AVALIACAO MICROBIOLOGICA E PARASITOLOGICA DE ALFACES
(Lactuca sativa L) COMERCIALIZADAS EM FEIRAS LIVRES NO
MUNICIPIO DE SOBRAL - CE

Maria Gleiciane Soares COUTINHOY
Chayanna da Silva FERREIRA?

Andréa Maria NEVES®

Francisca Rosilane Lucas ALVES*
Francisco Fabio Pereira de SOUZA®

Raquel Oliveira dos Santos FONTENELLE®

“®Universidade Estadual Vale do Acarali
Autora correspondente:gleycy-soaresl@hotmail.com

Recebido em: 23/04/2015 - Aprovado em: 25/08/2015 - Disponibilizado em: 30/10/2015

RESUMO

A alface (Lactuca sativa L), pertencente a familia Asteraceae, é a hortalica folhosa mais consumida no Brasil. Esta
possui baixo valor calérico e alto valor nutritivo por isso é empregada em diversos tipos de dietas. Para manter suas
propriedades deve ser consumida in natura, sendo um importante veiculo de contaminagdo. O presente trabalho teve
como objetivo avaliar a qualidade microbioldgica e parasitologica de alfaces (Lactuca satival) comercializadas em
feiras livres do municipio de Sobral — CE. Foram coletadas quatro amostras de alface da variedade crespa em trés feiras
livres distintas, perfazendo um total de doze amostras. As analises foram realizadas no Laboratério de Microbiologia da
Universidade Estadual Vale do Acarad. A andlise microbiolégica foi realizada pela determina¢do do Numero Mais
Provavel (NMP) de Coliformes totais e termotolerantes através do método de fermentagdo em tubos maltiplos, sendo
utilizada para a contagem padrdo em placas a técnica do Pour Plate e teste do ImVic para identificacdo de espécies da
familia Enterobactericeae. A metodologia empregada para andlise parasitolégica foi a lavagem seguida de sedimentacéo
e centrifugacdo. Das amostras analisadas 100% apresentaram indices de Coliformes termotolerantes acima do permitido
pela legislacdo, sendo identificadas dez espécies de bactérias da familia Enterobactericeae. Em 91% das amostras da
anélise parasitoldgica observou-se presenca de parasitas, tais como, Ascaris sp. e Entamoeba sp. Considerando 0s
resultados, evidencia-se baixa qualidade higiénico-sanitaria, sendo necessaria & atengdo dos produtores e consumidores
a correta higienizacéo, a fim de diminuir a transmissdo de certas doencas veiculadas por alimentos contaminados.
PALAVRAS CHAVE: Ascaris sp. coliformes.Escherichia coli. Enterobacteriaceae. higiénico-sanitaria.

ABSTRACT

The lettuce (Lactuca sativa L) belonging to the family Asteraceae, is a leafy vegetable most consumed in Brazil. This
has low calorie and high nutritional value so it is used in various types of diets. To maintain their properties must be
consumed fresh, is an important vehicle of contamination. This study aimed to evaluate the microbiological and
parasitological quality of lettuce (Lactuca sativa L) sold in fairs free of the city of Sobral - CE. Four lettuce samples of
curly variety were collected in three different fairs, making a total of twelve samples. The analysis were performed at
the Microbiology Laboratory of the State University Valley Acaral. Microbiological analysis was performed by
determining the Most Probable Number (MPN) of total coliforms and thermotolerant through the fermentation method
in multiple tube and is used for the standard plate count Technique Pour Plate and ImVic test for species identification
Enterobactericeae family. The methodology used for parasitological analysis was then to wash sedimentation and
centrifugation. 100% of the analyzed samples showed fecal coliform levels above those permitted by law, identified ten
species of bacteria Enterobactericeae family. 91% of the parasitological analysis of samples was observed the presence
of parasites such as Ascaris sp. and Entamoeba sp. Considering the results, it is evident low sanitary conditions, being
necessary to the attention of producers and consumers proper hygiene in order to reduce the transmission of certain
diseases transmitted by contaminated food.

