IREBRAPA

Brazilian Journal of Food Research

Camila Kunz Zamprogna

camilazamprogna@gmail.com
http://orcid.org/0000-0001-6212-1332

Universidade Comunitaria da Regido de
Chapeco, Santa Catarina, Brasil.

Chariane Camila Werlang

chariane@unochapeco.edu.br
http://orcid.org/0000-0002-3934-5263

Universidade Comunitéria da Regiéo de
Chapeco, Santa Catarina, Brasil.

Raquel Zeni Ternus

razet@unochapeco.edu.br
http://orcid.org/0000-0001-5159-4396

Universidade Comunitaria da Regido de
Chapeco, Santa Catarina, Brasil.

Pagina | 93

Brazilian Journal of Food Research

ISSN: 2448-3184

https://periodicos.utfpr.edu.br/rebrapa

Avaliacao de parametros microbiologicos
relacionados a qualidade de frutas e
hortalicas minimamente processadas
comercializadas no municipio de Chapeco,
Santa Catarina

RESUMO

Vegetais minimamente processados sdo altamente pereciveis devido a exposicdo
de seus tecidos a micro-organismos que afetam negativamente sua vida util. O
objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade microbiolégica de frutas e hortalicas
minimamente processadas comercializadas no municipio de Chapecd, Santa
Catarina. Foram selecionadas duas redes de supermercados (A e B) e realizada a
coleta de sete amostras em cada uma. Os experimentos foram desenvolvidos no
laboratério de Microbiologia de Alimentos da Unochapecé no periodo de dezembro
de 2015 a abril de 2017. Analises microbioldgicas de contagem de coliformes totais
e termotolerantes (a 45 °C), Staphylococcus coagulase positiva e meséfilos aerdbios
vidveis foram determinadas e expressos em nuimeros de unidades formadoras de
colénia por grama (UFC g ') em cada amostra. Os resultados foram acima dos
parametros maximos recomendados pela ANVISA para Coliformes a 45 °C para 42%
das amostras. Staphylococcus aureus foi confirmado em trés amostras (berinjela,
abacaxi e mamao), provenientes de embalagem e higienizacdo feitas no
Supermercado B, totalizando 21%. Mesdfilos aerdbios viaveis foram confirmados
em todas as amostras (100%). Considerando que nao ha legislagdo especifica para
alimentos minimamente processados, pesquisas como esta podem trazer
informacdes sobre o real estado do processo minimo de alimentos no Brasil, e como
ele pode ser melhorado.

PALAVRAS-CHAVE: Processamento  minimo; analises
contaminacgdo alimentar; Staphylococcus aureus.

microbioldgicas;
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INTRODUCAO

Na sociedade moderna, a economia de tempo e a necessidade de incorporar
habitos sauddveis na alimentagdo tornaram-se fundamentais e sao as principais
justificativas para explicar o crescente consumo de vegetais e, entre eles, os
denominados minimamente processados (GERMANO; GERMANO, 2015). A
definicdo de hortalicas minimamente processadas (HMP) estd relacionada aos
produtos que, apesar de fisicamente alterados, mantém sua caracteristica de frescor
e, na maioria das vezes, ndo necessitam de preparo subsequente para o consumo
(SANTOS et al., 2010).

Aintencdo é tornar estes alimentos praticos e atrativos para o consumidor final,
com o maximo periodo de vida util e com o frescor e valores nutricionais proximos
ao produto in natura (ALVARENGA; TOLEDO; PAULILLO, 2014). Segundo Perez et al.
(2008), o consumidor ganha com praticidade e comodidade devido a embalagens
funcionais e um produto pronto para o preparo ou até mesmo para 0 Consumo
direto. As etapas para obter vegetais minimamente processados sdo basicamente:
pré-selecdo, classificacdo, lavagem, corte, sanitizacdo, enxague, centrifugacao,
embalagem e armazenamento refrigerado (SILVA; FERNANDES, 2003). Alguns
vegetais necessitam de branqueamento para apresentar qualidade semelhante ao
produto fresco (SATO, 2009).

