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RESUMO

Neste trabalho foram realizadas as analises microbiolégicas de treze amostras de
oito marcas diferentes de vegetais minimamente processados. As amostras foram
coletadas em seis diferentes supermercados de Brasilia-DF, no periodo entre margo
de 2015 e maio de 2016. Os resultados das analises mostraram que sete amostras
(53,8%) estavam improprias para 0 consumo humano. Das sete amostras
reprovadas para o0 consumo, seis amostras (amostras 1, 2, 4, 7, 12 e 13) continham
coliformes termotolerantes acima dos valores permitidos pela legislacdo brasileira
(>1,0x10° NMP/g). As amostras 9, 12 e 13 apresentaram Salmonella sp., uma
bactéria patogénica considerada um risco para a saude do consumidor e um
indicativo de contaminacédo fecal. Detectou-se bactérias S. aureus em 6 amostras
(46,1% das amostras), sendo que 5 amostras continham quantidades destas
bactérias superiores a 1,0x10% UFC/g, o que indicou falta de higiene na producdo. A
amostra 9, que ja estava reprovada para o consumo pela presenca de Salmonella,
também estava com contagem de S. aureus acima do permitido na legislacdo
(>1,0x10° UFC/g). Com relacéo a flora deteriorativa, das 13 amostras analisadas, foi
observada uma elevada contagem total de bactérias mesdfilas e/ou psicrotroficas
(acima de 1,0x10° UFC/g) em 9 amostras (69,2%). E 76,9% dos vegetais
minimamente processados (10 amostras) apresentaram elevada quantidade de
coliformes totais, com enumeracdo acima de 1,0x10° NMP/g. As altas cargas
microbianas desses produtos podem ser resultado da temperatura de
armazenamento inadequada nas goéndolas dos supermercados. Outro ponto
possivel do aumento na carga bacteriana € 0 excessivo tempo de armazenamento
desses produtos, sugerindo que 7 a 10 dias de validade € um prazo inadequado
para a conservacao de produtos tdo pereciveis.

Palavras chave: vegetais minimamente processados, seguranca alimentar, doencas

transmitidas por alimentos, analises moleculares.



ABSTRACT

In this work, the microbiological analyzes of thirteen samples of eight different brands
of minimally processed vegetables were carried out. The samples were collected
from six different supermarkets in Brasilia-DF, between March 2015 and May 2016.
The results of analyzes showed that seven samples (53.8%) were unfit for human
consumption. Six samples (samples 1, 2, 4, 7, 12 and 13) contained thermotolerant
coliforms above the values allowed by Brazilian legislation (>1.0x10>° MPN/g). The
samples 9, 12 and 13 showed Salmonella sp., a pathogenic bacterium considered a
health risk to the consumer and an indication of fecal contamination. S. aureus
bacteria were detected in 6 samples (46.1% of the samples) and 5 samples
contained counts of these bacteria higher than 1.0x10?> CFU/g, indicating lack of
hygiene in the production. The sample 9, which was already rejected for consumption
by the presence of Salmonella, also had a S. aureus count above that allowed by
legislation (> 1.0x10° CFU/g). Regarding the deteriorating flora, of the 13 samples
analyzed, a high total count of bacteria (mesophilic and / or psychrotrophic) was
observed in 9 samples (69.2%). And 76.9% of the minimally processed vegetables
(10 samples) presented a high enumeration of total coliforms (enumeration above
1.0x10° MPN/g). The high bacterial counts of these products may be the result of
improper storage temperature in supermarkets. Another possible point of increase in
bacterial counts is the excessive storage time of these products, suggesting that 7 to
10 days of shelf life is an inadequate period for the conservation of such perishable

products.

Key words: minimally processed vegetables, food safety, foodborne diseases,

molecular analyzes.
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1. INTRODUCAO
1.1. Vegetais minimamente processados: definicdo, consumo e producao

Segundo a International Fresh Cut Producers Association (IFPA, 2001), frutas
e hortalicas fisicamente modificadas, mas que mantém o estado fresco podem ser
consideradas produtos minimamente processados. Podem ainda ser definidos como
vegetais que foram alterados fisicamente para mudar sua apresentacdo ao
consumo, ou seja, picados, descascados ou ralados, dentre outros processos, mas
gue se mantém frescos e com atividade metabdlica ativa. Porém, apesar de
apresentarem tecidos vivos, estes ndo apresentam as mesmas respostas
fisiologicas que vegetais intactos.

Varias sdo as denominagdes utilizadas para frutas e hortalicas higienizadas e
processadas. Podem-se utilizar os termos pré-cortados, levemente processados,
parcialmente processados, pré-preparados ou minimamente processados. Sendo
este Ultimo mais utilizado por definir melhor as caracteristicas deste tipo de produto
(Cenci, 2011).

O héabito de consumir frutas e hortalicas tem evidente efeito benéfico na
saude e pode prevenir a ocorréncia de doencas crbonicas e cancer. Estes alimentos
possuem uma grande diversidade de compostos funcionais, como vitaminas,
polifendis, carotenoides, fitoquimicos entre outros, que possuem propriedades
antimutagénicas, anticancerigenas e que podem inibir alguns tipos de céancer
guimicamente induzidos (American Institute of Cancer Research, 2016).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda uma meta de ingestao
diaria de no minimo 400g de frutas e hortalicas ao dia. A OMS introduziu campanhas
de “cinco-ao-dia”, para encorajar a populagdo a comer pelo menos 5 porgdes diarias
de frutas e legumes todos os dias. Incentivos e campanhas como essa tem
contribuido para aumentar o consumo de frutas e vegetais nas ultimas duas décadas
(Abadias et al., 2008; Goodburn & Wallace, 2013).

A procura dos consumidores por uma dieta mais equilibrada e saudavel, com
maior quantidade e variedade de frutas e hortalicas frescas, associada a
necessidade de praticidade no dia a dia levou o mercado a investir em produtos

frescos minimamente processados. Para atender a essa demanda, as industrias



desenvolveram novas tecnologias de conservacdo e processamento minimo, de
modo que o produto esteja seguro e pronto para o consumo dentro do prazo de
validade estabelecido (Moretti, 2007; Paula et al., 2009).

Nos Estados Unidos, o0s vegetais minimamente processados sao
comercializados desde 1970, mas no Brasil este tipo de produto sé passou a estar
disponivel nos supermercados a partir da década de 90 (Oliveira et al., 2011).
Segundo o Ministério da Integracdo Nacional (Brasil, 2004), as hortalicas
minimamente processadas ja estdo inclusas ativamente no mercado a varejo de
hortalicas frescas. No Distrito Federal (DF) a preferéncia dos consumidores por
hortaligas minimamente processadas foi de 29% em 2004. Segundo Nascimento et
al. (2003), o DF produz anualmente uma média de 200 toneladas de frutas e
hortalicas minimamente processadas que sado comercializadas nos supermercados
espalhados por Brasilia e pelas cidades satélites.

A cadeia produtiva de vegetais minimamente processados € composta por
varias etapas, que sdo na sua ordem de execucdo: 1) colheita, transporte e
armazenamento refrigerado (etapas pré-industria de processamento); 2) selecdo
manual, lavagem do produto inteiro, operacdo de corte, lavagem e sanitizacao,
enxague com agua potével, centrifugacéo, inspecdo, mistura opcional e pesagem,
embalagem/etiguetagem e armazenamento refrigerado para atacado (etapas na
indastria de processamento) e 3) transporte e distribuicdo refrigerados,
armazenamento, comercializacdo e s6 entdo o consumo (etapas pos-industria de
processamento) (Cenci, 2011).

A figura 1 apresenta toda a cadeia produtiva basica dos produtos
minimamente processados, na qual estdo inseridas as operacbes a serem
realizadas e a temperatura maxima recomendada para cada processo. Cabe
ressaltar que este fluxograma pode sofrer variagbes segundo a especificidade do

produto.
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Figura 1. Fluxograma geral descrevendo as operacOes da cadeia produtiva dos
produtos minimamente processados de uma unidade industrial com as
temperaturas recomendadas para cada etapa

Fonte: Cenci (2011, p. 20).

Na unidade industrial de processamento minimo a matéria prima deve passar
pelas etapas de selecdo, classificagcdo e lavagem do produto inteiro. A primeira
operagcado a que 0s vegetais minimamente processados sao submetidos durante a
producdo é a lavagem com agua, momento no qual serdo retirados residuos
provenientes do solo e fragmentos da planta. Esta etapa pode consistir em apenas
aspersdo com agua potavel ou imersdo em agua refrigerada. E importante salientar
gue a 4gua usada durante a producdo deve ser potavel, pois a falta qualidade pode
contaminar os produtos com microrganismos patogénicos de origem fecal como
Salmonella, E. coli patogénica, além de parasitas e virus (Cenci, 2011).
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E possivel reduzir significativamente a populacédo microbiana com a etapa de
sanitizacdo, onde sdo empregadas substancias antimicrobianas. Porém a eficiéncia
destes agentes antimicrobianos depende de fatores como temperatura da agua,
tempo de contato, natureza do alimento e carga microbiana inicial. A sanitizacao de
hortalicas picadas deve ser realizada por imersdo em agua resfriada a 5°C, com
gelo, contendo 150 ppm de cloro ativo, por aproximadamente dez minutos. Em
seguida deve ser enxaguada em agua resfriada a 5°C, contendo 3 ppm de cloro
ativo, para a retirada do excesso de sanitizante. Para a sanitizacdo e enxague, que
devem ser realizados em tanques de aco inoxidavel distintos, o produto deve ser
colocado em sacos de nailon ou em caixas de pléstico limpas e higienizadas. Nos
tanques de sanitizacdo e enxadgue os produtos devem ficar completamente imersos.
A solucdo (agua + cloro) deve ser trocada pelo menos de quatro a seis vezes ao dia
(Cenci, 2011).

