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Resumo

O presente artigo teve como objetivo realizar andlises microbioldgicas e parasitolégicas em
amostras de saladas verdes, variedade crespa, servidas em self-service de Crato - Ceard, no periodo de
marco a maio de 2010. Foram utilizadas 9 amostras de alface (Lactuca sativa) e 9 de acelga (Beta
vulgaris). A pesguisa microbiol 6gica baseou-se no Método de NUmero Mais Provavel utilizando atécnica
de tubos multiplos para bactérias do grupo coliformes totais e fecais. A contagem de mesofilos (Unidade
Formadora de Col6nia) realizou-se por plagueamento superficial em meio &gar contagem de placas. As
andlises parasitologicas foram realizadas de acordo com o principio de sedimentacdo esponténea da
Técnica de Hoffman, Pons e Janer. As pesguisas microbiol 6gicas e parasitol 6gicas desenvolveram-se em
triplicata e duplicata, respectivamente. As analises microbiol 6gicas de afaces e acelgas revelaram baixos
padrdes higiénicos, indicados pela presenca de coliformes totais, em que as maiores incidéncias foram nas
amostras de 6 horas, mostrando-se superiores aos limites maximos estabel ecidos pela legislagdo vigente
para hortalicas, que é de 2 x 10* Nimero Mais Provéavel/Grama. Evidenciou-se a presenca de mesofilos
aerdbios acima do limite estabelecido nas diluicdes analisadas. As andlises parasitolégicas revelaram
indices de parasitas como larvas de Strongyloides stercoralis, ovos de Ascaris lumbricoides, Taenia sp.,
Schistosoma mansoni, Balantidium coli e cisto de Entamoeba coli e Giardia sp.. De acordo com os
resultados obtidos, evidencia-se a necessidade extrema da higienizacdo dessas hortalicas por estarem
relacionadas a transmissdo de enfermidades intestinais, assim como a necessidade de medidas que

propiciem uma mel horia na sua qualidade higiénico-sanitéria.
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Abstract

This work aimed to performed microbiological and parasitological anaysis of crisp green salad
leaves served at self-service restaurants in Crato - Ceara from March to May 2010. Nine samples of
lettuce (Lactuca sativa) and nine samples of chard (Beta vulgaris) were used. The microbiological study
was based on the Most Probable Number (NPN) Method using the technique of multiple tubes for total
and fecal coliforms bacteria. Counts of mesophiles (Colony Formation Unity) were done in plate count
agar. The parasitological analysis of samples was performed by the spontaneous sedimentation method
(Hoffman, Pons and Janer). Microbiological and parasitological studies were developed in triplicate and
duplicate, respectively. The microbiological analysis of |ettuce and chard revealed poor hygienic practices
indicated by the presence of total coliforms more incident in 6h samples. The values were above of that
one established by current legislation (2x10? NPN/g). The anaerobic mesophiles were found in values
above of limitstoo. The parasitological tests revealed parasites indices as Strongyl oides stercoralis larvae,
Ascaris lumbricoides eggs, Taenia sp., Schistosoma mansoni, Balantidium coli, Entamoeba coli and
Giardia sp. cysts. According to the results obtained here, it"s necessary a hard hygienization of vegetables
as they are related to the transmission of intestinal affections as well as the need of policies in order to
improve the hygienic-sanitary quality.

Key —Words:. Coliforms, mesophiles, parasites, Lactuca sativa, Beta vulgaris.
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INTRODUGAO

O termo olericultura é utilizado para
designar o cultivo de certas plantas de
consisténcia herbacea, geramente de ciclo curto
e tratos culturais intensivos, cujas partes
comestiveis sdo diretamente utilizadas na
aimentacdo humana sem exigir industrializacéo
prévia. As hortalicas também sdo denominadas
por cultura oleracea e sdo popularmente
conhecidas como verduras e legumes *. Entre as
hortalicas destacam-se a acelga e a alface.

A dface (Lactuca sativa L.), familia
Cichoriaceae (Compositae), é uma planta
originéria da regid do Mediterréneo utilizada
como planta medicinal ha 4500 a.C.. Como
hortalica é registrada a sua utilizagdo desde 2500
aC., sendo trazida para o Brasil pelos
portugueses.

