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RESUMO

A avaliagdo das condig¢des higiénico-sanitarias em estabelecimentos é fundamental para a adogao
de medidas corretivas que garantam ao consumidor a ndo exposigdo a DTA ou infecgdes
causadas por agentes biologicos. Foram elaborados Instrumentos de Coleta de Dados (ICDs),
para avaliar as condigbes higiénico-sanitarias de 11 lanchonetes que comercializavam sanduiches
contendo folhas de alface. Foram utilizadas as metodologias da APHA, ICMSF, AOAC e IAL para
as analises microbiolégicas e parasitarias. Foram encontrados os seguintes resultados de
classificacdo das lanchonetes de acordo com os ICDs, com valor bom 9,1%; com valor regular
27,3% e 63,7% com valor deficiente. As analises microbiolégicas foram realizadas na alface antes
e depois da lavagem, maos dos manipuladores especificos e agua de lavagem das alfaces. As
amostras de alface antes da lavagem (AL) para as analises microbioldgicas de bactérias aerobias
mesofilas; de bolores e leveduras e de coliformes a 45° C (E. coli), ndo apresentaram diferenga
estatisticamente significativa no nivel de 5% (P> 0,05). As amostras de alface depois da lavagem
(DL) para as analises microbiolégicas de bactérias aerébias mesofilas; de bolores e leveduras e de
coliformes a 35° C (coliformes totais), ndo apresentaram diferenga estatisticamente significativa no
nivel de 5% (P> 0,05). Na comparagao das amostras AL e DL, a redugéo foi de 10° UFC/g para as
bactérias aerdbias mesdfilas. Para a analise de contagem de bolores e leveduras manteve o
mesmo nivel de contaminagdo e na contagem de coliformes a 45° C (E. col) ndo obteve uma
reducdo de contaminagdo nas lanchonetes L6, L10 e L11, enquanto que nas demais obtiveram
reducdo de até 10° UFC/g. Na andlise de contagem de coliformes a 45° C (E. coli) para DL foi
constatado diferenga estatisticamente significativa no nivel de 5% (P < 0,05); porém, com a analise
das médias no teste de Tukey, as médias ndo diferiram entre si. Para as maos dos manipuladores
foi verificada contaminagdo por Staphylococcus aureus o que indica que ndo existia uma
adequada técnica de higienizagdo por parte destes operadores, ou que os procedimentos de
higienizagdo eram inadequados. A agua de lavagem das amostras de alface apresentou
resultados aceitaveis pelo método da AOAC n° 991.15, para as lanchonetes L1; L2; L3; L4; L5 e
L8. Para as andlises parasitarias foi verificado que as amostras da alface AL ndo estavam
contaminadas 27% das lanchonetes com parasitas (ovos e larvas); enquanto que para as DL
foram encontrados 82%. Das lanchonetes contaminadas na maioria prevaleceu a identificagao do
parasita Ascaris lumbricoides. Na maioria das alfaces comercializadas nos sanduiches pode-se
considerar que existe a presenga de microrganismos que poderdo ser prejudiciais a saude do
consumidor.

Palavras-chave: alface, avaliagao, microbiologia, parasitologia, lanchonete.
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ABSTRACT

MICROBIOLOGICAL AND PARASITOLOGICAL EVALUATION OF THE LETTUCE (Lactuca sativa
L. cv VERONICA) AS INDICATOR OF THE HYGIENIC-SANITARY CONDITIONS IN SNACK
BARS. The evaluation of the hygienic-sanitary conditions in food establishments is fundamental for
the adoption of measures correctives that they not guarantee to the consumer the toxinfections
exhibition caused by biological agents. Data Collection Instruments (DCls) were elaborated to
evaluate the hygienic-sanitary conditions of 11 snack bars that marketed several sandwiches
contends lettuce. The methodologies of APHA, ICMSF, AOAC and IAL were used for the analyses
microbiological and parasitic. They were found the following results of classification of the snack
bars in agreement with DCls, with good value 9.1%; with value regular 27.3% and 63.7% with
faulty value. The microbiological analyses were accomplished before and after the wash in the
lettuce, the specific manipulators' hands and water of wash of the lettuces. The lettuce samples
before the wash (AL) for the microbiological analyses of aerobic mesophilic plate count; of yeast
and molds and of coliforms at 45° C (E. coli), they didn't present significant difference in the level at
the 5% (P> 0,05). The lettuce samples after the wash (DL) for the microbiological analyses of
aerobic mesophilic plate count; of yeast and molds and of coliforms at 35° C (total coliforms); they
didn't present significant difference in the level at the 5% (P> 0,05). In the comparison of the
samples AL and DL, the reduction went by 2 log CFU/g for the aerobic mesophilic plate count. For
the analysis of yeast and molds count maintained the same level of contamination and in the
coliforms at 45° C count (E. coli) didn't obtain a reduction of contamination in the snack bars L6,
L10 and L11, while in the others obtained reduction of up to 2 log CFU/g. In the analysis of
coliforms at 45° C (E. coli) significant difference was verified in the level at the 5% (P < 0,05). For
the manipulators' hands they obtained contamination for Staphylococcus aureus; coliforms at 35° C
and coliforms at 45° C), what indicates that an appropriate sanitization technique doesn't exist on
the part of these operators, or that they are inadequate. The water of wash of the lettuce samples
presented results below the limit for the method AOAC n°991.15, to the snack bars L1; L2; L3; L4;
L5 and L8. For the parasitic analyses was verified that the samples of the lettuce AL was not
polluted 27% of the snack bars with parasites (eggs and larvae); while for the lettuce DL 82% were
found. The lettuces in most were marketed in the sandwiches with the microrganisms presence
that they can be harmful to the consumer's health.

Keywords: lettuce, microbiology, evaluation, parasitic, snack bars.
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1 INTRODUCAO

A ciéncia e a tecnologia referentes a alimentagdo vém ganhando terreno
em todos os aspectos relacionados a esta area. A eficiéncia € medida em termos
de economia de tempo, de energia, de esforco, de material gasto, aliada a
seguranga sanitaria dos produtos alimenticios, das embalagens e dos utensilios.
A agenda de atividades dos individuos ndo prevé tempo para almogo, e sim
pequeno intervalo para mastigar um sanduiche e tomar um copo de leite, ou de
refrigerante, ou ainda de suco natural, o que aumentou o consumo de
preparacoes ligeiras, snacking, em lugar de refeicdes completas (ORNELLAS,
2000).

Mudangas no comportamento do consumidor colaboraram para crescente
surgimento de comércio de refeigdes e trouxe uma preocupag¢ao a mais para 0s
profissionais responsaveis pela vigilancia sanitaria: garantir a qualidade higiénico-
sanitdria destas refeicbes. A maioria dos proprietarios leigos tem pouca
preocupagdo em implementar sistemas de controle que assegure um padrdo de
qualidade aos alimentos oferecidos nestes estabelecimentos (VERGARA;
REVUELTA ; MAJEM, 2000).

Entre os habitos alimentares da populagédo, € comum a substituicdo de uma
refeicdo por um lanche rapido, em funcao da pouca disponibilidade de tempo para
0 preparo das refeicbes e 0 seu consumo ou mesmo na conciliagcdo com jornadas
de trabalho. Os consumidores desse tipo de refeicdo preocupam-se mais com a
conveniéncia, praticidade, custo e sabor das preparacbes, muitas vezes em
detrimento da qualidade sanitaria do que estdo ingerindo (CATAZONI,
MORELHAO; UIRCIC, 1999).

Doencas transmitidas por alimentos (DTAs) sdo originadas pela ingestao
de alimentos e/ou agua contaminada por microrganismos, toxinas e/ou agentes
quimicos ou fisicos. As DTAs tém sido alvos de inUmeras publicagdes cientificas
nos ultimos anos. Entre os inimeros fatores implicados nesta questdo esta o

incremento da concentracdo urbana inerente ao modelo de desenvolvimento



trilhado pelo pais nas ultimas décadas. O crescimento territorial das cidades com
consequente distanciamento dos locais de residéncia dos locais de trabalho e
ainda a incorporagéao da mulher ao mercado formal de trabalho, tém determinado
crescente aumento da demanda por servigos de alimentagéo coletiva acarretando
alteracdes nos habitos alimentares (FORSYTHE, 2002; JAY, 2005; LIMA, 2006;
JANEWAY et al., 2007).

Segundo TOMMASI (2002), a maioria das DTAs deve-se a manipulacao
inadequada. Dentre as causas mais comuns encontram-se: higiene pessoal
deficiente, em que um alimento tocado com as maos esta sujeito a uma
contaminacgao bacteriana proporcional ao grau de saude fisica e higiene pessoal
daquele que o prepara e ao grau de limpeza das instalacbes onde sédo preparados
os alimentos; contaminagcdo cruzada pode ocorrer entre a matéria-prima
contaminada (carnes, aves, ovos e hortalicas) e os alimentos cozidos ou
desinfetados. Esta contaminacdo também pode ocorrer através do cozimento
inadequado de alimentos previamente contaminados (SILVA, 2000) e por limpeza
insatisfatéria dos equipamentos e utensilios, realizada antes e apds utilizagao.
Neste caso os alimentos sdo contaminados mediante contato com utensilios e
superficies de equipamentos insuficientemente higienizados. Microrganismos
patogénicos podem estar presentes em particulas de alimentos ou na agua sobre

utensilios e equipamentos lavados inadequadamente.

Sanduiches  preparados, que contenham  hortalicas folhosas
acompanhadas de outros vegetais ou ndo, tém comumente sido associados a
surtos de toxinfeccbes alimentares. Esse fato decorre principalmente da forma de
preparo dessas folhas que envolvem intensa manipulacédo e técnicas incorretas
de higienizacdo. Assim, o manuseio incorreto dessas folhas de consumo in
natura, tem sido associado a veiculagéo de bactérias patogénicas relevantes para
a saude publica, tais como Salmonella sp; Coliformes a 35°C e 45°C (indicadores
de condi¢des de higiene inadequadas para consumo) bem como, a presenga de
bolores e leveduras e protozoarios (SGARBIERI, 1987; NASCIMENTO;
CATANOZI, 20083).



Considerando a alface (Lactuca sativa L.) cultivar Verdnica caracterizar-se
como alimento de consumo in natura, a qualidade higiénico-sanitaria nas etapas
de processamento desta hortalica podera refletir alteracdes higiénico-sanitérias; o
que torna esse alimento uma fonte de risco aos comensais que incorporaram o
consumo freqlente de sanduiche decorrente das mudangas de habitos
alimentares.

1.1 Objetivo Geral

O objetivo desta pesquisa é desenvolver e validar metodologia para
verificagdo das boas praticas em lanchonetes empregando como indicadores a

alface, manipuladores e Instrumentos de Coleta de Dados (ICDs).

1.2 Objetivos Especificos

e Adaptar os ICDs para possibilitar a classificacdo dos estabelecimentos

segundo a condicao higiénico-sanitaria;

e Avaliar as contaminagdes microbiolégicas das maos dos manipuladores;

e Avaliar os aspectos higiénico-sanitarios dos locais (lanchonetes) de
processamento de alface (Lactuca sativa L.) cultivar verénica para consumo in

natura pela aplicacao dos ICDs e andlise da agua;

e Avaliar as condicdes microbiologicas da alface (Lactuca sativa L.) cultivar
Ver6nica para consumo em sanduiches, mediante analises de:
a. Contaminacao por bactérias mesdfilas;
b. Contaminagéo por bolores e leveduras;
c. Contaminacgéo por coliformes a 35°;
d. Contaminacao por coliformes a 45¢;
e. Compararagéo de tratamentos apés lavagem.



Correlacionar os aspectos relacionados pelos ICDs aos aspectos
microbiol6gicos medidos, validando a metodologia;

Avaliar caracteristicas parasitolégicas da alface (Lactuca sativa L.) cultivar

Verbnica para consumo em sanduiches.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Segurancga Alimentar

A questao alimentar é um dos mais graves problemas do mundo. Apesar
do aumento na producgéo de alimentos, principalmente a partir da década de 70,
grande parte da humanidade ainda vive em situacdo de inseguranca alimentar
(SILVA; ALBANEZ; SILVA, 20083).

No Brasil, devido a sua extensdo e diferenca climatica entre as varias
regides, a produgado de alimentos € uma das maiores do mundo em termos de
volume. E com esta producdo existem muitos fatores que sao prejudiciais ao meio
ambiente, causando danos, muitas vezes, impossiveis de ser recuperados. Entre
estes, podem-se citar a pouca fertilidade da terra, erosdo acelerada,
assoreamento de cursos d’agua, contaminacdo das aguas e do ambiente por
agroquimicos e fertilizantes, extincdo de plantas e animais silvestres e
principalmente envenenamento de alimentos (SILVA; ALBANEZ; SILVA, 2003).

A OMS em diversas publicagdes reconhece a importancia da educacao e
do treinamento para a capacitagao de recursos humanos na area de alimentos. O
consumidor esta mais exigente e conhecedor de seus direitos, demonstrando
interesse na qualidade dos alimentos que ingere, reconhecendo a importancia da
seguranca alimentar (GERMANO, 2003).

O termo seguranca alimentar é utilizado como tradugao de dois termos da
lingua inglesa: food security e food safety. O termo food security refere-se ao
abastecimento e a garantia de que todas as pessoas tenham acesso fisico e
econdmico a uma alimentagao nutritiva, segura e em quantidade suficiente (FAO,
2006). O termo food security envolve o termo food safety, que significa garantia
do consumo alimentar seguro no ambito da saude coletiva, ou seja, de produtos
livres de contaminantes de natureza bioldgica, quimica e fisica (SPERS e
KASSOU, 1996).



Segundo a OMS (2002), os fatores que mais contribuem para a presenga
de microrganismos em um alimento sdo a contaminagdo, a multiplicacdo e a
sobrevivéncia dos mesmos. Os surtos ocorrem quando alguns desses fatores nao
foram controlados. Uma manipulagdo higiénica tem como objetivo controlar a
presenca de agentes patogénicos nos alimentos. Os erros mais comuns na
manipulacdo de alimentos que propiciam episodios de doencgas transmitidas por
alimentos (DTAs) s&o: cozimento ou reaquecimento insuficientes para reduzir ou
eliminar os agentes patogénicos; preparo de alimentos varias horas antes do
consumo, e armazenamento em temperaturas que favorecem a multiplicacao de
bactérias patogénicas ou a formacao de toxinas e falta de higiene pessoal do

manipulador do alimento, causando a contaminagao cruzada.