As frutas e hortalicas minimamente processadas sdo altamente pereciveis
devido a exposicdo de seus tecidos internos, causando aceleracdo no seu
metabolismo (CHITARRA; CHITARRA, 2005). A aceleracdo no metabolismo traz perda
de qualidade em termos nutricionais, de textura, aroma e sabor e afetam a vida util
do produto (DELIZA, 2000; MARTINS, 2010). Os danos fisicos ocasionados pelo
processamento do alimento, como corte e descascamento, causam a liberacdo de
nutrientes e enzimas intracelulares, as quais favorecem a atividade enzimatica
(FANTUZZI; PUSCHMANN; VANETTI, 2004). Além disso, o descascamento, o corte e
o fatiamento expdem ao ar a superficie do produto vegetal, podendo ocasionar a
contaminagdo com bactérias, leveduras e mofos (AHVENAINEN, 1996).

Os produtos infectados ou estragados tornam-se fonte de contaminacdo para
os sadios, além de reduzir a qualidade da comercializacdo (CHITARRA; CHITARRA,
2005). Micro-organismos patogénicos ndo presentes nos vegetais podem afetar
negativamente a qualidade e a seguranca destes alimentos, considerando que
micro-organismos patogénicos, que ndo estariam presentes, podem passar a fazer
parte da microbiota contaminante pelo manuseio durante o processamento (ROSA;
CARVALHO, 2002). Vegetais frescos efou processados tém sido veiculos de
contaminagdo por bactérias envolvidas em surtos, que constituem um grande
problema de saude publica, sendo responsaveis por elevados custos econémicos
(ASSIS; UCHIDA, 2014).

A bactéria Staphylococcus aureus é considerada uma das maiores causadoras
de intoxicagdo de origem alimentar. Além de parte integrante da microbiota
humana, pode ser encontrado no ar e 4gua (ROLA et al., 2016). Também é capaz de
resistir a dessecagao e ao frio, podendo permanecer vidvel por longos periodos em
particulas de poeira. Staphylococcus aureus pode ser encontrado no ambiente de
circulagdo do ser humano, sendo o préprio homem seu principal reservatorio,
podendo estar em vdrias partes do corpo, como fossas nasais, garganta, e pele, sem
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causar nenhum sintoma (SANTOS, et al., 2007; HATAKKA et al., 2000). Desta forma,
ao manipularem os alimentos, portadores de S. aureus podem se tornar importante
fonte de contaminagdo (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

A legislacdo brasileira ndo dispde de normas especificas para a comercializacdo
de frutas e hortalicas minimamente processadas, sendo utilizados os mesmos
padroes para alimentos in natura. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria
(ANVISA) pela resolucdo RDC n2 12 de 02 de janeiro de 2001, estabelece, para frutas
frescas, in natura, preparadas (descascadas, selecionadas ou fracionadas),
sanificadas, refrigeradas ou congeladas, para consumo direto, o limite méximo de
5x10% UFC/g para coliformes termotolerantes. Embora ndo existam na legislagdo
brasileira vigente padrdes para bactérias mesdfilas totais, coliformes totais e
Staphylococcus aureus, de forma geral, é preconizado que alimentos contendo
contagens microbianas da ordem de 10° — 10° UFC/g, sdo imprdprios para o
consumo humano devido a perda do valor nutricional, alteracGes organolépticas,
riscos de deterioracdo e/ou presenca de patégenos (VITTI et. al., 2004).

O presente estudo teve como objetivo avaliar a qualidade microbioldgica de
frutas e hortalicas minimamente processadas comercializadas no municipio de
Chapecd, Santa Catarina.

MATERIAIS E METODOS

Duas redes de supermercado (A e B) foram selecionadas e realizada a coleta de
sete amostras em cada uma. Os produtos foram selecionados de acordo com a
disponibilidade no supermercado nos dias da coleta, levando em consideracao o
prazo de validade dos mesmos. Foi selecionada uma amostra para cada tipo de
fruta/hortalica. As amostras coletadas foram: ricula, cenoura ralada, alface lisa,
couve picada, cheiro verde, alface crespa, repolho roxo, cebola picada, caboti3,
batatinha, berinjela, abacaxi e mamado. Considerando que apenas um dos
supermercados fornecia amostras higienizadas e embaladas pelo préprio
estabelecimento, destas quatorze amostras apenas trés tiveram procedéncia do
Supermercado B (berinjela, abacaxi e mamao), e as demais foram oriundas de outro
fornecedor municipal.