A etapa de corte provoca um efeito drastico sobre o metabolismo dos
produtos picados, aumentando a taxa respiratoria. Os processos metabdlicos que
ocorrem nos alimentos minimamente processados, como oxidacdo de compostos
fendlicos e perda da clorofila produzem alteracdes fisicas importantes que podem
prejudicar a qualidade do produto. Para prevenir prejuizos acarretados por estes
processos metabdlicos, o controle de temperatura (refrigeracao a 5°C) associado ao
uso estratégico de embalagens de atmosfera modificada pode ser eficiente (Moretti,
2007). E aconselhavel o uso de filmes plasticos para que a embalagem restrinja a
perda de 4gua e ao mesmo tempo permita trocas gasosas de oxigénio e gas
carboénico. A permeabilidade elevada da embalagem mantém os teores de clorofila,
carotenoides, solidos soluveis e vitamina C por até sete dias de armazenamento a
5°C, apresentando elevada aceitabilidade sensorial (Cenci, 2011).

Porém, geralmente a temperatura ideal de manipulacdo, transporte e
armazenamento ndo sao respeitados, o que pode provocar reducdo da qualidade
dos produtos. A falta de controle de temperatura dos vegetais minimamente
processados pode ocasionar proliferacdo de microrganismos patogénicos,
colocando em risco a saude do consumidor, além de reduzir o tempo de prateleira,
gerando prejuizos para o produtor. A temperatura de 5°C apresenta a melhor
relacdo custo/beneficio para os vegetais minimamente processados. A temperatura

a 10°C reduz em, no minimo, cinquenta por cento a vida util dos produtos, limitando
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o tempo de comercializacdo e favorecendo consideravel crescimento microbiano
(Moretti, 2007).

1.2. Qualidade dos vegetais minimamente processados

Os procedimentos realizados durante o processamento minimo tém como
objetivo garantir seguranca e qualidade, além de reduzir perdas e prejuizos. Para
iISso é necessario que se utilize de métodos que protejam os produtos de quaisquer
tipos de danos e contaminacbes. Matérias-primas que ja tem boa qualidade inicial
resultam em um produto final com maior qualidade e vida util (Cenci, 2011; Moretti,
2007).

Os principais fatores que determinam a qualidade de vegetais minimamente
processados sdo: escurecimento enzimatico, contaminagdo microbiolégica, perda do
valor nutricional, senescéncia e a descoloracdo da superficie. A composicdo das
hortalicas minimamente processadas com alto teor de carbono e nitrogénio, alta
atividade de agua e pH quase neutro oferece Otimas condicdes para o
desenvolvimento de bactérias e fungos, o que as torna altamente pereciveis (Cenci,
2011; Moretti, 2007).

A deterioracdo microbiana € um dos determinantes da qualidade que pode
por em risco a saude do consumidor e acontece principalmente devido a praticas
inadequadas de cultivo, contaminacdes cruzadas, falta de higiene no processamento
e/ou rompimento da cadeia do frio. Esses problemas de falta de qualidade
(contaminagcdo microbiana, presenca de insetos, deterioracdo) e falta de
adaptabilidade da matéria prima ao processamento minimo dificultam a expanséo do
mercado (Cenci, 2011; Moretti, 2007).

Vegetais minimamente processados devem ser armazenados sob
refrigeracdo, com temperatura 6tima entre 0 e 5°C. O abuso da temperatura de
armazenamento e transporte pode resultar em aumento da taxa de respiracdo
celular, fermentacdo e proliferagdo de microrganismos patogénicos, o que pde em
risco a saude do consumidor. Para que seja considerado de alta qualidade, o
produto minimamente processado deve manter aparéncia, textura, aroma e sabor de
produtos frescos, além de ter um tempo de prateleira suficiente para chegar ao
consumidor com essas caracteristicas apés a cadeia de distribuicdo (Cenci, 2011;
Moretti, 2007).
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A seguranca de alimentos prontos para comer, principalmente os consumidos
crus tem sido objeto de varios estudos. E importante identificar a origem de
possiveis contaminantes para avaliar de maneira eficaz todas as etapas do

processamento minimo de vegetais e sua cadeia de producao (Silva, et. al., 2007).

1.3. Contaminag¢ao microbiol6gica dos vegetais minimamente processados

A presenca de microrganismos patogénicos ndo estd associada a uma ma
aceitacdo visual do alimento, j& que pode ocorrer em vegetais com aparéncia
agradavel ao consumidor e sem apresentar deterioracdo de tecidos vegetais, um
ponto critico, pois 0 consumidor ndo é capaz de julgar esse aspecto da qualidade do
alimento. O consumo de vegetais minimamente processados contaminados com
grande quantidade de bactérias patogénicas pode causar doencas transmitidas por
alimentos e em casos mais graves até causar a morte (Cenci, 2011; Sant’ana et al.,
2011).

Em vegetais ndo processados, a casca integra é uma barreira natural contra o
acesso de microrganismos aos tecidos do alimento. Durante o processamento, a
manipulacdo favorece a contaminacao microbioldgica e as etapas de corte e retirada
da casca expbe os tecidos vegetais e disponibiliza nutrientes para a acgao
deteriorativa destes microrganismos, o que pode diminuir a qualidade e tempo de
vida util e de prateleira dos vegetais minimamente processados (Cenci, 2011,
Tresseler et al., 2009).

Diversas sdo as fontes de contaminacdo dos vegetais por microrganismos
patogénicos. A contaminagdo pode ocorrer na fase de produgéo, devido ao contato
com o solo, fezes de animais, insetos, agua e trabalhadores; na fase de colheita,
manipulacdo e transporte desses vegetais para as industrias, durante o
processamento e ainda pelo manuseio do consumidor em casa (Cenci, 2011; Paula
et al., 2009; Silva, et. al., 2007).

E preferivel que a contaminacéo seja evitada a aplicar métodos para correcéo
apos a contaminagdo prévia. Assim medidas devem ser tomadas para evitar estes
problemas, como implementac@o de Boas Praticas Agricolas (BPA), Boas Praticas
de Producdo (BPP) e do Programa de Andlise de Perigos e Pontos Criticos de
Controle (APPCC) (Cenci, 2011; Moretti, 2007).
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Alimentos frescos minimamente processados tem microbiota comumente
composta por espécies bacterianas das familias Enterobacteriaceae e
Pseudomonadaceae e fungos em quantidades menores. Dentre 0S microrganismos
geralmente associados a deterioracdo vegetal podem-se destacar Pseudomonas,
Xanthomonas, Enterobacter, Chromobacterium e Flavobacterium, assim como
bactérias lacticas, que podem se proliferar rapidamente, alcancando popula¢des
superiores a 10’ UFCg e acumulando metabdlitos como &cido latico, etanol e
acetato de etila (Cenci, 2011).

Uma das estratégias para retardar o crescimento microbiano e consequente
deterioracdo dos produtos minimamente processados €é o0 uso de baixas
temperaturas. Porém esta técnica nao inibe o crescimento das bactérias
psicrotréficas como Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes e Aeromonas
hydrophila que tem a capacidade de crescer bem em temperatura de geladeira,
assumindo importancia na deterioracdo desses alimentos. Estes microrganismos
tem maior risco de se proliferar em alimentos mantidos por longos periodos sob-
refrigeracdo ou em menos tempo quando ha abuso da temperatura de estocagem

(Cenci, 2011).

1.4. Vegetais minimamente processados e doencas transmitidas por

alimentos

Devido a transicdo demogréfica relacionada ao envelhecimento da populacéo
e as novas tendéncias de estilo de vida com aumento na demanda por vegetais
minimamente processados prontos para o consumo, tem havido uma mudanca no
cenario das doencas transmitidas por alimentos em todo o mundo, com impactos
econdmicos e sociais importantes (Oliveira et. al, 2011). Segundo varios estudos, 0s
casos de infeccbes do trato gastrointestinal associado ao consumo de produtos
frescos de origem vegetal tém aumentado drasticamente nas Ultimas décadas
(Brandl, 2006; Herman et al., 2015; Little and Gillespie, 2008; Lynch et al., 2009).

