mostravam-se sem a devida protegao contra poeira ou outras sujidades.

Com relacdo a higiene pessoal, os vendedores encontravam-se
aparentemente limpos, com as unhas cortadas, sem barba ou adornos, todavia,
nao utilizavam uniforme de cor clara, nem touca descartavel, conforme
recomendado na RDC 216/04. Também foi observado que os vendedores
manipulavam, simultaneamente, alimentos e dinheiro, uma vez que eram
responsaveis tanto pela venda do produto, quanto por receber e passar o troco.
Como apresentado na tabela 1, nas analises realizadas para micro-organismos
mesofilos aerdbios foram encontrados na agua de lavagem valores entre
1,25x10* UFC/g a 5,4x10% UFC/g ap6s o tratamento sanitizante com a agua
sanitaria, considerado o menor valor encontrado. Em relagdo a contagem na
agua de lavagem (1,25x10* UFC/g) e a couve controle, ou seja, depois de
lavada (1,76x10* UFC/g) o vinagre também mostrou eficacia na reducdo da

contagem de colénias (5,7x10% UFC/g).

Dos dados apresentados, foi possivel observar que a couve controle
apresentou valores mais elevados de micro-organismos mesofilos aerdbios
quando comparados aos valores encontrados na agua de lavagem. Esta
variagdo segundo Lopez-Galvez et al. (2010), pode estar associada a
localizagdo das células bacterianas, as quais podem estar protegidas nos
estOmatos teciduais das hortalicas, ndo sendo arrastadas de maneira
satisfatoria, apenas com a lavagem com agua, necessitando assim de

tratamento com sanitizante.

A legislagao brasileira ndo contempla limites para a contagem total de

mesofilos aerdbios para hortalicas frescas in natura. Neste sentido, foi utilizado
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como referéncia, a recomendagdo de Morton, (2001) para contagem de
bactérias mesofilas aerdbias em vegetais congelados e similares (valores

maximos de 10°-10°UFC/g) e para couve, especificamente, até 10° UFC/g.

De acordo com Beuchat et al. (2001), a lavagem de folhas de alface
reduz mecanicamente até 90% da carga microbiana presente, porém, neste
experimento, antes de serem imersas na solu¢gao de agua sanitaria e vinagre,
as folhas de couve foram lavadas em agua destilada esterilizada e, ainda
assim, apresentaram contagens elevadas de bactérias nas analises da couve
controle (1,76x10*UFC/g), esses resultados assemelham-se aos encontrados
por SANTOS et al. (2015), em estudo comparativo, realizado pelo autor, com
couve in natura e minimamente processada, em que a couve in natura nao
recebeu nenhum tipo de tratamento, apresentando valores entre 1,3x105UFC/g
e 1,96x10°UFC/g,

Tendo por base os estudos para micro-organismos mesofilos aerdbios
realizados por Morton, (2001) e parametros por ele estabelecidos, os
resultados aqui apresentados mostram-se aceitaveis, uma vez que o maior
valor encontrado foi na couve controle (1,76x10* UFC/g). Também ficou
demonstrada redugcdo do numero de colbnias, a niveis satisfatorios, tanto nas
folhnas de couve tratadas com solugédo clorada (d4gua sanitaria), quanto com

solugdo com acido acético (vinagre), todavia, com vantagem para a primeira.

A tabela 2 apresenta os resultados das analises para micro-organismos

do tipo coliformes totais e Coliformes a 45°C

Embora ndo haja um padrdao estabelecido para coliformes totais em
hortalicas, os valores encontrados (460 NMP/g) na amostra de couve
(controle), ou seja, apds lavagem, apenas em agua, foi quase o dobro daquele
encontrado na agua de lavagem (240 NMP/g), um indicativo de que o
procedimento de lavagem € pratica ineficiente para a remog¢ao segura de
microorganismos presentes em hortalicas, e que do ponto de Vvista
microbiolégico é desaconselhavel, o consumo da couve apenas higienizada

com agua.

Gasparello (2008), em pesquisa de coliformes totais em saladas de

vegetais folhosos servidos in natura, encontrou valores entre 1,7x10°UFC/g e
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8,7x106UFC/g. O autor considerou que em hortalicas sanitizadas, populacbes
de coliformes totais acima de 1,0x10°UFC/g (240 NMP/g) sdo consideradas

altas.

Em relagdo as amostras que foram submetidas aos tratamentos com
agua sanitaria e vinagre, estas apresentaram uma reducao significativa do
numero de coliformes totais, ambas com 43 NMP/g. Resultados semelhantes
foram encontrados por Vitorino et al. (2013), que foram de 93 NMP/g em
estudo com couve minimamente processada, utilizando as mesmas solugdes

testadas neste trabalho.

As amostras de couve que passaram pelos tratamentos com agua
sanitaria e com o vinagre apresentaram uma redugédo da contagem microbiana

a niveis aceitaveis, mostrando igual eficacia.