Segundo TAUXE (2002), perigo € definido como um agente bioldgico,
quimico ou fisico em um alimento, ou a prépria condicdo de um alimento, com o
potencial de causar um efeito adverso a saude, com propriedade que confere ao
alimento possibilidade de causar dano a saude, além do risco como sendo a
probabilidade de ocorréncia de um perigo.

No CODEX ALIMENTARIUS (2004), o contexto da analise de risco
consiste em trés atividades interligadas: avaliacao de risco; administragéo de risco

e comunicacgao do risco em relacdo a seguranca do alimento.

Como ferramenta governamental, a Internacional Commission of
Microbiological Specification of Foods (ICMSF), Codex Committee on Food
Hygiene (CCFH) e as reunidbes da WHO/FAO (2004) contribuiram na descricao
dos diferentes passos necessarios a uma analise de risco microbiolégico. A
avaliacao do risco e a administracdo em seguranca alimentar faz descricdes e
analises sistematicas do risco de um determinado alimento quando esses riscos
tém relacao direta com metas de saude publica para prote¢cdo dos consumidores,
e a comunicagdo € o meio pelos quais as informagdes elaboradas pela
administracdo sao levadas aos individuos afetados pelo perigo, e que esses

avaliem a eficacia da administracao.



No Brasil, a responsabilidade pela fiscalizagdo e controle da qualidade dos
alimentos esta dividida em trés niveis, sob a responsabilidade do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2007):

- 0S que sao comercializados em todo pais e podem ser exportados estao sob
responsabilidade do governo federal e passam pelo Servico de Inspecao Federal
(SIF);

- 0S que sao comercializados em cada estado estdo sob responsabilidade do

governo estadual e no Parana passam pelo Servigo de Inspecéo do Parana (SIP);

- 0s que sao comercializados apenas nos municipios estao sob responsabilidade

do governo municipal e passam pelo Servi¢o de Inspecdo Municipal (SIM).

No caso dos alimentos que estdo sob a responsabilidade do Ministério da
Saude (MS) secretariado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
a fiscalizagdo fica a cargo do governo municipal (GERMANO; GERMANO;
OLIVEIRA, 1998).

Segundo a Resolucado — RDC (Resolugéo de Diretoria Colegiada) N° 12, de
02 de janeiro de 2001, do Ministério da Saude e ANVISA, foram definidos
Padrées Microbiol6gicos Sanitarios para alimentos caracterizados e considerados
de interesse sanitario. Para hortalicas de consumo in natura foram estabelecidos
dois critérios de padrbes microbiolégicos, para coliformes a 45° C e Salmonella

sp, 10%/g e auséncia em 25g de amostra, respectivamente (BRASIL, 2004a).

A RDC N° 12, para fins de registro e fiscalizagéo, sugere ainda que: outras
analises podem ser complementadas quando do estabelecimento de programas

de vigilancia e rastreamento de microrganismos patogénicos (BRASIL, 2004a).

Para o estabelecimento de procedimentos de Boas Praticas de Fabricacao
(BPF) para servigos de alimentacdo, a ANVISA publicou a RDC N° 216, de 15 de
setembro de 2004, que sdo agdes constituidas por regulamentos técnicos que
visam normatizar o APPCC e BPF (BRASIL, 2004b).



Para a agua, o Ministério da Saude do Brasil através da Portaria N° 518, de
25 de marco de 2004, regulamenta as normas de potabilidade para consumo
humano, as quais proibem, entre outros parametros, a presencga de coliformes a
45°C e 35°C em amostras de 100 mL de dgua em sistemas fechados (BRASIL,
2004c).

A aplicacdo de multas e autuagdes em estabelecimentos produtores de
alimentos que nao cumprem os regulamentos descritos pelo APPCC e BPF, ainda
esta regida pela Lei 6.437 de 20 de agosto de 1977, que estabelece as sancbes

respectivas e da outras providéncias sobre a legislacao sanitaria (BRASIL, 1977).

O propésito da avaliacao de risco serve como ferramenta no processo de
decisao que é empregado para ajudar os individuos a tomar decisées quando da
ocorréncia de problemas de interesse de um grupo. Sendo assim, a avaliacao de
risco pode assumir varias formas diferentes dependendo das situagdes em que
elas ocorrem. Uma boa avaliacdo de risco € considerada eficiente quando as
perguntas tém respostas simples e com fundamentacdo cientifica (REIJ;
AANTREKKER, 2004).

O resultado de uma avaliagdo de risco possui em sua diretriz o controle
dos fatores que se relacionam com um determinado produto, € que se traduz
como situacao de risco pelo consumo desses alimentos; por exemplo, os critérios
microbiolégicos que auxiliem na redug¢do do impacto de danos a saude dos que
consomem o produto (RUIZ, VARGAS; GARCIA-VILLANOVA, 2001).

2.1.1 Doencas Transmitidas por Alimentos (DTAS)

Doenga transmitida por alimento (DTA) é uma sindrome de natureza
infecciosa ou tdxica causada pela ingestdo de alimentos e/ou de agua que
contenham agentes etiologicos de origem biolégica, fisica ou quimica em
quantidades que afetam a saude do consumidor individual ou de um grupo da
populacdo (PARANA, 2004). Mais de 200 doencas sdo transmitidas através de
alimentos e os agentes etioldgicos incluem bactérias, fungos, virus, parasitas,

toxinas e metais. Os sintomas variam de gastrenterites suaves até graves



sindromes neurolégicas, hepaticas e renais, que podem ser mortais (MEAD et al.,
1999).

Um surto de origem alimentar é reconhecido quando um grupo de pessoas
desenvolve a mesma doenca apds exposicao a um mesmo alimento, o nimero de
casos é muito maior do que o esperado. Investigagbes por autoridades de saude
publica sdo conduzidas com o objetivo de identificar as fontes e controla-las, de
modo a prevenir outros casos. E geralmente durante as investigagdes de surtos
que novos patdégenos sao identificados. Porém, os surtos estdo cada vez mais
dificeis de serem identificados, isso porque estdo acontecendo cada vez mais
dispersos e espalhados. Afetam apenas uma pequena propor¢cdo das pessoas
que estiveram expostas e sdo o resultado de um baixo nivel de contaminagéo ou
entdo de alimentos que sao distribuidos em varios locais, apenas uma vez. Esses
surtos sdo de dificil deteccdo por causarem apenas um modesto aumento no

numero de casos aparentemente esporadicos (TAUXE, 2002).

Os sintomas das DTAs podem ser observados de poucas horas até 2 dias
ou mais depois do consumo do alimento contaminado, o que aumenta a
dificuldade em se detectar quais alimentos e quais patégenos foram os
causadores das enfermidades. Muitos casos de enfermidades n&o sao
notificados, pois seus sintomas sado parecidos com gripes. Dentre os sinais e
sintomas mais comuns tem-se dor de estdbmago, nauseas, vOmitos, diarréia e
febre (FORSYTHE, 2002).

A maioria dos casos de DTAs deve-se a manipulagcao inadequada. Dentre
as causas mais comuns encontram-se ma utilizacao da temperatura no preparo e
conservacao dos alimentos, contaminacao cruzada, higiene pessoal deficiente,
limpeza inadequada dos equipamentos e utensilios e contato do manipulador
infectado com alimentos ja preparados (UNGAR, GERMANO e GERMANO, 1992;
TOMMASI, 2002).



2.2 Hortalicas

Apesar das dificuldades de se localizar os focos contaminantes quando se
trata de hortalicas frescas e das poucas informacdes cientificas da magnitude de
risco dentro de cada passo da cadeia produtiva desses vegetais, as evidéncias

estdo relacionadas a curta vida-de-prateleira desses alimentos (GARCIA-
VILLANOVA; GALVEZ, 2000).

Riscos potenciais de contaminagdo biolégica, fisica e quimica estao
presentes nas diferentes fases envolvidas na produgcdo vegetal. No Quadro 1
estdo relacionados com as etapas de producdo de hortalicas envolvendo
elementos que podem acarretar contaminagao, principalmente, pelo consumo in

natura.

QUADRO 1 — CONTAMINAGAO EM HORTALIGAS NO CICLO PLANTIO, COLHEITA,
CONSERVACAO E CONSUMO

FASE DO CULTIVO | ELEMENTOS POTENCIAIS DE CONTAMINAGCAO
e Solo (preparo) Agrotoxicos e adubos ex: compostos nitrogenados
e Semeadurae
crescimento )
e Pré-lavagem no campo Agua, uso incorreto de sanitizantes.
Manipulagdo humana, contato com animais, equipamentos,
exposi¢cao ambiente.

Agua de irrigagdo, adubos organicos, pastagem animal.

e Acondicionamento

e Resfriamento Umidade, contaminantes no ar.
e Estocagem Temperatura imprépria, higiene do ambiente.
e Preparo e consumo Contaminagéao cruzada.

FONTE: DOYLE, 1990 e BEUCHAT, 1996.

A qualidade e seguranca de hortalicas consumidas in natura dependem de
sua microbiota. Cada etapa percorrida entre o produtor e o consumidor final
influenciara nos aspectos microbiol6gicos do produto. Manuseio, armazenamento,
transporte e comercializagao podem comprometer a qualidade e seguranga do
produto através do aumento da populacdo dos agentes bioldgicos (BRACKETT;
SPLITTSTOESSER, 1992).

Ao contrario dos produtos de origem animal, os vegetais, especialmente os
folhosos, sdo muitas vezes consumidos crus, sem um processamento que reduza

ou elimine microrganismos patogénicos. Pelo contrario, a tendéncia € ocorrer um
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aumento da contaminacdo entre a horta e o consumidor, devido ao manuseio e
condicao de transporte, armazenamento e distribuicdo inadequados (ODUMERU
et al. 1997).

Na irrigagéo séo utilizadas agua de cérregos e rios sem tratamento prévio,
que podem estar contaminadas pelo lancamento de esgotos domésticos. Esta
contaminagdo pode atingir lengdis aquaticos de pouca profundidade, que sao
usualmente utilizados para pocos rasos. Dessa forma, as hortalicas irrigadas com
estas aguas podem estar contaminadas por microrganismos patogénicos
(TAKAYANAGUI et al., 2000).

A qualidade da agua tem grande influéncia na contaminac¢ao dos alimentos.
A agua pode conter em suspensao diversos microrganismos, principalmente
bactérias provenientes do solo ou de materiais fecais do homem ou de outros
animais. Muitas vezes, estas bactérias sdo patogénicas, como por exemplo,
Salmonella sp, Shigella sp e outras espécies capazes de provocar infecgées ou
intoxicagOes alimentares (SILVA, 2000).

As atividades de higiene, limpeza e sanitizacdo fazem parte do esquema
de seguranca sanitaria do local que produz determinado alimento. Estes sistemas
devem ser objetos de constante vigilancia, pois a ocorréncia de alguma falha
podera prejudicar o produto, principalmente quando se convertem em focos de
microrganismos deterioradores ou patogénicos (HOBBS; ROBERTS, 1999).

As hortalicas sdo consumidas in natura até sete dias apds a colheita e

podem ser responsaveis por surtos de DTA pela capacidade de sobrevivéncia de

microrganismos em sua superficie entre 7 a 40 dias. Contaminacao de ocorréncia

acidental € um fator preocupante para a saude publica, principalmente devido as
hortalicas serem vendidas normalmente, para consumo in natura. Sua
contaminagdo pode ocorrer de forma quimica, fisica e biolégica (BEUCHAT,
1996).

Segundo FORSYTHE (2002), o conhecimento da ecologia microbiana ao
longo da cadeia alimenticia (plantio, transporte, varejo e preparacao) ajuda a
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identificar os patégenos e a possivel fonte de origem através de passos de
monitoramento ambiental, em estudo de andlises de risco o que implementa
informagbes analiticas adicionais que possibilitam a eficiéncia no controle das

medidas preventivas.

2.3 Alface

Por volta do ano 4500 a.C. a alface (Lactuca sativa L.), ja era conhecida no
antigo Egito e chegou ao Brasil no séc. XVI com os portugueses. De efeito
calmante gracas a duas substancias a lactupicrina e a lactucina, a alface é a
hortalica folhosa de maior consumo no Brasil, a média per capta de consumo é de
quase dois quilos por ano, que representa 40% do gasto total com verduras
destinadas a compra da alface. A cultura da alface apresenta alto grau
tecnolégico, sendo comuns as praticas de produgdo em estufa, hidroponia e
cultivo orgéanico, que permitem obter verduras de qualidade durante o ano todo
(FILGUEIRA, 1982).

A alface esta entre as 10 hortalicas mais consumidas in natura no Brasil,
sendo bastante utilizada na confeccao de sanduiches, decoracdo de pratos e
saladas. Esta € a sexta hortalica em importancia econémica e oitava em termos
de volume produzido (MAISTRO, 2001).

A alface é apresentada sob quatro categorias: americana; lisa; mimosa e
crespa. A alface americana € caracterizada por apresentar cabega crespa, com as
folhas internas cor creme, folhas imbricadas como as do repolho, consistentes e
quebradicas, com nervura destacada, aspecto geral pouco delicado (MOTA et al.,
2001). A alface lisa caracteriza-se pelo porte grande, cabecas compactas, folhas
de coloracao verde claro e arredondada, alta uniformidade e alto rendimento no
acondicionamento. A alface mimosa é caracterizada pela excelente uniformidade
da planta, das folhas e tamanho, com coloracédo verde brilhante. A alface crespa
caracteriza-se pelo porte grande, miolos cheios, uniformes e com alto rendimento;
as folhas sdo bem repicadas e de coloragdo verde claro ao verde escuro
(SAKATA, 2007).
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Segundo CAETANO et al. (2001), o mercado consumidor tem a preferéncia
dividida entre alfaces de folhas crespas e lisas. Os cultivares mais comuns da
alface tipo crespa sao: Vanda, Veneza Roxa, Vera e Verdnica.

A alface (Lactuca sativa L.) cultivar Verdnica é considerada padrao e lider
de mercado, com plantas de porte grande, com folhas de coloragéo verde claro,
semente de coloragcéo preta e tempo de colheita entre 60 a 70 dias. A Figura 1
apresenta alguns cultivares de alface tipo crespa (SAKATA, 2007).

