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RESUMO

A utlizacdo de alimentos minimamente
processados cresceu nas Ultimas décadas
devido a praticidade, mas necessitam estar
em condi¢cbes adequadas de higiene para
comercializacdo. Desta forma, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a contaminacéo
microbiolégica de couve minimamente
processada comercializada em
estabelecimentos da cidade de
Uberlandia/MG. Foram analisadas dez
amostras da hortalica para contagem de
bactérias mesodfilas, coliformes totais e
termotolerantes pela técnica do NUmero
Mais Provavel (NMP), avaliacdo da
presenca de Salmonella ssp. e
identificacdo de bactérias da familia
Enterobacteriaceae. Coliformes totais e

termotolerantes foram encontrados em
todas as amostras analisadas. Foi
encontrada presenca de Salmonella ssp.
em duas amostras, além de outras
bactérias como Enterobacter ssp e
Providencia ssp. Diante disso, o0s
resultados demonstraram que o alimento
analisado ndo estava apropriado para o
consumo, sendo necessario melhorias
durante o processo minimo.
Palavras-chave: Salmonella. Coliformes.
Vegetais folhosos.

ABSTRACT

The utilization of minimally processed
foods has grown in recent decades due to
their convenience, but they must be in
appropriate  hygiene  conditions  for
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commercialization. Therefore, the objective
of this study was to assess the
microbiological contamination of minimally
processed kale sold in establishments in
the city of Uberlandia, MG. Ten samples of
the vegetable were analyzed for mesophilic
bacteria count, total and thermotolerant
coliforms using the Most Probable Number
(MPN) technique, evaluation of the
presence of Salmonella spp., and
identification of bacteria from the
Enterobacteriaceae family. Total and
thermotolerant coliforms were found in all
analyzed samples. Presence of Salmonella
spp. was detected in two samples, along
with other bacteria such as Enterobacter
spp. and Providencia spp. Therefore, the
results demonstrated that the analyzed
food was not suitable for consumption,
indicating the need for improvements
during the minimal processing.

Keywords: Salmonella. Coliforms. Leafy
vegetables.

1 INTRODUGCAO

Alimentos minimamente
processados (AMP) sdo aqueles naturais
(frutas, legumes, folhas, raizes, sementes)
gue passaram pela operacao de lavagem,
limpeza, descascamento, corte,
embalagem e armazenamento, e que
estdo prontos para consumo (FARDET,
2018).

A alimentacdo do consumidor vem
mudando nas Ultimas décadas, uma vez
gue as doencas cardiovasculares tém sido
uma das principais causas de mortalidade
e mesmo sendo multifatorial, o estilo de
vida como a inatividade fisica e ma
alimentacdo ainda s&o os fatores mais
importantes. Desta forma, a populacdo tem

optado pelos AMP, visto que s&do mais

saudaveis, naturais e praticos (RINGEVAL
et al., 2020).

Esses alimentos ndo sao estéreis, o

processo tem como objetivo diminuir a
microbiota passando por condi¢cdes de
lavagem e desinfeccdo atenuando os
microrganismos patogénicos, além da
embalagem exclusiva para aquele
alimento. Apesar das etapas de lavagem e
antissepsia, eles estdo sujeitos a
contaminacdo desde sua colheita até a
casa do consumidor, a microbiota do
alimento pode variar durante o processo
minimo dependendo da composi¢ao
quimica, atividade de agua, pH e,
principalmente, dos parametros
extrinsecos tal como a temperatura
(MENDOZA et al., 2022).

As Doengas de Transmissao
Hidrica e Alimentar (DTHA), ou seja,
enfermidades causadas pelo consumo de
agua e alimentos contaminados, sdo um
grande problema de saude publica. Sao
mais de 250 tipos de DTHA causados por
bactérias, virus, parasitas e toxinas.
Considera-se um surto quando duas ou
mais pessoas apresentam 0s sintomas
tipicos ap6s consumirem alimento ou agua
de mesma origem (BRASIL, 2020).

Entre os fatores que podem
influenciar a contaminacdo dos alimentos,
destacam-se:

pessoas infectadas,

manipulacao inadequada, alimento
contaminado, equipamentos sem a devida
desinfeccdo e condi¢cbes que auxiliam na

propagacdo  desses  microrganismos
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(descongelamento inadequado ou para
alimentos quentes, exposi¢do prolongada
a temperatura ambiente (SIRTOLI et al.,
2018).