KEYWORDS: Ascaris sp. coliforms.Escherichia coli.Enterobactericeae. low sanitary.
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1 INTRODUCAO

A alface (Lactuca  satival),
pertencente a familia Asteraceae, € a hortalica

folhosa mais consumida no Brasil. Por possuir

alto valor nutritivo, baixo valor calérico eser
importante fonte de vitaminas e sais minerais
é empregada tipos de
dietas(FERNANDES et 2002;
NASCIMENTO et al., 2005). No entanto para
manter suaspropriedades deve ser consumida
in natura (MAISTRO, 2001).

O consumo de

em diversos

al.,

alimentos  crus
representa alto risco a salude humana, pois a
presenca de agentes infecciosos de origem
fecal pode torna-se um vinculo transmissor de
doencas (PERES  JUNIOR,;
GONTNO; SILVA, 2012). A ocorréncia de
de

fornecer

diversas

micro-organismos origem fecal em

alimentos  podem informacdes

relacionadas a provavel presenca de
patdgenos, sobre a deterioracdo potencial do
alimento, além de indicar condicdes sanitarias
inadequadas  (FRANCO; LANDGRAF,
2008).

A contaminacdo de alfaces pode
sendo as
de

contaminada por fezes de origem humana, por

ocorrer de diversas formas,

principais, pela utilizacdo agua
falta de higiene no momento da manipulagao
dos alimentos ou pela contaminagdo do solo
por uso de adubo orgénico com dejetos fecais

(SANTANA et al.,, 2006). Outros fatores
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também  podem  estar  relacionadosa
contaminagdo dessas hortaligas, tais como,
més condicbes de cultivo, colheita,
armazenamento,
acondicionamento(COSTANTIN; GELATTI,
DOS SANTQOS, 2013).

Segundo Xavier (2009), os alimentos

transporte €

comercializados em feiras livres apresentam
alto grau de contaminacdo por ficarem
expostos ao ar livre, estando susceptiveis a
sofrer alteragcdes bioldgicas, devido as agdes
dos diferentes organismos atuando sobre
do

ou

eles,por  causa pouco  controle

da
inadequada. Também podem estar expostas a

bromatoldgico manipulacédo
contaminagdo por micro-organismos e insetos
devido a polui¢édo urbana.

O monitoramento a contaminagéo
parasitoldgica e microbioldgica em hortalicas
e manipuladores de alimentos nesses locais,
tornaria possivel um sistema preventivo e
dindmico para a qualidade das hortalicas
consumidas pela populacdo, fornecendo dados
sobre as condi¢bes higiénico-sanitarias desses
produtos para a Saude Publica e Vigilancia
Sanitéria (SILVA; SILVA; SILVA, 2010).

Diante disso, o objetivo deste trabalho
foi analisar a qualidade microbiolégica e
parasitologica de alfaces (Lactuca sativa L)
comercializadas em feiras livres no municipio
de Sobral — CE.
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2 MATERIAL E METODO

2.1 Andlise microbioldgica

Foram coletados dois pés de alface da
variedade crespa, em trés feiras livres do
municipio de Sobral - CE, entre marco de
2014 a margo de 2015, sendo realizadas
quatro coletas em cada estabelecimento,
perfazendo um total de doze amostras. As
hortalicas foram acondicionadas em sacos
plasticos e encaminhadas ao Laboratorio de
Microbiologia da Universidade Estadual Vale
do Acarad, onde se realizaram as anélises.

Pesou-se 25 g de alface as quais
homogeneizadas com 225 mL de solugdo
salina (0,85%) estéril, sendo esta a diluicdo
10", em seguida 1 mL desta diluicdo foi
dissolvida em 9 mL de solucdo salina,
constituindo a diluicdo 107, procedendo
assim até a diluicdo 10>, Este procedimento
foi feito em todas as amostras obtidas durante
as analises microbioldgicas.

O Numero Mais Provavel (NMP) de
(CT) e
(CTT) foi
através da técnica dos tubos maultiplos
(BLODGETT, 2003). O teste foi realizado em

trés etapas distintas: prova presuntiva, prova

Coliformes Totais Coliformes

Termotolerantes determinado

para determinacdo de coliformes totais e
termotolerantes e prova bioquimica (FENG,;
WEAGENT; GRANTE, 2002).