FIGURA 1 — CULTIVARES DE ALFACES TIPO CRESPA: A = cultivar Vanda; B = cultivar Veneza
Roxa; C = cultivar Vera; D = cultivar Verdnica
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O aproveitamento dos nutrientes da alface é favorecido por ser consumida
crua, destacando-se seu elevado teor em proé-vitamina A nas folhas verdes (cerca
de quatro vezes o teor do tomate), porém, bem mais baixo nas folhas internas
brancas. A sua produgado no Brasil é restrita ao mercado nacional e, devido a
perecibilidade do produto, as regides de plantio se situam normalmente proximas
ao mercado consumidor (PESAGRO-RIO, 2001).

A Tabela 1 apresenta a composicao fisico-quimica da alface.

TABELA 1 — COMPOSICAO FiSICO-QUIMICA DA ALFACE (Lactuca sativa L.)

ANALISE | VALOR (1009)
Calorias (Kcal) 14,00
Glicidios (g) 2,97
Proteinas (g) 0,90
Lipidios () 0,14
Célcio (mg) 18,00
Potéssio (mg) 141,00
Sdédio (mg) 10,00
Zinco (mg) 0,15
Cobre (mg) 0,03
Fosforo (mg) 20,00
Ferro (mg) 0,41
Magnésio (mg) 7,00
Manganés (mg) 0,13
Selénio (mg) 0,10
Vitamina A (Ul) 502,00
Tiamina (mg) 0,04
Riboflavina (mg) 0,03
Niacina (mg) 0,12
Vitamina C (mg ) 2,80
Fibras (mg) 1,20
Umidade (%) 95,60
Cinzas (%) 0,36

FONTE: FRANCO, 2005; UNIFESP, 2007.

O Parana, em 2006, foi o estado com maior volume comercializado de

alface crespa no Brasil e também em quantidade comercializada, conforme a

Tabela 2 (CEASA, 2007).
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TABELA 2 - PERCENTUAL COMERCIALIZADO DE ALFACE TIPO CRESPA NO ANO

DE 2006
LOCAL TIPOS TONELADAS (t)
ALFACE CRESPA GRANDE 6.119
PARANA ALFACE CRESPA MEDIO 244
ALFACE CRESPA PEQUENO 102
TOTAL 6.465

FONTE: CEASA, 2007.

Até alguns anos atrds nao existia muita preocupacdo em relacdo aos
produtos frescos por parte de 6rgaos reguladores, pois eram considerados
seguros, ja que eram lavados e rapidamente consumidos. Com a tendéncia ao
aumento do consumo das hortalicas, a preocupacao com riscos de natureza
microbioldgica torna-se acentuada, pois as operagdes de preparo como lavagem
e corte sdo feitas manualmente, aumentando o risco de contaminacdo dos
produtos. Um fator importante é que ao cortar as hortalicas, estas liberam fluidos
ricos em nutrientes, disponibilizando-os aos microrganismos, permitindo que estes
se multipiquem e aumentem a carga microbiana inicial (BERBARI,
PASCHOALINO; SILVEIRA, 2001).

Segundo FERREIRA et al. (2003) o processo de deterioragdo que ocorre
em alface se inicia ainda no campo; pois, a partir do momento em que as mesmas
sédo retiradas da lavoura, as suas células, agora desprovidas do abastecimento de
nutrientes normalmente obtidos do solo, entram em fase de senescéncia
(deteriorac@o). A mudanca estrutural mais significativa que ocorre nesta fase € o
amolecimento ou perda de textura, causado por reacdes enzimaticas naturais que
degradam a parede celular dos vegetais “quebrando” e “abrindo” as células,
provocando reacdes oxidativas e possibilitando um posterior ataque de
microrganismos. Portanto, microrganismos patogénicos podem sobreviver e se
multiplicar em muitas hortalicas, em virtude destes alimentos possuirem nutrientes
necessarios ao seu rapido desenvolvimento (ABDUL-RAOUF; BEUCHAT;
AMMAR, 2005).
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Na manipulagdo de alimentos consumidos in natura é necessario dar
énfase a adogdo de medidas preventivas para o controle sanitario nas varias
etapas do processo de produgao de alimentos (ARRUDA, 2004).

Para prevenir infecgdo ou intoxicagdo associada ao consumo de frutas e
vegetais, € necesséria a identificagdo do produto para aplicar medidas especificas
de intervencdes. Como a possibilidade de contaminacao nao pode ser excluida, a
aplicagdo de um maior niumero de processos descontaminantes nesses produtos
promove maior seguranga no consumo principalmente em refei¢des fora do lar
(NSF, 2000).

A transferéncia de patégenos por manipuladores de alimentos, em
particular de maos, é de relevante importancia em estabelecimentos de servigos
de alimentagdo (CHEN et al., 2004). Muitas publicagcbes identificaram deficiéncia
na higiene pessoal. O habito de ndo lavar as maos tem, em particular, sido
identificado como o modo causador de transmissdo de patégenos. Maos sao
consideradas muito importantes na transferéncia de microrganismos como
Shigella, S. aureus, E.coli e virus (SGARBIERI, 1987).

A EMBRAPA/SEBRAE (2003) desenvolveu um esquema no preparo de
alface para um servico de producéo e distribuicdo centralizado, representado na
Figura 2.
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FIGURA 2 — ESQUEMA GERAL DE PREPARO DE ALFACES PARA CONSUMO

IN NATURA
FONTE: EMBRAPA/SEBRAE, 2003.

A contaminagao das maos dos manipuladores (Figura 2) pode ser oriunda
do solo, agua, poeira e outros elementos ambientais. Outras fontes importantes
sdo as fossas nasais, a boca e a pele. Em condi¢gdes muito precarias de higiene
0S microrganismos do trato gastrintestinal também podem contaminar as maos
dos manipuladores e, conseqlentemente, os alimentos por eles preparados
(FRANCO; LANDGRAF, 2005). Por isso, os manipuladores devem lavar bem as
maos com agua e sabao toda vez que: entrar em servigo; forem ao banheiro e
vestiario; fizerem coleta do lixo; realizarem limpeza; cocarem o nariz; preparar;
guardarem ou distribuirem alimentos (SILVA JUNIOR, 2002).

Os manipuladores de alimentos exercem um papel significativo nas

toxinfeccdes alimentares causadas por S. aureus, freqiientemente encontrado nas
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lesbes sépticas das méaos. Desta maneira, estas devem ser higienizadas com
frequiiéncia e sempre que houver trocas de tarefas (SVESSON, 2000).

Devem ser recebidas as alfaces que apresentarem aparéncia sem defeitos
fisicos ou mecanicos; auséncia de manchas, sujidades, corpos estranhos, insetos
e larvas. A temperatura deve ser ambiente, e as folhas devem ser acondicionadas
em sacos plasticos transparentes incolores ou em caixas plasticas. Na recepcao
deve ocorrer pré-lavagem e selecao; onde as alfaces sao transferidas para caixas
plasticas e jateadas com agua potavel, sob pressao (EMBRAPA/SEBRAE, 2003).

O armazenamento visa a preservacao ou retardamento da decomposicao
das alfaces, que é causada pela atividade microbiana, assim, apés retirar as
folhas visivelmente defeituosas, essas devem ser armazenadas sob refrigeracao,
entre 8°C e 10°C em embalagens que permitam circulagdo de ar, € em local livre
de sujidades (EMBRAPA/SEBRAE, 2003).

Neste processo as alfaces sdo novamente selecionadas, onde sé&o
retiradas as unidades ou folhas danificadas. Depois séo lavadas folha a folha, em
agua corrente e acondicionada em utensilio tipo escorredor. Apos, as folhas séao
imersas em solugcdo de hipoclorito de sodio, na concentragdo de 200 ppm e
mantidas por 15 minutos. Em seguida sdo enxaguadas em agua corrente potavel,
utilizando-se um recipiente tipo escorredor ou peneira, devidamente higienizado
(EMBRAPA/SEBRAE, 2003).

O corte deve ser precedido de lavagem das maos dos manipuladores,
dispensando o ato de enxuga-las. Sempre quando houver necessidade de
manipular outro tipo de alimento as maos devem ser novamente lavadas antes de
continuar o processo. No corte da alface deve-se utilizar como apoio tabua de
polipropileno e faca, devidamente higienizados (EMBRAPA/SEBRAE, 2003).

Apos o corte as folhas devem ser acondicionadas em recipientes higienizados
(tipo cuba inox, travessa inox, recipiente de material plastico individual ou

embalagem de aluminio), com auxilio de utensilio (pegador) higienizado. Depois
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devem ser cobertas com tampa propria ou com filme plastico (PVC atéxico)
(EMBRAPA/SEBRAE, 2003).

A EMBRAPA/SEBRAE(2003) recomenda que as folhas de alface sejam
acondiconadas em recipientes refrigerados, sendo que na temperatura de 10°C o
armazenamento pode ser por um periodo de até 04 horas e acima dessa
temperatura o tempo sera de duas horas no maximo, sendo a temperatura

limitada a 21°C. Fora destes limites, o produto deve ser descartado.

Na montagem e elaboracdo as folhas devem ser retiradas do ambiente
refrigerado no momento do uso destas ao preparar sanduiches, retornando o
recipiente com as folhas que permaneceram ao local de conservacao. O contato
com as folhas deve ser através de utensilios préprios e previamente submetidos a
desinfeccao. Esse procedimento deve ser repetido a cada periodo de montagem
do alimento (EMBRAPA/SEBRAE, 2003).

O consumo devera ocorrer imediatamente apds a montagem do sanduiche.
Considerando n&o apenas caracteristicas de paladar, o binémio tempo/
temperatura deve ser de extrema importancia, considerando o contato dos
diversos elementos agregados no preparo e caracteristicos de sanduiches
(EMBRAPA/SEBRAE, 2003).

A lavagem € uma das técnicas utilizadas para a higienizacao de alimentos
para consumo in natura, pois pode eliminar sujidades visiveis nas hortalicas. Ao
passo que para um eficaz procedimento de lavagem é necessario, entdao, tomar os
devidos cuidados na técnica de higienizacao, tais como: desprezar as partes
deterioradas; utilizacao de sanitizantes; utilizagdo de utensilios adequados para o
tamanho e quantidade a ser higienizado; utilizacado de E.P.l.s adequados para que
ocorra a eliminacdo de contaminantes como parasitas e microrganismos
patogénicos (SILVA JUNIOR, 2007).
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2.4 Lanchonetes

A ABRASEL - Associacdo Brasileira de Restaurantes e Empresas de
Entretenimento — fornece informacdes quanto as instalacdes fisicas e Alvaras de
Funcionamento aos empreendedores que pretendem montar um comércio no
setor da alimentacdo. O 6rgao orienta a consulta ao Procon para adequar os
produtos as especificacbes do Cédigo de Defesa do Consumidor pela Lei n®
8.078 de 11.09.1990, assim como define a principal atividade e a ficha técnica do
estabelecimento (ABRASEL, 2006).

Segundo Ferreira (2004), lanchonetes séo casas onde se servem refeicoes
ligeiras, sucos de frutas, sanduiches entre outros. As lanchonetes possuem em
sua principal atividade o comércio popular especializado em pequenas refeigdes,
lanches e sanduiches. E considerado ainda como um setor terciario na economia
e seu produto principal € o comércio varejista de lanches e acessorios
complementares (ABRASEL, 2006).

A Resolucao RDC N° 216 estabelece procedimentos de boas praticas para
servicos de alimentacdo, e tendo como ambito de aplicacdo, entre outros

estabelecimentos, lanchonetes dentro do territorio nacional (BRASIL, 2004b).

As lanchonetes sdo avaliadas de acordo com as boas praticas de
elaboracdo de seus produtos. Geralmente, nesta avaliacdo sao criados
instrumentos de coletas de dados (ICDs), que sao ferramentas para determinar se
existe ou ndo uma boa concepgao de boas praticas de higiene e conservagao de
alimentos. Com os ICDs confecciona-se um manual que dara ao pesquisador uma

visdo clara do controle de qualidade do local analisado (FISBERG et al., 2005).
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2.5 Contaminacao Microbiolégica

Os microrganismos de interesse em alimentos sdo encontrados em trés
grandes grupos: bactérias, bolores e leveduras. Certos tipos de virus e de alguns
parasitas sdo, também, causadores de problemas de saude publica, sendo
importante porque podem ser veiculados através dos alimentos (ANDRADE,
2006).

A capacidade de crescimento e/ou sobrevivéncia dos microrganismos
patogénicos nos alimentos dependem ndo sO das caracteristicas fisicas e
nutricionais do alimento, como também de um conjunto de fatores extrinsecos e
intrinsecos ao préprio alimento. Bactérias patogénicas e/ou suas toxinas causam
a maioria dos surtos e casos notificados de DTAs. Praticamente todos os
alimentos, de origem vegetal ou animal que ndo tenham sido objetos de
processamento, podem veicular microrganismos patogénicos, desde que, em
algum momento, tenham sido sujeitos ao contato com material contaminante
(PINTO, 2004; MASSAGUER, 2005).

A fim de se evitar a contaminacao cruzada, o fluxo de producédo deve ser
unidirecional, com areas separadas para manipulacdo e preparo dos varios
grupos de alimentos (carnes, vegetais, confeitarias, etc). Se os alimentos crus e
cozidos forem preparados nas mesmas superficies, usando 0s mesmos
equipamentos e pelos mesmos manipuladores, ou se eles forem estocados
préximos, os microrganismos podem se disseminar dos ingredientes crus para 0s
alimentos que ja sofreram tratamento térmico. Portanto, a separacdo de
superficies, equipamentos e pessoal para alimentos crus e cozidos, lavagem
correta e regular das maos, particularmente ap6s manipular alimentos crus, e
bons esquemas de limpeza impostos sdo essenciais para que se reduza a
contaminagéo cruzada (MASSAGUER, 2005; ANDRADE, 2006).