Os ensaios foram desenvolvidos no laboratdrio de Microbiologia de Alimentos
da Unochapecd no periodo de dezembro de 2015 a abril de 2017.

AMOSTRAGEM E DILUIGAO

As amostras foram acondicionadas em caixas de isopor até o laboratdrio e
mantidas em refrigeracdo por no mdaximo 3 horas até a realizagdo dos ensaios.
Amostras de 25 + 0,2 g de cada vegetal foram acondicionadas em sacos plasticos
estéreis para ensaios microbioldgicos. Assepticamente foram adicionados 225 mL de
agua peptonada a 1% (MERCK GranuCult™, Alemanha) para cada amostra,
constituindo a diluicdo 10 e, a partir dessa, foram preparadas 4 diluicdes em tubos
contendo 9 mL de 4gua peptonada para a obtenc3o das concentracdes de 102 a 10°
5. Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

Brazilian Journal of Food Research, Campo Mourao, v. 10 n. 2, p. 93-105, abr./jun. 2019.



FRREBRAPA

Pégina | 96

A partir das diluicdes, foram realizadas andlises microbioldgicas de contagem de
coliformes totais e termotolerantes, Staphylococcus coagulase positiva e mesofilos
aerébios vidveis de acordo com metodologias adaptadas de Silva, Junqueira e
Silveira (2007). Parametros para contagem, bem como boas praticas laboratoriais
foram seguidas como indicado pelo MAPA (BRASIL, 2003).

CONTAGEM DE COLIFORMES TOTAIS E TERMOTOLERANTES

Para contagem de coliformes totais e termotolerantes, o plaqueamento foi de
profundidade (Pour Plate) em dgar Bile Vermelho Violeta (VRBA) (MERCK
GranuCult™, Alemanha). Em cada placa foram inoculados 100 uL da diluicdo e as
placas (com sobre camada) foram incubadas a 36 °C durante 24h. Apds esse periodo,
foi realizada a contagem e as col6nias que cresceram foram confirmadas em caldo
Bile Verde Brilhante (VB) (MERCK GranuCult™, Alemanha) para coliformes totais e
caldo (EC) (MERCK GranuCult™, Alemanha), para coliformes termotolerantes. Os
tubos de VB foram incubados a 36 °C por 24 h, e os tubos de EC foram incubados em
banho maria a 45 °C, por 24 h. A positividade do teste foi observada pela producdo
de gas no interior dos tubos de Durham.

CONTAGEM DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS COAGULASE POSITIVA

Para contagem de Staphylococcus aureus, o plaquamento foi de superficie em
agar Baird-Parker (BP) (MERCK GranuCult™, Alemanha) suplementado com gema de
ovo e telurito de potdssio (MERCK GranuCult™, Alemanha). Em cada placa foram
inoculados 100 uL de amostra e incubados a 36 °C por 48 h. Apds este periodo foi
realizada a contagem, onde apenas trés colOnias tipicas e trés atipicas foram
selecionadas e testadas para provas complementares: coagulase, catalase, oxidase
(NewProv™-Brasil,Parand) e coloragdo de Gram.

Para o cdlculo dos resultados, foram consideradas Staphylococcus aureus
coagulase positiva todas as culturas com reacdo de coagulase niveis 4 (coagulacdo
completa, codgulo firme ao virar o tubo) e 3 (mais de 50% do tubo formando um
coagulo grande e organizado). Para cultura com reag¢des de coagulase 2 (coagulos
pequenos organizados) e 1 (codgulos pequenos desorganizados), foram
consideradas positivas apenas sob condi¢do de resultados positivos também para o
teste da catalase, com coloracdo de Gram positiva e forma de cocos em cachos.

Foram calculados o nimero de UFC/g em fungdo do nimero de coldnias tipicas
contadas, diluicdo inoculada e percentagem de col6nias confirmadas.