Diversas bactérias patogénicas e parasitas estdo associadas a surtos de
infeccdo alimentar por consumo de frutas e hortalicas frescas. Dentre os
microrganismos que tem casos documentados de infeccdo alimentar estdo

Salmonella, Vibrio cholerae, Shigella, Escherichia coli (O157:H7), Bacillus cereus,
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Listeria monocytogenes, entre outros que sdo de interesse para a saude publica
(Cenci, 2011; Delaquis et al., 2007; Herman et al., 2015; Soderstrom et al., 2008).
Durante a colheita, a microbiota superficial dos vegetais é composta
principalmente de bactérias Gram negativas saproéfitas, mas microrganismos
patogénicos também podem ser encontrados. Estes alimentos podem conter
espécies patogénicas como Escherichia coli e Salmonella spp., ambas bactérias
entéricas envolvidas em muitos casos infec¢cdes alimentares no mundo todo
(Delaquis et al., 2007; Herman et al., 2015; Oliveira et. al, 2011; Soderstrom et al.,
2008). Listeria monocytogenes, uma bactéria psicrotrofica e ubiqua que resiste a
baixas temperaturas também pode ser um contaminante de vegetais minimamente
processados e causar listeriose, uma infeccdo atipica que tem baixa taxa de
mortalidade, mas em populacbes de risco como idosos, gravidas e pessoas
imunocomprometidas pode levar a obito (Oliveira et. al, 2011; Sant’ana et al., 2012).
Recentemente, os vegetais frescos estdo sendo cada vez mais reconhecidos
como veiculos potenciais para doengas transmitidas por alimentos, com énfase em
surtos internacionais graves, como 0s associados com tomates contaminados com
Salmonella na Europa e com espinafres contaminados com E. coli O157 nos
Estados Unidos em 2011 (Campos et. al., 2013). Entre 1999 e 2008 foram
reportados 6062 surtos de doengas transmitidas por alimentos no Brasil, sendo que

144 desses surtos estavam ligados ao consumo de vegetais (Sant’ana et al., 2014).
1.5. Legislacao brasileira vigente

De acordo com a RDC n® 12 de 02 de janeiro de 2001, a quantidade limite
para coliformes a 45 °C ou termotolerantes é de 10° NMP/g. J4 Salmonella deve
estar ausente em 25g para hortalicas, legumes e similares, frescas, "in natura”,
preparadas (descascadas ou selecionadas ou fracionadas) sanitizadas, refrigeradas
ou congeladas, para consumo direto. Para Staphylococcus aureus a quantidade
méaxima permitida é de 1,0x10° UFC/g em saladas prontas para 0 consumo
(BRASIL, 2001).
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1.6. Uso da PCR naidentificacdo de espécies de bactérias patogénicas em

alimentos

Geralmente para deteccédo e identificagdo de bactérias em alimentos, usa-se
técnicas de microbiologia com base em meios de cultura seletivos e ndo seletivos,
testes bioquimicos para diferenciacdo de enzimas produzidas e provas soroldgicas
(Gandra, et al., 2008). Porém, mesmo sendo métodos conceituados e tradicionais,
estes tem limitacdes e desvantagens, sendo passiveis de erros de interpretacdo dos
operadores e interferéncias do ambiente, além de demandar muito tempo para
obtencédo dos resultados (Farber et al., 2001; Marin et al., 2006).

Atualmente, houve um aumento significativo no uso de novas técnicas para
detectar e identificar bactérias patogénicas em amostras de alimentos. Os métodos
para tipagem genética sdo baseados no principio de caracterizacdo do DNA
cromossémico, de plasmideos e de enzimas produzidas pelos microrganismos.
Essas técnicas podem ser aplicadas diretamente em avaliagdes microbiolégicas de
gualidade de alimentos e também para detectar presenca de bactérias patogénicas.
Assim, pode-se destacar a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que é
fundamentada na amplificacdo de sequéncias de DNA. A PCR é um método muito
sensivel de modo que mesmo com pouca quantidade de DNA é possivel obter
milhares de cépias de sequéncia alvo, com identificagdo de espécie em estudo
(Gandra, et al., 2008).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo realizar analises microbiol6gicas e
moleculares em diferentes marcas de vegetais minimamente processados
comercializados em supermercados do Distrito Federal e a partir dos resultados

obtidos, determinar a qualidade destes produtos.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar as analises bacteriolégicas: contagem total dos microrganismos
mesofilos e psicrotroficos, determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de

coliformes totais e de coliformes termotolerantes, contagem de
Staphylococcus sp. e pesquisa de Escherichia coli e Salmonella sp.

e Realizar genotipagem através da técnica de PCR para confirmacdo dos

microrganismos Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella sp.
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3. JUSTIFICATIVA

Frutas e hortalicas frescas possuem altas concentragbes de vitaminas e
minerais e sdo essenciais na dieta da populagdo mundial. Com o aumento da
conscientizacado da populacdo sobre a importancia de uma dieta saudavel, ha uma
maior procura por alimentos frescos de facil consumo, ou seja, prontos para comer.
Com isso, o mercado de vegetais minimamente processados ganhou mais espago,
de modo que mais produtores estdo investindo nesse ramo. Assim, com uma
producdo em ampla escala, nem sempre a qualidade e seguranca desses produtos
esta garantida.

Em 2008, a Organizacdo Mundial de Saude considerou vegetais de folhas
verdes como a principal prioridade a ser observada em termos de seguranca
alimentar (Goodburn & Wallace, 2012). Considerando a importancia da qualidade
desses tipos de alimentos, neste trabalho analisou-se a qualidade microbiol6gica de
vegetais minimamente processados comercializados em supermercados do DF para

determinar se estes possuiam seguranca para consumo.
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METODOLOGIA

4.1 Coleta e preparo das amostras

Foram coletadas treze amostras de oito marcas diferentes de vegetais

minimamente processados comercializados em seis diferentes supermercados de

Brasilia-DF, entre marco de 2015 e maio de 2016.

1)

2)

3)

4)
5)

6)
7)
8)
9)

As amostras avaliadas foram:

Mistura para yakissoba, composta por cenoura, acelga, brocolis e couve flor
em pedacos (marca 1, data de coleta 24/03/15);

Salada de alface, racula, cenoura fatiada e tomate (marca 2, data de coleta
07/04/15);

Salada de alface, tomate, milho, queijo e cogumelo (marca 3, data de coleta
21/04/15);

Salada de alface, agrido e cenoura (marca 1, data de coleta 12/05/15);

Salada de cenoura, repolho verde e repolho roxo, ambos fatiados (marca 4,
data de coleta 23/06/15);

Broto de alfafa (marca 5, data de coleta 30/06/15);

Couve fatiada (marca 6, data de coleta 24/08/15);

Salada de alface (marca 7, data de coleta 08/09/15);

Vagem fatiada (marca 6, data de coleta 28/09/15);,

10) Couve fatiada (marca 8, data de coleta 16/11/15);

11) Mistura para yakissoba, composta por cenoura, acelga, brocolis e repolho em

pedacos (marca 1, data de coleta 05/04/16);

12) Couve fatiada (marca 1, data de coleta 26/04/16);
13) Couve fatiada (marca 2, data de coleta 10/05/16).

As amostras coletadas foram transportadas imediatamente para o laboratério

de Controle de Qualidade da Faculdade de Ceilandia - UnB, ndo excedendo uma

hora entre o horario de coleta e o inicio das analises. Todas as amostras se

encontravam em embalagens fechadas, dentro do prazo de validade e foram e

mantidas sob refrigeracédo até o inicio das andlises.

Para o preparo das amostras, em condi¢cdes de assepsia, foram pesadas 25 ¢

da amostra em 225 ml de agua peptonada 0,1% (p/v) estéril e homogeneizado por
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20 minutos, obtendo-se assim a primeira diluicdo (10™). A partir desta diluicdo foram
realizadas as demais diluicdes decimais seriadas em agua peptonada 0,1% (p/v) até
a diluicdo 10™.

As analises microbiolégicas realizadas foram: contagem total dos
microrganismos aerdobios mesofilos e psicrotroficos, determinacdo do Numero Mais
Provavel (NMP) de coliformes totais e de coliformes termotolerantes, contagem de
Staphylococcus sp. e pesquisa de Salmonella sp e E. coli. As andlises foram
realizadas em triplicata e os resultados apresentados como média, log e desvio

padréo.

4.2 Contagem total de bactérias mesofilas e psicrotroficas

Para contagem total de bactérias aerdbias mesdfilas e psicrotroficas,
inoculou-se 0,1 ml de cada diluicdo na superficie das placas contendo o meio de
cultivo Agar Padrao para Contagem. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas
para bactérias mesdfilas, e a 7°C + 1°C por 7 dias para bactérias psicrotroficas. Para
a contagem de coldnias, selecionaram-se as placas contendo entre 25 a 250
colénias, multiplicando-se o valor encontrado pelo fator de diluigdo correspondente,
e expressando o resultado em Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) por grama
de amostra (UFC/qg).

4.3 Determinacdo do numero mais provavel (NMP) de coliformes totais e de

coliformes termotolerantes

A técnica de Numero Mais Provavel (NMP) é um método que estima a
densidade de microrganismos viaveis presentes em uma amostra. A determinacao
do NMP de microrganismos € baseada no principio de que, numa amostra liquida as
bactérias podem ser separadas por agitacdo, resultando numa suspensdo em que
as ceélulas estejam uniformemente distribuidas. A comparacdo de tubos com
crescimento positivo ou negativo, apds a incubacao, permite estimar, por calculo de
probabilidade, a densidade original dos microrganismos na amostra (FENG et al.,
2002).

Para a determinacdo do NMP de coliformes, inoculou-se 1 ml das diluicbes

10", 102 e 103 em uma série de 3 tubos de ensaio contendo caldo lactosado (lactose
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0,5% (p/v), peptona bacteriologica 0,5% (p/v) e extrato de carne 0,3% (p/v)) e tubos
de Durham invertidos e a incubou-se a 37°C durante 24 horas. Apdés a incubacéo foi
verificado os tubos positivos (com turvacdo e producdo de gas nos tubos de
Durham) e estes foram considerados prova presuntiva positiva para coliformes totais
(FENG et al., 2002).