Para o teste presuntivo utilizou-se o
Caldo Lactosado com tubos de durhan

invertidos, sendo utilizadas trés dilui¢bes das
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amostras com repeti¢cdes de cinco tubos para
cada diluicdo. Na primeira série de tubos,
foram inoculados 1 mL da diluicdo 10™ em 10
mL de Caldo Lactosado. A segunda série de
cinco tubos foi inoculada com 1 mL da
diluicdo 10 e a terceira série com 1 mL da
diluicdo 103, Em seguida, os tubos foram
incubados em estufa bacterioldgica a 35° por
48 horas. Foram considerados positivos 0s
tubos de Caldo Lactosado que apresentaram
producdo de gas com formacdo de bolhas no
durhan e turvacdo do meio (JAKABI;
FRANCO, 1991).

Para a identificacdo de Coliformes
Totais foram retiradas aliquotas dos tubos
positivos de lactosado e inoculados em Caldo
Bile Verde Brilhante (BVB) que foram
incubados em estufa a 35°C por 48 horas. A
quantificacdo de Coliformes Termotolerantes
foi feita retirando-se aliquotas com auxilio de
uma alca de niquel cromo dos tubos de
lactosado positivos e inoculando-se em tubos
com Caldo Escherichia coli (EC) e tubos de
durham invertidos e posterior incubacdo em
banho-maria a 45°C por 48 horas.

Para isolamento e identificacdo de E.
coli, foram retiradas aliquotas dos tubos
positivos de EC e semeados com alca de
niquel cromo em placas contendo meio Eosin
Methylene Blue Agar (EMB) e incubados em
estufa a 35°C por 24 horas. As colonias com
caracteristicas positivas para E. coli, de
coloracgéo verde brilhante, foram isoladas em
Tryptic Soy Agar (TSA) e identificados
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atraves do teste do ImVic (KONEMAM et al.,
2008).

Procedeu-se também a contagem
padrdo em placas utilizada para quantificar as
bactérias aerdbias mesofilas, esta foi feita
através da técnica do “Pour Plate”, no qual,
foram retiradas 1 mL de cada uma das 3
diluicBes das amostras e adicionadas a 15 mL
de Plate Count Agar (PCA). O indculo foi
misturado ao meio de cultura movimentando
suavemente as placas numa superficie plana,
com movimentos em forma de oito. Apds a
completa solidificacdo do meio de cultura as
placas foram incubadas em estufa a 35°C, por
24 horas. O procedimento foi realizado em
duplicata para todas as diluicBes (SILVA;
JUNQUEIRA; SILVEIRA, 2001).

2.2 Anélise parasitoldgica

A metodologia utilizada para anélise
parasitoldgica nas alfaces foi a lavagem
seguida de sedimentacdo e centrifugacao.
Quando se pesou 50 g alface separando as
folhas e descartando aquelas que estavam
deterioradas, bem como o talo. As folhas, ja
pesadas, foram mergulhadas em bandeja
contendo solucdo de detergente neutro (5 mL
de detergente diluido em 1 litros de solugéo
fisiologica a 0,9%). Com o auxilio de um
pincel (n°® 18), as folhas foram lavadas de
acordo com a técnica descrita por Oliveira e

Germano (1992) e depois descartadas.

301

O liquido obtido foi filtrado em gaze
de oito dobras e recolhido em um cone Imhoff
onde foi deixado por 24 horas para a
sedimentacdo. Finalizado este processo, 0
liquido sobrenadante foi desprezado e os 10
mL finais foram centrifugados a 2.500 rpm
(velocidade de centrifugagcdo em rotacdes por
minuto) durante cinco minutos,
posteriormente, o liquido sobrenadante foi
descartando e com o auxilio de uma pipeta,
uma gota do sedimento resultante foi
colocada em uma lamina para microscopia,
corado com lugol e analisado ao microscopio
Optico com a utilizacdo das objetivas nos

aumentos de 10X e 40X.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os
analisadas para coliformes totais variaram de
3,1x10°NMP/g a >1,6x10° NMP/g com média
de 9,9x10* NMP/g,
termotolerantes  apresentou
de8,2x10* NMP/g variando de 3,1x10° NMP/g
a 2,2x10° NMP/g (Tabela 1).

