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| ANALESE _COMPARATIVA DE CONTAMINACAO POR ESCHERICHIA

COLI EM ALFACES=ORGANICAS E NAO-ORGANICAS

RESUMO

0 consumo de verduras tem um importante papel na alimentacdo da populacdo,
todavia também estd veiculado com a transmissdo de doencas infecciosas, pois a
dgua utilizada na irrigacdo pode estar contaminada e o solo pode abrigar diversos
microrganismos patogénicos. O presente estudo analisou amostras de alfaces
orgdnicas e ndo organicas para verificar a presenca de Escherichia coli usando
duas técnicas diferentes: método Colitag® se baseia na produgdo de fluorescéncia
sob luz ultravioleta através de enzimas cromogénicas que sao produzidas somente
por estes coliformes e outra técnica utilizada foi o plaqueamento através da
membrana filtrante no meio de cultura Agar M-Endo, que consiste em filtrar a
dgua de analise e reter as bactérias na membrana, para posterior introducdo na
placa de Petri em cultura Agar M-Endo. Outro objetivo do trabalho, foi testar a
eficiéncia da dgua sanitaria na higienizacdo das alfaces. Para a higienizacdo,
as amostras foram deixadas em solucdo de dgua sanitaria por 20 minutos.
Independentemente do método utilizado, em todas as amostras de alface sem
higienizacdo prévia foi constatada a presenca do coliforme Escherichia coli,
porém ap6s a higienizacdo todas as amostras se mostraram negativas para E. coli.
Este estudo reafirma a importancia da higienizacdo de folhas usadas na
alimentacdo, evitando assim infecgdes alimentares que podem ser potencialmente
graves.

Palavras-Chave: eschierichia coli; coliformes; higienizacdo; alface.
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ABSTRACT

The consumption of vegetables plays an important role in the population's diet,
however it is also linked to the transmission of infectious diseases, as the
water used for irrigation can be contaminated and the soil can house several
pathogenic microorganisms. In this study, organic and non-organic lettuces were
analyzed to check for the presence of Escherichia coli using two different
techniques: Colitag® method is based on the production of fluorescence under
ultraviolet 1ight through chromogenic enzymes that are produced only by these
coliforms and another The technique used was plating through the filtering
membrane in the M-Endo Agar culture medium, which consists of filtering the
analysis water and retaining the bacteria in the membrane, for Tater introduction
into the Petri dish in M-Endo Agar culture. Another objective of the work was
to test the efficiency of bleach in the cleaning of lettuces. For cleaning, as
they were Teft in a bleach solution for 20 minutes. Regardless of the method
used, the presence of the coliform Escherichia coli in all of them, such as
lettuce without prior hygiene, was found, however, after cleaning all
characteristics as being negative for the presence of E. coli. The present work
reaffirms the importance of cleaning the Tleaves used in food, thus avoiding
dietary changes that can be potentially serious.

Keywords: escherichia coli; coliforms; sanitation; Tettuce.
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0 consumo de verduras cruas desempenha importante papel na transmissdo de
viarias doencas infecciosas pela frequente prdtica de irrigacdo de hortas com dagua
contaminadas por material fecal ou mesmo adubadas com dejetos humanos. (TAKAYANAGUI et
al. 2000). As verduras que sdo geralmente ingeridas cruas fazem parte de uma vasta gama
de alimentos responsaveis pela transmissdo de doencas entéricas. (BONILHA; FALCAO,
1993). Avaliam-se entdo as condicbes higiénico-sanitarias precdrias através da alta
proporcdo de £.col7. (CARDOSO et al. 2001).