CONTAGEM DE MESOFILOS AEROBIOS VIAVEIS

Para diferenciacdo de micro-organismos meséfilos (crescimento entre 15 °C e
40 °C) o meio Agar Padr3o para Contagem (PCA) (MERCK GranuCult™, Alemanha) foi
usado em técnica de plaqueamento por profundidade (Pour Plate), e em cada placa
foram inoculados 1000 uL de amostra utilizando micropipetas de volume fixo. O
tempo de incubacgdo foi de 48 h a 36 °C em estufa bacteriolédgica. A contagem foi
feita apenas em placas que apresentaram contagem significativa que consiste no
intervalo 25-250 colbnias (MATURIN; PEELER, 2001), utilizando contadores
eletrénicos para obtengdo de nimeros em meio sélido.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os niimeros de unidades formadoras de colonia por grama (UFC/g) para cada
micro-organismo testado estdao apresentados na Tabela 1. Os resultados obtidos
foram comparados com os padrdes estabelecidos na RDC n2 12, de 02 de Janeiro
de 2001 (BRASIL, 2001).

Tabela 1. Nimero de unidades formadoras de col6nias (UFC/g) por organismo
testado em frutas e hortalicas minimamente processadas adquiridas em dois
supermercados (A e B).

Coliformes Coliformes o Staphyloccocus

Amostras . Mesofilos
Totais Termotolerantes aureus
Rucula <1,0x10' <1,0x10’ 5,3x103 <1,0x10'
Cenoura Ralada 4,4x10* <1,0x10' 4,3x10° <1,0x10"
Alface Lisa 4,9x10? <1,0x10’ 4,5x10? <1,0x10’
Couve Picada 1,2x10°% 1,2x10° 1,8x10° <1,0x10"
Cheiro Verde 1,9x10% 1,3x10% 1,6x10° <1,0x10’
Alface Crespa 5,2x10? 4,6x10? 8,5x10% <1,0x10"
Repolho Roxo 3,2x103 <1,0x10’ 1,3x10? <1,0x10’
Cebola Picada 2,3x10% <1,0x10' 1,0x10° <1,0x10"
Cabotid 4,9x103 4,9x103 5,3x10° <1,0x10’
Repolho Roxo 1,0x103 4,2x103 5,3x10% <1,0x10"
Batatinha 2,0x10% 2,0x10% 1,5x10° <1,0x10’
Berinjela <1,0x10' <1,0x10' 1,4x103 3,0x10%
Abacaxi <1,0x10’ <1,0x10’ 5,2x10? 2,4x10?
Mama3o 8,5x10% 5,7x10% 8,2x10° 7,9x103

A contagem de coliformes totais variou entre 4,9 x 10 a 1,2 x 10° UFC/g para
onze (78%) das quatorze amostras analisadas (Figura 1). Para colifoformes
termotolerantes, seis amostras (42%) apresentaram limites acima do permitido
pela resolu¢do RDC n2 12 de 02 de janeiro de 2001 da ANVISA (5x10% UFC/g). As
amostras que apresentaram maior contaminag¢ao foram couve-picada, cheiro-
verde, batatinha e mamao.

Em estudos realizados por Oliveira et al. (2010), em duas amostras de
hortaligas orgdnicas minimamente processadas, prontas para o consumo (alface e
agrido; cenoura e tomate) e em uma amostra de salada convencional higienizada
(alface e agrido) foi confirmada a presenca de coliformes totais e de coliformes
termotolerantes em 100% das analises. Em outro estudo realizado por Paulo e
Pena (2015) foi observado que 12,5% (n = 8) do total de amostras estavam
impréprias para o consumo devido as contagens de coliformes termotolerantes
serem superiores ao limite preconizado pela ANVISA.

Assim como o presente estudo, Smanioto et al. (2009), constataram que a
couve apresentou coliformes termotolerantes acima do permitido. Para os autores
isso pode ocorrer quando o estabelecimento processa matéria-prima de ma
qualidade e/ou ndo segue estratégias de qualidade sanitdria, isto é, ndo segue o
conjunto de medidas chamado Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), que é
considerado um dos programas mais importantes para se garantir a qualidade final
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de um produto. De acordo com Jay (2005) e Forsythe (2013) as contagens elevadas
de coliformes em alimentos indicam condig¢des higiénico-sanitarias insatisfatérias
no processamento ou pdés-processamento, diminuem a vida util dos produtos e
representam um risco para a satde do consumidor.