Quanto a sua estrutura, a aface é uma
herbacea delicada, com caule diminuto, ao qual
se prendem as folhas. Estas, por sua vez, sdo
amplas e crescem em volta do caule (em roseta),
podendo ser lisas ou crespas, formando ou n&o
uma cabegca. Conforme o cultivo, a coloragéo
pode ocorrer em varios tons de verde e roxo. O
sistema radicular € muito ramificado e
superficial. Na ocasido em que a planta é
transplantada, o sistema radicular explora apenas
0s primeiros centimetros do solo. Em semeadura
direta a raiz pivotante pode atingir até 60 cm de
profundidade °.

Ano IV -Vol. 2-N° 2 2010
ISSN 1980-5861

A dface € mundiadmente conhecida e
consumida em forma de saladas. Uma planta de
alface com 350 g apresenta, aproximadamente:
56 kCal, 95,80% de agua, 2,3% de hidratos de
carbono, 1,20% de proteinas, 0,20% de gorduras,
0,50% de sais minerais (13,3 mg de potassio,
147,0 mg de fosforo, 133,0 mg de célcio e 3,85
mg de sodio, magnésio e ferro). Contém ainda
vitamina A (245-Ul), vitaminas de complexo B
(B1 -0,31 mg e B2 — 0,66 mg) e C (35,0 mg).
As folhas de coloragdo

principalmente as folhas externas, contém 30

verde-escura,

vezes mais vitamina A que asinternas °.

A acelga (Beta vulgaris, var. cicla), familia
das quenopodiaceas, € um outro tipo de hortalica
também consumida no Brasil, desta sdo
utilizadas as folhas e os talos em saadas ou
Existem variedades

conhecidas, destacando-se: a acelga-crespa,

refogados. diversas
acelga-loura, acelga-de-cardo e acelga-japonesa.
A planta é constituida por cerca de 90% de agua,
5,5% de hidratos de carbono, 1,5% de proteinas,
vitaminas (A, C e do complexo B) e minerais
(célcio, fosforo, sodio, potéssio, magnésio, cloro,
enxofre, ferro) °.

No Brasil, 0 consumo médio de hortaligas
fica em torno de 41,0 kg/por pessoa/ano. A
alface é considerada um dos principais cultivos,
ocupando economicamente a sexta posi¢ao entre

2 Uma das principas

as hortalicas
preocupacdes, quando se trata do consumo

dessas espécies, relaciona-se a0 controle de
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gualidade no manuseio, uma vez que muitos dos
parasitas existentes sdo veiculados através destes
alimentos. Mesdfilos, bactérias do grupo
coliformes fecais, protozoarios e helmintos séo
responsaveis por doencas que podem ser
causadas por simples fatores como uma ma
assepsia ou acondicionamento destes alimentos.
Baseado nessa perspectiva, 0 presente
atigo tem por objetivo redizar andise
gualitativa e quantitativa desses parasitas,
utilizando  técnicas  microbiolégicas e
parasitolégicas em amostras de saladas verdes,
variedade crespa, servidas em self-service,

situado no municipio do Crato — Ceara.

METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada entre os meses de
margo a maio de 2010. Foram utilizadas 9
amostras de alface (Lactuca sativa) e 9 de acelga
(Beta vulgaris) da variedade crespa. As coletas
ocorreram as 6:00 h (horério de chegada da
amostra), 10:30 h (hora de exposicéo) e 11:00 h
(30 minutos apds a exposicao). Logo apds a
coleta, as amostras foram transportadas em
caixas térmicas contendo gelo, até o laboratério
para anélises ™.

Quantidades de 25 g de cada amostra
(afaces e acelgas) foram homogeneizadas,
separadamente, em 225 mL de agua peptonada a
0,1% *. A partir destas solugdes de volume 10

mL iniciou-se 0 processo de diluicdo em trés
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tubos de agua peptonada e, posteriormente, em
tubos preparados com caldo lactosado simples
(CLS) com tubos de Durhan em seu interior.
Estes foram acondicionados em estufa
bacteriolégica a 37°C por 48 h para a
identificacdo da presenca ou auséncia de
bactérias.

