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RESUMO

No Brasil, a couve minimamente
processada € comercializada durante
todo o ano e geralmente ¢ conside-
rada segura para o consumo pelos
consumidores. Este estudo avaliou
a qualidade microbioldgica de seis
diferentes marcas de couve minima-
mente processada comercializadas
em supermercados de Brasilia. As
analises realizadas foram: contagem
total de bactérias mesofilas e psicro-
troficas, determinacao de coliformes
totais e coliformes termotolerantes
e identificacdo molecular de E. coli,
Salmonella spp. e L. monocytogenes
por sequenciamento de DNA. Os re-
sultados revelaram que as amostras
de couve minimamente processada
apresentaram baixa qualidade mi-
crobiologica. Coliformes termotole-
rantes foram encontrados em todas
as amostras de couve minimamente
processada, com populagdes supe-
riores a 2 log NMP/g em metade
das amostras. Apds o sequencia-
mento de DNA, E. coli O157:H7 foi

danielacastilhoorsi@gmail.com

identificada em 2 das 6 amostras e
Salmonella enteritidis foi identifi-
cada em 1 das 6 amostras. Listeria
monocytogenes foi encontrada em
metade das amostras, sendo que a
presenca desta bactéria € geralmen-
te associada a um periodo excessivo
de armazenamento ou estocagem em
temperaturas abusivas. Estes resul-
tados mostraram que a couve mini-
mamente processada exposta ao con-
sumo nos supermercados de Brasilia
pode ser um veiculo para a transmis-
sdo de bactérias patogénicas e indi-
caram a necessidade de melhorar a
qualidade na cadeia de produgao dos
vegetais minimamente processados
para garantir a vida 1til e a seguranca
microbiologica desses produtos.

Palavras-chave: Processo minimo.
Qualidade. Contaminag¢do.

ABSTRACT
In Brazil, minimally processed col-

lard greens is commercialized all
year round and generally considered
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safe to eat by consumers. This study
evaluated the microbiological qual-
ity of six different brands of minimal-
ly processed collard greens commer-
cialized in supermarkets of Brasilia.
The analyses carried out were: total
counts of mesophilic and psychro-
trophic bacteria, determination of
total coliforms and thermotolerant
coliforms and molecular identifica-
tion of E. coli O157:H7, Salmonella
spp. and L. monocytogenes by DNA
sequencing. The results revealed that
samples of minimally processed col-
lard greens presented poor microbio-
logical quality. Thermotolerant coli-
forms were found in all samples of
minimally processed collard greens,
with populations higher than 2 log
MPN.g"in in 50% of samples. After
DNA sequencing, E. coli O157:H7
was identified in 2 of the 6 samples
and Salmonella enteritidis was iden-
tified in 1 of 6 samples. Listeria
monocytogenes was found in 50%
of the samples and the presence of
this bacterium is usually associated
with an excessive period of storage



PESQUISA

or storage in abusive temperatures.
These results showed that the mini-
mally processed collard greens ex-
posed to consumption in supermar-
kets of Brasilia may be a vehicle
for the transmission of foodborne
pathogens and indicated the need
of implementing quality programs
in the production chain of minimal-
ly processed vegetables to improve
shelf life and microbiological safety
of these products.

Keywords: Minimally process.
Quality. Contamination.

INTRODUCAO

habito de consumir regu-

larmente frutas e horta-

licas tem evidente efeito

benéfico na satide huma-
na. Esses alimentos possuem uma
grande diversidade de compostos
funcionais, como vitaminas, poli-
fenois, carotenoides, fitoquimicos
e fibras alimentares. A Organiza-
¢d0 Mundial da Saude recomenda
a ingestdo diaria de 400 gramas de
frutas e hortaligas frescas (WHO,
2003). A procura dos consumidores
por uma dieta mais saudavel asso-
ciada a necessidade de praticidade
no dia a dia causou uma expansao
do mercado de vegetais minima-
mente processados (GURLER et
al., 2015). Vegetais minimamente
processados sdo frutas ou hortali-
cas modificadas fisicamente, porém
com seu aspecto fresco mantido. As
etapas do processamento minimo de
frutas ou vegetais incluem selecao,
lavagem, corte, sanitizacdo, centri-
fugacdo, embalagem e armazena-
mento refrigerado (TRESSELER et
al., 2009).

