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RESUMO

A procura por hortalicas prontas para consumo tem incentivado o
desenvolvimento de novas tecnologias para o processamento de alimentos
frescos, com vida util prolongada, qualidade sensorial e nutritiva para atrair os
consumidores. Os vegetais minimamente processados sao aqueles que
passaram por modificacdes fisicas, ou seja, foram descascados, picados e
ralados, entre outros processos, mas mantidos na forma fresca e,
metabolicamente, ativos. Esses produtos sdo sensiveis a deterioracdo, bem
como podem ser veiculos de microrganismos patogénicos ao homem. O
objetivo deste estudo foi de avaliar a qualidade da microbiota fangica em
amostras de couve, espinafre e rdcula minimamente processadas e
comercializadas em um supermercado da cidade de Juiz de Fora — MG. No
laboratorio, sob condi¢cdes de assepsia, amostras de cada hortalica foram
homogeneizadas em 4gua peptonada tamponada 0,1% e espalhados com alca
de Drigalski em meio de cultura Agar Sabouraud com cloranfenicol. Apds o
periodo de incubacdo os fungos crescidos foram utilizados para a preparacdo
das laminas em microcultivo. Apds este periodo, a laminula foi cuidadosamente
retirada e colocada sobre uma lamina contendo uma gota de azul de algodéo.
As caracteristicas do micélio fungico foram observadas em microscopio optico.
Concluiu-se que as hortalicas analisadas, mesmo que tenham sido
higienizados, estavam improprios para 0 pronto consumo, sugerindo
inadequacdo no processo de higienizagcdo e conservacado por parte dos
fabricantes e distribuidores, respectivamente. Diante dos resultados
encontrados, faz-se necessaria a intensificacdo de acdes dos o6rgdos de
fiscalizacdo e saude.
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1 INTRODUCAO

Os diversos aspectos sobre a alimentacdo saudavel tém sido
reconhecidos por muitas instituicbes nacionais e internacionais, que procuram
constantemente a implementacdo de politicas nutricionais e campanhas
educativas para a conscientizacado da populacdo viando aumentar o consumo
de produtos frescos (NASCIMENTO et al., 2014)

O mercado de frutas e hortalicas nos ultimos anos aumentou
significativamente, sendo que o segmento dos alimentos minimamente
processados é o que mais cresceu, justificada principalmente pela praticidade e
comodidade do consumidor.

Os alimentos minimamente processados sdo definidos de acordo
International Fresh-Cut Producers Association como qualquer fruta ou hortalica,
que sofreu alteracdes fisicas na sua forma original, embora mantenha o seu
estado fresco. Neste processamento, o alimento, é selecionado, lavado,
descascado e cortado, e, posteriormente, embalado ou pré-embalado (IFPA,
2017).

No Brasil, a Resolugdo RDC N° 12, de 2 de janeiro de 2001, do
Ministério da Saude estabelece os padrdes microbiol6gicos sanitarios para
alimentos. Nesta resolucdo ndo existem padrbes especificos para as frutas e
hortalicas minimamente processadas. Sendo assim, 0s minimamente podem
ser inseridos no grupo de alimentos designados como: "alimentos frescos, ‘in
natura’, preparados (descascados ou selecionados ou fracionados),
sanificados, refrigerados ou congelados, para consumo direto” (BRASIL, 2001).

A mudanga no perfil da populacional ao longo dos anos é um fator
importante para compreender o aumento na busca por esses produtos. Alguns
pesquisadores associam 0 crescente interesse pelas hortalicas minimamente
processadas ao aumento da participacdo da mulher no mercado de trabalho,
ao desenvolvimento no segmento de alimentacbes coletivas e ao

envelhecimento da populagdo (MORETTI, 2001). A reducdo do tempo

ANALECTA, V. 4, N. 4, NOV./2018 - ISSN 2448-0096 ﬂ




IV SEMINARIO DE EXTENSAO E PESQUISA
05 A 07 DE NOVEMBRO DE 2018 | CESIJF

disponivel para o preparo das refeicbes nas residéncias também afeta
diretamente na procura por estes alimentos, bem como a diminuicdo no
tamanho das familias, o aumentado no numero de individuos que moram
sozinhos e a maior preocupacao com a saude (PINTO, 2007).