Aliquotas dos tubos positivos no caldo lactosado foram transferidas,
simultaneamente, para caldo verde brilhante bile lactose 2% (para a confirmacao de
coliformes totais) e para caldo Escherichia coli (para a confirmacdo de coliformes
termotolerantes). Os tubos contendo caldo verde brilhante bile lactose 2% e tubos de
Durham invertidos foram incubados a 37°C por 24 horas. A presenca de gas indicou
prova confirmatdria positiva para coliformes totais. Os tubos contendo caldo
Escherichia coli e tubos de Durham invertidos foram incubados em banho-maria a
45°C por 24 horas. A presenca de gas indicou prova confirmatdria positiva para
coliformes termotolerantes. Através da Tabela 1 foi obtido o NMP de coliformes
totais e de coliformes termotolerantes por grama da amostra (NMP/g) (FENG et al.,
2002).
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Tabela 1. NUmero mais provavel por grama (NMP/g) para 3 tubos com os
in6culos de 0,1, 0,01 e 0,001 ml

95%.

e 0s respectivos intervalos de confianca a

Tabela para 3 tubos, cada um com inoculo de 0.1, 0.01 e 0.001 ml, os
NMPs por grama e os intervalos de confianca a 95%.

Limite de
NMP/g | confianca

0.10 0.01 0.001

0

NN NMdMNMMNMNMNPERAEP RARP R RPRPRPRP R RO OO0 OO

FONTE: http://www.fda.gov/Food/FoodScienceResearch/LaboratoryMethods

Tubos
positivos

0

P P PO O O WNDNEFP P O OO W DN P+ +— O

0

N P O NP OO FP O FP ODMNPFP OO O Pk, O Pk

<3.0
3.0
3.0
6.1
6.2
9.4
3.6
7.2
11
7.4
11
11
15
16
9.2
14
20
15
20
27

0.15
0.15
1.2
1.2
3.6
0.17
1.3
3.6
1.3
3.6
3.6
4.5
4.5
1.4
3.6
4.5
3.7
4.5
8.7

9.5
9.6
11
18
18

4.4 Pesquisa de Salmonella spp.

2

W W W W W W w w w W wWw W WwWw W w N N DD

Tubos
positivos

Baixo Alto 0.10 0.01 0.001

2

W W W W NN NMDMNDNNDNDNPFP PP PO OO W wNhdDN

Limite de

NMP/g confianca
Baixo | Alto

21 45 | 42
28 8.7 | 94
35 8.7 | 94
29 8.7 | 94
36 8.7 | 94
23 46 @ 94
38 8.7 | 110
64 17 | 180
43 9 180
75 17 | 200
120 37 | 420
160 40 | 420
93 18 | 420
150 37 | 420
210 40 | 430
290 90 1,000
240 42 11,000
460 90 2,000
1100 @ 180 4,100
>1100 | 420 @ -

Para a pesquisa de Salmonella sp., a diluicdo 10" das amostras foi incubada

a 37°C por 24 horas. Esta fase é caracterizada como pré-enriquecimento geral. Apos

a incubacdo, aliquotas de 1 ml foram transferidas para caldo selenito-cistina e

incubadas a 37°C por 24 horas. Esta fase € caracterizada como enriguecimento

seletivo. Ap6s a incubacao, procedeu-se a técnica de isolamento, onde a partir de


http://www.fda.gov/Food/FoodScienceResearch/LaboratoryMethods
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cada tubo, semeou-se em estrias para isolamento, placas de Petri contendo o meio
agar Salmonella Shigella (Agar SS).

As colbnias nao fermentadoras de lactose e/ou com pigmento negro foram
reisoladas em agar Salmonella Shigella para obtencdo de colénias puras e entdo
estas foram inoculadas pelo método de profundidade em tubos com meio de cultivo
contendo &gar TSI (trés acgucares e ferro). Este meio contém trés acucares: glicose
(0,1%), lactose (1%) e sacarose (1%), além do indicador vermelho de fenol para
deteccédo da fermentacdo de carboidratos. A fermentacdo de carboidratos é indicada
pela mudanca da cor do meio de vermelho para amarelo. Se o microrganismo em
estudo for capaz de produzir sulfeto de hidrogénio (H,S), este se conjuga com um
composto de ferro existente no meio, dando origem a sulfeto de ferro que, sendo
insoluvel, precipita e tem cor negra (indicado pela cor preta na base do tubo)
(ANVISA, 2010).

No agar TSI, enterobactérias como E. coli, Enterobacter e Klebsiella
fermentam a glicose e a lactose e/ou sacarose (2 ou 3 agucares do meio) tornando a
base e a superficie do tubo de cor amarela e geralmente € possivel detectar a
presenca de gas (CO,) pela formacdo de bolhas e/ou fragmentacdo do meio.
Quando a superficie do meio esta vermelha e a base amarela significa que acorreu
fermentacdo apenas da glicose (ficando a lactose e a sacarose sem fermentacao).
Os microrganismos degradam, preferencialmente, a glicose em primeiro lugar, mas
como este substrato esti presente em concentragdo minima, a quantidade de &cido
produzida é limitada e € rapidamente oxidada na superficie. Se houver producédo de
sulfeto de ferro a base do meio torna-se negra (Figura 2). Essa reacdo é
caracteristica de enterobactérias ndo fermentadoras de lactose como Shigella e
também produtoras de H,S como Salmonella (ANVISA, 2010). As colbnias suspeitas

foram submetidas a identificacdo molecular através da técnica de PCR.
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Figura 2. Reac¢fes bioquimicas das diferentes espécies de bactérias no Agar
TSI (Fonte: ASM microbelibrary.org).

4.5 Contagem de Staphylococcus spp.

Para a contagem de Staphylococcus sp., as amostras foram semeadas em
meio de cultivo Agar PCA suplementado com cloreto de sédio 7,5% (p/v) e
incubadas a 37°C por 48 h. Ao meio de cultivo foi ainda adicionado 500 Ul do
antifingico nistatina por mililitro de meio de cultivo, devido a grande proliferacdo de
fungos que prejudicavam a andlise e contagem. Apds incubacdo, as colnias
isoladas foram semeadas em agar Sal Manitol e incubadas em 37°C por 48h. As
colénias fermentadoras de manitol foram contadas e posteriormente coradas pelo
método de Gram. As colbnias suspeitas de serem S. aureus foram submetidas a

identificacdo molecular através da técnica de PCR.

4.6 Andlises moleculares e extracdo de DNA bacteriano

Antes de iniciar a extracao foi feito a preparacdo das solucdes reagentes
(colocou-se em banho-maria a 50°C o tampdo AW), materiais e amostras. As
amostras foram representadas pelas coldnias de bactérias isoladas das amostras de
vegetais minimamente processados suspeitas de serem patogénicas e cultivadas

por 12 h em caldo LB.


http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=agar+tsi&source=images&cd=&cad=rja&docid=YGvy0-93pwLbzM&tbnid=4b0eBhr9sC9UaM:&ved=0CAUQjRw&url=http://pathmicro.med.sc.edu/fox/enterobact.htm&ei=nOenUYv1OYTG9gT3sYDgBw&bvm=bv.47244034,d.dmQ&psig=AFQjCNFhTIAwqTvsQkarqZLzAOF8EVZh6A&ust=1370044696390672
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A extracdo de DNA Dbacteriano foi realizada utilizando o kit
NucleoSpin Food Kit (Macherey-Nagel, Duren, Germany), com adaptacoes,
descritas a seguir:

Adicionou-se 9,0 mL da amostra (em caldo LB) no tubo cdnico tipo falcon de
15 mL, centrifugou-se por 7 minutos a 5000 rpm, e descartou-se 0 sobrenadante
(com cuidado para nao descartar o sedimento). Foram adicionados 25 pL de
proteinase K e 200 yL do tampao CF (tampéo de lise celular- pré aquecido a 65°C),
encostando a ponteira no Pellet e misturando (este tampé&o tem como funcéo impedir
a formacéo de grumos celulares). ApGs isso, os tubos foram homogeneizados em
“vortex”, até a completa homogeneizagdo da solugdo. As amostras foram incubada
em banho maria a 65°C, por 30 minutos.

Em seguida, foram adicionados 300 pyL do tampédo C4 (contém isotiocianato
de guanidina), 300 yL de etanol 96% homogeneizou-se e deixou descansar por 5
minutos (esta etapa € importante para a lise das paredes e das membranas
celulares, com liberagédo do conteudo da célula).

Por conseguinte, enumeraram-se o0s tubos contendo filtros com silica
(fornecidos pelo kit), transferiu-se o sobrenadante para o filtro e centrifugou-se por 1
minuto, 15000 rpm. Descartou-se o que foi filtrado, adicionou-se 400 pyL do tampéo
CQW e centrifugou-se por 1 minuto, 15000 rpm. Novamente, foi descartado o
filtrado. Adicionou-se 700 puL do tampéo C5, centrifugou-se por 1 minuto, 15000 rpm
e descartou-se o filtrado (os tampdes CQW e C5 contém isotiocianato de guanidina,
em concentracbes decrescentes, para faciltar a adsorcdo do DNA na silica e
retirada das outras biomoléculas da amostra. Também contém etanol, para facilitar a
precipitacdo). Por fim, foi feita outra centrifugacdo com o tubo vazio, por 1 minuto,
15000 rpm.