A couve de folha ou também
conhecida como couve-comum e couve-
manteiga € uma hortalica da espécie
Brassica oleracea L., familia Brassicaceae,
muito consumida no Brasil, sendo um
vegetal rico em célcio, vitaminas e ferro
(PEREIRA et al., 2019). Ela é tipica do
clima outono-inverno, resistente a
temperaturas baixas, se desenvolvendo
melhor entre 16 e 22°C, tolerando
temperaturas entre 5 e 10°C e climas mais
quente até 28°C. E considerada uma planta
exigente em agua, logo o déficit hidrico
afeta seu ciclo, além de outros fatores
como insolagdo, provocando a morte da
planta (TRANI et al., 2015).

Os alimentos em geral precisam
seguir normas da ANVISA, a Resolugéo
RDC N° 331 e a Instrugdo Normativa n® 161
de 2022 que determinam padroes
microbiolégicos de alimentos e como
devem ser aplicados. A IN/161 lista os
alimentos em categorias e indica o limite de
microrganismo que pode conter ou Nao no
alimento, e a couve esta no grupo: “2.
HORTALICAS, RAIZES, TUBERCULOS,
FUNGOS COMESTIVEIS E DERIVADOS”,
no subgrupo “b: Preparados (inteiros,
descascados ou fracionados), sanificados,
branqueados, refrigerados ou congelados,
gue ndo necessitam de tratamento térmico

efetivo, previamente ao consumo”.

Segundo a IN/161, para a categoria do

alimento estudado, a couve, a Salmonella
ndo possui concentragdo segura no
alimento, devendo estar ausente, enquanto
a E.coli pode conter até 102 UFC/g de
alimento analisado (BRASIL, 2022).

Desta forma, quando ha o consumo
de alimentos crus( in natura), & importante
sua higienizacéo, incluindo as operagdes
de lavagem e sanitizacdo, evitando assim,
riscos a salude humana (MORESCA DE
ANDRADE et al., 2022).

O objetivo deste trabalho foi avaliar
a contaminacdo microbiana em couve
minimamente processada comercializada

na cidade de Uberlandia, Minas Gerais.

2 METODOLOGIA
a- Coleta de amostras

Foram adquiridas dez (10)
amostras de couve  minimamente
processadas de locais diferentes na cidade
de Uberlandia, na condi¢c&o de consumidor,
sendo cinco sem certificacdo e o restante
com certificacdo de qualidade.

O alimento foi coletado em sua
embalagem individual e transportado em
caixa isotérmica com gelo para o
Laboratério de Bacteriologia Clinica
(LABAC) da Universidade Federal de
Uberlandia, mantido sob refrigeracédo a,
aproximadamente, 4°C, com intervalo

maximo de 36 horas até sua analise.

b- Processamento das amostras
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No LABAC foram pesadas 25g da
amostra e, em seqguida, feita a
homogenizacdo em 225 mL de Caldo
Lactosado (CL). Desta forma, obteve-se a
diluicio de 10! e, a partir desta,
realizaram-se as diluicfes sucessivas.

As amostras foram avaliadas por
meio da contagem total de bactérias
aerobias mesofilicas e de Estafilococos
coagulase positiva, da determinacdo de
coliformes totais, termotolerantes e
Escherichia coli e da pesquisa de
Salmonella spp.

Para quantificacdo de aerdbios
mesofilos foi feito o inoculo das diluicbes
nas respectivas placas de Agar para a
Contagem Padrédo (PCA).

Para a contagem de Estafilococos
coagulase positiva também se procedeu o
inoculo das diluicdes nas respectivas
placas de Agar Baird Parker (BP).

As placas de PCA e BP foram
incubadas a 35°C/48h. ApGs este periodo,
realizou-se a contagem das colbnias,
determinando-se assim as Unidades
Formadoras de Coldnias por grama de
alimento (UFC/qg).

Para confirmacéo de Estafilococcos
coagulase positiva foram realizados os
testes de catalase e coagulase.

Para andlise de coliformes totais,
coliformes termotolerantes e Escherichia
coli utlizou-se a técnica dos tubos
multiplos de  fermentacdo  (TMF),

determinando-se o NUmero Mais Provavel

de cada grupo de micro-organismos por

grama do alimento (NMP/g).

