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Resumo

Objetivo: A produgao de frutos e hortalicas minimamente processados vem apresentando
crescimento relevante nos ultimos anos em razéo da acentuada mudanga nos habitos ali-
mentares dos consumidores, que estdo em busca de conveniéncia, praticidade e uma dieta
rica em alimentos saudaveis. O objetivo deste estudo foi analisar as caracteristicas
microbiolégicas da couve-manteiga minimamente processada comercializada em super-
mercado na cidade de Marilia-SP. Este estudo teve também o intuito de mostrar aos fabri-
cantes e consumidores a importancia do controle de qualidade nas etapas do processamento
minimo e os riscos que as contaminagdes podem causar a salde dos consumidores. Mé-
todos: Foram realizadas analises microbioldgicas, de coliformes totais e termotolerantes,
Salmonella spp. e Staphylococcus coagulase positiva em trés marcas de couve-manteiga
minimamente processada, coletadas de forma aleatéria, comercializadas na cidade de Marilia-
SP. Resultados: A partir dos resultados obtidos nas anélises microbioldgicas verificou-se
que aamostra C2 da marca C apresentou limites fora do estabelecido pela legislagéo vigen-
te, indicando falhas no controle higiénico-sanitario durante o processamento. Conclusao:
Estes resultados indicaram a necessidade da implantagdo das Boas Praticas de Fabrica-
¢ao (BPF), no controle de qualidade destes produtos.
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INTRODUCAO

O aumento do consumo de frutas e hortalicas minima-
mente processadas esta associado a busca por conveni-
éncia e praticidade dos consumidores do novo século. Os
minimamente processados oferecem uma alternativa "in
natura" sendo uma 6tima opg¢éao de alimento fresco, rico em
nutrientes e de facil consumo.!"?

Segundo a /International Fresh-Cut Producers
Association, produtos minimamente processados sao defi-
nidos como qualquer fruta ou hortalica, ou ainda qualquer
combinacéao delas, que foi alterada fisicamente a partir de
sua forma original, embora mantenha o seu estado fresco.

Independente do tipo, o alimento, é selecionado, lavado,
descascado e cortado, e, posteriormente, embalado ou pré-
embalado.®

No Brasil, a Resolugdo RDC N° 12, de 2 de janeiro
de 2001, do Ministério da Saude.* estabelece os padrées
microbiolégicos sanitarios para alimentos. Nesta resolu-
¢do ndo existem padrdes especificos para as frutas e hor-
talicas minimamente processadas. Sendo assim, os mini-
mamente podem ser inseridos no grupo de alimentos de-
signados como: "alimentos frescos, ‘in natura’, prepara-
dos (descascados ou selecionados ou fracionados),
sanificados, refrigerados ou congelados, para consumo
direto".
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Qualidade microbiolégica da couve-manteiga (Brassica oleracea L.) minimamente processada

comercializada em supermercado na cidade de Marilia-SP

A qualidade e a seguranca dos alimentos minimamente
processados estéo relacionadas a varios fatores, incluindo,
a qualidade da matéria-prima, padrdes de qualidade du-
rante o processamento, uso de embalagens apropriadas e
as condi¢des adequadas de armazenamento.®

O manuseio excessivo durante o preparo dos minima-
mente processados, como o descasque, o fracionamento e
a lavagem aumentam os riscos de contaminacao por mi-
crorganismos patogénicos que podem transmitir doencas
aos consumidores.® Estes riscos s@o ainda maiores por-
gue o processamento minimo causa injurias, induzindo res-
postas fisiolégicas e bioquimicas nos vegetais; estes pro-
cessos respiratérios afetam o microambiente e,
consequentemente, o desenvolvimento microbiano.” Acom-
binacdo de tecido injuriado e aceleracdo no metabolismo
contribuem para a perda de qualidade do produto, afetan-
do, consequentemente, sua vida Gtil.®)

As condic¢des higiénico-sanitarias do manipulador, dos
equipamentos, utensilios e do ambiente também influenci-
am na qualidade microbiolégica do produto final. Além da
contaminacao por microrganismos patogénicos, a qualida-
de microbiolégica dos alimentos minimamente processa-
dos também esta relacionada a presenca de microrganis-
mos deteriorantes, que irdo influenciar as alteragées sen-
soriais do produto durante sua vida de prateleira.®

Nos ultimos anos, apesar de todo o crescimento veri-
ficado no setor de minimamente processados, é crescente
o relato de doencas infecciosas associadas ao consumo
de frutas e hortalicas frescas."'® Depois do processamento,
os alimentos devem apresentar atributos de qualidade, como
o frescor, aroma, cor e sabor, mantendo o maximo de suas
caracteristicas nutritivas e sensoriais do produto intacto. Os
alimentos minimamente processados sao altamente pere-
civeis devido a exposicéo de seus tecidos internos, causando
aceleracao no seu metabolismo em decorréncia da altera-
c¢ao fisica, fisiologica e bioquimica.""