ApGs isto, o filtro foi trocado para outro tipo eppendorf de 1,5 mL definitivo,
onde foi adicionado 100 pL do tampé&o Elution Buffer CE (este tampéo favorece a
eluicdo do DNA), pré aquecido a 70°C. Apds uma pré incubacdo de 5 minutos a
temperatura ambiente, centrifugou-se por 1 minuto, 15000 rpm e descartou-se o
filtro e as amostras foram armazenadas em freezer a -20°C. A qualidade e a
qguantidade de DNA extraido foram determinadas por eletroforese em gel de
agarose, em comparacdo com o padrao de massa molecular DNAI/HindlIl marcador
de 100 pb (JENA®).
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4.7 Desenho dos oligonucleotideos para a PCR

A selecdo das regides génicas a serem analisadas para E. coli, S. aureus e
Salmonella ssp. foi realizada conforme busca na literatura e optou-se por trés
regides génicas especificas, para os quais os oligonucleotideos foram redesenhados
no presente estudo, como descrito a seguir:

e EuUtC: anotacdo descrita para o gene codante da Etanolamina amdnia
liase em E. coli

Esta enzima pertence as vias dependentes de vitamina B12 em bactérias. A
utiizagcdo de etanolamina como fonte Unica de carbono e energia requer vitamina
B12 para ambas as fungdes: indutor da via catabdlica e cofator da enzima
etanolamina aménia liase. Etanolamina amdnia liase € a primeira enzima da via que
converte etanolamina a acetaldeido e amodnia; acetaldeido serve como fonte de
carbono e energia ao ser convertido em acetil-coA e a aménia serve como fonte de
nitrogénio. A etanolamina é facilmente encontrada na natureza, pois esta presente
nos fosfolipidios das membranas celulares como a fosfatidiletanolamina e
fosfatidilcolina (PAIVA, 2010). Nossa sequéncia é especifica para deteccéo de E.
coli, porém referenciado na literatura como regido promotora do gene malB (sistema
de maltose) por Wang e colaboradores em 1997 e adotado para identificar qualquer
sorotipo desta espécie. Adotamos aqui a anotacdo fornecida pelo GeneBank em
2012.

e entC: anotacéo descrita para o gene gue codifica enterotoxina C do S.
aureus

O gene entC mostrou correlacdo forte com a producao de enterotoxina e foi
proposto para estudo por Tamarapu e colaboradores em 2001.

As enterotoxinas estafilocécicas sdo consideradas superantigenos, que se
caracterizam por ligacbes simultaneas ao Complexo Maior de Histocompatibilidade
(CMH) de classe Il na célula apresentadora de antigeno e aos receptores de células
T, sem a presenca de antigenos especificos. Com essa ligacao, ocorrem efeitos
sistémicos como febre alta, vomito, diarreia e disfun¢des hepaticas e renais. O grupo
da toxina C (SEC) é formado por trés subtipos antigenicamente distintos e
denominados de SEC1, SEC2 e SEC. A enterotoxina C € heterogénea e apresenta

variagdes antigénicas e em sua sequéncia molecular, ocorrendo ainda, as variantes
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SEC bovina e SEC ovina, cuja classificacdo é baseada em diferencas antigénicas e

no animal hospedeiro da qual foi isolada.

e invA: anotacdo descrita para o0 gene que codifica proteinas

relacionadas com invasao celular de Salmonella enterica

As ilhas de patogenicidade de Salmonella sp. (Salmonella Patogenicity Island,
SPI) sdo grandes regides do cromossomo (10 a mais de 100 Kb) que codificam
varios fatores de viruléncia. Estas ilhas estdo ausentes em estirpes ndo patogénicas
da mesma espécie, apresentam contetdo de guanidina e citosina (G+C) diferente do
restante do cromossomo e frequentemente estdo localizadas adjacentes a genes
gue codificam RNA transportador. Ao todo ja foram descritas 17 SPIs, algumas sao
conservadas para o género enquanto outras sao especificas para determinados
sorotipos, como exemplo, SPI-1 esta presente em Salmonella bongori e em todas as
subespécies e sorotipos de Salmonella enterica. Ja a ilha SPI-7 € especifica para os
sorovares Typhi, Dublin e Paratyphi C. Na SPI-1 estdo localizados genes
necessarios para invasao, caracteristica importante para viruléncia de Salmonella
enterica. Dentre as ilhas de patogenicidade SPI — 1 é a melhor caracterizada. O
operon Inv (invasibility) presente na SPI-1 é composto de sete genes inVABCDEFG.
O gene invA € o primeiro no operon, e desempenha fungcdo importante na invasao
de células epiteliais. Sorotipos de Salmonella enterica que ndo possuem o gene invA
sdo incapazes de expressar 0s genes invABC, tornando-os impossibilitados de
invadir células de mamiferos. Por isso, 0 gene invA parece ser bastante conservado
em todos os sorovares de Salmonella, sendo o gene utilizado para sua deteccéo
pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (revisado por De Oliveira e
colaboradores, 2013).

A partir da descricdo das sequéncias referentes as regides especificas para
uma  dada regiao gendémica recuperadas no programa BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), foram desenhados oligonucleotideos usando
o] programa Primer 3 Plus (http://www.bioinformatics. nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi). Os parametros utilizados para a construgdo dos

primers estao listados na Tabela 2.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
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Tabela 2. Distribuicdo dos limites minimos e maximos para a construcdo dos

oligonucleotideos

Parametro Limite minimo Limite maximo
Temperatura de anelamento 58°C 62°C
Conteudo de GC no oligonucleotideo 20% 80%
Tamanho do Oligonucleotideo 18 bases 27 bases
Tm do amplicon 75°C 85°C
Tamanho do amplicon 80 bases 600 bases

Apbs selecionar os pares de oligonucleotideos que atendiam a essas
condicdes, foi utilizado o programa Oligo Analyzer da Integrated DNA Technologies
(IDT), (http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/) para verificar a
formacdo de dimeros, dobramento (hairpin) e AG de formacdo de hibridos. Os

primers especificos obtidos para este estudo estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas dos oligonucleotideos utilizados no estudo

Oligonucleotideo Sequéncia (523 Produto Espécie
estimado
entC_F TTTTACACCCAACGTATTAGCAGA 401 pb S. aureus
entC_R TCCCATTATCAAAGTGGTTTCC
EutC_F TCTATGGGCTGTGACTGCTG 113 pb E. coli
EutC_R GGCATCCCCATGATGTAGTT

Salmonella enterica
invA_F GCTGATGCCGGTGAAATTAT 445 pb subsp. enterica

invA_R CGACAAGACCATCACCAATG



http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/
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4.8 PCR qualitativo

Apos a extracdo do DNA, a amplificacdo de fragmentos de genes foi realizada
utilizando o termociclador Techne® modelo TC-512. As condicdes de termociclagem
foram 95°C por 2 minutos e 35 ciclos de desnaturagéo a 95°C por 1 minuto, seguida
de 60°C por 1 minuto, para o anelamento dos oligonucleotideos e 72°C por 1 minuto
para a extensdo dos fragmentos.

Foram utilizados, para cada reacédo de PCR: 2,5 pL de tampé&o 10x (10mM de
Tris e 50mM de KCI), 0,7 uL de MgClI2, 1,5 pL de dNTPs (2,5 mM), 0,5 uL de Tag-
Polimerase (Cenbiot, 5U/uL), 1,5 pL de oligonunleotideos foward e reverse (10 uM),
completando com agua Milli-Q para um volume final de 25 pL por reagdo com a
amplificacdo de 10 ng de DNA extraido da amostra bacteriana.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose,
contendo brometo de etideo e visualizados sob iluminacdo ultra-violeta. Os
marcadores de massa molecular utilizados foram o de 100pb ou de 50pb
DNAI/Hindlll (JENA®).

4.9 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos de extracédo do DNA e PCR foram analisados em gel de agarose
2%. O tempo de corrida do gel é de aproximadamente 1 hora e 30 minutos, sendo
gue no comeco foi usada a voltagem de 50 V e apOs comecar a correr o gel,
aumentou-se a voltagem para 100 V. Utilizou-se o marcador de 100 pB (pares de
bases). Foi adicionado 3 pL de corante Bromophenol (que tem a fungcéo de fazer
uma ligacdo na amostra de DNA e permitir a visualizacdo da corrida no gel de
agarose) em 7 pL de amostra. Para o preparo do gel foi utilizado TBE (Tris- Acido
Bdrico), agarose e brometo de etidio (sua fungdo € de corar o gel e permitir a

visualizacdo do DNA, quando colocado a luz ultravioleta).
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5.1. Contagem total de bactérias mesoéfilas e psicrotroéficas
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Os resultados encontrados nas analises realizadas para contagem total de

formadoras de coldnias por grama (UFC/g), log e desvio padréo.