A capacidade de crescimento e de sobrevivéncia dos microrganismos

patogénicos nos alimentos depende ndo s6 das caracteristicas fisicas nutricionais
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do alimento, como também de um conjunto de fatores extrinsecos e intrinsecos
ao proprio alimento, tais como: temperatura, pH, atividade da agua e potencial
redox, cada um dos quais pode ser manipulado convenientemente, de modo a
impedir a contaminacdo e o crescimento destes microrganismos. Bactérias
patogénicas e/ou suas toxinas causam a maioria dos surtos e casos notificados
de doencgas de origem alimentar. Esses microrganismos sao encontrados, em um
determinado nivel, em alimentos crus. Condicoes de estocagem e manipulacao
improprias desses alimentos contribuem para um aumento significativo de sua
quantidade. Alimentos processados, como por exemplo, os que sofreram coccéao,
podem ser contaminados por contaminacao cruzada ou falha no processo (nao
atinge a temperatura ideal de cozimento), por microrganismos patogénicos que
alcangam rapidamente uma dose infectante. A maioria dos microrganismos, cuja
patogenicidade ao homem depende da sua presenga, sob a forma viavel nos
alimentos, é relativamente sensivel as altas temperaturas e, por isso, sao
perfeitamente destruidos pelo aquecimento adequado dos alimentos,
eventualmente contaminados. Encontram-se como causadoras de infecgbes as
bactérias ndo esporuladas, em particular as espécies do género Salmonella e
Escherichia. Praticamente todos os alimentos, de origem vegetal ou animal que
nao tenham sido objetos de processamento, podem veicular a E. coli, desde que,
em algum momento, tenham sido sujeitos a poluigéo fecal (PINTO, 1996).

Segundo FRANCO e LANDGRAF (2005) dentre os principais fatores que
determinam a capacidade de multiplicacdo de microrganismos nos alimentos

podem ser citados:

- O MEIO NUTRITIVO: é preciso que os microrganismos disponham de nutrientes
disponiveis para sua multiplicacdo, como agua; fonte de energia; fonte de

nitrogénio; vitaminas; sais minerais.

- ATIVIDADE DE AGUA (Aa): microrganismos necessitam de &gua para sua
sobrevivéncia. Para seu metabolismo e multiplicacdo, os microrganismos exigem
a presenca de agua na forma disponivel. Agua ligada a macromoléculas por
forcas fisicas ndo esta livre para agir como solvente ou para participar de reagdes
quimicas e, portanto, nao pode ser aproveitada pelos microrganismos.
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- TEMPERATURA AMBIENTE: o fator mais importante que afeta a multiplicacao é
a temperatura. Os microrganismos podem multiplicar-se em uma faixa bastante
ampla de temperatura, havendo registros de multiplicagdo a um minimo de -35°C

e um maximo de 90°C.

- pH: assim como ocorre com a atividade de agua, os microrganismos tém valores
de pH minimo, 6timo e maximo para sua multiplicacdo. Verifica-se que pH em
torno da neutralidade, isto €, entre 6,5 e 7,5 é o mais favoravel para a maioria dos

microrganismos.

- POTENCIAL DE OXI-REDUGCAO: o potencial de oxidacdo e reducdo esta
relacionado com a troca de elétrons entre compostos quimicos. O potencial de
oxi-redugdo pode ser definido como sendo a facilidade com que determinado

substrato ganha ou perde elétrons.

- UMIDADE RELATIVA (UR): h4 uma relagdo estreita entre a Atividade de Agua
(Aa) de um alimento e a umidade relativa de equilibrio do ambiente. Assim,
alimentos conservados em ambiente com UR superior a sua Aa, tenderdo a
absorver umidade do ambiente, causando um aumento da Aa no alimento. Essas
alteracbes provocardo modificacbes na capacidade de multiplicacdo dos

microrganismos presentes, que sera determinada pela Aa final.

- FATORES ANTIMICROBIANOS NATURAIS: a estabilidade de alguns alimentos
frente ao ataque de microrganismos € devida a presenca de algumas substancias
naturalmente presentes nesses alimentos, tendo a capacidade de retardar ou

mesmo impedir a multiplicacao microbiana.

A mais baixa temperatura de crescimento de um microrganismo conhecida
é -34° C; a mais alta é acima de 100° C. Costuma-se classificar os
microrganismos em quatro grupos, conforme a sua temperatura de crescimento.
Aqueles cuja temperatura de crescimento encontra-se na faixa de 0° C a 20° C,
com crescimento étimo entre 10° C e 15° C, denominados psicroéfilos. Aqueles que
crescem a temperatura de 7° C ou abaixo e possuem a temperatura 6tima de
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crescimento entre 20° C e 30° C sédo denominados psicrotroficos. Os
microrganismos que crescem bem entre 20° C e 45° C e possuem temperatura
otima de crescimento entre 30° C e 40° C sdo denominados mesofilos, enquanto
0s que crescem bem a 45° C ou mais e possuem temperatura 6tima de
crescimento entre 55° C e 65° C sao referidos como terméfilos (termoresistentes)
(FRANCO; LANDGRAF, 2005; JAY, 2005).

2.5.1 Microrganismos indicadores de higiene

Os microrganismos indicadores sao grupos ou espécies de microrganismos
que, quando presentes em um alimento, fornecem informacdes sobre a
ocorréncia de contaminacées de origem fecal, sobre a existéncia de
microrganismos patogénicos ou sobre a deterioragdo potencial do alimento, além
de poderem indicar condicdes higi€nicas e sanitarias inadequadas durante o
processamento, produgcdo ou armazenamento. Geralmente o0s microrganismos
indicadores estdo associados a microrganismos de origem intestinal, porém
outros grupos podem ser utilizados como indicadores em determinadas situagdes.
Os microrganismos indicadores vém sendo utilizados na avaliagdo da qualidade
microbiolégica de alimentos devido as dificuldades encontradas na detecgéao de
microrganismos patogénicos, como por exemplo, Salmonella sp (FRANCO;
LANDGRAF, 2005; MASSAGUER, 2005).

Analisar amostras alimenticias e ambientais quanto a presenca de
bactérias patogénicas ou deteriorantes, fungos e toxinas é uma pratica padrao

para garantir a seguranca e a qualidade do alimento (FORSYTHE, 2002).

Os métodos de deteccao sao freqlientemente categorizados em dois
grupos: convencionais e rapidos. Os termos s&o, contudo, mal-aplicados uma vez
que alguns métodos rapidos necessitam de 24 horas para o resultado ser obtido.
Convencional refere-se a procedimentos que estdo em uso comum,;
freqientemente, envolvem homogeneizagdo da amostra, preparagdo de uma
série de diluigdes e inoculagdo em placas com agar especificas para formagao de
colénias e subsequiente contagem. Os métodos rapidos sao alternativos aos

convencionais e sao projetados para obter o resultado final em menos tempo. Isto
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€ altamente desejavel na industria de alimentos, apesar das técnicas poderem ser
de custo elevado e requererem pessoal com alto nivel de treinamento
(FORSYTHE, 2002; 3M, 2007).

Os métodos convencionais sdo muito sensiveis e econdémicos, comparados
com o0s métodos rapidos, mas requerem periodos de incubacao de pelo menos 18
a 24 horas e contagens em um periodo de pelo menos 48 a 192 horas.

Na Figura 3 apresenta a seqiiéncia geral de isolamento de patdégeno de

origem alimentar, em analise convencional.

Pré-enriquecimento
Recuperacao das células lesadas
1 — 259 da amostra
Diluicdo 1:10 em caldo de pré-enriquecimento

Enriquecimento
Inibigdo do crescimento de organismos indesejaveis

Cultivo em agar seletivo
Meio diferencial para distinguir microrganismos-alvo de microrganismos indesejaveis

Cultivo em meio nao-seletivo
(Verificagao da pureza do isolado)

Testes bioquimicos e sorolégicos quando apropriados

FIGURA 3 — SEQUENCIA GERAL DE ISOLAMENTO DE PATOGENOS DE ALIMENTOS
(FORSYTHE, 2002).

Os procedimentos convencionais sdo, por natureza, trabalhosos e
consomem muito tempo. Portanto, métodos rapidos tém sido desenvolvidos para
encurtar o tempo entre a coleta da amostra de alimento e a obtencdo do
resultado. Esses métodos visam tanto a substituir a etapa de enriquecimento

convencional com uma etapa de concentracdo (por exemplo, separacao
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imunomagneética), caracterizado pela troca do método de detecgao final de um
periodo menor de tempo (por exemplo, microbiologia de impedancia e
bioluminescéncia pelo ATP) (FORSYTHE, 2002; JAY, 2005; JANEWAY et al.,
2007).

O sistema Petrifilm é uma alternativa ao método de plagueamento
convencional. O sistema utiliza uma mistura desidratada de nutrientes e agente
gelificante sobre um filme. A adicdo de 1mL de amostra reidrata o gel, o que
facilita a formacao de colénias do microrganismo-alvo. As contagens de col6nias
sdo realizadas como no método de plagueamento convencional. Os sistemas
Petrifilm estdao disponiveis para contagens aerébias em placas, Staphylococcus
aureus, Bacilus cereus, coliformes e Escherichia coli (FORSYTHE, 2002; BEERS,
2003; 3M, 2007).

O método Petrifilm é aprovado e validado pelos 6rgaos internacionais,
APHA, AOAC International, USDA, USDA-FSIS, FDA dos Estados Unidos da
América, SAG — Secretaria Nacional de Agricultura do Chile, HPBM - Health
Protection Branch Methods do Canadd, AFNOR — Association Frangaise de
Normalisation da Franga, entre outros (AOAC, 2007; 3M, 2007).

Na Figura 4 € apresentada a seqiéncia do método Petrifilm.

Preparagao da amostra
1 —25g da amostra
Diluigao 1:10 em caldo de pré-enriquecimento

Inoculagao das Placas Petrifilm de acordo com o microrganismo-alvo

Incubacao em estufas de acordo com a temperatura e tempo
solicitados pelo microrganismo-alvo, conforme descricao do método

Leitura da contagem do microrganismo-alvo
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FIGURA 4 — SEQUENCIA DO METODO PETRIFILM (3M, 2007).

As placas de Petriflm sao requeridas para um melhoramento de
produtividade e devido a quantidade de analises, muitas vezes de grande porte,

servindo para reduzir os custos (3M, 2007).

2.5.2 Bactérias aerdbias mesodfilas

A contagem em placas de bactérias aerobias é também comumente
empregada na indicagdo da qualidade sanitaria dos alimentos. Mesmo que
microrganismos patégenos estejam ausentes e que nao tenham ocorrido
alteragcOes sensoriais do alimento, um ndmero elevado de microrganismos indica
que o alimento é insalubre. Uma contagem elevada pode indicar o uso de
mateérias-primas contaminadas, processamento insatisfatério ou erros durante o
armazenamento em relacdo ao binbmio tempo/temperatura. Todas as bactérias
patogénicas de origem alimentar sdo mesoéfilas. Portanto, uma alta contagem de
mesofilos significa que houve condi¢gbes para que patégenos se multiplicassem

nos alimentos (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

2.5.3 Bolores e Leveduras

Os fungos sado compostos por hifas, que séo filamentos de células que
formam uma rede, chamada de micélio. Este se estende até o alimento e realiza a

absorcao de nutrientes (Figura 5).

A divisdo das hifas em células € incompleta, caso em que elas sao
chamadas de septadas e as barreiras divisérias sao chamadas septos, ou
ausente, caso em que elas sdo chamadas asseptadas ou cenociticas. Os fungos
possuem paredes celulares feitas com quitina e outros materiais. As hifas podem
ser modificadas para produzir estruturas celulares altamente especializadas. Por

exemplo, fungos que parasitam plantas possuem haustérios que perfuram as
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células da planta e digerem as substancias no seu interior; alguns fungos que
vivem no interior do solo absorvem vermes e outros pequenos animais. Os fungos
ndao possuem clorofila, como nas plantas, por isso ndo podem realizar
fotossintese, e consequentemente, ndo produzem seu proprio alimento. Eles
liberam ao seu redor uma substancia chamada exoenzima, que age como a uma
enzima digestiva. Essas enzimas digerem moléculas organicas do ambiente, e
entdo o fungo absorve o seu alimento que foi digerido pelas exoenzimas (JAY,
2005).

Existem dois nichos ecologicos para os fungos: decompositores e
parasitas. A diferenca entre os dois é que os parasitas se fixam em organismos
vivos, enquanto os decompositores se fixam em organismos mortos. Os parasitas
ainda podem ser insectivoros ou helmintivoros, respectivamente, comedores de
insetos ou minhocas. O primeiro, libera uma substancia pegajosa a sua volta,
onde moscas e pequenos insetos ficam presos e sao digeridos pelas exoenzimas.
O segundo, libera substancias tranquilizantes que imobilizam as minhocas
(JANEWAY et al., 2007)..

Os fungos terrestres podem se reproduzir sexuada e assexuadamente.
O Penicillium, um tipo de fungo terrestre, gera através da mitose, células
chamadas conidiésporos, que sado lancadas no ambiente. Cada uma dessas
células podera gerar um novo ser, dependendo do local onde cair (como um péao,
ou frutas) (FRANCO; LANDGRAF, 2005; PELCZAR JR.; CHAN; KRIEG, 2005).

As leveduras, como os bolores, sdo fungos, mas deles se diferenciam por
se apresentarem, usual e predominantemente, sob forma unicelular. Como
células simples, as leveduras crescem e se reproduzem mais rapidamente do que
os bolores. Também sdo mais eficientes na realizacdo de alteragbes quimicas,
por causa da sua maior relacdo area/volume. As leveduras também diferem das
algas, pois ndo efetuam a fotossintese, e igualmente ndo sao protozoarios porque
possuem uma parede celular rigida. Sao facilmente diferenciadas das bactérias
em virtude das suas dimensbes maiores e de suas propriedade morfologicas
(FANEWAY, 2007).
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As leveduras nao constituem um grupo definido de microrganismos,
embora exibam uniformidade morfolégica, as caracteristicas fisiolégicas séo
diferenciadas. A Figura 5 apresenta exemplos de morfologias de leveduras
(PELCZAR JR.; CHAN; KRIEG, 2005; FANEWAY, 2007).

FIGURA 5 - EXEMPLOS FORMATO DE LEVEDURAS (JANEWAY et al., 2007)

Bolores e leveduras produzem uma ampla série de metabdlitos, dos quais
muitos tém sido associados com o aparecimento de efeitos patolégicos em
animais e humanos. Para tais compostos tém sido empregados os termos toxinas
que compreendem uma grande variedade de estruturas, inclusive algumas
relativamente simples. As micotoxinas ocorrem em micélios de fungos
filamentosos e sdo produzidas por uma ampla variedade de espécies
(VERLINDER; NICOLALI, 2000).