Existem poucos estudos sobre a microbiologia de ali-
mentos minimamente processados. A determinagéo da pre-
senca de microrganismos deteriorantes e patogénicos nes-
tes produtos é extremamente importante para fornecer da-
dos para as especificagdes de padrdes microbiolégicos e
a implantacdo de Boas Praticas de Fabricagdo no pro-
cessamento destes alimentos, trazendo mais seguranca e
qualidade para os consumidores, que estdo cada vez mais
exigentes com relagédo ao consumo de alimentos saudaveis,
com qualidade e seguranca, além de maior tempo de pra-
teleira para os produtos minimamente processados.

Dentre as hortalicas, a couve é altamente consumida
pela populagéo brasileira, viabilizando o seu uso como mi-
nimamente processada.'® No Brasil, dentre os vegetais
minimamente processados, a couve-manteiga se destaca,'®
uma vez que este vegetal acompanha pratos tipicos brasi-
leiros como a "feijoada".("¥ Sendo assim, este estudo teve
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como objetivo analisar a qualidade e a seguranca
microbiol6égica de trés marcas de couve-manteiga mini-
mamente processada e comercializada na cidade de
Marilia-SP.

MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras

As trés marcas de couve-manteiga (Brassica oleracea
L.) minimamente processadas foram adquiridas em super-
mercados na cidade de Marilia-SP. As hortalicas estavam
acondicionadas em bandejas de poliestireno expandido,
envolto por filme de polietileno, e armazenadas em géndola
refrigerada. Foram coletados trés pacotes de cada marca
de couve-manteiga. Logo ap6s, as amostras foram trans-
portadas em caixas térmicas contendo gelo, até o Labora-
tério de Analises Microbiol6gicas em Alimentos da Facul-
dade de Tecnologia de Marilia-SP. As marcas coletadas para
analise foram designadas de Marca A (A1, A2, A3); Marca
B (B1, B2, B3) e Marca C (C1, C2, C3). Todas as amostras
foram coletas no mesmo dia e perto da data de fabricagcéo
designada na embalagem.

Analises microbioldgicas

Foram analisadas trés marcas diferentes de couve-
manteiga minimamente processada em triplicata totalizando
nove amostras. As analises microbiologicas foram realiza-
das segundo o Manual de Métodos de Analise Microbio-
l6gica de Alimentos.("®

Para coliformes totais e termotolerantes foi utilizada a
técnica do Numero Mais Provavel (NMP). Os resultados
positivos e negativos obtidos na técnica de tubos multiplos,
(TTM) foram processados através da Tabela de Hoskins. O
arranjo do niumero de tubos positivos das trés diluicdes é
transposto para a tabela estatistica, que informa o NMP
para as diferentes combinagdes de tubos positivos forne-
cendo o nimero mais provavel de microrganismos deste
grupo. A contagem de Staphylococcus coagulase positivo
(UFC.g-1) foi realizada por espalhamento em superficie em
meio agar Baird-Parker, e, para Salmonella spp. foi utiliza-
do o método ISO 6579:2007 (E).

Analise de coliformes totais e termotolerantes

Assepticamente, apds homogeneizacgao dos vegetais,
25 g da amostra foram transferidas para 225 mL de agua
peptonada tamponada e, a partir desta, foram preparadas
diluicées até 103, As amostras foram inoculadas em tubos
contendo Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST), sendo 1 mL de
cada diluicdo para 10 mL de caldo em cada tubo. Os tubos
foram incubados a 35°-37°C/24-48h. A partir dos tubos de
LST que apresentaram producéo de gas, foi transferida uma
alcada de cada cultura para os tubos contendo Caldo Ver-
de Brilhante Bile 2% (VB) e Caldo Escherichia coli (EC).
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Os tubos de VB seguiram para incubacgéo a 35°-37°C/24-
48h, e os tubos de EC seguiram para incubacgéo a 44°-45°C/
24-48h. Apo6s o tempo de incubacgéo, os tubos de VB com
crescimento e formacéao de gas foram confirmativos para a
presenca de coliformes totais.