Soares; Cantos (2006) observaram efeitos positivos do vinagre na
descontaminacao de hortalicas, mostrando-se eficaz na descontaminacédo de
alimentos parasitados e patdogenos antes de serem ingeridos, reduzindo dessa
maneira possiveis infecgdes. O mesmo efeito foi verificado neste trabalho, a
partir dos resultados obtidos nas analises realizadas para a contagem de
coliformes totais em couve, posto que a solugdo com vinagre equiparou-se a
solugdo com agua sanitaria apresentando resultados idénticos. Também nas
analises para mesofilos aerébios mostrou reducédo da carga microbiana, o que
confirma sua eficacia na sanitizacdo de hortalicas. Segundo Adami; Dutra
(2011), a provavel reducédo de coliformes no tratamento com o vinagre € devido
ao fato da acidificacdo do meio, uma vez que estes micro-organismos nao

toleram condigdes acidas de pH.

Conforme cita Leitdo et al. (1981), quando da pesquisa de eficacia de
um agente sanitizante, em industria de alimentos, a que ser levado em conta,
que a reducao observada nas contagens microbianas, ndo pode ser atribuida
exclusivamente a atividade germicida do agente sanitizante, tendo que
considerar que o efeito pode estar conjugado a uma remocgéo das células na
lavagem inicial, sendo esta de boa qualidade. Muito se sabe acerca da eficacia
do hipoclorito como sanitizante, no entanto o uso do vinagre ainda é uma

pratica bastante utilizada nas residéncias com a mesma finalidade.
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O Centro de Vigilancia Sanitaria (CVS) (1993) informou em nota com
relacdo ao vinagre na sanitizagdo de verduras cruas, que 0 mesmo n&o &
produto relacionado como sanitizante, sendo oficialmente registrado pelo
MAPA e avaliado laboratorialmente como “condimento”. Mesmo com essa
avaliacdo, a acidez do vinagre age positivamente contra os micro-organismos

patogénicos.

Nas analises realizadas para coliformes a 45°C, todas as amostras,
(agua de lavagem, couve controle e couves sanitizadas), apresentaram valores

< 3 NMP/g, representando auséncia de crescimento bacteriano.

A Legislacédo Brasileira, ANVISA — RDC-12/01, indica como padréao
microbiolégico para hortalicas, a contagem de 102UFC de coliformes a 45°C
por grama de produto. Das amostras analisadas nesta pesquisa, todas
apresentaram valores abaixo do padrao exigido pela legislagao para tal micro-
organismo, um indicativo de que o cultivo da couve utilizada no estudo foi

realizado livre de contaminacéo fecal (BRASIL, 2001).
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8 CONCLUSOES

Considerando os objetivos e metodologia utilizada neste trabalho, é possivel

concluir que:

1. Ainda que alguns quesitos constantes do check-list de observagao
nao tenham sido atendidos, o padrao microbiolégico da couve comercializada
na feira de Vitdéria de Santo Antdo mostrou atender ao recomendado pela
legislac&o vigente com auséncia de crescimento de coliformes a 45°C em todas
as amostras avaliadas e resultados aceitaveis para hortalicas in natura,
constituiu indicativo de que o cultivar da couve estava livre de contaminagao

fecal;

2. A contagem de micro-organismos na amostra controle, ou seja, depois
da simples lavagem das folhas de couve com agua, mostrou a necessidade e

importancia da sanitizagao, de forma a tornar o produto apto para consumo;

3. A presenca evidenciada de mesdfilos aerdbios nas amostras
analisadas, ainda que nao consignada como risco a saude do consumidor, uma
vez nao identificadas as espécies, indica que a couve nao suportaria um tempo

de armazenamento longo podendo acarretar em prejuizo econémico;

4. A reducédo da carga microbiana inicial nas folhas de couve para niveis
aceitaveis, constatada neste trabalho, comprovam a eficacia das solugdes de
agua sanitaria a 200ppm (2,0 a 2,5% de cloro ativo) e de vinagre (4% acido
acético) como agentes sanitizantes de folhas de couve (Brassica oleracea L.),

respeitado o tempo de 20 minutos de imersao das folhas.
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ANEXO

ANEXO A — Check-list de observagéao para verificagdo da situagao higiénico-

N OO oA WN -

9.

10

11

12

13.

14.

15
16
17
18

sanitaria da barraca de comercializagao de hortalicas em feira livre do
Municipio da Vitéria de Santo Antéo - PE

. Ha presenca de animais? N () S (), quais?

. Exposigao de alimentos: sem protegao, na poeira? N () S ()
. Como é comercializada?

. O vendedor esta limpo? N () S (),

. Usatoucas? N () S (),

. Quem recebe o dinheiro é quem vende? N () S (),

. Utiliza-se pano de prato na secagem das maos? N () S (),

. Os funcionarios estdo com adornos? N () S (),

Comem no local enquanto trabalham? N () S (),

. As unhas estao cortadas e sem esmalte? N( ) S (),

. As méos limpas e rosto sem barba? N( ) S (),

.Usam uniforme de cor clara e adequado para a atividade? N () S (),
Fumam durante o atendimento? N () S (),

Os utensilios utilizados parecem ser limpos? N () S (),

. Ha presencade lixo? N () S (),

. Ha local adequado para estocagem do lixo? N () S (),

. Condigdes de bancos: Estdo em bom estado de conservacédo? N () S (),

. Existe a presencga de produtos de origem animal sendo comercializados

juntamente com as frutas e hortaligas? N () S ().
Fonte: Adaptado de SILVA et al., 2012.