Os vegetais minimamente pro-
cessados s3o mais pereciveis dos
que os vegetais in natura. Nas fru-
tas e hortali¢as intactas, a casca e a
integridade do tecido vegetal cons-
tituem uma barreira ao acesso de

micro-organismos ao interior do
produto. A injuria provocada nos te-
cidos vegetais em funcao do corte ¢
da remogao da casca pode favorecer
a contaminagdo por micro-organis-
mos deterioradores e patogénicos.
Na sanitizagdo dos vegetais, o cloro
¢ utilizado como agente antimicro-
biano, sendo possivel reduzir sig-
nificativamente a popula¢do micro-
biana apos esta etapa. No entanto,
as operagoes de processamento mi-
nimo nao asseguram esterilidade ou
estabilidade microbioldgica. O ma-
nuseio dos vegetais favorece a con-
taminacdo por micro-organismos,
enquanto a liberacao de exsudados
celulares disponibiliza nutrientes
para a atividade microbiana (CEN-
CI, 2011; MORETTI, 2007).

Sendo assim, os vegetais mini-
mamente processados podem ser
fonte de doencas transmitidas por
alimentos (DTA) e, segundo varios
estudos, bactérias patogénicas como
Salmonella, Shigella, Escherichia
coli, Listeria monocytogenes, Ba-
cillus cereus e Vibrio cholerae ja
foram relacionadas com surtos ali-
mentares em razdo do consumo de
frutas e hortalicas contaminadas
(CENCI, 2011; HERMAN; HALL;
GOULD, 2015; LITTLE and GIL-
LESPIE, 2008).

Dentre as hortaligas mais consu-
midas no Brasil, a couve (Brassica
oleracea L.) € uma hortalica arbus-
tiva anual, que produz folhas que
podem ser consumidas tanto cruas
como cozidas. E grande a sua de-
manda em médios e grandes centros
urbanos brasileiros. A couve pode
ser conservada por varios dias sob
a forma minimamente processada,
desde que manuseada, embalada e
refrigerada adequadamente (CEN-
CI, 2011, TRESSELER etal., 2009).
Folhas de couve minimamente pro-
cessadas sem procedimentos rigidos
de controle de qualidade apresen-
tam rapida deterioracdo fisiologica
e microbioldgica, resultando em
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tempo curto de vida de prateleira.
O armazenamento da couve mini-
mamente processada em condi¢des
adequadas de temperatura é essen-
cial para a manuten¢do da qualidade
do produto final. A temperatura de
5°C apresenta a melhor relagdo cus-
to-beneficio para a couve (CENCI,
2011; MORETTI, 2007).

A couve minimamente processa-
da normalmente ¢ distribuida e co-
mercializada em pacotes de 100 a
300 gramas, dispostos em balcdes
refrigerados. A sua comercializagdo
em gondolas abertas, cujas tempe-
raturas possam atingir 10°C, reduz
a vida util do produto, limitando o
tempo de comercializagdo e favo-
recendo considerdvel crescimen-
to microbiano, 0 que aumenta as
possibilidades de riscos de doenca
alimentar, por causa do crescimen-
to de bactérias patogénicas nessas
condi¢des (CENCI, 2011; MORET-
TI, 2007). Assim, este trabalho teve
como objetivo avaliar a qualidade
microbiologica de diferentes marcas
de couve minimamente processada
comercializadas em supermercados
de Brasilia, Distrito Federal.