Para a contagem de Escherichia coli spp, de cada
tubo de Caldo EC com producgéo de gas foi retirada uma
algada, a qual foi estriada em placas de meio Agar Levine
Eosina Azul de Metileno (L-EMB). As placas seguiram
para incubacgéo a 35°C/24h. As coldnias tipicas (nucleadas
com centro preto, com ou sem brilho metalico) foram
estriadas em tubos com meio Agar Padréo para Conta-
gem (PCA) e incubadas a 35°C/24h. Os tubos PCA com
crescimento de culturas puras foram transferidos para a
série bioquimica Rugai com Lisina incubada a 35°C/24h.
A confirmacédo de E. coli foi obtida através dos resulta-
dos da série bioquimica.

Analise de Staphylococcus coagulase positiva

As amostras, apos diluicées até 102, foram inocula-
das na superficie de placas de Agar Baird-Parker (BP), pre-
viamente preparadas e solidificadas. Foi espalhado o
in6culo com alga de Drigalski, das placas de maior diluigao
(10®) para as placas de menor diluicéo (10"), até que todo
o excesso fosse absorvido. As placas seguiram para incu-
bacao a 35°-37°C/45-48h, invertidas em B.O.D. Apés o tem-
po de incubacéo, as placas com presencga de col6nias tipi-
cas (colbnias circulares, pretas ou cinzas escuras, com 2-3
mm de diametro, lisas, convexas, com bordas perfeitas,
massas de células esbranqui¢cadas nas bordas, rodeadas
por uma zona e/ou halo transparente) foram selecionadas.
Em seguida, as col6nias foram transferidas para tubos com
Caldo Infusdo Cérebro Coracao (BHI), e incubadas a 35°-
37°C/18-24h. Para a confirmacao de Staphylococcus
aureus foram realizados os testes de coagulase e catalase,
e incubacgao em placa Petrifilm (3M).

Analise de Salmonella spp.

As diluigbes (até 10 em agua peptonada tamponada)
foram transferidas para tubos contendo Caldo Tetrationato
Muller Kauffmann Novobiocina (MKTTn) e tubos com Caldo
Selenito-Cistina (SC), sendo 0,1 mL de diluicdo para 1 mL
de caldo (MKTTn) e 1 mL de diluicdo para 10 mL de caldo
(SC), que seguiram para incubacgéo a 37°C/24h. De cada
cultura foi estriada uma algada para os meios diferenciais
Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD), Agar Bismuto Sulfito
(BS) e Salmonella Shigella Agar (SSA) seguidos de incu-
bacdo em placas invertidas a 37°C/24h. Com a detecgao
das col6nias tipicas, foi estriada uma algcada destas col6ni-
as e transferida para placas com meio Agar Nutriente (NA)
para purificacdo. As placas foram incubadas invertidas a
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37°C/24h. Apés a incubacao, foram selecionadas col6nias
isoladas para os testes de confirmacgéo. A confirmacéo de
Salmonella foi obtida por meio do teste de série bioquimi-
ca Rugai com Lisina.

Analise estatistica

Os dados foram expressos por meio de média, des-
vio-padrao e submetidos a comparacao de médias realiza-
da por meio dos testes Anova e Tukey, utilizando-se o
software estatistico BioEstat.('®1"

RESULTADOS

Foram realizadas analises microbiolégicas de colifor-
mes totais e termotolerantes, Staphylococcus coagulase
positiva e Salmonella spp., seguindo os padrdes recomen-
dados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa) pela Resolugdo RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001,
para Hortalicas frescas, "in natura", preparadas
(descascadas ou selecionadas ou fracionadas) sanificadas,
refrigeradas ou congeladas, para consumo direto, que es-
tabelece limite maximo de 5x102 NMP/g para coliformes
termotolerantes e a auséncia de Salmonella spp.,em 25 g
do produto.® A legislagcdo nao estabelece limites para
Staphylococcus coagulase positiva, entretanto, como o ali-
mento minimamente processado tem excessiva manipula-
¢ao, optou-se por também analisar.

Os resultados das analises de coliformes totais e
termotolerantes, Staphylococcus coagulase positiva e
Salmonella spp. estdo apresentados na Tabela 1. Pesqui-
sou-se a presenca de E. coli nas amostras positivas para
coliformes termotolerantes. Encontrou-se presenca de E.
coli e Salmonella spp. na amostra C2 e presenca de
Staphylococcus coagulase positiva em todas as amostras
(A,BeC).

ATabela 2 refere-se ao percentual relativo das amos-
tras analisadas que estéo fora dos limites padronizados pela
legislagao.® Verificou-se a presenga de Salmonella spp. e
E. coli em 33% das amostras analisadas da marca C e a
presenca de Salmonella coagulase positiva (>1,0x10%) em
100% (amostras A e C) e 66% (amostra B) das amostras.