A agricultura organica é um meio alternativo definido como um sistema que
exclui o uso de pesticidas e agrotoxicos e seu sistema busca beneficios sociais como
autossustentacdo, reducdo da dependéncia de insumos e preservacdo do meio ambiente
através da otimizacdo do uso de recursos naturais. (SANTANA et al. 2006). Verifica-se
uma tendéncia cada vez maior do consumo de verduras organicas, produtos frescos e sem
veneno. (WUERGES et al. 2007). Porém a possibilidade de contaminacdo microbioldgica em
alimentos organicos é maiordevido ao tipo de adubacdo (uso de esterco animal e sem uso
de agrotoxicos). (ARBOS et al.2010).

A contaminacdo da hortalica é um fator limitante para sua comercializacao.
As CondicOes sanitdrias precdrias favorecem essa contaminacdo, 0S vegetais se tornam
veiculos de transmissdo de patdgenos. A contaminacdo pode ocorrer durante o plantio, na
comercializacdo e consumo desses vegetais (ABREU et al., 2010).

Observar a incidéncia de contaminacdo bacteriana em alimentos manipulados, tanto por
comerciantes quanto por clientes, é fundamental para evitar infeccdes alimentares. A
importancia dessa pesquisa é apontar, através dos resultados, a importancia de seguir
procedimentos de higiene para reduzir contaminacdoes em alimentos.

MATERIAL E METODOS

Foram selecionados 10 macos de alfaces, separados em 5 organicos e 5 ndo-
organicos em que foram retiradas amostras de folhas externas e internas de cada mago em
triplicata. Todas as andlises foram realizadas no Laboratério de Biologia da FAFIL no
Centro Universitdrio Fundacdo Santo André.

0 método Colitag® baseia-se na producdo R-galactosidase pelos coliformes.
Quando hd reproducdo de coliformes na solucdo contendo o reagente, a p-galactosidase
metaboliza o indicador de nutriente cromogénico 0-nitrofenil-g-D-galactopiranosideo
(ONPG) e o altera de incolor para amarelo. O coliforme £scherichia col7i utiliza a B-
galactosidase para metabolizar o substrato fluorogénico 4-metil-umbeliferil-g-D-
glucoronideo (MUG) e criar fluorescéncia. Estas enzimas sdo produzidas somente por estes
coliformes, proporcionando seguranca ao resultado.

As amostras de cada maco de alfaces (pequenos fragmentos), foram colocadas
em triplicata (folhas externas do lado direito e esquerdo e folhas internas do meio do
maco) em garrafas com 100ml de dgua destilada, ambas autoclavadas, e com o Colitad®.
Todas as amostras foram incubadas a 36-37°C, por 24 horas.

Ap6s a incubacdo, a amostra que apresentou coloracdo amarelo citrico foi
indicador da presenca de coliforme e ao apresentar coloracdao azul fluorescente em
exposicao de Tuz ultravioleta foi indicativo de presenca de £scherichia coli.

A técnica da membrana filtrante se baseia na filtracdo de volume adequado por
membrana de porosidade adequada, esses filtros possuem poros de tamanho suficientemente
pequeno para a retencao do microrganismo desejado. Dessa forma, as bactérias com
dimensdes maiores ficam retidas na superficie da membrana, que é transferida para uma
placa de Petri com o meio seletivo.

A membrana (Unifil, Brasil) utilizada tem porosidade de 0,45 pm (designada
para bactérias) e foi utilizado o meio de cultura Agar M-Endo (Merck, Alemanha).O

procedimento-seguiu-se por suecdo-a.vdcuo em kitasato contendo copo estéril e membrana.——
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“ter sido agitada com as amostras de alface. Apés a filtracdo,—retirou=se a membrana com
0 auxilio de uma pinca de inox e esta membrana foi colocada na superficie M-Endo. As
amostras foram incubadas a 36-37°C, por 24 horas. Ap06s a incubacdo as amostras que
apresentaram coldnias com brilho metalico confirmaram a presenca de coliformes.