MATERIAL E METODOS

Para as analises foram coletadas
seis embalagens contendo 100-250g
de couve minimamente processada,
todas de diferentes marcas e em di-
ferentes supermercados da cidade
de Brasilia, no periodo de janeiro
a julho de 2015. Todas as amostras
estavam em sua embalagem origi-
nal e dentro do prazo de validade
(seis a oito dias de validade como
declarado no rétulo). As amostras
foram imediatamente transportadas
dos supermercados para o labora-
torio em uma caixa térmica refrige-
rada e as andlises microbioldgicas
iniciaram-se no prazo maximo de
uma hora apos a coleta. Todas as
amostras foram analisadas em trés
repeticdes, ou seja, foram retiradas
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trés aliquotas da cada embalagem e
os resultados foram expressos como
média e desvio padrao.

Para o preparo das amostras,
foram pesadas 25g de cada amostra
e diluidas em 225 mL de agua pep-
tonada 0,1% (p/v). O material foi
homogeneizado, obtendo-se desta
forma a primeira dilui¢do (107). A
partir da primeira dilui¢do obti-
veram-se as demais dilui¢des deci-
mais (acima de 10%). As analises
microbiologicas foram realizadas
conforme descrito por American
Public Health Association (APHA,
2001) e incluiram contagem total de
bactérias mesofilas e psicrotroficas,
determinacdo de coliformes totais e
termotolerantes e pesquisa de Sal-
monella sp., E. coli e L. monocyto-
genes.

Analises moleculares

As bactérias L. monocytogenes,
E. coli e Salmonella spp. foram
identificadas por meio de andlises
moleculares, com sequenciamento
de DNA. Para a extracdo do DNA,
foi utilizado o kit NucleoSpin Plas-
mid®, seguindo as instrugdes do
fabricante. Para a identifica¢do das
espécies de bactérias, as amostras
foram sequenciadas utilizando o se-
quenciador de DNA automatizado
Perkim Elmer ABI-Modelo 377. A
mistura reacional consistiu em 200
ng de DNA, 5 nmol de nucleotideos

adequados para cada amostra e o kit
comercial DyEnamic ET DYE Ter-
minator Cycle Sequencing (MJ Re-
search, INC). As sequéncias foram
analisadas com o programa BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.
cgi) e as sequéncias gendmicas
completas foram baixadas do banco
de dados Gen-Bank (http: //www.
ncbi .nlm.nih.gov / PMGifs / Geno-
mes / micr.html).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A legislacao brasileira (BRASIL,
2001) ndo estabelece valores limi-
tes para a contagem total de micro-
-organismos (bactérias mesofilas,
psicrotroficas e coliformes totais)
em vegetais frescos. As andlises de
micro-organismos totais sdo mui-
to utilizadas como indicadores de
qualidade microbioldgica geral dos
alimentos (ICMSF, 2002). Pelos
padrdes estabelecidos pelo ICMSF
(2002), permite-se uma contagem
maxima de 7,0 log UFC/g de micro-
-organismos totais nos alimentos.
Ap6s sanitizacdo dos vegetais ¢ es-
perada uma reducgdo da carga micro-
biana para, pelo menos, 5 log UFC/g
(ICMSF, 2002).

No presente estudo, todas as
amostras apresentaram alta con-
tagem de bactérias mesofilas e/
ou psicrotroficas, acima de 6,0 log
UFC/g (6,2-7,8 log UFC/g), sendo

Tabela 1 - Andlises microbioldgicas das amostras de couve minimamente processada.

que somente a amostra 3 apresentou
contagem menor que 7 log UFC/g
(Tabela 1). Os vegetais minimamen-
te processados devem ser armazena-
dos em temperaturas adequadas de
refrigeracdo a fim de retardar o cres-
cimento de bactérias psicrotréficas
(CENCI, 2011; MORETTI, 2007).
Os micro-organismos psicrotroficos
em numero elevado sdo responsa-
veis pela diminuigdo da vida de pra-
teleira dos alimentos refrigerados,
por constituirem seus principais de-
terioradores (APHA, 2001). O tem-
po prolongado de armazenamento
também favorece o crescimento da
populacdo microbiana. No trabalho
realizado por Allende; Aguayo; Ar-
tés (2004), os produtos minimamen-
te processados apresentaram um
aumento de 5,0 para 8,0 log UFC/g
na populacdo microbiana, apds sete
dias de estocagem na temperatura
de 5°C.