Além disso, os alimentos minimamente processados tem sido cada vez
mais procurados pelos consumidores, por serem encontrados facilmente no
mercado, estarem disponiveis em porcdes reduzidas, possuirem facilidade no
manuseio e tempo de preparo do alimento, bem como a qualidade do produto.
No entanto, mesmo com o minimo processamento durante esta etapa, danos
mecanicos sdo causados aos tecidos vegetais, o que pode acelerar a
senescéncia e causar danos ao produto, ocorrendo a perda da coloracéo
original e redugdo do valor nutricional do alimento. Por isso, os produtos
minimamente processados tendem a possuir curto periodo de vida util se
comparado ao produto inteiro (KLUGE et al., 2014).

Sendo assim, o aumento no consumo de alimentos minimamente
processados trouxe também uma preocupacdo por parte das autoridades
sanitarias relacionadas a qualidade higiénica destes produtos, pois sao
oferecidos ao consumidor prontos para 0 consumo, sem necessidade de
lavagem, conforme rotulo de algumas marcas comerciais. Contudo, sua
seguranca microbiolégica deve ser monitorada periodicamente (PENA et al.,
2015).

Mesmo assim, nos Uultimos anos, apesar de todo 0 crescimento
verificado neste setor, € crescente o relato de doencgas infecciosas associadas
ao consumo de frutas e hortalicas frescas. Estudos mostram que no Brasil, no
periodo de 2000 a 2013 foram registrados 9.510 surtos alimentares, sendo 118
destes relacionados ao consumo de hortalicas (BRASIL, 2014). Nao se deve
esquecer que os alimentos minimamente processados possam representar
grande risco do ponto de vista de higiene e seguranca, pois nao sao
consumidos no seu local de preparo, nem imediatamente apds seu

processamento, como ocorre com as hortalicas in natura.
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Existem diversos aspectos especificos para produtos minimamente
processados, pois geralmente sdo consumidos sem passar por etapas de
eliminacdo de microrganismos contaminantes, além de serem expostos a
elevadas temperaturas, consideradas abusivas durante o processo de
distribuicdo. Embora seja comum ocorrer a contaminagao e desenvolvimento
de patdogenos mesmo em temperaturas reduzidas e ambientes modificados
(CANTWELL, 2000).

Estes alimentos sdo susceptiveis a colonizacdo microbiana devido a
ocorréncia de rupturas em suas superficies, proporcionando o desenvolvimento
de uma microbiota diversificada em bactérias gram-negativas, fungos
filamentosos e leveduras, geralmente, representados pelos géneros
Cryptococcus, Rhodotorula e Candida (PEREIRA et al., 2011). Alguns destes
microrganismos sdo produtores de enzimas pectinoliticas as quais podem
degradar a estrutura celular vegetal e desta forma disponibilizar mais nutrientes
para atividade microbiana favorecendo multiplicacdo celular mais répida
(RAGAERT; DEVLIEGHERE; DEBEVERE, 2007). Além disso, de acordo com
Franco; Landgraf (2003) contagens elevadas de bolores e leveduras
representam, além do aspecto deteriorante, rejeicdo do produto, indicando
risco a saude publica devido a producdo de micotoxinas por algumas espécies
de fungos.

Uma das principais metas do ramo da pds-colheita é buscar alternativas
que visam aumentar a vida (til das hortalicas minimamente processadas.
Diante disso, mediante melhorias na forma de armazenar o0s vegetais é
possivel diminuir os processos respiratérios dos tecidos, bem como reduzir o
crescimento microbiolégico, podendo prolongar o tempo de prateleira destes
alimentos (FANTUZZI; PUSCHMANN; VANETTI, 2004).

Buscar estabilidade entre qualidade do sabor, frescor, cor e aroma
desse tipo de alimento é o principal foco de estudo na fase de exposicao
desses produtos minimamente processados nas gondolas dos mercados.

Definir melhorias nas condi¢cdes de armazenagem e técnicas de manuseio de
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vegetais submetidos ao processamento minimo tem sido um grande desafio
(RINALDI; BENEDETTI; CALORE, 2005).

No Brasil, dentre as hortalicas minimamente processadas a couve, 0
espinafre e a rucula sdo altamente consumida pela populacdo brasileira,
viabilizando o seu uso como minimamente processada. Sendo assim,
pesquisas de investigacdo na area de processamento minimo sdo necessarias
para a identificacdo de padrbes especificos de qualidade, devido a este
incremento do consumo destas hortalicas.