Mesofilos Coliformes Totais  Coliformes Staphylococcus
Termotolerantes

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%

Porcentagem de ocorréncia

20%
10%

0%

Figura 1 - Porcentagem de ocorréncia do micro-organismo nas amostras

A presenca de micro-organismos aerdbios meséfilos viaveis foi confirmada em
todas as amostras (100%). Os valores se mantiveram entre 1,3x10% e 1,5x10°
UFC/g.

Existe uma variacdo na literatura que estipula os parametros maximos
recomendados para micro-organismos aerdbios mesofilos totais. Em geral,
contagens aerdbicas entre 10° e 107 UFC/g sdo comuns em vegetais prontos para
consumo (JAY, 2005). Apenas uma amostra (7%) deste estudo apresentou valores
elevados (acima de de 10° UFC/g).

Em um estudo similar, Souza (2016) confirmou que seis amostras (42,6% dos
vegetais minimamente processados analisados) apresentaram valores elevados de
bactérias mesodfilas (variando de 2,6x10° a 4,2x10” UFC/g). Padrdes
microbioldgicos para microrganismos aerdbios meséfilos ndo estdo previstos na
legislacdo brasileira, porém a presenca de mesdfilos em numero elevado é
indesejavel quando se fala de qualidade microbioldgica, porque sdo capazes de
produzir grandes variedades de enzimas, as quais provocam a deterioragdo de
frutos e hortaligas, contribuindo para a redu¢do de sua vida util na prateleira.

Para Beuchat (1998), o hipoclorito de sddio, normalmente utilizado na
higienizacdo destes produtos, raramente consegue eliminar mais do que dois ciclos
logaritmicos na populagdo. Contagens elevadas destes micro-organismos em
vegetais minimamente  processados, podem indicar matéria-prima
excessivamente contaminada, limpeza e desinfeccdo de superficies inadequadas,
higiene insuficiente na producio e condi¢des inadequadas de tempo/temperatura
durante a producgdo ou conservagado dos alimentos (SIQUEIRA, 1995).
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A presenca de Staphylococcus aureus foi confirmada em trés vegetais
minimamente processados sendo a berinjela, o abacaxi e o mamao. Esses vegetais
sdo provenientes do processamento e embalagem feitos pelo Supermercado B,
totalizando 21%. A presenca e contaminacdo por Staphylococcus aureus é
preocupante pois serve como indicador de contaminacao pds-processo e indica a
falta de cumprimento com as Boas Praticas de Fabricacdo, manipulacdo
inadequada e/ou uso de equipamentos em mas condi¢gdes sanitarias pelo
estabelecimento.

Souza (2016) confirmou a presenca de cepas de S. aureus em cinco amostras
(38,4%), duas delas em amostras de couve que também apresentaram valores
acima do permitido para coliformes termotolerantes. Para Evangelista (2001), a
permanéncia de Staphylococcus sp. em alimentos também pode ser consequéncia
do ajustamento de fatores ambientais, como, por exemplo, a temperatura mal
controlada.

Conforme demostrado na Figura 2, a presenca de micro-organismos nos
vegetais ndo diferiu quanto ao estabelecimento avaliado, porém apenas as
amostras que foram processadas e embaladas pelo supermercado B (berinjela,
abacaxi e mam3o), apresentaram contaminacdo por Staphylococcus aureus. E
importante ressaltar que o manuseio destes alimentos requer um cuidado extra.
De acordo com Menezes e Moreira (2012), produtos minimamente processados
sdo mais pereciveis que os produtos naturais, pois quando se retira da fruta ou
hortalica sua protecao externa, a casca, que é uma barreira natural aos micro-
organismos, permite a invasdo microbiana. Desta forma, o cuidado com as
condigdes higiénico sanitarias durante o manuseio deve ser redobrado. A falta de
fiscalizacdo e de um controle mais rigido pelo estabelecimento comercial pode ser
a causa desta contaminacao.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Porcentagem de ocorréncia