DISCUSSAO

Os alimentos minimamente processados sdo expos-
tos a varias formas de contaminacgéo; sendo assim, durante
o processamento destes alimentos, a aplicagédo de Boas
Praticas de Fabricagdo é extremamente importante e indis-
pensavel para garantir qualidade ao produto final. Nos su-
permercados a temperatura e o local de armazenamento
também influenciam na qualidade do alimento minimamen-
te processado.
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Qualidade microbiolégica da couve-manteiga (Brassica oleracea L.) minimamente processada
comercializada em supermercado na cidade de Marilia-SP

Tabela 1 - Resultados das andlises microbiolégicas da couve-manteiga minimamente

processada
. Coliformes Staphylococcus Salmonella
Amostras To?a(i,gf?l\rlm?/g) Termotolerantes coagulase positiva spp.

(NMP/g (UFC/g) (NMP/g)
A1l >1.100 <3,0 1,0x10° Auséncia
A2 >1.100 <3,0 1,0x10¢ Auséncia
A3 >1.100 <3,0 1,0x107 Auséncia
B1 <3,0 <3,0 4,2x103 Auséncia
B2 3,0 <3,0 1,2x10° Auséncia
B3 3,0 <3,0 2,1x108 Auséncia
C1 >1.100 <3,0 1,0x10¢ Auséncia
Cc2 >1.100 9,4* 1,0x107 Presenca
C3 >1.100 <3,0 1,0x10° Auséncia

Na amostra C2 foi possivel confirmar por meio de testes bioquimicos a presenga da bactéria Escherichia

coli.
Fonte:Dado dos Autores, 2016.

Tabela 2. Resultados em (%) obtidos nas analises microbioldgicas
de couve-manteiga minimamente processada

uma vez que a presenca de quantidades elevadas destes
microrganismos (valores >a 10%) indica falhas na manipula-

; Staphylococcus cdo desses alimentos e possivel presenca da enterotoxina
Marcas Salmonella spp Coliformes coagulase positiva L
" Termotolerantes (> 105) estafilococica.
A 0% 0% 100% Apenas a marca C (amostra C2) apresentou pre-
. . . senca de Salmonella typhi (Tabela 1). Esta cepa de
B 0% 0% 6% Salmonella é responsavel por provocar septicemia e fe-
Cc 33% 33% 100%

Fonte:Dado dos Autores, 2016.

Entre as marcas de couve-manteiga minimamente pro-
cessados (A, B e C) coletados na cidade de Marilia-SP,
observaram-se diferencas significativas nos valores de
coliformes totais entre as marcas A e C quando compara-
das a marca B (p< 0,05) (Tabela 1). De acordo com a
International Commission on Microbiological Specifications
for Foods —ICMSF16, a presencga de coliformes em alimen-
tos indica manipulacédo inadequada durante o pro-
cessamento e/ou uso de equipamentos em mas condi¢des
higiénicas. Estes resultados apontam falhas nas Boas Pra-
ticas de Fabricacao durante a manipulagao da couve-man-
teiga. Os coliformes s&o utilizados como indicadores das
condi¢des de higiene dos processos de fabricacdo, pois
sao facilmente inativados pelos sanitizantes.

Apenas a marca C apresentou presenca de Esche-
richia coli (amostra C2). A presenca deste microrganismo
reforga a falta de condi¢des higiénico-sanitarias no proces-
samento da couve-manteiga (Tabela 1). As marcas A,Be C
apresentaram quantidades elevadas de Staphylococcus
coagulase positiva. (Tabela 1). A presenca de Staphylo-
coccus indica contaminacgéo p6s-processo, que geralmen-
te se deve ao contato com os manipuladores ou com super-
ficies inadequadamente sanitizadas. Estes resultados evi-
denciam a importancia da pesquisa de Staphylococcus
coagulase positiva em vegetais minimamente processados,
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bre tifoide ou paratifoide em humanos. A septicemia tem
sido associada com infec¢gdes subsequentes em prati-
camente todos os 6rgaos. A presenca destes microrga-
nismos nos alimentos minimamente processados esta
relacionada com surtos de infeccao alimentar e saude
publica.('®

Santos et al.("® analisaram trinta amostras de alface,
cenoura e couve minimamente processadas comerciali-
zadas em Brasilia-DF. Os autores verificaram a presenca
de coliformes termotolerantes acima do permitido em to-
das as amostras e foi observada a presenca de Sa/monella
spp. em uma das amostras de alface. Silva et al.("® avalia-
ram 56 amostras de vegetais minimamente processados
comercializados na cidade de Porto Alegre-RS e confir-
maram a presenca de Escherichia coli spp. em oito amos-
tras. Evangelista et al.,?” ndao encontram presenca de
Salmonella spp. em nenhuma amostra de couve-chinesa
analisada. Silva,?" ao estudar as caracteristicas microbio-
l6gicas do abacaxi minimamente processado, encontrou
coliformes totais variando de 1,3 a 46 NMP.g-1, durante o
armazenamento, porém nao encontrou coliformes termo-
tolerantes em nenhuma amostra analisada.