A presenga de bolores e leveduras em numeros consideraveis indica a
absorcao de umidade no processamento do alimento, o que propicia condi¢des de
aerobiose que acarreta o desenvolvimento de microrganismos aerobios, categoria
em que se inserem o0s agentes fungicos. A presenca de agentes fungicos em
alimentos ndo é desejavel devido ao seu alto arsenal enzimatico, que provém
uma grande capacidade deteriorante de alimentos. Esses agentes sao
responsaveis pelo desenvolvimento de quadros de alergia e/ou inflamagéo
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gastrica decorrente, respectivamente, da inalacao e ingestdo de seus esporos
(SOUZA, 1997).

2.5.4 Staphylococcus aureus

A contagem de S. aureus pode ser realizada com dois objetivos: para
confirmar o envolvimento em surtos de intoxicacdo alimentar (devido a
enterotoxina estafilocdcica) ou para o controle da qualidade higiénico-sanitaria
dos processos de producao de alimentos, ja que o S. aureus atua como indicador
de contaminagdo pés-processo, manipulacdo ou das condicées de sanificacao
das superficies destinadas ao contato com alimentos (SILVA; JUNQUEIRA;
SILVEIRA, 2001; FRANCO; LANDGRAF, 2005).

O género Staphylococcus é formado, atualmente, por trinta e duas
espécies. Destas, S. aureus € a mais relacionada a casos e surtos de intoxicagao
alimentar, devido a capacidade da maioria de suas cepas produzir enterotoxinas.
Na literatura sdo descritos inUmeros surtos de intoxicacdo alimentar causados
pela ingestdo de alimentos contendo enterotoxinas estafilocdcicas pré-formadas.
Em fungéo do risco a saude publica que sua presenca representa em alimentos
estabeleceu-se em diversos paises a obrigatoriedade de sua pesquisa e
enumeracao como parte das acdes de fiscalizacdo sanitaria de 6rgaos
governamentais (BALABAN; RASOOLY, 2000).

Com relagcao aos alimentos, o grupo dos estafilococos que sao capazes de
produzir a enzima coagulase, sdo 0s mais importantes pela sua freqlente
ocorréncia em alimentos preparados, 0 que pode indicar deficiéncia de
processamento ou condi¢gdes higiénicas inadequadas, uma vez presentes no
alimento, podera causar intoxicagao alimentar (SILVA; GANDRA, 2001).

Nao existe concordancia sobre a dose infectante para Staphylococcus
aureus capaz de causar sintomatologia em seres humanos, porém, de maneira
geral, estima-se que esteja entre 0,015 e 0,375 ug de enterotoxina por quilo de
peso corpéreo (FRANCO; LANDGRAF, 2005). Jay (2002) relata que 200ug
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seriam suficientes para causar a enfermidade e Silva (1998) reporta que a
quantidade minima requerida para causar intoxica¢ao tem sido estimada em torno

de 1mg/100g de alimento.

A incidéncia de Staphylococcus aureus em alimentos pode ocorrer em
decorréncia de contaminacdo na superficie de utensilios e equipamentos mal
sanitizados e manipulacao inadequada. Os individuos portadores desta bactéria
sdo grandes fontes de contaminacdo para os alimentos por eles manipulados,
pois quando tossem ou espirram sobre os alimentos, ou trabalham com cortes e
arranhdes na pele, podem atuar como um veiculo de contaminacédo do alimento
(FRAZIER e WESTHOFF, 1993).

2.5.5 Salmonella sp

As bactérias do género  Salmonella pertencem a familia
Enterobacteriaceae, sdo bastonetes Gram-negativos, anaerdbios facultativos e
possuem trés tipos de antigenos principais: flagelar (H), somatico (O) e
capsulares (Vi) (NACMCF, 1998).

As salmoneloses de origem alimentar podem estar limitadas a um unico
individuo ou a um pequeno grupo de individuos relacionados, como podem
também estar associadas a surtos de grandes proporgcdes, envolvendo milhares
de pessoas. E importante lembrar que os animais podem ser afetados por
Salmonella, resultando em grandes prejuizos para os criadores. Neste caso,
destacam-se as infeccées por S. dublin no gado bovino, por S. pullorum e S.
gallinarum nas aves (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

2.5.6 Coliformes a 35° C (Coliformes Totais)
As bactérias do grupo coliforme a 35°C (coliformes totais) sdo bastante

comuns em alimentos, uma vez que se originam do proprio solo de cultivo,

fazendo parte da microbiota normal se os produtos forem cultivados em solo livre
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de contaminagéo fecal, irrigados com agua de boa qualidade e manipulados sob
condi¢coes de boas praticas. Sob esse aspecto, sdo indicadores da qualidade
higiénico-sanitaria dos processos e, se encontradas em altos indices
populacionais, indicam risco de veiculagdo de outros patdégenos como a
Salmonella  sp., Shigella  sp., Yersinia enterocolitica, E. coli
(SILVA; GANDRA, 2001).

Segundo PALU (2002) qualquer alimento que tenha sua superficie cortada
€ mais suscetivel ao ataque por microrganismos que se encontram no proprio
tecido vegetal ou proveniente do solo e ar; além disso, a liberacao de nutrientes
pelo corte e a manipulacao também contribui para uma possivel contaminacao do

alimento.

2.5.7 Coliformes a 45°C

A pesquisa de coliformes fecais nos alimentos fornece informagdes sobre
as condi¢bes higiénico-sanitarias do produto e melhor indicacdo da eventual
presenca de enteropatégenos. Em alimentos vegetais frescos o Unico indicador
valido de contaminacéo fecal é a E. coli, visto que indica a quantidade dos
microrganismos oriundos de excretas humanos, portanto com risco de serem
patogénicos (FRANCO; LANDGRAF, 2005; JANEWAY, 2007).

2.5.7.1 Escherichia coli

E. coli sdo bacilos Gram-negativos e estdo incluidos na familia
Enterobacteriaceae, apresentando, portanto, as caracteristicas morfoldgicas e
bioquimicas desta familia e que se caracterizam, entre outras, pela capacidade de
fermentar a lactose, geralmente com produgédo de gas (FISHBEIN et al., 1976).
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No entanto, esta bactéria pertence ao grupo dos coliformes, juntamente com os
géneros Citrobacter, Klebsiella e Enterobacter,

A utilizagao de E. coli como um indicador de contaminagao de origem fecal
foi proposta em 1892, por ser este um microrganismo encontrado no conteudo
intestinal do homem e de animais de sangue quente. Um indicador ideal de
contaminagédo fecal deve preencher alguns requisitos como: ter como habitat
exclusivo o trato intestinal do homem e outros animais, ocorre em numero muito
altos nas fezes, apresentar alta resisténcia ao ambiente extra-enteral, existéncia
de técnicas rapidas, simples e precisas para a sua detec¢cdo e/ou contagem
(FRANCO; LANDGRAF, 2005).

E. coli sdo bactérias causadoras de toxinfeccdes alimentares através da
producdo de toxinas e/ou multiplicacdo da bactéria. A contagem deste
microrganismo, sobretudo de origem fecal, indica as condicdes de higiene em que
sdo submetidos os alimentos. Do ponto de vista higiénico-sanitario exerce
importancia a E. coli e seus diversos sorotipos no grupo dos coliformes fecais,
podendo determinar casos de diarréia em individuos que venham a ingerir
alimentos que veiculem tal microrganismo, principalmente criangas, idosos e
imunodeprimidos (JAY, 2005).

2.6 Contaminacao Parasitaria em Hortalicas

Um grande numero de enfermidades entéricas € veiculado através de
verduras contaminadas; a principal forma de contaminacao dessas hortalicas da-
se através da agua contaminada por material fecal de origem animal e humano,
utilizado na irrigagdo das hortas, ou ainda por contaminagdo do solo por uso de
adubo organico com dejetos fecais. Soma-se a este fato o habito alimentar de
consumir hortalicas in natura possibilitando a transmissdo de enteroparasitas
(BERBARI; PASCHOALINO; SILVEIRA, 2001).

Segundo Lagaggio; Flores e Segabinazi (2002), contaminacoes

parasitarias em hortalicas de consumo in natura mantém-se em niveis elevados
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tanto nas hortas quanto nos pontos de revenda; medidas higénico-sanitarias
devem ser tomadas antes do consumo do produto, pois a contaminagao
comprovadamente pode persistir nas trés fases da produgéo que seriam durante
o cultivo, pelo solo e pela agua contaminados; durante sua comercializagao pelas
maos dos produtores e caixas de transporte; e finalmente no momento de sua

manipulagéo para o consumo.

A verificacdo da presenca de enteroparasitas em verduras tem interesse
em saude publica, uma vez que fornece dados para a vigilancia sanitaria sobre as
condicdes higiénicas envolvidas na producdo, armazenamento, transporte e
manuseio desses produtos e, constitui um excelente indicador da contaminacao
fecal (MESQUITA; SERRA; BASTOS, 1999).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Amostragem

A amostragem foi dividida em quatro partes de acordo com a
necessidade das andlises e do objeto a trabalhar: lanchonete, alface,

manipulador e a agua de lavagem da alface.

3.1.1.1 Lanchonetes

Para o item lanchonete, foram selecionados 11 pontos comerciais (L1-
L11) aleatdrios, situados na regido do Jardim das Américas da cidade de
Curitiba, proximo ao Centro Politécnico da Universidade Federal do Parana,
devido a seguranga no manuseio e conservagao da coleta de dados e das
amostras de alface.

Foram realizadas duas visitas em cada lanchonete, sendo a primeira
para a aplicagdo dos Instrumentos de Coleta de Dados (ICDs) e coleta de
material para as analises microbiolégicas e a outra visita para a coleta de

material das analises parasitologicas.

3.1.1.2 Alface

Para o item alface, Lactuca sativa L, cultivar Verbnica, foram coletadas
trés amostras de 25¢g antes da lavagem (AL) e trés amostras de alface de 25¢g
depois da lavagem, em cada lanchonete (DL), totalizando 66 amostras, com
andlise em triplicata. Todas as amostras foram acondicionadas em sacos
plasticos de polietileno dotados de fecho de pressao, tipo zip lock , com o
tamanho de 23x15cm, identificados com cédigo de amostra, data e horario da
coleta (CASTRO; POUZADA, 2003).
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3.1.1.3 Manipuladores

Os manipuladores foram divididos em dois grupos, manipulador geral
(MG) e manipulador especifico da lavagem das folhas de alface (ME). O
manipulador geral é o funcionario que trabalha em todas as areas pertinentes,
exceto na lavagem de alface. O manipulador especifico € o que recebe, faz a
lavagem e o armazenamento da alface para uso posterior em sanduiches, que

€ um dos objetos de pesquisa.

Foram coletadas 55 amostras das maos dos manipuladores especificos
(ME), pelo método de contato direto da superficie das maos com o meio de
cultura coletadas na hora do manuseio das folhas de alface, no momento do
desfolhamento. As placas de contato direto de cada microrganismo-alvo foram
acondicionadas em embalagens plasticas esterilizadas, identificados com
cbdigo de amostra, data e horario da coleta. Estes sacos foram transportados
até o laborat6rio em caixas de isopor.

3.1.1.4 Agua

Para o item agua de lavagem da alface foram coletadas 11 amostras
(AGL). As amostras foram coletadas em torneira da cuba de lavagem das
alfaces de cada lanchonete. A agua foi acondicionada em recipiente de
plastico, termoresistente esterilizado (fornecido pelo laboratério do CEPPA)
contendo 10mg de tiossulfato de sédio p.a., identificado com codigo de

amostra, data e horario da coleta.

Foi elaborado um planejamento experimental de avaliacao laboratorial
de agentes bioldgicos nas amostras de alface, manipuladores e na agua de
lavagem desta hortalica, bem como aplicagdo dos ICDs nos locais estudados.
Na Figura 6 sdo apresentadas as etapas definitivas para as analises e coleta

das amostras.
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FIGURA 6 — PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DAS ANALISES
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3.2 METODOS

3.2.1 Instrumentos de Coleta de Dados (ICDs)

Foram elaborados 4 (quatro) Instrumentos de Coleta de Dados (ICDs)
desenvolvidos a partir da Resolugdo RDC n° 275, de 21 de outubro de 2002
(BRASIL, 2002) e da Resolucao n° 216 de 15 de setembro de 2004 (BRASIL,
2004) da ANVISA, e da Resolugdo SS n® 196/98 SP (SAO PAULO, 1998). O
ICD4 foi desenvolvido pelos autores Nascimento e Marques (1998) e adaptado

para o propésito deste trabalho.

Foram adotados valores para cada item avaliado nos ICDS, conforme
mostra o Quadro 2.

QUADRO 2 - CRITERIOS E VALORES REFERENTES AOS ITENS DE JULGAMENTO DOS
INSTRUMENTOS DE COLETA DE DADOS

VALOR DO ITEM CRITERIOS
AVALIADO
0 Quando o item avaliado nao estiver em conformidade.
1 Quando o item em avaliagdo estiver em conformidade e sua importancia

relativa ao preparo de sanduiches for baixa.

2 Quando o item em avalia¢do estiver em conformidade e sua importancia
relativa ao preparo de sanduiches for média.

4 Quando o item em avaliagdo estiver em conformidade e sua importancia
relativa ao preparo de sanduiches for médio-alta.

6 Quando o item em avaliagdo estiver em conformidade e sua importancia
relativa ao preparo de sanduiches for alta.

FONTE: SAO PAULO, 1998.

Os critérios do Quadro 2 foram estabelecidos de modo a definir, em
primeiro lugar se o item a ser avaliado estava em conformidade ou n&o com os
parametros de boas praticas higiénico-sanitarias, sendo o escore adotado de 0
(zero) para itens em nao conformidade e diferente de 0 (zero) para itens em
niveis diferentes de conformidade. O estabelecimento dos niveis de
conformidade levou em conta a influéncia direta e importancia do item para o
preparo de sanduiches que continham folhas de alface, sendo estabelecidos 4
(quatro) niveis: alto, médio-alto, médio e baixo. A importancia relativa diz

respeito ao envolvimento direto ou ndo do item avaliado na metodologia diaria
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de preparo de sanduiches com alface. Os itens estabelecidos (critérios) no
Quadro 2 podem ser alterados conforme o objeto da pesquisa e sua
importdncia para a seguranga alimentar quanto aos aspectos higiénico-
sanitarios.

Os ICDs antes de serem aplicados nas 11 lanchonetes da amostragem,
foram validados com a realizagao de quatro estudos piloto, aplicados em quatro
lanchonetes dentro do campus do Centro Politécnico, da Universidade Federal
do Parana, com o objetivo de adaptar os ICDs a linguagem adequada, o tempo
utilizado para a aplicacao dos questionarios e a ocorréncia da redacao com o
perfil do entrevistado. Os ICDs foram analisados e adaptados a realidade
presenciada. O perfil das lanchonetes utilizado para a preparacdo dos
instrumentos de coleta de dados foi descrito de acordo com a elaboragéao e
venda de sanduiches que continham folhas de alface, de acordo com os

usudrios mais freqlentes.