bactérias mesofilas e psicrotroficas em amostras de vegetais minimamente
processados foram expressos na tabela 4. Houve um grande crescimento
microbiano em todas as amostras, de modo que somente foi possivel fazer a
contagem nas placas com diluicdes entre 102 e 10°. Foram preferencialmente

escolhidas placas de mesma diluicdo para obtencdo de média de unidades

Tabela 4. Contagem total de bactérias mesoéfilas e psicrotroficas nas

amostras de vegetais minimamente processados

Bactérias mesofilas

Bactérias psicrotroficas

Amostras UFClg Log UFC/g + DP UFCl/g Log UFC/g = DP
Amostral 1,4 x10° 7,13+ 0,15 1,0 x10° 4,90 + 0,34
Amostra 2 1,2 x108 8,08 + 0,19 1,5 x10° 6,17 + 0,18
Amostra3 1,2 x10’ 6,99 + 0,37 4,0 x10’ 7,50 + 0,37
Amostra4 5,6 x10° 6,33 + 0,90 1,0 x10° 5,97 + 0,17
Amostra5 1,5 x10’ 7,17 +0,11 2,7 x10° 5,41+ 0,17
Amostra 6 6,4 x10° 6,80 + 0,06 4,7 x10° 6,65 + 0,15
Amostra7 7,2 x10° 6,79 + 0,30 1,5 x10’ 7,18 £ 0,12
Amostra 8 1,4 x10° 6,09 + 0,30 6,0 x10° 6,77 + 0,02
Amostra9 7,0 x10° 6,31 + 0,47 1,2 x108 8,06 + 0,08
Amostra 10 9,6 x10° 5,81 + 0,46 4,0 x10° 6,65 + 0,09
Amostra 11 7,1 x10° 7,82 +0,15 3,0 x10’ 7,43 £ 0,26
Amostra 12 5,5 x10°’ 7,17 + 0,34 3,1 x10’ 7,45 + 0,24
Amostra 13 1,5 x10° 6,99 + 0,59 4,8 x10’ 7,43+ 0,54

Os resultados foram expressos como média de medidas em triplicata

DP = desvio padrao; UFC/g = unidades formadoras de col6nia por grama.
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Das treze amostras analisadas, foi observada uma contagem total de
bactérias (meséfilas e/ou psicrotréficas) acima de 1,0x10° UFC/g em nove amostras
(69,2%). Pelos padrbes estabelecidos pelo ICMSF (2002), permite-se uma contagem
méaxima de 1,0x10" UFC/g de microrganismos totais para os alimentos em geral.
Apos sanitizacdo dos vegetais é esperado uma reducdo da carga microbiana para
pelo menos 10° UFC/g (ICMSF, 2002). A presenca de microrganismos tanto
mesofilos quanto psicotréficos com contagem superior a 1,0x10° UFC/g indica falta
de qualidade higiénico-sanitaria dos alimentos. Porém, em termos de legislacéo
brasileira (Brasil, 2001) ndo h& um limite preconizado para contagem total de
microrganismos em alimentos, de modo que ndo se pode condenar 0 consumo
legalmente.

Esse nimero elevado de microrganismos totais nos vegetais minimamente
processados pode ser proveniente da microbiota original, da falta de Boas Praticas
de Fabricacdo e higiene no processamento na industria ou ainda do abuso da
temperatura durante o armazenamento (Goodburn & Wallace, 2012; Oliveira et al.,
2011). Segundo Beuchat et al. (2004), a qualidade inicial da matéria prima é
importante, pois a sanitizagdo, no geral, reduz a quantidade de microrganismos em
apenas 100 vezes. Em um estudo realizado por Marques et al. (2016), avaliou-se a
gualidade inicial de hortalicas frescas como alface, couve e repolho comercializadas
nos supermercados de Brasilia apds o processo de sanitizacdo com solucdo de
hipoclorito de soédio. Os resultados mostraram que o processo de sanitizacdo foi
eficiente, sendo que todas as amostras sanitizadas apresentaram baixa contagem
de bactérias mesofilas (entre 10° e 10°) e psicrotréficas (entre 10 e 10°%), além de
ndo apresentarem bactérias transmitidas por alimentos potencialmente patogénicas
como Salmonella sp. e S. aureus.

O excessivo tempo de armazenamento desses alimentos pereciveis em
temperaturas abusivas é outro ponto possivel de aumento na carga bacteriana. O
abuso da temperatura leva a uma réapida proliferagcdo das bactérias mesofilas as
guais apresentam aumento da taxa de crescimento a 12°C, levando a deterioracao
precoce dos produtos (Cenci, 2011). Em um estudo realizado por Allende et al.
(2004), com vegetais minimamente processados armazenados na temperatura
correta de 5°C, observou-se um aumento da carga bacteriana de 1,0x10° (carga
inicial) para 1,0x10® UFC/g ap6s sete dias de armazenamento. Em outro estudo

realizado por Lopez et al. (2003), também foi observado um aumento na contagem



32

de meso6filos com o tempo de armazenamento, com variacbes de 10° para 10°
UFC/g em amostras de cebola e de 10° para 10° UFC/g e em amostras de repolho,

ambas minimamente processadas.

5.2 Determinacdo do numero mais provavel (NMP) de coliformes totais e de

coliformes termotolerantes

A tabela 5 apresenta os resultados da determinacédo do nimero mais provavel
de coliformes totais e termotolerantes nas amostras de vegetais minimamente

processados analisadas neste estudo.

Tabela 5. Determinac&o do numero mais provavel (NMP/g) de coliformes totais e

de coliformes termotolerantes nas amostras de vegetais minimamente

processados
Coliformes Totais Coliformes termotolerantes
Amostras NMP/g Log NMP/g+DP  NMP/g  Log NMP/g + DP
Amostra 1 >1,1x10° 3,04 + 0,01 1,6 x10° 1,66 + 0,76
Amostra 2 >1,1x10° 3,04 + 0,01 5,0 x10? 2,52 + 0,39
Amostra 3 >1,1x10° 3,04 + 0,01 1,4 x10* 0,93 + 0,44
Amostra 4 >1,1x 10° 3,04 £ 0,01 >1,1 x10° 3,04 £ 0,01
Amostra 5 4,7x 107 2,35+ 0,75 0,8 x10* 1,01 + 0,03
Amostra 6 >1,1x10° 3,04 +0,01 5,0 x10* 1,58 + 0,32
Amostra 7 5,2x 10° 2,38+ 0,83 3,8 x10? 2,38 + 0,68
Amostra 8 2,3x 102 2,02 +0,86 1,0 x10* 1,00 + 0,15
Amostra 9 >1,1x 10° 3,04 + 0,01 7,7 x10* 1,36 + 0,75
Amostra 10 >1,1x 10° 3,04 + 0,01 1,5 x10* 1,17 £ 0,11
Amostra 11 >1,1x 10° 3,04 £ 0,01 1,5 x10* 1,17 £ 0,10
Amostra 12 >1,1x 10° 3,04 + 0,01 5,3 x10? 2,41 + 0,63
Amostra 13 >1,1x 103 3,04 + 0,01 2,1 x10? 2,19 + 0,32

Os resultados foram expressos como média de medidas em triplicata
DP = desvio padrdo; NMP/g = nimero mais provavel por grama.

Nas analises realizadas neste trabalho, dez das treze amostras (76,9%) de
vegetais minimamente processados apresentaram elevada quantidade de coliformes

totais, com enumeracéo acima de 1,0x10° NMP/g. Segundo Maffei et al. (2013), os
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vegetais frescos apresentam uma alta quantidade de coliformes totais como
microbiota inicial vinda do solo, contudo é esperado que essa quantidade seja
reduzida apos processo de sanitizacdo. Esse numero elevado de coliformes totais
nos vegetais minimamente processados indicou falta de qualidade higiénico-
sanitéria dos alimentos. Porém, em termos de legislacéo brasileira (Brasil, 2001) ndo
h& um limite preconizado para coliformes totais em alimentos, de modo que ndo se
pode condenar o consumo legalmente.

No Brasil, o limite aceitavel para coliformes termotolerantes (a 45 °C) é de
1,0x10° NMP/g em hortalicas frescas, "in natura”, preparadas (descascadas ou
selecionadas ou fracionadas) sanificadas, refrigeradas ou congeladas, para
consumo direto (Brasil, 2001). Assim, considerando a legislagéo vigente, das treze
amostras analisadas, seis amostras (46,1%) estavam imprdoprias para 0 consumo,
com excesso de coliformes termotolerantes.

Os niveis de coliformes termotolerantes séo considerados um indicador de
contaminacdo fecal, pois é presumivel que sua populagdo seja composta
majoritariamente de E. coli, que tem como origem o intestino de humanos e animais.
E ainda um elevado nimero de coliformes termotolerantes € indicativo da possivel
presenca de outros microrganismos entéricos patogénicos como Shigella e
Salmonella (Paula et al., 2009).

O elevado numero de coliformes termotolerantes nos vegetais minimamente
processados pode ser proveniente da microbiota original. Segundo Sivapalasingam
et al. (2004), o uso de sementes contaminadas com fezes de animais durante o
armazenamento ou plantio € uma das causas provaveis de contaminacdo. Outra
possibilidade € o uso de canais de irrigacdo com agua de baixa qualidade
microbioldgica, contato com fezes de gado ou mesmo animais selvagens e o uso de
fertilizantes a base de fezes ndo compostadas (Sivapalasingam et al., 2004).