Os tubos com crescimento bacteriano
foram separados e utilizados para novo teste,
com intuito de confirmacdo de bactérias do
grupo coliformes totais. O teste em questéo é o
crescimento em meio caldo bile verde brilhante
(BVB) redizado através da transferéncia das
concentragdes positivas do CLS para o BVB
com o auxilio de al¢ca de platina. O crescimento
deu-se através do acondicionamento na estufa
bacteriol6gica a 37°C por 48 h.

Nos tubos de BVB em que apresentaram
crescimento de bactérias realizou-se um novo
teste para a confirmacgéo de bactérias do grupo
coliformes fecais (termotolerantes) realizado em
meio cado Escherichia coli (EC). O
procedimento foi semelhante & inoculagdo no
BVB: transferéncia de al ¢cadas dos tubos de BV B
(positivos) para os tubos contendo o meio EC.
Em seguida, estes transferidos para o banho-
maria, permaneceram por 24 h a45 °C. A técnica
de tubos mdltiplos baseou-se segundo
metodologias descritas em American Public
Health Association *.

Nos testes redlizados (CLS, BVB e EC)

utilizaram-se tubos de ensaio contendo, em seu
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interior, tubos de Durhan. A confirmagdo dos
respectivos testes foi evidenciada através da
turvacéo do meio e presenca de bolhas nos tubos
de Durhan, resultado da fermentacéo bacteriana.
Todos os procedimentos ocorreram na capela de
fluxo laminar e com material previamente
esterilizado em autoclave.

A pesguisa de mestfilos totais baseou-se
de acordo com o Compendium of Methods for
the Microbiological Examination of Foods ', e
Manual de Méodos de Andlise Microbioldgica

de Alimentos *°.

Foi utilizado o meio &gar
contagem de placas (PCA) em espahamento
superficial. Ap0s o preparo do meio e
esterilizacdo em autoclave, as placas secaram em
estufa. Em seguida, as placas retornaram a
capela para a transferéncia do meio de cultura,
permanecendo por 15 min para uma segunda
esterilizac8o através da irradiacdo UV. O teste
deu-se pela transferéncia de aliquotas da agua
peptonada desde o volume 10* a 10* mL, e
transferidas para as placas contendo o PCA,
também nos volumes de 10" a 10 mL. Por fim,
estas foram armazenadas durante 48 h a 37°C na
estufa bacteriologica. A leitura do teste foi
através da contagem de unidades formadoras de
coldnias (UFC) em contador de coldnias manual.

As andlises parasitologicas  foram
utilizadas amostras coletadas as 6 e 11 h. Nestas
andlises, quantidades de 259 das hortalicas
(alfacelacelga) foram lavadas com  soro

fisiologico a 0,9%. As amostras de 6 h, lavadas
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com o auxilio de pincel diretamente em calice de
fundo conico de 250 mL, direcionando os jatos
da solucdo as folhas e ao talo, fazendo-se o
desfolhamento das unidades, com intuito de
remocdo dos parasitas possivelmente presentes
nas amostras '. Enquanto as de 11 h foram
homogeneizadas em um frasco de Borrel com
soro fisiolégico. Este liquido de lavagem foi
capturado em cdlices de fundo coénico, por
intermédio de uma tela de nélon, onde
permaneceu sedimentando por 12 h . Esse
método baseou-se no principio de sedimentacéo
espontanea da técnica de Hoffman, Pons e Janer.

Ao término da formacdo do precipitado,
com auxilio de uma pipeta de Pasteur, 0
sedimento foi coletado e transferido paralaminas
e, posteriormente, analisadas em microscopia
optica. A identificagdo dos parasitas nas laminas
obteve-se através das objetivas de 10x para a
visualizagdo de ovos e larvas de helmintos, e na
objetiva de 40x para a visualizacdo de cistos de
protozoarios.

As  pesguisas  microbiolégicas e
parasitol 6gicas foram analisadas em triplicata e

duplicata, respectivamente.