Teixeira et al. (2013) em trabalho

resultados obtidos dasamostras

para  coliformes

valor médio

realizado com hortalicas comercializadas na
cidade de Juazeiro do Norte — CE, demostrou

que todas as amostras analisadas

apresentaram indices de contaminagdo iguais
ou superiores a 2,8x10 NMP/g, resultados
inferiores ao encontrado

no presente

trabalho.Diferentemente dos resultados

obtidos por Bobco et al. (2011) em estudos
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que avaliaram as condicdes higiénicas de
alfaces comercializadas na cidade de Erechim
— RS, onde observou-se que todas as alfaces
analisadas apresentam padrdes aceitaveis para
0 consumo humano em relacdo a coliformes

termotolerantes.

Tabela 1 - NOmero Mais Provavel (NMP) de
coliformes totais (CT), coliformes termotolerantes
(CTT), contagem de bactérias aerobias mesofilas em
alfaces comercializadas em feiras livres no municipio
de Sobral - CE.

AMOSTRAS  NMP/g NMP/g  Bactérias
Ponto A de CT* de mesofilas
CTT** (UFC/g)
1 3,5x10* 3,5x10* 4,5x10"
2 >1,6x10°  1,6x10° 3,0x10°
3 >1,6x10°  2,2x10° 2,3x10°
4 5,8x10° 5,8x10° 7,7x10°
Ponto B
1 2,4x10* 7,9x10° 1,4x10°
2 3,1x10° 3,1x10° 2,4x10°
3 >1,6x10°  >1,6x10° 2,1x10°
4 >1,6x10°  4,3x10* 6,1x10°
Ponto C
1 4,8x10° 2,8x10* 6,8x10*
2 >1,6x10°  >1,6x10° 3,5x10°
3 >1,6x10°  4,7x10° 1,9x10°
4 >1,6x10°  >1,6x10° 7,6x10°
X 9,9x10* 8,2x10* 3,2x10°

Fonte: O autor, 2015.
UFC: Unidades Formadoras de Colonias*CT- Coliformes

Totais **CTT- Coliformes Termotolerantes

A Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéaria do Ministério da Satde (ANVISA),
de 2 de Janeiro de 2001, na Resolugédo RDC

n°12, estabelece para hortalicas frescas,

refrigeradas ou congeladas, o limite de
tolerancia do NMP de  Coliformes
Termotolerantes de no maximo 1x10?

NMP/g(BRASIL, 2001). De acordo com esses
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padrdes microbioldgicos sanitarios para
alimentos destinados ao consumo humano, as
alfaces analisadas estdo impréprias para o
consumo, sendo constatada inclusive a
presenca de Escherichia coli, indicando que
houve contaminagdo de origem fecal.

Como mostra a tabela 1 os micro-
organismos aerobios mesofilos  tiveram
variagdo de, 4,5x10* UFC/g a 7,7x10° UFC/g
com média 3,2x10°> UFC/g, demonstrado que
de

contaminacdo.Resultados semelhantes foram

as alfaces estdo com alto grau
observados no trabalho realizado na cidade de
Uberlandia, avaliando a qualidade higiénica
sanitaria de alfacescomercializadas em feiras
livres, que apresentaram elevada
contaminacdo de micro-organismos aerobios
mesofilos, com ndmeros superiores a 10°
UFC/g, indicando possivel presenca de micro-
organismos patdgenos, resultante da falta, ou
falha de higiene na obtencdo e manuseio do
produto (FRANCA:; BONNAS; SILVA,
2014).

Das doze amostras analisadas foram

isoladas 80 cepas, todas da familia
Enterobacteriaceae. A familia
Enterobacteriaceae  é uma das mais

importantes familias bacterianas, compreende
0 ser vivo mais conhecido a Escherichia coli,
pertencente & microbiota intestinal, tanto de
seres humanos quanto de animais de sangue
quente, constituem a principal causa de
infeccdo intestinal em muitos paises (KAPER,;

NATARO; MOBLEY, 2004).
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Segundo Tortora, Funk e Case (2012)
a presenca de Escherichia coli na 4gua e nos
alimentos é uma indicacdo de contaminagdo
fecal. Portanto pode-se afirmar que, em algum
momento seja na producdo, transporte,
armazenamento ou manipulacdo das alfaces,
houve contato com fezes de origem humana
e/ou animal.

Como mostra a Figura 1, das 80 cepas
isoladas 30% foram Klebsiella pneumoniae,
10%

Enterobactersp., também foi constatada a

Providencia alcalifaciens e
presenca de Escherichia coli. Os géneros
Enterobacter e Klebsiella sdo frequentemente
utilizados como indicadores das condigdes
sanitarias e do controle da qualidade de agua e
alimentos (SOUZA, 2006).
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Figura 1 - Distribuicdo das cepas da familia
Enterobacteriaceae identificadas nas amostras de
alfaces comercializadas em feiras livres no municipio
de Sobral - CE.