Para efeito deste estudo o Instrumento de Coleta de Dados foi dividido
em quatro campos distintos para preenchimento:

Campo A — Identificacao da lanchonete;
Campo B — Observagdes; Avaliacao;
Campo C — Avaliagao;

Campo D — Pontuacao das lanchonetes

O CAMPO C corresponde aos quatro questionarios aplicados nas

lanchonetes avaliadas e podem ser observados na Figura 7.



CAMPO A - IDENTIFICAGAO DAS LANCHONETES

Nome do estabelecimento:

Endereco do estabelecimento:

Telefone: Fax:

E-mail:

Nome do responsavel pelo estabelecimento:

Nome do responsavel pelo preparo das folhas de alface:
Nome dos funcionarios:

Horario de funcionamento da Lanchonete:

CAMPO B - OBSERVAGOES

Bairro:

40
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FIGURA 8 — AVALIAGAO

O ICD1 trata da edificacdo e instalagdo, da higienizagdo das instalagbes
e 0 abastecimento geral de agua para as lanchonetes.

continua
A. EDIFICACOES E INSTALACOES SIM NAO |NA
A1) Instalagdes sanitarias independentes para cada sexo. | (4) (0) (4)
A2) Area externa livre de focos de insalubridade. de | (2) (0) (2)
objetos em desuso ou estranhos ao ambiente. de vetores
e outros animais no patio e vizinhanga; de focos de
poeira; de acumulo de lixo nas imediacbes. de agua
estagnada. dentre outros.
A3) Area interna livre de objetos em desuso ou estranho | (2) (0) (2)
ao ambiente.
A4) Piso de material que permite facil e apropriada (2) (0) (2)
higienizacdo (antiderrapante. resistente. drenado com
declive e impermeavel).
A5) Teto com acabamento liso. em cor clara. (2) (0) (2)
impermeavel e de facil limpeza.
A6) Teto em adequado estado de conservagéo (livre de (2) (0) (2)
trincas. rachaduras. umidade. bolor. descascamento e
outros).
A7) Paredes com acabamento liso. em cor clara. (2) (0) (2)
impermeavel de facil limpeza.
A8) Paredes em adequado estado de conservagao (livres | (2) (0) (2)
de falhas. rachaduras. umidade. descascamento e
outros).
A9) Paredes com existéncia de dngulos abaulados entre | (2) (0) (2)
as paredes e 0 piso € entre as paredes e o teto.
A10) Portas com superficie lisa. de facil higienizagao. (2 (0) (2)
ajustadas aos batentes. sem falhas de revestimento.
A11) Portas externas com fechamento automatico e com | (2) (0) (2)
barreiras. sem falhas de revestimento.
A12) Portas externas com barreiras de protecéo a (2) (0) (2)
entrada de vetores e outros animais.
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concluséao

A13) Janelas com superficie lisa. de facil
higienizacdo. ajustadas aos batentes. sem falhas de
revestimento. Com barreiras de protecao a entrada de

vetores e outros animais.

()

A14) Instalagbes sanitarias isoladas da area de
producdo. acesso realizado por passagens cobertas e

calcadas.

B.HIGIENIZACAO DAS INSTALACOES

B.1) Exigéncia de um responsavel pela operacao de

higienizagdo comprovadamente capacitado.

B.2) FreqUéncia de higienizagao das instalagdes
adequada.

B.3) Existéncia de registro da higienizagao.

B.4) Produtos de higienizacao regularizados pelo
Ministério da Saude.

B.5) Disponibilidade dos produtos de higienizacao
necessarios a realizagao da operagao.

B.6) A diluicao dos produtos de higienizagéo. tempo de
contato e modo de uso/aplicacdo obedecem as

instrug6es recomendadas pelo fabricante.

B.7) Produtos de higienizagao identificados e guardados

em local adequado.

B.8) Disponibilidade e adequagao dos utensilios
(escovas. esponjas. etc) necessarios a realizagao da
operacao. Em bom estado de conservagéo.

C. ABASTECIMENTO DE AGUA

C1) Sistema de abastecimento de agua ligada a rede

publica.

C2) Apropriada freqiiéncia de higienizagédo do
reservatoério de agua devidamente documentado.
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O ICD2 trata dos equipamentos e utensilios, do armazenamento de
matérias-primas e produtos, do controle integrado de vetores e pragas urbanas,
manejo de residuos e esgoto sanitario das lanchonetes.

continua
A. EQUIPAMENTOS E UTENSILIOS SIM NAO NA
A1) Dotados de superficie de contato com os alimentos (4) (0) (4)
lisos. integros. lavaveis e impermeaveis. resistentes a
corrosao. de facil limpeza e de material ndo
contaminantes (madeira ou outros).
A2) Em adequado estado de conservagao e (4) (0) (4)
funcionamento.
A3) Equipamentos de conservacao dos alimentos (6) (0) (6)
(refrigeradores. congeladores e outros) com adequada
higiene e funcionamento.
A4) Instalados de forma adequada. (4) (0) (4)
A5) Utilizados de acordo com sua finalidade de uso. (4) (0) (4)
A6) Mesas em numero suficiente. de material apropriado. | (4) (0) (4)
resistente. liso e impermeavel. com superficies integras.
em adequado estado de conservagao.
A7) Utensilios em material ndo contaminante. resistente | (4) (0) (4)
a corrosao. de tamanho e forma que permitam facil
limpeza e adequado estado de conservacéo.
A8) Higienizacao adequada. (4) (0) (4)
B. ARMAZENAMENTO SIM NAO NA
B1) Permite limpeza e manutencao adequada. (2) (0) (2)
B2) Auséncia de infiltracdes. (2) (0) (2)
B3) Auséncia de embalagens rasgadas. estufadas ou (4) (0) (4)
abertas.
B4) alimentos estocados em prateleiras e separados por | (4) (0) (4)
categorias.
B5) Auséncia de produtos quimicos ou objetos que nao 4) (0) (4)
estejam relacionados com alimentos.
B6) Ventilagdo e iluminacao adequadas. (4) (0) (4)
B7) Auséncia de pragas. (6) (0) (6)
B8) Auséncia de material estranho. estragado ou téxico. | (4) (0) (4)
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conclusdo

B9) Produtos avariados e com prazo de validade vencido
sdo devidamente identificados. armazenados em local

separado e de forma organizada até seu destino final.

(6)

B10) Uso de produtos respeita a ordem de chegada dos
mesmos (PEPS).

C. CONTROLE INTEGRADO DE VETORES E PRAGAS
URBANAS /MANEJO DE RESIDUOS /ESGOTO
SANITARIO

SIM

NAO

NA

C1) Auséncia de vetores e pragas urbanas ou qualquer

evidéncia de sua presenca como fezes. ninhos e outros.

C2) Adocao de medidas preventivas e corretivas com o
objetivo de impedir a atragdo. o abrigo. o0 acesso e ou
proliferacéo de vetores e pragas urbanas.

C3) Em caso de adogao de controle quimico. existéncia
de comprovante de execucao do servico expedido por
empresa especializada.

C4) Recipientes para coleta de residuos no interior do
estabelecimento de facil higienizagéo e transporte.
devidamente identificados e higienizados
constantemente; uso de sacos de lixo apropriados.

C5) Recipientes tampados com acionamento nao

manual.

C6) Retiradas frequientes dos residuos da area de

processamento. evitando focos de contaminagao.

C7) Existéncia de area adequada para estocagem dos
residuos.

C8) Fossas. esgoto conectado a rede publica. caixas de
gordura em adequado estado de conservagao e
funcionamento.
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continua
A. EQUIPAMENTOS E UTENSILIOS SIM NAO NA
A1) Dotados de superficie de contato com os alimentos (4) (0) (4)
lisos. integros. lavaveis e impermeaveis. resistentes a
corrosao. de facil limpeza e de material ndo
contaminantes (madeira ou outros).
A2) Em adequado estado de conservacao e (4) 0) (4)
funcionamento.
A3) Equipamentos de conservagao dos alimentos (6) (0) (6)
(refrigeradores. congeladores e outros) com adequada
higiene e funcionamento.
A4) Instalados de forma adequada. (4) (0) (4)
A5) Utilizados de acordo com sua finalidade de uso. (4) (0) (4)
AB) Mesas em numero suficiente. de material apropriado. | (4) (0) (4)
resistente. liso e impermeavel. com superficies integras.
em adequado estado de conservacgao.
A7) Utensilios em material ndo contaminante. resistente | (4) (0) (4)
a corrosdo. de tamanho e forma que permitam facil
limpeza e adequado estado de conservacao.
A8) Higienizacado adequada. (4) (0) (4)
B. ARMAZENAMENTO SIM NAO NA
B1) Permite limpeza e manutencao adequada. (2) 0) (2)
B2) Auséncia de infiltracbes. (2) (0) (2)
B3) Auséncia de embalagens rasgadas. estufadas ou (4) (0) (4)

abertas.

B4) alimentos estocados em prateleiras e separados por
categorias.

B5) Auséncia de produtos quimicos ou objetos que nao
estejam relacionados com alimentos.

B6) Ventilagédo e iluminagédo adequadas.

=

S
S—

B7) Auséncia de pragas.

G)

S
S—

B8) Auséncia de material estranho. estragado ou téxico.

=

S
S—
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conclusdo

B9) Produtos avariados e com prazo de validade vencido
sdo devidamente identificados. armazenados em local

separado e de forma organizada até seu destino final.

(6)

B10) Uso de produtos respeita a ordem de chegada dos
mesmos (PEPS).

C. CONTROLE INTEGRADO DE VETORES E PRAGAS
URBANAS /MANEJO DE RESIDUOS /ESGOTO
SANITARIO

SIM

NAO

NA

C1) Auséncia de vetores e pragas urbanas ou qualquer

evidéncia de sua presenca como fezes. ninhos e outros.

C2) Adocao de medidas preventivas e corretivas com o
objetivo de impedir a atragdo. o abrigo. o0 acesso e ou
proliferacéo de vetores e pragas urbanas.

C3) Em caso de adogao de controle quimico. existéncia
de comprovante de execucao do servico expedido por
empresa especializada.

C4) Recipientes para coleta de residuos no interior do
estabelecimento de facil higienizagéo e transporte.
devidamente identificados e higienizados
constantemente; uso de sacos de lixo apropriados.

C5) Recipientes tampados com acionamento nao

manual.

C6) Retiradas frequientes dos residuos da area de

processamento. evitando focos de contaminagao.

C7) Existéncia de area adequada para estocagem dos
residuos.

C8) Fossas. esgoto conectado a rede publica. caixas de
gordura em adequado estado de conservagao e
funcionamento.




O ICD3 trata dos manipuladores em geral e a especificidade dos

manipuladores de folhas de alface.
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A. MANIPULADOR GERAL (MG) SIM NAO | NA
A1) Exames de saude em dia. (6) (0) (6)
A2) Auséncia de afecgbes cutaneas, feridas e | (6) (0) (6)
supuragdes; auséncia de sintomas e infecgdes

respiratérias, gastrintestinais e oculares.

A3) Utilizagao de uniformes de trabalho de cor clara, | (6) (0) (6)
adequado a atividade e exclusivo para area de

producao.

A4) Uniformes limpos e em adequado estado de | (6) (0) (6)
conservagao.

A5) Asseio pessoal: boa apresentacdo, asseio | (6) (0) (6)
corporal, maos limpas, unhas curtas, sem esmalte,

sem adornos (anéis. Pulseiras, brincos. etc);

manipuladores  barbeados, com os cabelos

protegidos.

A6) Cartazes de orientacdo aos manipuladores | (6) (0) (6)
sobre a correta lavagem das maos. e demais habitos

de higiene, afixados em locais apropriados.

B. MANIPULADOR ESPECIFICO (ME) SIiM NAO |NA

B1) O manipulador faz higiene das maos antes de

iniciar o processo.

B2) Utiliza algum EPI para as méos.

B3) Apresenta cabelos bem protegidos, barba e
bigode aparados.

B4) Possui unhas cortadas, limpas e sem esmalte.

B5) Existe algum tipo de ferimento nas méaos.
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O ICD4 trata da aquisicdo e preparo de amostras de matérias-primas

para utilizagdo nos produtos, neste caso a alface.

BLOCO A - AQUISIGAO DA ALFACE SIM |NAO
A1) A compra da alface € feita no mesmo dia do consumo. (6) (0)
A2) No local da compra as alfaces estavam sob refrigeracéo. (6) (0)
A3) Antes do manuseio das alfaces e em cada intervalo de | () (0)
preparo das folhas. o alimento permanece refrigerado. ;
BLOCO B - FORMA DE PREPARO SIM | NAO

B1) No local de preparo e lavagem existe agua corrente
tratada.

B2) E realizada alguma selecao antes da lavagem.

B3) Apds a lavagem é utilizado algum produto sanitizante
para desinfeccdo das folhas.

B4) A concentracéo € adequada.

B5) Apos a desinfeccdo a alface € enxaguada.

B6) O local é préprio para o corte da alface.

B7) A superficie é lavada antes de ser utilizada.

B8) A faca esta em boas condi¢des de uso.

B9) A faca € lavada antes do corte das folhas ja lavadas.

B10) O acondicionamento das folhas depois de lavadas é
feito em recipientes previamente higienizados.
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CAMPO D - PONTUACAO DAS LANCHONETES

Equacéao para calculo dos questionarios de avaliacao:

TSh
Pln = X Pn

K, - TNA,
Onde:

PI, = pontuagéo da lanchonete para o ICDn.

TS, = somatério das notas “sim” obtidas pela lanchonete.

K, = constante do ICD. numericamente igual ao valor maximo atribuivel.
TNA, = somatédrio das notas “nao aplicavel” obtidas pelas lanchonetes.
P, = peso atribuido a cada ICD.

» = humeracgao referente a cada ICD.

ICDs AVALIADOS SOMATORIO SOMATORIO SOMATORIO
NOTAS NOTAS NOTAS
“Sim” (lnéo” HN.A”

ICD-1Edificacbes e instalacdes. higienizacdo das instalacbes e abastecimento de
agua.