Uma amostra de cada maco de alface passou pelo procedimento de higienizacdo
com agua sanitdria, onde foram imergidas em solucdo (diluicdo segundo o fabricante) por
20 minutos. Apds o procedimento de higienizacdo, as amostras foram submetidas ao teste
de membrana filtrante com meio de Cultura M Endo para observacdo de £. co/7 sobreviventes
a0 processo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das amostras testadas com o reagente Colitag® demonstraram a
presenca de £scherichia coli em 100% das amostras analisadas. Ndo havendo diferenca
entre as amostras de alface organicas e ndo-organicas, e as amostras (folhas das alfaces)
internas e externas também obtiveram os mesmos resultados.

Os resultados das amostras cultivadas no meio de cultura Agar M-Endo
demonstraram a presenca de coliformes, em 100% das amostras analisadas. Portanto, fica
constatado que ndo ha diferenca entre alface comum e alface organica, e as amostras de
folhas internas e externas também obtiveram os mesmos resultados, assim como nas
diferentes técnicas deteccdo de £. col7.

Ap6s higienizacdo com hipoclorito de sédio, toadas as amostras apresentaram
resultado negativo para £. col/7, reafirmando o potencial bactericida do agente
desinfetante.

Segundo Rodrigues et. al. (2011), qualquer alimento que o homem consome pode
estar contaminado por microrganismos, podendo ocasionar em seu consumidor, dependendo
do nivel de contaminacdo bacteriana, uma intoxicacdo ou infeccdo. 0s produtos frescos
eram considerados seguros, pois sao de consumo rapido, porém com a alta taxa de consumo
de hortalicas a preocupacdo referente a contaminacdo por microrganismos se tornou
acentuada devido a irrigacdo, plantio e manuseio de forma inadequada. (FARBER, 2000;
GOPAL et al., 2000).

Amostras de alface analisadas em Brasilia - DF, sendo amostras de alface
comum, amostras de alface hidropdnico e amostras de alface organico, apresentaram a
presenca de Sa/monella sp., indicando a falta de cuidados no processo do plantio até o
consumidor. (RODRIGUES, 2007). Também no Distrito Federal foram analisadas amostras de
alfaces organicas a fim de analisar a qualidade microbioldégica das alfaces e 97% das
amostras apresentavam coliformes fecais. (SILVA, 2005)

A eficiéncia do hipoclorito de sédio a 1%, que diminuiu a carga microbiana
nas amostras testadas, assim, as boas condic¢Bes de higiene proporcionam alimentos de
qualidade que podem evitar doencas alimentares (RODRIGUES et al 2011; MOREIRA et al,
2013). A Secretdria de Vigilancia do Ministério da Salde busca constantemente o
aperfeicoamento do controle sanitario, os critérios e padrdoes microbiolégicos para
alimentos é essencial para a prestacdo de servico de produtos alimenticios visando a
salde publica no Brasil. (BRASIL, 1998).

CONSIDERAGCOES FINAIS

0 objetivo desse trabalho foi comparar o nivel de contaminacdo por coliformes,
principalmente £scherichia coli, entre alfaces organicas e ndo organicas, além do teste
de higienizacdo de cada pé de alface. Dessa forma, foram realizadas duas técnicas
diferentes para a comprovacdo da existéncia de bactérias nas alfaces.

Independentemente do_método utilizado, em todas as amostras de alface sem _
hwgwenjzagao prévia foi constatada a=presenca do coliforme Escherichia coli, poiémf§968“*
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" a hi fenizacdo todas as anmst?5§“se~aijfaram negativas para E. coli. Estg, studo

_~rFeafirma a importancia da higienizacdo de foThas=usadas na alimentacao, evitando assim
1nfecgoes alimentares que podem ser potencialmente graves.

REFERENCIAS

ABREU, Ingergleice Machado de Oliveira et. al. Qualidade microbioldégica e produtiva de
alface sob adubacdo quimica e organica. Ciéncia e tecnologia de alimentos. Campinas,
v.30, n.1, p.108-118, maio 2010.