Iniciou-se utilizando o Caldo Lauril
Sulfato Triptose (LST) com incubacdo a
35°C/24-48h.  ApOs  esse

observou-se 0 crescimento do micro-

periodo,

organismo (turvacdo do meio) e a
producado de gés nos tubinhos de Durham.
A confirmagéo de coliformes totais foi feita
em Caldo Verde Brilhante (VB) a 35°C por
24 a 48 h.

A partir dos resultados positivos do
Verde Brilhante realizou-se a determinacéo
do NMP/g de coliformes termotolerantes.
Para tanto, tubos positivos do caldo VB
foram repicados para o Caldo Escherichia
coli (EC), sendo esses ultimos incubados a
45° C por 24 horas.

Os tubos com crescimento foram
repicados para o Agar EMB (Eosin
Methylene Blue) com incubacdo a
35°C/24h. ApGs esse periodo, observou-se
0 crescimento de colbnias caracteristicas
de Escherichia coli.

A analise de Salmonella spp.
iniciou-se com a incubacdo do preparo
(CL) a 35°C por 24 horas. Apbs este
periodo, transferiu-se 1mL para o Caldo
Tetrationato (TT), sendo 0 mesmo
incubado a 35°C/24h. Na sequéncia,
inoculou-se o material em Agar Entérico
Hektoen (HE), também com incubacéo a
35°C/24h. Para as coldnias caracteristicas
do micro-organismos, foram realizados os
testes bioquimicos para identificacdo de

Salmonella ou de outros géneros da familia
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Enterobacteriaceae. Para tanto, utilizaram-
se dos métodos de fermentagéo da glicose
e lactose, producdo de gas, teste de
vermelho de metila, utilizacdo do Citrato,
atividade da ureia, descarboxilacdo da
lisina, avaliacdo da motilidade e producéo
de indol e HS.

Foram utilizadas cepas padrédo
ATCC como controle positivo para todas as
identificacoes.

Os resultados foram tabulados em
realizada a

planilhas do Excel, e foi

comparacao entre os dois grupos (com e

sem certificagdo) pelo teste t de Student,
com
(BioEstat. 5.0, Instituto Mamiraua, AM/BR).

intervalo de confianca de 95%

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados para Mesdfilos e

Coliformes totais e termotolerantes estdo

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Contagem de Aerobios mesofilos, coliformes totais e coliformes termotolerantes em couve

minimamente processada comercializada em estabelecimentos da cidade de Uberlandia-MG:

Amostra Mescfilos quiformes Tercr:r?cl)ltfglrenr]aer?tes
(UFCl/g) totais (NMP/g) (NMP/g)
Valores permitidos*
1 3,96x10° >1,1x10° 1,1x108
2 1,33x10° >1,1x10° 4,6x10?
Seorltjl:‘/liasgeérg 6 1,05x10° >1,1x10° >1,1x10°
9 1,54x108 >1,1x10° 43
10 6,6x10° 7,4 3,6
3 4,6x10° >1,1x10° 75
4 9,8x10° >1,1x10° 1,1x10°
Couve com 5 3,2x10° >1,1x10° >1,1x10°
certificacdo
7 1,48x10° >1,1x10° 2,4x10?
8 5,52x10° >1,1x10° >1,1x10°
Fonte: Autora
A média de resultados para e p=0,37). Na andlise de coliformes

Aerodbios mesofilos e coliformes totais para
couve sem certificacdo foi de 5,41 x 10°
UFC/g e 8,81 x 10> NMP/g para couve com
certificacdo foi de 7,65 x 10° UFC/g e 1,10
x 10® NMP/g,

comparagdo estatistica para mesdfilos e

respectivamente. A

coliformes totais entre os dois grupos nao

apresentou diferenca significativa (p=0,99

termotolerantes, a média para couve sem
certificacéo foi de 5,41 x 10? e para couve

com certificacdo foram 7,23 x 10> NMP/g

(Tabela 1), estes resultados néao
apresentaram diferenca estatistica
significante (p=0,61).

N&o foram detectados

Estafilococos coagulase positiva e nem
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Escherichia coli nas amostras analisadas
(Tabela 2).