Contudo, no estudo de Marques et al. (2016), a avaliacdo de hortalicas
frescas comercializadas nos supermercados de Brasilia lavadas somente em agua
corrente e ap0s o processo de sanitizacdo com solucdo de hipoclorito de soédio,
mostrou que todas as amostras (sanitizadas ou ndo) apresentaram baixa
enumeracéo de coliformes totais variando de 10* a 10> NMP/g e baixa enumeragio
de coliformes termotolerantes (entre 0,2 e 6,5 x 10' NMP/g), indicando uma boa

gualidade da matéria prima.
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Estudos epidemioldgicos que relacionam surtos de doencas transmitidas por
alimentos ao consumo de produtos frescos indicam que a maioria dos patdégenos era
proveniente de contaminacdo fecal direta ou indireta. Assim, a determinagédo de
coliformes termotolerantes pode ser considerada um bom indicador de higiene,
principalmente para contaminacdo fecal. Taxas de E. coli sdo comumente usadas
para monitorar as condigces sanitdrias em que os alimentos sdo processados
(Balagué et al., 2006; Nguz et al., 2005).

5.3. Determinacédo da presenca de Salmonella sp.

Foi detectada a presenca de Salmonella sp. em trés das amostras analisadas:
amostra 9 da marca 6 composta de vagem fatiada; amostra 12 da marca 1 composta
de couve fatiada e amostra 13 da marca 2 composta de couve fatiada. Este
resultado correspondeu a 23% do total de amostras analisadas. De acordo com a
legislacdo brasileira (Brasil, 2001) é inaceitdvel a presenca de Salmonella em
vegetais prontos para comer. Assim, as amostras 9, 12 e 13 estavam improprias
para o consumo, lembrando que as amostras 12 e 13 ja tinham sido reprovadas para
0 consumo pelo excesso de coliformes termotolerantes.

Salmonella é comumente encontrada no trato gastrointestinal de diversos
animais como passaros, répteis, bovinos e humanos, e tem sido demonstrado que
pode sobreviver e crescer em uma grande variedade de produtos. O contato com
passaros e roedores durante o armazenamento e/ou transporte dos vegetais € uma
possivel fonte de contaminacdo, ou ainda em algumas fazendas as sementes
podem estar plantadas em locais onde animais pastam livremente, podendo ser
contaminadas por suas fezes. Devido a capacidade da Salmonella de sobreviver por
meses nas sementes e se proliferar durante o brotamento, uma pequena quantidade
de sementes contaminadas ja pode ser considerado um risco, pois o crescimento
deste patégeno em condicdes ideais pode ser maior que 1,0x10* UFC em 48 horas
(Hanning, Nutt & Ricke, 2009).

Salmonella é um dos principais patdogenos causadores de doencas
transmitidas por alimentos nos Estados Unidos. Foi estimado que 1,4 milhdes de
casos de salmonelose aconteceram em 2007 com o custo de 2,5 bilhGes de ddlares
em perda de produtividade e despesas médicas. A maioria dos casos de
salmonelose é precipitadamente atribuida ao consumo de aves ou produtos avicolas
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contaminados. Porém houve um aumento dos casos de surtos de doencas
bacterianas relacionadas ao consumo de vegetais minimamente processados, onde
Salmonella sp. era um dos principais contaminantes (Hanning, Nutt & Ricke, 2009).

Em uma revisdo feita por Sivapalasingam et al. (2004) nos Estados Unidos,
os dados epidemiologicos de surtos de doencas transmitidas por alimentos entre
1973 e 1997, mostraram que de 62 casos relacionados com agentes bacterianos, 31
casos (48%) foram identificados como Salmonella sp. Entre 1995 e 2003, dez surtos
de salmonelose ocorreram nos Estados Unidos devido a vegetais contaminados.
Dois grandes surtos em 1995 e 1996 tiveram como fonte de Salmonella brotos de
alfafa, onde mais de 700 pessoas foram acometidas e uma chegou a 6bito (Hanning,
Nutt & Ricke, 2009).

Algumas préticas agricolas especificas como o uso de esterco animal em
lugar de fertilizantes quimicos podem ser procedimentos que introduzem esse tipo
de microorganismo em produtos frescos. E ainda, o uso de agua contaminada para
a irrigacdo € um possivel veiculo para transmissao de Salmonella para a superficie
de frutas e hortalicas. As industrias de producdo de vegetais minimamente
processados tem um desafio maior para diminuir a contaminacdo por patégenos
guando comparada com outros tipos de industrias de alimentos, pois 0s seus

produtos s&o na maioria das vezes consumidos crus (Hanning, Nutt & Ricke, 2009).

5.4 Contagem de Staphylococcus sp.

Um importante patégeno transmitido por alimentos é o Staphylococcus
aureus, capaz de causar doencas em humanos e animas. As doencas
desencadeadas por esta bactéria vao desde simples infec¢des de pele até doencas
graves como pneumonia e septicemia. Entre os alimentos relacionados com
intoxicacdo estafilocécica, os mais manipulados se destacam e frequentemente sdo
iIsoladas cepas enterotoxigénicas de S. aureus nesses tipos de alimentos (Seo, Jang
& Moon, 2010).

Das amostras coletadas neste trabalho, detectou-se a presenca de
Staphylococcus aureus em seis de um total de treze amostras analisadas,

correspondendo a 46,1% das amostras. Os resultados estdo expressos na tabela 6.
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Tabela 6. Contagem das colonias de Staphylococcus aureus (colbnias
fermentadoras de manitol e apés coloracdo de gram) nas amostras de vegetais

minimamente processados

Staphylococcus aureus

Amostras UFC/g Log média £ DP
Amostra 1 2,0 x 10° 2,25+ 0,23
Amostra 2 ND ND
Amostra 3 6,6 x 10° 2,77 £ 0,27
Amostra 4 3,3 x 102 2,50 + 0,17
Amostra 5 8,0 x 107 2,89 + 0,05
Amostra 6 ND ND
Amostra 7 5,5 x 102 2,72 0,16
Amostra 8 ND ND
Amostra 9 3,5 x10° 3,49 + 0,27
Amostra 10 ND ND
Amostra 11 ND ND
Amostra 12 ND ND
Amostra 13 ND ND

ND = NAO DETECTADO

O Staphylococcus aureus habita a nasofaringe humana e assim tem grande
acesso as maos do hospedeiro para entdo contaminar os alimentos. A falta de
higiene do manipulador infectado pode facilmente contaminar o alimento. O
patégeno estad presente em 30% da populacdo humana, onde um a dois tergos
destes possuem cepas enterotoxigénicas produtoras de toxina proteica
termoestavel. As enterotoxinas estafilococicas tém a capacidade de se manterem
ativas em certos alimentos mesmo apds passarem por processamento térmico, pois
gracas a sua termoestabilidade conseguem resistir a uma temperatura de 100°C por
30 minutos (Bennett, 2005, Franco e Landgraf, 2008). Segundo Franco e Landgraf
(2008) é necessario que a populacdo de Staphylococcus aureus seja de pelo menos
10°> UFC/g no alimento para que haja a formac&o da toxina em niveis capazes de

causar intoxicacao alimentar.
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A legislacdo brasileira (Brasil, 2001) estabelece o valor limite de 1,0x10°
UFC/g para contagem de Staphylococcus aureus nas saladas prontas para o
consumo. Nos resultados deste estudo, a amostra 9 (vagem fatiada), que ja tinha
sido considerada imprépria para o consumo pela presenca de Salmonella, também
estava com contagem de S. aureus acima do limite permitido na legislacdo. A
presenca de S. aureus em nimeros inferiores a 1,0x10° UFC/g nas outras cinco
amostras indicou falha no processamento ou condicbes de higiene inadequadas.
Assim, infere-se que os manipuladores ndo usaram luvas durante a producdo e nao
efetuaram a correta assepsia das maos, resultando em contaminacdo do produto
final.

A intoxicagdo alimentar estafilococica depende da quantidade de toxina
produzida pelo microrganismo durante a fase de proliferacdo no alimento. Os
sintomas costumam aparecer entre 1 a 6 horas apds a ingestdo de alimentos
contaminados, a depender das caracteristicas individuais do hospedeiro e dos niveis
de toxina ingerida. Os sintomas clinicos geralmente desaparecem ao fim de 24 a 48
horas apds seu inicio e mortes sdo raras, mas é um risco potencial para criancas ou
idosos. Este tipo de intoxicacao alimentar € uma das mais comuns, pois S. aureus €
uma bactéria muito recorrente e diversas cepas apresentam habilidade de produzir
enterotoxinas (Seo, Jang & Moon, 2010).

Staphylococcus aureus tem demonstrado frequentemente padroes de
resisténcia a antibacterianos comumente usados em protocolos terapéuticos, o que
€ um problema importante de saldde publica em muitos paises devido a circulacéo
constante de cepas resistentes e a possivel contaminacdo de alimentos e agua
(Seo, Jang & Moon, 2010). No estudo realizado por Seo, Jang & Moon em 2010 na
Coreia, a maioria das estirpes de S. aureus (96%) isoladas de amostras de saladas,
brotos, frutas e cebolas apresentavam resisténcia a pelo menos um dos antibiéticos
testados como penicilina, eritromicina, ampicilina entre outros. Este € um dado
importante, pois sugere que grande parte das cepas podem ser resistentes aos

antibioticos comuns, sendo assim, um fator preocupante.
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5.5 Anéalises moleculares

No presente estudo, algumas colonias suspeitas de serem E. coli
provenientes das amostras, apés as analises moleculares, foram geneticamente
confirmadas como E. coli (Figura 3). As colbnias suspeitas de serem S. aureus
também foram geneticamente confirmadas como S. aureus produtora de
enterotoxina C (Figura 4). Além disto, trés coldnias de bactérias isoladas suspeitas
de serem Salmonella foram testadas e apdés as analises moleculares foram
geneticamente confirmadas como Salmonella enterica (Figura 5). A Tabela 7
apresenta a identificacdo das colénias isoladas por meio de PCR e as amostras de

onde essas bactérias foram isoladas.