ICD-2Equipamento e utensilios. armazenamento. controle integrado de vetores e
pragas urbanas /manejo de residuos /esgoto sanitario.

ICD-3 Manipuladores em geral e manipulador de folhas de alface.

ICD-4 Aquisicao e preparo da alface.

ICD VALORES DE K (n=1. 2.3 ¢ 4)

1- Edificagbes e instalagdes. higienizagao das 60
instalagdes e abastecimento de agua.

2- Equipamento e utensilios. armazenamento. controle 50
integrado de vetores e pragas urbanas /manejo de
residuos /esgoto sanitério.

3- Manipuladores em geral e manipulador de folhas de 32
alface

4- Aquisicao e preparo da alface 24
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conclusao

ICD VALORES DE P (n=1.2.3 € 4)
1- Edificagbes e instalagdes. higienizagao das 10
instalagdes e abastecimento de agua.
2- Equipamento e utensilios. armazenamento. controle 15
integrado de vetores e pragas urbanas /manejo de
residuos /esgoto sanitario.
3- Manipuladores em geral e manipulador de folhas de 20
alface
4- Aquisicao e preparo da alface 25
NT = PI1 + PI2 + PI3 + PI4
CLASSIFICAGAO HIGIENICO- PONTUACAO RESULTADO OBTIDO
SANITARIA
Precaria 0-39
Deficiente 40-79
Regular 80-119
Boa 120 - 139
Muito boa 140 - 157

Os célculos para obtencdo da classificagdo higiénico-sanitaria das

lanchonetes pela aplicacdo dos ICDs foram baseados na metodologia

apresentada na ficha de inspegcédo de estabelecimentos na area de alimentos

da Resolucao da Secretaria de Saude — 196/98, publicada no Diario Oficial do

Estado de Sao Paulo (SAO PAULO, 1998)

Para calcular as notas obtidas para cada ICD, é necessaria a utilizacao

de uma constante (K) especifica para cada ICD. Esse método é utilizado para

nao penalizar a lanchonete no caso de existir alguns itens considerados “N.A.

(ndo se aplica). Os valores das constantes estdo mostrados na Tabela 3).
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TABELA 3 — VALORES DA CONSTANTE (K) CARACTERISTICOS PARA CADA ICD

AVALIADO
ICD VALORES DE K (n=1, 2,3 e 4)
n=1 60
=2 50
n=3 32
n=4 24

FONTE: SAO PAULO, 1998.

Os pesos (P,) foram adotados para cada ICD conforme a relevancia de
cada um deles para avaliagdo higiénico-sanitaria.

Os pesos adotados para cada ICD estdo demonstrados na Tabela 4.

TABELA 4 — PESOS PARA CADA INSTRUMENTO DE COLETA DE_ DADOS PARA
APLICAGAO NA FORMULA PARA CALCULO DE PONTUAGAO

ICD PESO ESPECIFICO P(n=1, 2,3 e 4)
n=1 10
n=2 15
n=3 20
n=4 25

FONTE: SAO PAULO, 1998.

O ICD4, aquisicao e preparo da alface, tem peso especifico de maior
valor por representar a variavel mais importante de toda producgdo, visto que
reflete a qualidade higiénico-sanitaria das folhas de alface.

O menor peso foi adotado para edificagdes e instalagées ICD1, por ndo
influenciar diretamente a seguranca e a qualidade dos alimentos, sendo muitas
vezes impossivel sua adequagao as normas higiénico-sanitarias por possuirem
estruturas antigas, falta de espaco e falta de planejamento, porém néo deve ser
desconsiderado.

A nota final foi calculada pelo somatério dos valores encontrados em
cada um dos quatro ICDs, conforme Equagéao 2.
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EQUAGAO 2 — SOMATORIA DAS PONTUAGCOES DOS ICDs PARA CADA LANCHONETE

NT = PI1 + PI2 + PI3 + Pl4
Onde:

NT= Nota total dos somatorios dos ICDs 1, 2, 3, e 4;

Pl1= Somatoério das pontuacdes obtidas para o ICD1;
PI2= Somatdrio das pontuacgdes obtidas para o ICD2;
PI3= Somatoério das pontuacgdes obtidas para o ICD3;
Pl4= Somatoério das pontuacdes obtidas para o ICD4.

FONTE: SAO PAULO, 1998.

Ao final de cada inspegdo, a lanchonete foi classificada conforme a
pontuacao apresentada na Tabela 5.

TABELA 5 — CRITERIOS DE CLASSIFICACAO HIGIENICO-SANITARIA DAS LANCHONETES

CLASSIFICACAO PONTUAGCAO
Precéria 0-39
Deficiente 40-79
Regular 80-119

Boa 120 - 139
Muito boa 140 — 157

FONTE: SAO PAULO, 1998.

Na Tabela 5 o valor maximo alcancado por uma lanchonete recebeu a
pontuacao final através do resultado do somatério de cada ICD, que totalizaria
no maximo 157 pontos. Para que a lanchonete nao fosse prejudicada foi dado
o mesmo valor de cada item julgado com as respostas “sim” (conformidade) e
“nao se aplica”. O valor para as respostas “ndo” (ndo conformidade) foi zero. As
questdes foram elaboradas de forma que as respostas em conformidade
fossem as ideais para que se atingisse o valor maximo de cada ICD. Admitiu-se
apenas uma resposta para cada item julgado.

Esta fase do estudo foi observacional e descritiva, na qual o contato com

cada lanchonete aconteceu uma uUnica vez durante o periodo pesquisado na
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aplicacéo dos Instrumentos de Coleta de Dados. Foram utilizados os mesmos
critérios em todas as lanchonetes para que houvesse padronizacdo dos
procedimentos de inspecao.

Todos os dados obtidos pelo Instrumento de Coleta de Dados foram
numericamente diagnosticados através de planilhas, tabelas e graficos sendo
compiladas em um banco de dados gerado com o programa Excel Microsoft
Office versao XP home. O Anexo 1 apresenta a aplicacdo de calculo para o

ICD1 obtido pela lanchonete L5, resultando no valor para este ICD.

3.2.2 Andlises Microbiolbgicas

As analises foram realizadas utilizando a infra-estrutura do Centro de
Pesquisa e Processamento de Alimentos (CEPPA) da Universidade Federal do
Parana, localizado no Centro Politécnico, em Curitiba, no periodo de margo a
novembro de 2005.

A amostragem referente a higiene dos manipuladores (ME) foi feita por
intermédio de contato direto das maos com as superficies das placas Petrifilm
previamente hidratadas e incubadas diretamente em estufas de acordo com a

temperatura e tempo de cada microrganismo-alvo.

As amostras de alface (AL e DL) e de agua de lavagem (AGL) seguiram
o método padrao de amostragem de analise microbiolégica. As amostras AL e
DL foram pesadas (25g) e transferidas para um frasco contendo 225mL de
solugdo de agua peptonada a 0,1% e levadas ao homogeneizador de pistao da
marca Stomacher® - Lab System Model 400 Bags por 30 segundos; e foram
diluidas a 10 para o processo de inoculagdo em placas Petrifilm previamente
hidratadas. De cada frasco de amostra AGL foram coletados 25mL e
transferidos 10 mL para 10 tubos de ensaio contendo caldo lactosado. Os
tubos foram incubados a 36° C e os que apresentaram turvagéao e formagéao de
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gas, foram transferidos para tubos contendo caldo verde brilhante com bile e
caldo Escherichia coli. (APHA, 2001; 3M, 2007).

3.2.2.1 Bactérias aerébias mesofilas

A metodologia empregada para a analise de contagem total de bactérias
aerdbias ou facultativas e mesofilas presentes nas amostras de AL, de DL e
de ME foi a da AOAC, método 990.12 (AOAC, 2000; 3M, 2005).

As placas Petrifilm utilizam o meio de cultura PCA, agar padrdo para
contagem com o indicador tetrazolium, com o tempo de incubacao de 48h + 3h
a temperatura de 35° C + 12 C (AOAC, 2000; 3M, 2005).

3.2.2.2 Bolores e leveduras

A metodologia empregada para a andlise de contagem de bolores e
leveduras presentes nas amostras de AL, de DL e de M foi a da AOAC, método
997.02 (AOAC, 2000; 3M, 2005).

As placas Petriflm contém nutrientes suplementares com
clorotetraciclina, cloranfenicol na presenca de fosfato de 5-bromo-4-cloro 3
indolina, com o tempo de incubacao de 3 e 5 dias a temperatura de 20° C a 25°
C (AOAC, 2000; 3M, 2005).

3.2.2.3 Staphylococcus aureus

A metodologia empregada para a andlise de contagem de S. aureus

presentes nas amostras de AL, de DL e de ME foi a da AOAC, método 2001.05

(AOAC, 2000; 3M, 2005).

As placas Petrifilm foram incubadas no tempo de 24h + 2h a temperatura
de 35° C a 37° C (AOAC, 2000; 3M, 2005).
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3.2.2.4 Salmonella sp

A metodologia empregada para a analise de pesquisa de Salmonella sp
presentes nas amostras de alface AL e DL foi a da APHA, 2001 .

As amostras foram incubadas em trés etapas. Na primeira etapa em 259
de amostra foi adicionado 225 ml de caldo lactosado e incubado no tempo de
24h a temperatura de 36°C = 2°C. Na segunda etapa foi acrescentado ao caldo
incubado (12 etapa) 1 ml de tetrationato de Kauffman e 10 ml de caldo
Rappaporte para 0,1 ml do caldo da 12 etapa, esses dois meios foram
incubados no tempo de 24h a temperatura de 36°C = 2°C. Na terceira etapa,
foi estriado em placas (plagueamento) de Petri, preparadas com meios de
cultura agar XLD e Hectoen, foram incubados por 24h a temperatura de 36°C +
2°C (posicao invertida), foi feita a leitura e apresentando colbnias
caracteristicas essas eram submetidas aos meios de cultura LIA e TSI por 24h
a temperatura de 36°C £ 2°C. Nas respostas positivas aplicava-se o kit de
provas bioguimicas ( onze provas em kit de enterobactérias).

3.2.2.5 Coliformes a 35° C (coliformes totais)

A metodologia empregada para a andlise de contagem de coliformes a
35 C (coliformes totais) presentes nas amostras de AL, de DL. De M foi a da
AOAC, método 991.14 e para as amostras de AGL foi a da AOAC, método
991.15 (AOAC, 2000; 3M, 2005).

As amostras de AL, de DL e de M foram utilizadas placas Petrifilm,
sendo incubadas no tempo de 24h + 2h a temperatura de 35° C (AOAC, 2000;
3M, 2005).

Para as amostras de AGL foram utilizados tubos de ensaio com tampa
de rosca, com tubos de Durhan invertidos, contendo o meio de cultura caldo
verde brilhante, sendo incubados no tempo de 24h a temperatura de 35° C + 1°
C.
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3.2.2.6 Coliformes a 45° C (E. coli)

A metodologia empregada para a contagem de coliformes a 35° C
(coliformes totais) presentes nas amostras de AL, de DL. e ME foi a da AOAC,
método 991.14 e para as amostras de AGL foi a da AOAC método 991.15
(AOAC, 2000; 3M, 2005).

Para as amostras de AL, de DL e de ME as andlises foram em placas
Petrifiim de contagem de coliformes a 352 C (coliformes totais), sendo
incubadas no periodo de 24h + 2h (total 48h + 4h) a temperatura de 44,5° C +
0,52 C(AOAC, 2000; 3M, 2005).

Para as amostras de AGL foram utilizados tubos de ensaio com tampa
de rosca com tubos de Durham invertidos, contendo o meio de cultura caldo
lauril sulfato triptose, sendo incubados em banho-maria a temperatura de 44,5°
C + 12 C por 24h.

3.2.3 Andlises Parasitolégicas

As analises parasitolégicas foram realizadas no laboratério de
Parasitologia Animal do Setor de Saude no Centro Politécnico da UFPR no

periodo de marco de 2005 a novembro de 2005.

Para a pesquisa de parasitas tomou-se cerca de 4 g da amostra, e esta
foi dispersa no proprio recipiente onde foi coletada a amostra utilizando um
pouco de agua. Transferiu-se o material disperso para um calice de decantacao
fazendo filtrar em peneira contendo gaze. Completou-se até 3 do volume de
agua e deixou-se repousar em superficie firme e livre de vibragdes por no
minimo 2 horas. Retirou-se o sedimento com um canudo ou pipeta Pasteur e
foi transferido para lamina de vidro adicionando-se 2 gotas de solugéo de Lugol
e coberto com laminula. Observou-se no microscopio em objetiva de 10x a fim

de identificarem-se ovos de parasitas no meio (REY, 2001).
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3.2.4 Amostragem

A Tabela 6 apresenta o planejamento de amostragem, bem como a
quantidade de andlises de cada amostra.

TABELA 6 - PLANEJAMENTO DE AMOSTRAGEM E ANALISES NOS PONTOS DE COLETA

Fonte de . 0 A Zli L Amostras
coleta Sigla n N° Analises | Repeticoes analisadas
Lanchonete L 11 4 1 11
Alface antes AL 33 6 3 99
da lavagem
Alface depois DL 33 5 3 99
da lavagem
Manipulador
especifico de ME 11 5 3 33
alface
lavagem
z 275

NOTA: n= nimero de amostras; £Z= somatorio de amostras analisadas.

3.2.4 Analise Estatistica

Os resultados obtidos nas analises das amostras de alface antes da
lavagem (AL) e depois da lavagem (DL) foram analisados estatisticamente em
um delineamento inteiramente casualizado (DIC.), onde foram testadas as
amostras de 11 lanchonetes para o conhecimento das contaminacgoes
microbiolégicas, com trés repeticdes cada, calculando-se os dados estatisticos
béasicos, teste de Bartlett, analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey
(KOEHLER, 1999; BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001;
BEIGUELMAN, 2002; PAGANO; GAUVREAU, 2004).

O DIC é recomendado em unidades experimentais homogéneas, ou
seja, nas situagdes onde a variabilidade entre as unidades experimentais &
minima. Desta forma, é recomendado seu uso em ensaios realizados em
laboratérios, estufas, locais onde os efeitos ambientais podem ser facilmente
controlados (KOEHLER, 1999; BEIGUELMAN, 2002).
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Para andlise de dados cujos niveis dos tratamentos s&o qualitativos,
recomenda-se aplicar algum tipo de procedimento de comparagao multipla. Um
dos principais procedimentos de comparagdo multipla € o teste de Tukey
(BEIGUELMAN, 2002; PAGANO; GAUVREAU, 2004).