RESULTADOS

Na pesqguisa realizada no restaurante self-
service na cidade de Crato — CE foram

encontradas bactérias de diferentes grupos

(coliformes, mestfilos) indicando uma méa
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qualidade

restaurante. Nas amostras de 6 h houve uma

higiénico-sanitaria no  referido
maior contaminagdo devida, provavelmente, a
forma de cultivo, eis que bactérias e parasitas sao
comuns em adubos orgéanicos e em aguas de
irrigacéo .

A Portaria n° 326/1997, da SVS/MS
estabelece como apto para 0 consumo humano o
aimento que atende ao padréo de identidade e
qualidade

higiénico-sanitérios e nutricionais, e define como

pré-estabelecido, nos  aspectos

a contaminagdo presenca de substancias ou
agentes estranhos, de origem bioldgica, quimica
ou fisica que sejam considerados nocivos ou Ndo
paa a salde humana. Logo, quaisgquer
contaminagdes de origens referidas
anteriormente, indicam que o aimento ndo deve
ser utilizado.

As andlises microbioldgicas de alfaces e
acelgas, em todos os horérios de coletas
revelaram baixos padrdes higiénicos, indicados
pela presenca de coliformes totais, sendo que as
maiores incidéncias foram nas amostras
coletadas as 6 horas, mostrando-se superiores
aos limites méaximos estabelecidos pela
legislacdo vigente para hortalicas que € de 2 x
10> NMP/g. A contaminagdo da acelga e a alface
pode ocorrer na horta, resultante da utilizacéo de
agua de irrigacd0 ou adubos inadequados, na
colheita, embalagem, transporte ou por
manipulagdo nos locais onde sdo vendidas.

TAKAYANAGUI, e a. % em trabaho
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publicado, diz que as sucessivas manipulactes
aumentam as chances de contaminagdo.
Entretanto, a contaminagdo na horta é
frequentemente inferior quando comparada ao
observado nos demais segmentos da cadeia
produtiva. Evidenciou-se a presenca de
mesofilos aerdbios acima do limite estabelecido
nas diluicdes analisadas (Tabelas 1 e 2).

As anadlises parasitologicas revelaram altos
indices de parasitas de origem animal ou humana
como ovos de Taenia sp, Ascaris lumbricoides,
Schistosoma mansoni, larvas de Strongyloides
stercoralis e  cistos de Balantidium coli,
Entamoeba coli e Giardia sp. (Tabela 3).

Embora segja reconhecida a relevancia e
atualidade do problema de contaminagdo de
hortalicas por helmintos e protozoarios
intestinais, sGo poucos os trabalhos no Brasil que
relatam niveis de contaminagcdo em hortalicas a
serem consumidas cruas *°. GELLI, et al. ®
encontraram predominancia de ovos e/ou larvas
de ancilostomideos em 32,4% das amostras de
alfaces comercializadas no municipio de S&o
Paulo.

Todos o0s enteroparasitas encontrados
apresentam importancia de salde publica, pois a
maioria indica contaminagdo de origem animal
e/lou humana. Observa-se que ha similaridade
entre os resultados deste estudo e os observados
por outros autores no pais como PRADO, et al.
16 @ GELLI, et al. 8, os quais podem apresentar

variagdo na espécie ou freqiéncia de
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enteroparasitas, explicada, em parte pea
localidade, tipos de hortalicas e metodologia
utilizada no exame parasitol dgico 2.

A deteccdo de coliformes fecais acima do
limite toleravel, além da presenca de parasitas
patogénicos a0 homem, indica que as hortalicas
estudadas encontravam-se inadequadas para o
consumo %, GUIMARAES et al. ** encontraram,
para amostras de alfaces, coletadas em
supermercados, contagem média global de
coliformes fecaisigual a 3,2 x 10° NMP/mL. Em
estudo, PAULA et a. ** encontraram 16
amostras contaminadas com coliformes fecais
em um montante de 30 amostras de afaces e 16
mesdfilos acima de 10" UFC/g.