ARBOS, Kettelin Aparecida et. al. Seguranca alimentar de hortalicas organicas:
aspectos sanitdrios e nutricionais. Ciéncia e tecnologia de alimentos. Campinas, v.30,
n.1l, p.215-220, 2010.

BONILHA, Paulo Roberto Martins e FALCAO, Deise Pasetto. Ocorréncia de enteropatégenos
em alfaces e suas aguas de irrigacdo. Alimentacdo e Nutricdo. Sdao Paulo, v.5, p.87-97,
1994.

BRASIL. Ministério da Agricultura. Portaria n? 451 de 19 de setembro de 1997.
Regulamento técnico - Principios gerais para o estabelecimento de critérios e padroes
microbioldgicos para alimentos. Diario Oficial da Unido, Brasilia, 2/7/98, p.4-13,
1998.

CARDOSO, A. L. S. P. Pesquisa de coliformes totais e coliformes fecais analisados em
ovos comerciais no laboratério de patologia avicola de descalvado. Arquivo do
Instituto de Biologia. Sdo Paulo, v. 68, n. 1, p. 19-22, jan/jun, 2001.

FARBER, J. Microbiological issues surrounding the safety of fresh cut produce. In:
WORLD CONGRESS OF FOOD SCIENCE AND TECHNOLOGY, 10., 2000. Abstract Book.. Sydney,
Australia: Senado nacional, 2000. p. 11

GOPAL, A. et al.. Application of non-conventional disinfection techniques to extend
the shelf-1ife of minimally processed foods. In: WORLD CONGRESS OF FOOD SCIENCE AND
TECHNOLOGY, 10., 2000. Abstract Book.. Sydney, Australia: Senado nacional, 2000.

MOREIRA, Indcia dos Santos et. al. Eficiéncia de solucbes antimicrobiana na
desinfeccdo de alface tipo crespa comercializada em feira livre. Revista verde de
Agroecologia e Desenvolvimento Sustentavel. V.8, n.2, p.171-177, abr-jun, 2013.

RODRIGUES, C. S. Contaminacdo microbioldgica em alface e couve comercializadas no
varejo de Brasilia-DF. Brasilia. 2007. 29 f. Monografia (Graduacdo) - Universidade de
Brasilia, Brasilia, 2007.

RODRIGUES, Diandra Graciela ET. al. Avaliacdo de dois métodos de higienizacdo
alimentar. Revista Saude e Pesquisa. V. 4, n. 3, p. 341-350, 2011.

SANTANA, Ligia Regina R. de et. al. Qualidade fisica, microbiolégica e parasitolégica
de alfaces (Lactuca sativa) de diferentes sistemas de cultivo. Ciéncia e tecnologia de
alimentos. Campinas, v.26, n.2, p.264-269, abr.-jun. 2006.

SILVA, M.P., CAVALLI, D.R., OLIVEIRA, T.C.R.M. Avaliacdo do padrdo coliformes a 45°C e
comparacdo da eficiéncia das técnicas dos tubos multiplos e petrifilm EC na detectacdo
de coliformes totais e Escherichia coli em alimentos. Ciéncia, Tecnologia e
Alimentacdo. Campinas, v.26, n. 2, p. 352-359, abr.-jun. 2006.

SILVA, V. P. B. V. Andlise da conformacdo de qualidade da alface organica certificada
produzida no Distrito Federal. 2005. 164 f. Dissertacdo (Mestrado) - Universidade de
Brasilia, Brasilia, 2005.

// -_\w __/
Revista UNILUS Ensino e Pesquisa, v. 17, n. 49, out./dez. 2020;=ISSN-2318-2083 (eletrdonico) e-p. 101




Paulo, v.34, n.1, p.37 41, jan.-fev.,2001.

WUERGES, E. w., e SIMOM, A. A. Freiras-Livres como uma forma de popularizar a produgdo
e 0 consumo de hortifrutigranjeiros produzidos com base na Agroecologia. Revista
Brasileira de Agronomia. V.2, n.2, p. 567-570, out. 2007.