Desta forma, o0 objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade da
microbiota fangica em hortalicas minimamente processadas comercializados

em um supermercado da cidade de Juiz de Fora — MG

2 MATERIAL E METODOS

2.1 COLETA DOS ALIMENTOS MINIMAMENTE PROCESSADOS EM
SUPERMERCADO DO MUNICIPIO DE JUIZ DE FORA - MG

Foram adquiridas trés embalagens da mesma marca contendo couve
(Brassica oleracea L.), espinafre (Spinacia oleracea L.) e rucula (Eruca
sativa Mill), minimamente processadas em um supermercado da cidade nos
meses de setembro e outubro do ano de 2017. Essas hortalicas estavam
hermeticamente fechadas no interior de um saco de polietileno, acondicionadas
em gobndola refrigerada. Foram coletadas ao acaso, sendo anotados o0s
estados das embalagens e das hortalicas em questdo. No momento da coleta
as amostras foram acondicionados em caixa térmica contendo gelo e
encaminhadas para o laboratério de Microbiologia do Centro de Ensino

Superior de Juiz de Fora - MG.
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2.2 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA ANALISE

No laboratério, no interior de uma capela de fluxo laminar sob condicdes
de assepsia, as embalagens foram higienizadas em alcool 70%. Amostras de
259 de cada hortalica foram pesadas em balanca analitica, maceradas e
homogeneizadas em frascos de vidro esterilizados, contendo 225mL &gua
peptonada tamponada 0,1% para a obtencéo da diluicdo 10™. A partir desta
diluicdo (10™) foi tomado 1mL do extrato e adicionado em um tubo de ensaio
contendo 9mL de &gua peptonada tamponada 0,1% para a obtencdo da
diluicdo 102. Posteriormente, 0,1mL de cada diluicdo foram adicionados e
espalhados com alca de Drigalski em placas de Petri, contendo o meio de
cultura Agar Sabouraud com cloranfenicol. As placas de Petri foram incubadas
a temperatura ambiente por sete dias. Cada tratamento foi constituido de trés

repeticoes.
2.3 PREPARO DAS LAMINAS PARA ANALISE

Apos o periodo de incubacao das placas, os fungos crescidos nas duas
diluicdes foram utilizados para a preparacdo das laminas em microcultivo
(Figura 1). Ap6s a montagem das laminas para o microcultivo (BRASIL, 2004),
estas permaneceram em temperatura ambiente no interior de uma placa de
Petri com algoddo umedecido em agua destilada estéril, por sete dias.

ApoOs este periodo, a laminula foi cuidadosamente retirada e colocada
sobre uma lamina contendo uma gota de azul de algoddo e posteriormente
sendo as bordas das laminulas fixadas com esmalte de unha. As

caracteristicas do micélio fungico foram observadas em microscépio éptico.
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Figura 1 - Técnica de microcultivo para analise microscopica de fungos filamentosos

Técnica de microcultivo para andlise microscépica de fungos filamentosos

Lamina _Bastdo de vidro

Laminula 4 in6culos de fungo nas
laterais do cubo

Cubo de Agua estéril sobre

agar ™ papel de filtro

Fonte: http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/microbiologia/mod_7_2004.pdf

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a coleta, as hortalicas foram avaliadas segundo suas condi¢des
higiénico-sanitarias no local de comercializacdo e verificou-se que todas
estavam sob refrigeracdo com a embalagem em perfeito estado, dentro do
prazo de validade. As mesmas ndo apresentavam nenhuma alteracédo na cor e

nem na turgescéncia dos tecidos foliares (Tabela 1).

Tabela 1 - Epoca e coloracéo das folhas, diluicdes, crescimento flngico e condi¢ées higiénico-
sanitarias de trés hortalicas minimamente processadas em supermercado de Juiz de Fora —

MG.
Hortalicas Epoca de Coloracéo Diluicédo do Crescimento Condicdes
analisadas coleta das folhas extrato fangico higiénico-
sanitérias
Couve Setembro Verde 10™ Elevado Razoavel
10* Elevado
Espinafre Setembro Verde 10™ Elevado Razoavel
10* Elevado
Rucula Setembro Verde 10™ Elevado Razoavel
10* Elevado

Os alimentos minimamente processados sdo expostos a varias formas

de contaminacao; sendo assim, durante o processamento destes alimentos, a
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aplicacdo de Boas Praticas de Fabricagdo € extremamente importante e
indispensavel para garantir qualidade ao produto final. Nos supermercados a
temperatura e o local de armazenamento também influenciam na qualidade do
alimento minimamente processado (IMAMURA et al., 2017).