Apesar de estudos confirmativos da
presenca do grupo coliformes fecais em
amostras, o presente trabalho, nas 18 amostras,
foi seguido do resultado negativo para a
contaminacdo por Escherichia coli. Esta espécie
€ um bioindicador de contaminagdo fecal, uma
vez que apresenta habitat exclusivo no intestino
do homem e animais de sangue quente . A
auséncia deste dltimo pode ser devido a
atividade germicida do agente desinfetante, mas
pode ser considerado um efeito sinérgico
relacionado a remocdo de células na lavagem
inicial 2. Ja a deteccdo elevada de mesdfilos,
embora ndo possa estar associada como risco a
salde do consumidor, indica que as hortalicas

ndo suportariam um longo tempo de exposicéo
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ou armazenamento, podendo acarretar em

prejuizo econdmico 2,
CONCLUSAO

Estes resultados demonstraram baixa
gualidade higiénico-sanitéria nas hortalicas
estudadas, tornando-se necessd&ria a orientacdo
aos manipuladores a respeito da higienizacdo
correta do alimento. Quanto a contaminagdo nas
amostras de 6 h, podese judtificar a
contaminagdo através da utilizacdo de agua de
irrigacdo ou de adubos organicos inadequados,
no processo de colheita, embalagem ou no
transporte. Nas amostras de 10:30 h, néo
ocorreram muitas contaminagdes, justificada
pela assepsia redlizada nas hortalicas. Ja nas
amostras de 11 h, meia hora apds a exposicao
das amostras no self-service, foi visualizada
grande contaminag&o.

Contudo, tendo em vista a porcentagem
encontrada nas amostras de aface e acelga
andisadas e o0 risco que ha a saide humana
quando ha contaminagdo por protozodrios
intestinais e helmintos, se faz necessario o uso de
préticas que venham melhorar o respectivo caso.
Os 6rgéos sanitarios devem atuar com intuito de
combater e melhorar as condigdes higiénicas de
cultivo e processamento destas hortalicas, sendo
esta atuacdo por meio de préticas profiléticas,
programas de conscientizagdo, ou  por

intervengdes diretas que venham a proibir a
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comercializacdo dessas e a subsequente ingestéo,
sendo esse posicionamento baseado em
comprovacgOes laboratoriais para a presenca

desses parasitas.
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TABELA 1 - Contagem em triplicata das Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) para mesofilos em alface,
variedade crespa, consumidas em restaurante self-service na cidade de Crato (CE), no periodo de marco a

junho de 2010
Amostras de Alfaces
12 Semana 22 Semana 32 Semana

[ 1 2 3 4 5 6 7 8 9
10 >100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 UEC > 100

1 UFC UFC UFC UFC UFC UFC UFC UFC
10 >100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 UEC > 100

2 UFC UFC UFC UFC UFC UFC UFC UFC

10 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 9 71e > 100
3 UFC UFC UFC UFC UFC UFC UFC > 100 UFC UFC
100 >100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 11,72 e > 100
4 UFC UFC UFC UFC UFC UFC UFC > 100 UFC UFC

TABELA 2 - Contagem em triplicata das Unidades Formadoras de Colnias (UFC) para
mesofilos em acelga, variedade crespa, consumidas em restaurante self-service na cidade de Crato
(CE), no periodo de marco ajunho de 2010

Amostrasde Acelga
42 Semana 52 Semana 62 Semana

[ 1 2 3 4 5 6 7 8 9
107 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 >100 >100 >100 > 100

UFC UFC UFC UFC UFC UFC UFC UFC UFC
107 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 >100 >100 >100 > 100

UFC UFC UFC UFC UFC UFC UFC UFC UFC
107 >100 89e>100 9,14e >100 > 100 >100 >100 >100 > 100

UFC UFC 18UFC UFC UFC UFC UFC UFC UFC
107 >100 29,50¢e > 100 >100 5,11e 9,15e >100 8,12e 4,9e

UFC  51UFC UFC UFC 12UFC 34UFC UFC 19UFC 13UFC
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TABELA 3 - Frequéncia de formas parasitarias em amostras de aface e acelga, variedade

crespa, consumidas em restaurante self-service na cidade de Crato (CE), no periodo de
margo ajunho de 2010

Alface

Acelga

Formas parasitérias 6h

11h

6h

11h

Helmintos

Taenia sp. Presenca
Ascaris lumbricoides Presenca
Schistosoma mansoni -

Srongyloides stercoralis Presenca

Protozoarios

Giardia sp. -
Entamoeba coli -
Balantidium coli -

(-) = ndo detectado
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