O grupo dos coliformes totais € um
subgrupo da familia Enterobacteriaceae,
bastonetes Gram-negativos, aerdbios ou
anaerdbios facultativos, que sdo capazes
de fermentar a lactose com producédo de
gas a 35°C em 24-48h. A maioria das
bactérias do grupo sao dos géneros
Klebsiella e

Citrobacter, Enterobacter,

Serratia, entre outros (SILVA et al., 2010);
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).
0] grupo

dos coliformes
termotolerantes consegue fermentar a
de

temperatura de 44,5-45,5°C, tendo como

lactose com producdo gas a

principal representante, a Escherichia coli.

Tabela 2 - Quantificacdo de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e identificagdo da presenca de

Salmonella
Amostra Stag:gé%?;::us Salmonella E. coli
positivo (UFC/g) (UFC/g) (UFC/g)
Valores permitidos* - - Auséncia 10?
1 0 Auséncia 0
2 0 Presenca 0
Couve sem ]
o 6 0 Auséncia 0
certificagcao .
9 0 Auséncia 0
10 0 Auséncia 0
3 0 Presenca 0
4 0 Auséncia 0
Couve sem _
- 5 0 Auséncia 0
certificagéo .
7 0 Auséncia 0
8 0 Auséncia 0
Fonte: Autora
Atualmente, sabe-se que o Entretanto, para reduzir a
Enterbacter aerogenes também pode contaminacao superficial, a lavagem é a

crescer nessas condicbes (SILVA et al.,
2010).

No Brasil, ndo existem legislagcéo
especifica para limites de mesdfilos e
coliformes totais para vegetais folhosos,
pois eles sao inerentes a prépria seiva das
plantas (BRASIL, 2020).

etapa mais importante e deve seguir
passos definidos pela ANVISA. O alimento
precisa passar por trés lavagens: (1) pré-
lavagem em um tanque primério, (2)
lavagem sanitizante em um tanque
secundario e (3) lavagem em &agua limpa
para retirar todo o sanitizante (SERENA et

al., 2020).
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Desta forma, para as amostras
analisadas, pode ter ocorrido um manuseio
inadequado do alimento.

No trabalho realizado por Santos et
al. (2015), foram obtidos, como resultado,
valores entre 8,25 x 10° e 1,2x10* UFC/g
para coliformes totais. Imamura et al.
(2017) obtiveram resultados de 1,1x10°%e
<3,0 para coliformes totais, nuameros
préximos aos resultados deste estudo, e
valores de <3,0 e 9,4 NMP/g para
nameros

coliformes  termotolerantes,

inferiores aos  apresentados nesta
pesquisa. Rocha et al. (2015) obtiveram
resultados de mesofilos entre 1,3 x 10 e
2,1 x 108 nUmeros superiores aos
resultados da pesquisa ora apresentada.

Em uma avaliacéo feita em Brasilia
(DF), todas as amostras apresentaram
contagem alta de mesofilos totais, bem
como a presenca de coliformes
(BARBOSA, 2017).

Em relagdo a contagem de
coliformes termotolerantes, em um outro
estudo, realizado em Brasilia, 25% das
amostras analisadas estavam
contaminadas (ALMEIDA; RESENDE,
2012). Também em Pereira et al. (2019),
todas as amostras haviam contagem altas
de bactérias.

Neste estudo, entre as dez
amostras  analisadas, duas (20%)
mostraram-se contaminadas por
Salmonella spp. (Tabela 2), sendo uma

com certificacdo de qualidade.

também

Outros estudos

demonstraram a presenca de Salmonella
spp. em minimamente processados. Em
um trabalho realizado em Campos dos
Goytacazes em couve, cenoura e repolho
foi verificada que 85% das amostras
analisadas apresentaram presenca de
Salmonella spp, outro estudo realizado em
Maringa foi detectado a presenca deste
microrganismo em 4% das amostras.

Segundo a IN/161, ndo ha
concentracdo segura, assim o alimento
que apresentar este microrganismo se
torna improprio para consumo (BRASIL,
2019).

Os resultados encontrados nesta
pesquisa sdo semelhantes aos de Barbosa
(2017) que ao analisar seis amostras,
encontrou uma (17%) contaminada por
Salmonella spp.

Por outro lado, o trabalho realizado
por Pereira et al. (2019), ndo detectou a
presenca deste patdgeno.