O desenvolvimento microbiano nos alimentos €& condicionado por
diversos fatores ambientais, como temperatura e umidade relativa,
denominados extrinsecos e por fatores intrinsecos, sendo 0s principais a
atividade de &gua, o pH e a composicdo do alimento (TORREZAN; EIROA;
PFENNING, 2000). Ap6s o periodo de incubac@o observou-se o crescimento
de fungos filamentosos e leveduriformes em meio de cultura a partir de todos
0s extratos avaliados para as duas diluicbes testadas. Segundos dados da
literatura os principais fungos que contaminam os alimentos no processo de
estocagem sao Aspergillus, Penicillium, Rhizopus e Mucor (FRANCO;
LANDGRAF, 2003). A maior preocupacdo com a contaminacao por fungos em
alimentos deve-se a sua capacidade de produzir micotoxinas, que podem ser
prejudiciais a saude do consumidor. Porém, o desenvolvimento de fungos em
alimentos pode elevar o pH e promover o crescimento de bactérias patogénicas
como Salmonella e Clostridium (MORETTI, 2001). Para o0 extrato de couve,
observou-se o crescimento inicial de muitas colonias de leveduras, sendo a
levedura de coloracdo branca e aspecto rugoso pertencentes a espécie
Saccharomyces cerevisiae predominante sobre a placa. Outro grupo que
também foi observado pela sua coloracdo avermelhada € do género
Rhodotorula (Figura 2). Em um estudo na cidade de S&o Paulo, amostras de
couve manteiga minimamente processadas obtidas em supermercados da
cidade foram submetidas a testes de verificacdo da presenca de
microrganismos e foi constatado valores elevados de mesofilos aerdbios e
fungos, assim como, a presenca de Escherichia coli em todas as amostras.
Este fato é decorrente de falhas na sanitizagcdo, armazenamento ou distribuicao

do produto (ROCHA et al., 2014).

ANALECTA, V. 4, N. 4, NOV./2018 - ISSN 2448-0096 ﬂ




IV SEMINARIO DE EXTENSAO E PESQUISA | (&)
05 A 07 DE NOVEMBRO DE 2018 | CESIF

Apenas no final do periodo de incubacao de sete dias, foi observado o

surgimento de fungos filamentosos (Figura 3).

Ap6s o microcultivo e a coloracdo das laminas com azul de algodéo
observou-se a presenca de muitas células da levedura Saccharomyces
cerevisiae nas amostras provenientes do extrato de folhas de couve (Figura 4).

Figura 2 - Coldnias de leveduras crescidas em meio de cultura Agar Sabouraud com
cloranfenicol a partir de extrato de folhas de couve minimamente processadas coletados em
supermercado em Juiz de Fora — MG.

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 3 - Colénias de leveduras e fungos filamentosos crescidos em meio de cultura Agar
Sabouraud com cloranfenicol a partir de extrato de folhas de couve minimamente processadas
adquiridas em supermercado em Juiz de Fora — MG.

Fonte: Arquivo pessoal
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Figura 4 - Laminas coradas com azul de algoddo apresentando células da levedura
Saccharomyces cerevisiae de extrato de folhas de couve minimamente processadas adquiridas
em supermercado em Juiz de Fora — MG.
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Fonte: Arquivo pessoal

Para o extrato de espinafre, observou-se no inicio do periodo de
incubacgéo o crescimento de duas colbnias de fungos filamentosos com aspecto
cotonoso, sendo a coldnia de coloracdo escura pertencente ao género Mucor e
a colonia de cloracdo branca pertencente ao género Penicillum. Além destes
fungos foi observado a presenca de algumas colonias da levedura
Saccharomyces cerevisiae que iniciaram seu desenvolvimento no final do
periodo de incubacéo para as duas diluicdes avaliadas (Figuras 5 e 6).

O género Mucor é um fungo amplamente utilizado para fermentacdo de
alimentos, mas raramente causa mucormicose em  pacientes
imunocomprometidos. S&o fungos saprofiticos comumente encontrados no
ambiente em frutas, legumes, plantas, pdo e no solo e como componentes
comuns da decomposicdao de matéria organica (PORTE; MAIA, 2001). O
Penicillium é um fungo que cresce em matéria organica especialmente no solo

e outros ambientes Umidos. Por contagio, contaminam frutas, hortalicas e
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sementes e chegam a invadir habitacdes, sendo responsaveis pelos bolores

gue se instalam em alimentos para consumo humano (PORTE; MAIA, 2001).