B Serratia sp.

m Klebsiella
pneumoniae

Escherichia
coli

H Proteus
mirabilis

2%
9%

7%

10%

® Enterobacter
sp.
Proteus
vulgaris

8%
3%

6%

8%

10% Serratia

marcescens

7%

Serratia
liquefaciens

Hafnia alvei

Citrobacter
frendii

Fonte: O autor, 2015.

Na andlise parasitologica foi possivel
observar que 91% das amostras apresentaram
contaminagdo por parasitas e alto grau de
sujidades, mostrando que ha falhas na
higienizacdo das mesmas no momento da
colheita, do armazenamento e no ambiente de
venda. Em apenas 41% das amostras houve
contaminagdo mista, contendo dois ou mais
parasitas diferentes (Tabela 2).

Resultados obtidos por Ramos et
al.(2014)nas de

comercializadas em Umuarama - PR o indice

amostras alface
de contaminacéo por parasitos foi baixo, visto
que apenas 7,5% das amostras estavam
contaminadas, valores muito inferiores ao

encontrado no atual estudo.

Revista da Universidade Vale do Rio Verde, Trés Coragdes, v. 13, n. 2, p. 388-397, 2015



Tabela 2 - Prevaléncia de parasitas em alfaces
comercializadas em feiras livres no municipio de
Sobral — CE.

AMOSTRAS PARASITOS
Ponto A Ponto B Ponto C
1 Entamoeba sp. Entamoeba  Lavras de
Lavras de sp. nematoides
nemotoides Ascaris sp.

Giardia lamblia

Ascaris sp.

2 Ascaris sp. Ascaris sp.  Lavras de
nematoides
Ascaris sp.
3 Larvasde -----m-m-e-- Larvas de
nematoides nematoides
4 Amebas Lavras de  Ascaris sp.

Ascaris sp. nematoides

Lavras de Ascaris sp.

nematoides

Fonte:O autor, 2015.

Observa-se na figura 2 que oS
parasitas mais frequentemente encontrados
foram os Ascaris sp. presente em 67% das
amostras, seguido de larvas de nematoide
observado em 50%, pode-se também observar
em 17% das a amostras presenca de
Entamoeba sp. Os parasitas menos
prevalentes foram Giardia lamblia e Ameba.
Segundo Neves et al. (2005) a contaminagéo
de vegetais frescos por Giardia lamblia,
Entamoeba histolytica, e Ascaris sp.
geralmente ocorre antes da colheita,
usualmente como resultado da é&gua de
irrigacdo contaminada e praticas de higiene

insuficientes.

Figura 2 — Percentual de parasitas observado em
amostra de alfaces comercializadas em feiras livres no
municipio de Sobral — CE

80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Percentual de parasitas

Parasitas

Fonte: O autor, 2015.
Em estudo realizado por Santos (2012)

para deteccdo de estruturas de enteroparasitas
em amostras de alfaces comercializadas em
Campina Grande, foipossivel observar
presenca de Entamoeba sp., larvas de
nematoide, Giardia sp. e Ascaris sp. valores
semelhantes aos apresentados nesse trabalho,
evidenciando a frequente presenca desses
parasitas em hortalicas, sendo necessario
maior atencdo a correta higienizacdo antes do
consumo.

A Agéncia Nacional da Vigilancia
Sanitaria, na Resolucdo da Comisséo
Nacional de Normas e Padrdes para
Alimentos — CNNPA (BRASIL, 1978),
regulamenta que as hortalicas devem estar
ausentes de sujidades, parasitas e larvas.
Neste contexto, as hortalicas pesquisadas
estdo em desacordo com essa norma, ou seja,
em condigdes higiénicas sanitarias irregulares

para 0 consumo.
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4 CONCLUSAO

Conclui-se que as alfaces
comercializadas em feiras livres no municipio
de Sobral apresentam uma baixa qualidade
higiénico-sanitaria, que se deve ao ndo
cumprimento das exigéncias no que diz
respeito as boas praticas de higiene e

manipulacdo de alimentos. Foi detectada
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