Segundo Maffei; Silveira; Ca-
tanozi (2013), os vegetais frescos
apresentam uma alta quantidade de
coliformes totais como microbio-
ta inicial vinda do solo, contudo €é
esperado que essa quantidade seja
reduzida apods o processo de saniti-
zagd0. A maioria das amostras deste
estudo teve elevada enumeracdo de
coliformes totais (>3 log NMP/g).
Resultados similares foram reporta-
dos por Oliveira et al. (2011) e Silva
et al. (2007), sendo que a maioria

L - Bactérias ) , Coliformes

Amostras Bacterias mesofilas psicrotrdficas Coliformes totais termotolerantes
(log UFC/0) (log UFC/g) (log NMP/g) (log NMP/g)

1 71+0,13 7,8+0,07 3,0+ 0,01 0,9+0,07

2 710,22 7,2+0,29 3,0+ 0,01 2,2 +0,01

3 6,8 + 0,25 6,2 + 0,44 3,0+ 0,01 2,1+0,60

4 6,8 + 0,33 7,2+ 0,06 1,5+0,09 0,5+ 0,01

5 7,3 0,68 7,8+0,09 3,0 £ 0,01 1,8+0,17

6 7,1 +0,09 6,6 + 0,06 3,0 £ 0,01 3,0+ 0,01

Os resultados foram expressos como médias + desvio padrdo de trés repeticdes.
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Tabela 2 - Ocorréncia de bactérias potencialmente patogénicas nas amostras de couve minimamente processada.

Amostras de couve

Bactérias identificadas

1

2
3
5
6

Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes
Salmonella enteritidis, E. coli 0157:H7
Listeria monocytogenes
E. coli0157:H7

das amostras de vegetais minima-
mente processados comercializados
nos supermercados de Ribeirdo Pre-
to e Porto Alegre apresentaram altos
valores de coliformes totais (>3 log
NMP/g).

No Brasil, o valor maximo permi-
tido para coliformes termotolerantes
¢ de 2,0 log NMP/g para hortalicas
frescas, preparadas ou sanificadas
para consumo direto (BRASIL,
2001). Neste estudo metade das
amostras analisadas (amostras 2, 3
e 6) estava impropria para o con-
sumo, com excesso de coliformes
termotolerantes. Os coliformes ter-
motolerantes em excesso indicam
falta de condi¢des higienicossani-
tarias adequadas, pois estdo asso-
ciados com contaminacao fecal dos
alimentos e possivel contaminagdo
com patdgenos entéricos (SILVA et
al., 2007). Oliveira et al. (2011) re-
portaram que nas analises de vege-
tais minimamente processados co-
mercializados nos supermercados
da cidade de Ribeirdo Preto, 45,6%
das amostras, ou seja, 74 amostras
de um total de 162 estavam com
enumera¢do de coliformes termo-
tolerantes acima do permitido.

Na amostra 3, que ja estava im-
propria para o consumo pelo exces-
so de coliformes termotolerantes,
apos o sequenciamento de DNA,
foi detectada a presenca de dois
importantes patdogenos entéricos
nas doencas de origem alimentar:
Salmonella enterica subsp. enteri-
ca (Salmonella enteritidis) e E. coli
O157:H7 (Tabela 2). A amostra 6

também apresentou a bactéria pato-
génica E. coli O157:H7.