Mesofilos Coliformes Coliformes Staphylococcus
Totais Termotolerantes aureus

B Supermercado A Supermercado B

Figura 2. Porcentagem de ocorréncia do micro-organismo por Supermercado

Desde a observancia de regras basicas de Boas Praticas de Fabricagdo (BPF)
até a adogdo de ferramentas de gestao de qualidade, como a Andlise de Perigos e
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Pontos Criticos de Controle (APPCC), industrias e estabelecimentos devem
assegurar aos seus consumidores que seu produto é seguro e livre de
contaminacdo quimica, fisica e microbioldgica (MORETTI, 2007). Desta forma, a
gualidade sé serd mantida quando as boas condicdes de processamento forem
associadas com boas condi¢des de transporte e armazenamento (CHITARRA;
CHITARRA, 2005).

Por fim, é importante ressaltar que o periodo deste estudo abrangeu o
intervalo de tempo sob vigéncia da normativa (RDC n2 12 de 02 de janeiro de 2001
da ANVISA), porém em dezembro de 2019 essa diretriz foi revogada, sendo
substituida pela Normativa n° 60, (BRASIL,20194a) juntamente com a resolucdo da
diretoria colegiada n2 331 (BRASIL,2019b). E importante frisar que mesmo com a
constante aprovagdo de novas diretrizes que controlam a qualidade de alimentos,
a modalidade dos minimamente processados em especial, carece ainda de
resolucdes especificas.

CONCLUSOES

Os resultados apresentados revelaram que as amostras de vegetais prontas
para o consumo analisadas apresentaram qualidade microbiolégica comprometida
e indicam a necessidade de adocdo de praticas de higiene por processadores de
alimentos e consumidores para minimizar os riscos de transmissdao de agentes
patogénicos.

A confirmacdo de Staphylococcus aureus apenas nas amostras processadas
em um dos supermercados mostra que o estabelecimento ndo esta apto para
fornecer este tipo de produto ao consumidor. Diante disso, é necessario que haja
um maior controle no processo de industrializacdo destes alimentos, a criacdo de
uma legislacdo especifica para garantir a fiscalizacdo de empresas e
estabelecimentos e a capacitacdo dos funciondrios responsaveis pelo
processamento.

A elevada frequéncia de coliformes termotolerantes e a presenca de
Staphylococcus aureus em trés amostras de vegetais minimamente processados
caracterizam estes, como produtos imprdprios para o consumo. Considerando o
fato de que ndo ha legislacdo especifica para alimentos minimamente
processados, pesquisas como esta podem trazer informag&es sobre o real estado
do processo minimo de alimentos no Brasil, e como ele pode ser melhorado a
médio e longo prazo, de forma a assegurar que boas praticas de manuseio sejam
empregadas, garantindo um alimento seguro.
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Evaluation of microbiological parameters
related to the quality of commercially
processed fruits and vegetables in the
Chapeco city, Santa Catarina

ABSTRACT

Minimally processed vegetables are highly prone to perish due to the tissue
exposure to microorganisms that impact negatively on its lifespan. The objective
of this study was to evaluate the microbiologic quality of fruit and vegetables that
undergo through the minimal food processing and are commercialized in Chapecd,
Santa Catarina. Two supermarket chains were selected (A and B) and the collect of
seven samples from each was made for this porpoise. Experiments were
conducted on the Food Microbiology Lab of the Unochapecd University, between
December of 2015 and April 2017. Microbiological analysis including total and
thermotolerant coliforms (at 45 °C) were made, along with Staphylococcus,
positive coagulase test, and viable aerobic mesophilic bacteria that were expressed
as number of colony forming units per gram (CFU g?) on each sample. The results
were below quality parameters established by ANVISA for coliforms at 45 °C for
42% of the samples. Staphylococcus aureus were present in tree samples
(eggplant, pineapple and papaya), proven to be packed and sanitized by the
Supermarket chain B, representing a total of 21%. Aerobic mesophilic bacteria
were viable and confirmed in all samples (100%). Considering the lack of specific
legislation for minimally processed food, further research should be made to
provide more information about the actual condition of the minimally processed
food in Brazil, and how this process can be improved.

KEYWORDS: Minimum processing; microbiological analysis; food contamination;
Staphylococcus aureus.
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