39

Tabela 7. Identificacdo por meio de PCR de algumas bactérias isoladas de
amostras de vegetais minimamente processados comercializados em Brasilia-
DF

NUumero da colbnia Amostra Resultado molecular Figura
MA12 7 Escherichia coli +
MA13 8 Escherichia coli +
MA22 12 Escherichia coli +
MA23 2 Escherichia coli +
MA26 5 Escherichia coli +
MO 1 Escherichia coli +
MA51 13 Escherichia coli + 3
MA52 13 Escherichia coli +
MA54 10 Escherichia coli +
CP E. coli ATCC 29213 Escherichia coli +
CN Controle negativo Escherichia coli -
CN Controle negativo S. aureus -
CP S. aureus ATCC 33862 S. aureus +
MA1 4 S. aureus +
MA2 9 S. aureus + 4
MA3 1 S. aureus +
MA4 5 S. aureus +
MAS 9 S. aureus +
MAG 3 S. aureus +
MA7 4 S. aureus +
MAS8 3 S. aureus +
MA9 9 S. aureus +
MA10 5 S. aureus +
MA40 7 S. aureus +
CN Controle negativo Salmonella enterica -
CpP Salmonella ATCC 14028  Salmonella enterica + 5
MA2 12 Salmonella enterica +
MAS8 13 Salmonella enterica +

MA15 9 Salmonella enterica +




40

.M 100pb
PP MA12 WMA13 MA22 MA23 MA26  MA30

MA51 MA52 MA54 CN

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR qualitativo para
a presenca do gene EutC de E. coli. 100pb = marcador de 100 pb; MA12 a MA54
= amostras deste estudo com amplicons de EutC (113 pb); CN = Controle
Negativo; CP= Controle positivo ATCC 29213.

Foi observado que das 13 amostras de vegetais minimamente processados
analisadas, 8 amostras (61,5%) tiveram cepas de E. coli confirmadas por PCR. As
amostras 5, 8 e 10 apesar de apresentarem cepas de E. coli, estavam dentro dos
limites aceitaveis de coliformes termotolerantes estabelecidos pela legislacdo. Ja as

amostras 1, 2, 7, 12 e 13 estavam improprias para 0 consumo.
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MA4 MAS MA6 MA7 MAS8

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR qualitativo para
a presenca do gene entC de S. aureus. 100pb = marcador de 100 pb; MAl a
MA40 = amostras deste estudo com amplicons de entC (401 pb); CP= controle
positivo ATCC 33862; CN = Controle Negativo.

Foi observado que das 13 amostras de vegetais minimamente processados
analisadas, 6 amostras (46,2%) tiveram cepas de S. aureus confirmadas por PCR.
As amostras 1, 3, 4, 5 e 7 apesar de apresentarem cepas de S. aureus, estavam
dentro dos limites aceitaveis pela legislacdo. J& a amostra 9 apresentou contagens
de S. aureus acima do permitido pela legislacdo brasileira e seu consumo
representaria risco a saude do consumidor, pois a regido genica EntC identificada

nessas bactérias indicou que essas cepas eram produtoras de enterotoxinas.
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Figura 5. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR qualitativo para
a presenca do invA de Salmonella enterica M = marcador de 100 pb; MA2 a
MA15 = amostras deste estudo com amplicons de de invA (445 pb) CP=

controle positivo ATCC 14028; CN = Controle Negativo.

Foi observado que das 13 amostras de vegetais minimamente processados
analisadas, 3 amostras (23%) tiveram cepas de Salmonella enterica confirmadas por

PCR. De acordo com a legislacdo brasileira (Brasil, 2001) é inaceitavel a presenca
de Salmonella em vegetais prontos para comer. Assim, as amostras 9, 12 e 13
estavam impréprias para o consumo, lembrando que as amostras 12 e 13 ja tinham

sido reprovadas para o consumo pelo excesso de coliformes termotolerantes.



43

5.6 Anélise geral

Ao analisar as amostras dos vegetais minimamente processados como um
todo é possivel observar qual amostra se encontrou em condicdes aceitaveis para o
consumo e qual amostra estava reprovada devido a baixa qualidade microbioldgica,
como mostrado na tabela 8. Das treze amostras analisadas neste estudo, sete
amostras estavam reprovadas para o consumo humano e seis amostras foram
consideradas satisfatérias para o consumo, pois apresentaram elevada quantidade
de bactérias mesofilas ou psicrotroficas ou coliformes totais e/ou S. aureus, além da
presenca de E. coli confirmada por PCR.

As amostras 6 e 8 podem ser consideradas as de melhor qualidade
microbiolégica se comparadas com as outras amostras deste estudo, apesar de
terem apresentado elevada quantidade de coliformes totais (amostra 6) e E. coli na
PCR (amostra 8). J& as amostras 9, 12 e 13 podem ser consideradas as de maior
risco microbiolégico para consumo, pois continham a presenca associada de
bactérias patogénicas como Salmonella e altas contagens de coliformes

termotolerantes e S. aureus.
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Tabela 8. Classificacdo das amostras de vegetais minimamente processados

em aprovadas, satisfatérias e reprovadas para consumo humano.

Microrganismos encontrados em

Microrganismos
encontrados acima do

Amostras | Composigdo e marca quantidade significativa permitido pela ARIS
legislacéo
Mistura para Bactérias mesdfilas, Coliformes
1 yakissoba psicotréficas, coliformes totais e termotolerantes R
(marca 1) S. aureus; E. coli na PCR
Salada de alface,
) rdcula, cenoura Bactérias mesdfilas e coliformes Coliformes R
fatiada e tomate totais; E. coli na PCR termotolerantes
(marca 2)
Salada de alface, L e
. . Bactérias mesdfilas,
tomate, milho, queijo . e . .
3 psicotréficas, coliformes totais e - S
e cogumelo S
. aureus.
(marca 3)
Salada de alface, Coliformes
4 agrido e cenoura Coliformes totais e S. aureus. termotolerantes R
(marca 1)
Salada de cenoura,
5 repolho verde e Bactérias mesofilas e S. aureus; L S
repolho roxo E. coli na PCR
(marca 4)
6 Broto de alfafa Coliformes totais ---e- S
(marca b)
Couve fatiada Bactérias psicotroficas e S. Coliformes
7 ; R
(marca 6) aureus; E. coli na PCR termotolerantes
3 Salada de alface E. coli na PCR L S
(marca 7)
9 Vagem fatiada Bactérias psicotroficas e Salmonella e S. R
(marca 6) coliformes totais aureus
10 Couve fatiada Coliformes totais; E. coli na L S
(marca 8) PCR
11 M';E;isbiga Bactérias mesdfilas, L S
y psicotroficas e coliformes totais
(marca 1)
Couve fatiada _ B,a_cterlas m_esofllas, N Coliformes
12 (marca 1) psicotréficas e coliformes totais; termotolerantes e R
E. coli na PCR Salmonella
Couve fatiada _ B,a_cterlas m_esofllas, N Coliformes
13 (marca 2) psicotréficas e coliformes totais; termotolerantes e R
E. coli na PCR Salmonella

A= aprovada; S = satisfatoria; R=reprovada
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6. CONCLUSOES

Apos a realizacdo das analises deste estudo, das treze amostras de vegetais
minimamente processados coletadas, sete amostras (53,8%) estavam improprias
para o consumo humano de acordo com a legislac&o brasileira. Seis amostras foram
reprovadas pela presenga de coliformes termotolerantes acima do permitido
(>1,0x102 NMP/g). Destas, duas amostras continham além de coliformes
termotolerantes em excesso, a bactéria patogénica Salmonella, microrganismo que
deve estar ausente em alimentos prontos para consumo. E a sétima amostra
reprovada continha a presenca de S. aureus em gquantidade superior a permitida
pela legislacdo (>1,0x10% UFC/g) e Salmonella.

Detectou-se a presenca de S. aureus em seis amostras (46,1%) de um total
de treze amostras analisadas. Apesar de a quantidade de colbnias S. aureus estar
dentro do permitido pela legislagdo em cinco amostras, a presenca destas bactérias
€ um indicativo de condi¢6es precarias de higiene no processamento, devido ao fato
de ser uma bactéria procedente principalmente da orofaringe humana.

Houve ainda uma contagem total de bactérias mesodfilas e psicotroficas
elevada em nove amostras (69,2%) com enumeracéo acima de 1,0x10” UFC/g. Esta
alta contagem microbiana pode estar associada a microbiota original destes
alimentos, ou ainda pode ser resultado de falhas no processamento onde pode
ocorrer contaminacdes e/ou quebra da cadeia do frio e consequente crescimento
exacerbado dos microrganismos presentes, com possivel produgdo de
enterotoxinas.

Ainda h&d a possibilidade de os supermercados que comercializam o0s
produtos os armazenarem em temperaturas abusivas, ou ainda que o prazo de
validade estabelecido entre 7 e 10 dias seja muito longo para este tipo de alimento.
Desse modo é preciso que as industrias e supermercados revejam suas Boas
Praticas de Fabricacdo e armazenamento para garantir a qualidade e seguranca dos

vegetais minimamente processados que serdo consumidos pela populacéo.
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