Figura 5 - Col6nias de fungos filamentosos e leveduras crescidas em meio de cultura Agar
Sabouraud com cloranfenicol a partir de extrato de folhas de espinafre minimamente
processadas adquiridas em supermercado em Juiz de Fora — MG.
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Fonte: Arquivo peséoal

Figura 6 - Colonias de fungos filamentosos e leveduras crescidas em meio de cultura Agar
Sabouraud com cloranfenicol a partir de extrato de folhas de espinafre minimamente
processadas adquiridas em supermercado em Juiz de Fora — MG.
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Fonte: Arquivo pesso
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As estruturas de reproducdo assexuada do fungo Mucor apresenta 0s

esporangioforos hialinos ou amarelados, retos com ramos longos, tendo seus

esporangios a coloracdo amarelada ou marrons (Figura 7).

Figura 7 — Esporangi6foro do género Mucor contendo esporangio na extremidade com a
formacgdo de enddsporos de coloracdo amarelada, isolados a partir de extrato de folhas de
espinafre minimamente processadas adquiridas em supermercado em Juiz de Fora — MG.

- - -

Fonte: Arquivo pessoal

A estrutura reprodutiva do fungo Penicillum se apresenta no formato de
vassoura com conidiéforo que se ramifica na forma de um micélio simples. O
conidiéforo no final apresenta células conidiogénicas produtoras de conidios
(Figura 8).

Para o extrato de folhas de rucula, observou-se o crescimento de varias
colénias fungicas destacando-se a levedura Saccharomyces cerevisiae (Figura
9). O Saccharomyces cerevisiae sao fungos que se reproduzem por divisdo
binaria e se apresentam de forma unicelular, invisiveis a olho nu, sendo
visualizadas com o auxilio de microscépio. S&o encontradas em varios
ambientes, como o solo, ar, plantas, frutos e alimentos.

Poucos sdo os fungos capazes de crescer em temperatura de
refrigeracdo e provocar degradacdo em hortalicas. Entre eles destacam-se

Fusarium sp., Penicillium sp. e Mucor sp.
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Embora estando as embalagens e as hortalicas em bom estado de

conservacao e dentro do prazo de validade, a presenca de bolores e leveduras
encontradas em todos os produtos avaliados, indicam condi¢cGes inadequadas
de higiene durante o processamento, comprometendo seu armazenamento e

sua qualidade microbioldgica.

Figura 8: Estrutura reprodutiva do fungo Penicillum. Conidi6foro com a formacdo de esporos
(conidios) na extremidade da hifa.

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 9 - Coldnias de leveduras de aspecto rugoso crescidas em meio de cultura Agar
Sabouraud com cloranfenicol a partir de extrato de folhas ricula minimamente processadas
adquiridas em supermercado em Juiz de Fora — MG.
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Fonte: Arquivo pessoal
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4 CONCLUSAO

A presenca de populacdo de bolores e leveduras nas hortalicas
minimamente processadas indica qualidade sanitaria insatisfatéria. E
aconselhavel que o consumidor faca a higienizacdo do alimento como de
costume, para retirar qualquer tipo de residuo que possa estar presente devido
ao manuseio incorreto no local de comercializagéo até o local de consumo.

Os resultados deste trabalho sugerem a necessidade de aplicagdo das
boas praticas de fabricacdo pelos estabelecimentos produtores e de uma
efetiva fiscalizacdo pela Vigilancia Sanitaria, para assegurar um produto

saudavel e seguro ao consumidor.

ABSTRACT

The demand for ready-to-eat vegetables has encouraged the development of
new technologies for the processing of fresh foods with long shelf life, sensory
and nutritional quality to attract consumers. Minimally processed vegetables are
those that undergo physical modifications, ie they have been peeled, chopped
and grated, among other processes, but kept fresh and metabolically active.
These products are sensitive to deterioration, and may be carriers of
microorganisms pathogenic to man. The objective of this study was to evaluate
the quality of the fungal microbiota in samples of cabbage, spinach and arugula
minimally processed and marketed in a supermarket in the city of Juiz de Fora -
MG. In the laboratory, under aseptic conditions, samples of each vegetable
were homogenized in 0.1% buffered peptone water and scattered with Drigalski
loop in Sabouraud Agar culture medium with chloramphenicol. After the
incubation period the grown fungi were used for the preparation of the slides in
microculture. After this period, the coverslip was carefully removed and placed
on a slide containing a drop of cotton blue. The characteristics of fungal
mycelium were observed under an optical microscope. It was concluded that
the vegetables analyzed, even if they were hygienized, were unfit for ready
consumption, suggesting inadequacy in the hygiene and conservation process
by the manufacturers and distributors, respectively. In view of the results found,
it is necessary to intensify the actions of the health and inspection agencies.

Keywords: Good manufacturing practices. Contamination of food. Food

handling. Food quality.
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