Neste estudo, na pesquisa de
Salmonella ssp., foram isoladas vinte e trés
colénias com caracteristicas fenotipicas
diferentes que posteriormente foram
identificadas. As principais bactérias
encontradas  (Tabela  3) foram
Enterobacter spp. (30%) e Providencia
spp. (17%), que sdo bastonetes Gram-
negativos, considerados microrganismos
oportunistas podendo causar infec¢des no
trato gastrointestinal e urinario,
principalmente em pessoas hospitalizadas
(NUNES NETO, 2017).
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Deve-se fazer consideracdes sobre
os demais géneros encontrados.

Serratia spp. também ¢é uma
bactéria de infeccdo hospitalar e de alta
disseminacdo na neonatologia, sendo
resistente aos farmacos usados em recém-
nascidos (CARVALHO et al., 2010).

No estudo de Molina et al. (2018), a
Serratia foi encontrada em amostras de
alimentos proteicos de atleta. Sales et al.
(2021) também a detectaram em amostras

de sushi embalado.

A Klebsiella spp, € um patogeno

que pode causar infec¢Bes sanguineas, no
trato urinario e pneumonia (LOPES et al.,
2019), podendo também ser encontrado
em varios tipos de alimentos. Trabalhos
realizados por Silva et al. (2021) e Neres et
al. (2019), ao analisarem queijo artesanal,

detectaram este microrganismo.

Tabela 3 - Enterobactérias identificadas nas amostras de couve minimamente processada em

estabelecimentos da cidade de Uberlandia, MG

COUVE SEM CERTIFICACAO

COUVE COM CERTIFICACAO

Serratia spp.

Salmonella spp.

AMOSTRA 1 AMOSTRA 3
Enterobacter spp. Enterobacter spp.
Citrobacter spp.
AMOSTRA 2 Enterobacter spp. AMOSTRA 4 Providencia spp.
Salmonella spp.
) ) Providencia spp.
AMOSTRA 6 Providencia spp. AMOSTRA 5
Enterobacter spp.
Citrobacter spp. Serratia spp.
Enterobacter spp.
Hafnia alvei Morganella morganni
AMOSTRA 10 ) AMOSTRA 8
Klebsiela spp. Enterobacter spp.

Fonte: Autora

A Salmonella também é uma
bactéria Gram-negativa, da familia das
Enterobacteriaceae que causa infecgéo
intestinal e sistémica, podendo levar ao
Obito em casos mais graves. A falta de

higiene pessoal e do ambiente sdo as

principais fontes de
(EHUWA et al., 2021).

Em uma avaliagdo microbioldgica

contaminacao

de coxa e sobrecoxa de frango, foram
encontrados Salmonella em 20% das
amostras, tornando o alimento improprio
para consumo (FREITAS et al., 2019).
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Em pesquisa feita por Coelho et al.
(2021) foi

microbioldgica das maos de manipuladores

realizada a avaliacdo

de alimentos, sendo encontrado patégenos
como a Klebsiella spp, Staphylococcus
aureus e Escherichia coli, demonstrando
gue a contaminacdo dos alimentos esta
diretamente ligada a falhas na higiene
pessoal e das maos, bem como de
utensilios e equipamentos.

Os alimentos contaminados por
algumas linhagens de Staphylococcus
aureus contém enterotoxinas
estafilococicas (SE), que sdao um
subconjunto da familia dos superantigenos
estafilocdcicos que incluem a sindrome do
choque toéxico (TSS) e toxina 1 (TSST-1),
que tem como mecanismo de acao
estimulantes inespecificos de células T
liberando citocinas proé-inflamatérias, que
estiq associado a uma série de doencas
como intoxicacao alimentar, sindrome da
pele escaldada e sindrome de Kawasaki
(BAE et al., 2021), (CHEUNG et al., 2021)

4 CONCLUSAO

Diante dos dados apresentados,
pode-se concluir que as amostras de
couves minimamente processadas
coletadas nos estabelecimentos de
Uberlandia apresentam falha nas praticas
higiénico-sanitarias, pois 20% das
amostras ndo estdo apropriadas para
consumo, visto que estdo contaminadas

por Salmonella spp.

E necessario fortalecer as agdes de

vigilancia sanitaria e os treinamentos de
manipuladores com énfase em Boas
Praticas de Fabricacdo (BPF) para
melhorar a qualidade sanitaria da couve
minimamente processada certificada e ndo

certificada.
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