Perdoncini, Silva e Pante(® analisaram amostras de
couve minimamente processada comercializadas no mu-
nicipio de Campo Mourédo e encontraram auséncia de
Salmonella spp. em todas as amostras analisadas; entre-
tanto, encontraram presenca de coliformes termotolerantes
em 33% das amostras e contaminacgéo por Staphylococcus

393



Imamura KB, Ferreira TC, Giannoni JA, Dorta C

coagulase positiva em 78% das amostras. Estes resulta-
dos encontrados por esses pesquisadores indicam falhas
na manipulacdo desses alimentos e falta de qualidade
microbiolégica.

Santos et al.,”® ao compararem os aspectos microbio-
l6gicos da couve minimamente processada com a couve in
natura encontraram presenca de Staphylococcus aureus,
coliformes totais e bolores e leveduras em todas as amos-
tras de couve minimamente processada e couve in natura
analisadas da cidade de Vitéria da Conquista-BA.

Levando em consideragdo a RDC n° 12 de 02 de ja-
neiro de 2001 (que ndo especifica alimentos minimamente
processados) a marca C (amostra C2) esta fora dos pa-
drdes estabelecidos para o consumo humano (Tabelas 1 e
2). Entretanto, se analisarmos a presenca de Staphy-
lococcus coagulase positiva, todas as marcas estariam fora
dos padrées microbiol6gicos, mas a legislacédo brasileira
nao estabelece limites para este microrganismo em alimen-
tos minimamente processados. Os valores encontrados de
Staphylococcus coagulase positiva variam de 10* até 10°
UFC/g do produto. De acordo com a RDC N°12 de 02 de
janeiro de 2001, para hortaligas branqueadas ou cozidas,
inteiras ou picadas, estaveis a temperatura ambiente, refri-
geradas ou congeladas, consumidas diretamente, incluin-
do cogumelos, o limite méaximo para Staphylococcus
coagulase positiva é de 102 UFC/g do produto.®

Estes resultados demonstram o quanto é importante
a implementacdo de Boas Praticas de Fabricacdo e o
quanto é necessario uma legislacdo especifica para ali-
mentos minimamente processados que englobem todos
0s microrganismos que possam estar presentes nestes ali-
mentos.

CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos por meio das anali-
ses realizadas, foi possivel afirmar que a marca C (amostra
C2) de couve-manteiga minimamente processada
comercializada em supermercado na cidade de Marilia-SP
encontrou-se fora dos parametros de adequacéo para con-
sumo humano segundo a legislacéo vigente. Ha necessida-
de de inspecdo e criacdo de legislacdo especifica, pelos
6rgéos responsaveis, para os alimentos minimamente pro-
cessados, uma vez que o seu consumo esta crescendo pro-
gressivamente pelos consumidores que buscam uma ali-
mentacao semelhante a "in natura" e extremamente pratica.
A comercializagcéo de alimentos improprios para o consu-
mo humano coloca em risco a salide dos consumidores.

Abstract

Objective: The production of fresh-cut fruits and vegetables has shown
an outstanding growth in the latest years, due to the remarkable changes
in the consumers'life style, who are in search of convenience, practicality
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and a diet rich in healthy foods. The objective of this study was to analyze
the microbiological characteristics of kale processed minimally
commercialized in supermarketin the city of Marilia-SP, in order to show
manufacturers and consumers the importance of quality control in minimal
processing steps and the risks that contamination can cause to the
health of consumers. Methods: Were submitted to microbiological
analyses (coliforms at 45°C, Salmonella spp. and Staphylococcus
goagulase positive) in three kale marks minimally processed, collected
at random, commercialized in the city of Marilia-SP. Results: From the
results obtained in the microbiological analysis it was found that the C2
samples were outside the limits established by the legislation, indicating
gaps in hygienic-sanitary control during processing. Conclusion: These
results indicate the need to implement Good Manufacturing Practices
(GMP), the quality control of these products.

Keywords
Food microbiology; Food security; Good manufacturing practices; Food
technology; Food quality
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