As provaveis fontes de conta-
minag¢do por bactérias como Es-
cherichia coli e Salmonella spp.
geralmente estdo relacionadas com
as praticas agricolas inadequadas,
como por exemplo, a utilizagdo de
aguas poluidas e esterco animal
ndo compostado (WOOD et al.,
2010). A contaminagdo por esses
patdgenos pode se dar também nas
etapas do processamento, porém a
contaminacdo pré-colheita ¢ mais
preocupante, pois o0s patogenos
podem se internalizar nos tecidos
das plantas e se protegerem de sa-
nitizantes utilizados na etapa pds-
-colheita (O’BEIRNE et al., 2014).

Alguns estudos tém demonstrado
que E. coli e Salmonella spp. tém
sido associadas a surtos de DTA em
razdo do consumo de vegetais. Em
2005, um grande surto de E. coli
O157:H7 ocorreu na Suécia asso-
ciado ao consumo de alface. Um
total de 135 casos foi registrado,
incluindo 11 casos de sindrome
urémica hemolitica (SODERS-
TROM et al.,, 2008). De acordo
com Herman; Hall; Gould (2015),
entre 1973 e 2012 nos EUA, 606
casos de DTA foram associados ao
consumo de vegetais. As bactérias
patogénicas que mais causaram
esses surtos foram E. coli produ-
tora de toxina Shiga (como E. coli
0157:H7) e Salmonella.

Verificou-se a presenga de L. mo-
nocytogenes em metade das amos-
tras de couve analisadas (amostras
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1, 2 e 5). L. monocytogenes ¢ uma
bacteria psicrotrofica que causa lis-
teriose, uma doenga com alta taxa
de mortalidade em individuos sus-
ceptiveis, como mulheres gravi-
das, recém-nascidos, idosos e pes-
soas imunodeprimidas. A infecgdo
causada por L. monocytogenes
parece estar relacionada com a in-
gestdo de altas quantidades desse
patéogeno em individuos saudaveis
(>8 log UFC) ou de baixas quan-
tidades em individuos susceptiveis
(2-3 log UFC) (SANT’ANA et al.,
2012).

A presenca de L. monocytogenes
em vegetais geralmente estd asso-
ciada com um periodo excessivo
de estocagem ou estocagem em
temperaturas abusivas. Sant’Ana
et al. (2012) estudaram o potencial
de crescimento de L. monocytoge-
nes em vegetais minimamente pro-
cessados em condi¢des de abuso
de temperatura (15°C) pelo periodo
de estocagem de seis dias. Nessas
condi¢des, apos os seis dias, ob-
servou-se um aumento da popula-
¢do de L. monocytogenes acima de
2 log UFC nas amostras de agrido,
racula e couve. Ainda, de acordo
com Sant’Ana et al. (2012), embora
os vegetais frescos tenham sido lis-
tados como alimentos de baixo ris-
co de causar listeriose, o fato des-
se patogeno ser psicrotroéfico nao
deveria ser subestimado em pro-
dutos minimamente processados,
especialmente quando os vegetais
ndo sdo estocados em temperatu-
ras adequadas de refrigeracdo e
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ndo sdo rapidamente consumidos,
fornecendo um meio nutricional fa-
voravel ao desenvolvimento deste
patogeno.

CONCLUSAQ

Este estudo mostrou que a maio-
ria das amostras de couve mini-
mamente processada apresentou
qualidade microbioldgica insatis-
fatoria. Segundo a legislagdo bra-
sileira, metade das amostras estava
impropria para o consumo pelo ex-
cesso de coliformes termotoleran-
tes. Em duas amostras, apos as ana-
lises moleculares, foram detectados
os patogenos entéricos Salmonella
enteritidis e E. coli O157:H7.
E também metade das amostras
apresentou a bactéria patogénica
L. monocytogenes, que se multi-
plica nos alimentos refrigerados
quando ocorre abuso da cadeia do
frio. Assim, a couve minimamen-
te processada exposta ao consumo
em supermercados de Brasilia esta
sendo distribuida com falta de qua-
lidade microbioldgica e existe a
necessidade de ado¢do de melhores
praticas higienicossanitarias pela
industria de processamento e pelos
supermercados para minimizar os
riscos de transmissao de patogenos.
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