Para os célculos estatisticos utilizou-se o Programa MSTATC da
Michigan State University programado em sistema DOS para PC, além do
Programa STATISTICA 6.0 da Stat Soft, Inc. programado em sistema Windows
para PC da Microsoft Corporation (MSU, 1989; STAT SOFT, 2004) (Anexos 3 a
5).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Instrumentos de Coleta de Dados (ICDs)

As normas higiénicas exigidas muitas vezes ndo compreendem a realidade
de uma unidade produtora de alimentos, sendo esta a maior dificuldade para a
pontuacao dos itens de um Instrumento de Coleta de Dados (ICDs) conforme o
seu grau de importancia em relacdo a seguranca alimentar, sendo necessaria a
elaboracdo de especificagdes, critérios e escalas adaptadas ao ambiente
inspecionado.

Na Tabela 7 apresenta-se os resultados da avaliacdo da analise do ICD1 que
se refere as edificacbes e instalacbes, higienizacdo das instalacbes e
abastecimento de agua.

TABELA 7 - AVALIACAO DAS ONZE LANCHONETES PARA OS TRES BLOCOS (A, B, C)
RELACIONADQOS AO ICD 1

LOCAIS | A | B | [ | SITUACAO
L1 nc nc nc nc
L2 cf nc nc nc
L3 nc nc nc nc
L4 nc nc nc nc
L5 cf cf nc cf
L6 nc nc nc nc
L7 nc cf nc nc
L8 cf cf nc cf
L9 nc nc nc nc
L10 nc cf nc nc
L11 cf cf nc cf

NOTA: A= Edificagdes e instalagdes; B= Higienizagcao das instalagbes; C= Abastecimento de agua; cf= conformidade; nc=
nao conformidade.

De acordo com a Tabela 7, das lanchonetes avaliadas no geral pelo ICD1,
27,3% apresentaram conformidade com relacdo a edificacbes e instalacoes,

higienizagao das instalagdes e abastecimento de agua.

Quando é analisado separadamente cada item do ICD1, o resultado obtido

foi de 36,4% das lanchonetes que estavam em conformidade em relacdo a
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edificacdes e instalacbes; 45,5% das lanchonetes estavam em conformidade em
relagdo a higienizagdo das instalacées e em relagdo ao abastecimento de agua
100,0% das lanchonetes estavam em nao conformidade (Tabela 7).

Na edificacdo e instalacdo das lanchonetes foi obtido valor alto em néao
conformidade, 63,6%. Um dos fatores verificados é que todos os pontos
comerciais das lanchonetes, anteriormente, eram estabelecimentos néo
destinados a comercializacdo de alimentos e bebidas. Os locais alojavam
empresas prestadoras de servigos; lojas de sapatos, de vestuarios, de armarinhos;
consultério odontoldgico e escritrio de contabilidade (Tabela 7).

E para essa mudanca de ramo de atividade nao foram considerados os
materiais de construcao proprios para um ambiente produtor de uma alimentacao
rapida. Como exemplo, em algumas lanchonetes foi utilizadas as divisérias da
cozinha em madeira. A madeira € um material poroso, de dificil limpeza, além de

ser um foco de acumulo de residuos fisicos, quimicos e bioldgicos.

Na higienizacdo das instalacbes das lanchonetes foi obtido um fator
proximo a média em conformidade e nao conformidade. Um dos fatores
encontrados revelou que algumas lanchonetes ja estao aplicando as exigéncias do
manual de boas praticas de fabricacdo solicitada pela Secretaria Municipal de
Saude de Curitiba, Departamento de Vigilancia Sanitaria. Como exemplo, a
preocupacao com a limpeza dos ambientes, cozinha, preparo e distribuicdo, salao
de refeicdo, em algumas lanchonetes a freqiéncia ocorria de forma mais do que
satisfatéria.

Outro fator encontrado em todas as lanchonetes foi o relacionado aos
produtos para a higienizacédo das instalacdées e equipamentos; que se mostraram
em quantidade e diversidade adequadas. Porém, nem todas sabiam a

manipulagéo e aplicacao correta da utilizacdo desses produtos adquiridos.
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Em referéncia ao abastecimento de agua das lanchonetes, conforme pode
ser visualizado na Tabela 7, 100% dos estabelecimentos avaliados encontravam-
se em nao conformidade. Esse valor refere-se a falta de higienizagdo periddica
dos reservatérios de agua de cada uma; visto que todas utilizam o abastecimento
da rede publica. Em algumas lanchonetes, foi relatado pelos responsaveis, que
nao tinham conhecimento da localizacao de seus reservatérios de agua.

A Figura 9 exemplifica ndo conformidade no ICD1 em relagéo a edificagéao e
higienizacdo da instalacdo constatou-se, por exemplo: piso inadequado em oito
das onze lanchonetes pesquisadas, resultando um percentual de 72,7%, com cor

escura que dificulta a visualizagdo no processo de limpeza.

[ %
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FIGURA 9 — PISO CARACTERISTICO ENCONTRADO NA MAIORIA DAS LANCHONETES
FONTE: O AUTOR, 2005
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Na Tabela 8 sdo apresentados os resultados da avaliacdo da analise do ICD2,
que se refere aos equipamentos e utensilios, armazenamento, controle integrado

de vetores e pragas urbanas, manejo de residuos e esgoto sanitario (Anexo 4).

TABELA 8 - AVALIACAO DAS ONZE LANCHONETES PARA OS TRES BLOCOS (A, B, C)
RELACIONADOS AO ICD 2

AMOSTRAS | A | B | C |  SITUACAO
L1 cf cf nc cf
L2 nc nc nc nc
L3 nc nc nc nc
L4 cf cf nc cf
L5 cf cf cf cf
L6 nc nc nc nc
L7 cf cf nc cf
L8 cf cf nc cf
L9 nc nc nc nc

L10 cf nc nc nc
L11 cf nc nc nc

NOTA: A= Equipamentos e utensilios; B= Armazenamento; C= Controle integrado de vetores e pragas urbanas, manejo de
residuos e esgoto sanitario; cf= conformidade; nc= ndo conformidade.

Das lanchonetes avaliadas no geral pelo ICD2, 45,5% apresentaram
conformidade com relacdo a equipamentos e utensilios, ao armazenamento, ao
controle integrado de vetores e pragas urbanas, manejo de residuos e esgoto

sanitario.

Quando analisado cada item do ICD2 separadamente, o resultado obtido foi
de 63,6% das lanchonetes que estavam em conformidade em relacdo a
equipamentos e utensilios, 45,5% das lanchonetes estavam em conformidade em
relacdo ao armazenamento. Em relagdo ao controle integrado de vetores e pragas
urbanas, manejo de residuos e esgoto sanitario, 90,9% das lanchonetes estavam

em nao conformidade.

Em relacdo a equipamentos e utensilios foi obtido um valor satisfatério no
ICD referente a este enfoque, apresentando registros de controle de manutencao
dos equipamentos, quantidade em adequagdo ao volume de alimentos
produzidos, alimentos separados adequadamente em equipamentos de

conservacao e refrigeracao bem como para os utensilios.
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Em relacdo ao armazenamento de matéria-prima e de produto acabado
constatou-se conformidade em 45,5% das lanchonetes pesquisadas. Essa relacao
foi devido ao estado do armazenamento das matérias-primas, localizacao,
cadastramento, identificagdo e posicionamento em relagdo ao shelf-life (vida de
prateleira).

Porém, notou-se na maioria das lanchonetes a ndo conformidade no item
armazenamento, devido ao alimento armazenado em contato com o piso; material
impréprio no ambiente, material de limpeza préximo ao estoque de alimentos,

utensilios espalhados nas diversas prateleiras, alimento perecivel armazenado

sem refrigeragdo e varios produtos sem identificagdo, forma de uso e validade
(Figuras 10 e 11).

FIGURA 10 — ARMAZENAMENTO INCORRETO DE PRODUTO PERECIVEL (OVOS)
FONTE: O AUTOR, 2005
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FIGURA 14 — ARMAZENAMENTO DE MATERIAS-PRIMAS E UTENSILIOS
NOTA: A = material de limpeza préximo a alimento; B = alimentos em contato direto com o piso; C
= utensilios espalhados e sem identificacdo; D = material impréprio (calgados) guardado no
ambiente; E = material com empilhamento inadequado; F = produto com embalagem aberta junto
com embalagem fechada e sem identificagcéo.

FONTE: O AUTOR, 2005

Em relacdo ao controle integrado de vetores e pragas urbanas, manejo de
residuos e esgoto sanitario, 90,9% das lanchonetes estava em nao conformidade.
Um dos fatores para esse percentual foi a falta de registro na maioria das
lanchonetes da periodicidade de dedetizacao e desratizacao dos recintos. Sendo
duas lanchonetes apresentaram os registros, porém com validade vencida. Outro
fator foi a falta de telas nas janelas e nas portas para inibir a entrada de insetos e

roedores.

O manejo de residuos nao era identificado; as lixeiras ndo continham sacos
plasticos descartaveis; falta de limpeza das lixeiras (manutencdo e lavagem);
namero e tamanho de lixeiras inadequadas para o volume de residuos produzidos;
lixeiras sem tampas; lixeiras com tampas de abertura manual; local e identificacao

préprio para as lixeiras; além da ndo separacao dos residuos.
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O descarte dos residuos nao possuia um local especifico na area externa

das lanchonetes e com protecao adequada para posterior coleta publica.

A Figura 12 apresenta uma lixeira adequada para o0 manuseio em
estabelecimento de alimentos. A lixeira deve conter saco plastico descartavel,
tampa e sua abertura por meio de pedal.

FIGURA 12 — LIXEIRA ADEQUADA PARA ESTABELCIMENTO ALIMENTICIO
FONTE: O AUTOR, 2005

Para o terceiro item observado de nao conformidade para o ICD2, esgoto
sanitario, as lanchonetes nao contavam com tratamento de agua e nem de esgoto,
utilizando o da rede publica de abastecimento. Porém, mesmo utilizando a rede
publica de abastecimento, ndo se observou a freqiiéncia adequada de limpeza da
caixa de gordura na maioria das lanchonetes (Figura 13).
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FIGURA 13 — CAIXA DE GORDURA INADEQUADA
FONTE: O AUTOR, 2005
Na Tabela 9 apresenta-se os resultados da avaliagdo da analise do ICDS3, que
se refere aos manipuladores das lanchonetes, manipulador geral (MG) e
manipulador especifico (ME) (Anexo 5).

TABELA 9 - AVALIAC.AO DAS ONZE LANCHONETES PARA OS DOIS BLOCOS (A, B)
CONSTITUIDOS NO ICD 3

AMOSTRAS | A | B* | SITUACAO
L1 cf cf cf
L2 cf cf cf
L3 cf nc nc
L4 cf cf cf
L5 cf cf cf
L6 nc cf cf
L7 cf cf cf
L8 cf cf cf
L9 nc nc nc

L10 nc nc nc
L11 nc nc nc

NOTA: A= Manipulador geral; B= Manipulador especifico; cf= conformidade; nc= ndo conformidade; *= item de maior
importancia para a pesquisa.
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Das lanchonetes avaliadas no geral pelo ICD3, 63,6% apresentaram
conformidade com relagdo ao MG e ME.

Quando ¢ analisado separadamente cada item do ICD3, o resultado obtido
foi de 36,4% das lanchonetes que estavam em nao conformidade em relacdo ao
MG e 63,6% das lanchonetes estavam em conformidade em relacao ao ME.

Em relagdo ao MG houve uma uniformidade nos resultados encontrados.
Porém ocorreram algumas particularidades, como exemplo, a falta de registro de
exame médico ocupacional periddico. Alguns funcionarios do sexo feminino
apresentaram unhas cumpridas e com esmalte. Outras usavam adornos (brincos,
pulseiras, anéis, colares entre outros) e em algumas lanchonetes faltava
orientacdo aos funcionarios quanto a lavagem das maos na mudanca de atividade
(Figura 14).

FIGURA 14 — LIMPEZA DE PISO REALIZADA POR UM MANIPULADOR GERAL (MG) DE UMA
LANCHONETE PESQUISADA
FONTE: O AUTOR, 2005
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Em relagdo ao ME foi observado uma boa pratica no manuseio da alface na
maioria das lanchonetes. Este resultado condiz com os manuais de manuseio e
processamento da alface, seguindo a risca as normas de exigéncia de
higienizacdo de hortalicas. Porém, foi detectado que em 100% das lanchonetes
nao utilizavam produtos sanitizantes apés a lavagem das folhas de alface.

A diferenga encontrada entre os MG e os ME foi que havia uma
preocupacdao dos ME em relacdo a higienizagdo das méos, bem como na
mudanca de cada procedimento aplicado na alface; somente mudavam de
atividade ap6s o término do término da lavagem das folhas de alface necessérias

ao periodo em que estas seriam utilizadas no preparo de sanduiches.

A Tabela 10 apresenta os resultados da avaliacdo da analise do ICD4;
aquisicao e forma de preparo da alface. As aquisi¢cdes de alface pelas lanchonetes
foram em supermercados. A forma de preparo refere-se a classificacdo, ao

desfolhamento, a lavagem unitaria das folhas e ao armazenamento.

TABELA 10 - AVALIAQ,AO DAS ONZE LANCHONETES PARA OS DOIS BLOCOS (A, B)
CONSTITUIDOS NO ICD 4

AMOSTRAS | A | B* | SITUACAO
L1 nc cf cf
L2 cf nc nc
L3 cf nc nc
L4 nc cf cf
L5 cf cf cf
L6 cf cf cf
L7 cf cf cf
L8 nc nc nc
L9 cf cf cf

L10 cf cf cf
L11 cf nc nc

NOTA: A= Aquisicdo da alface; B= Forma de preparo; cf= conformidade; nc= nao conformidade; *= item de maior
importancia para a pesquisa.

Das lanchonetes avaliadas no geral pelo ICD4, 36,4% apresentaram
conformidade com relacao a aquisicao da alface e forma de preparo.
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Quando é analisado separadamente cada item do ICD4, o resultado obtido
foi de 72,7% das lanchonetes que estavam em conformidade em relacdo a
aquisicao da alface e 63,6% das lanchonetes estavam em conformidade em
relagéo a forma de preparo.

Em relacdo a aquisicdo da alface foi detectada irregularidade, como
exemplo, apds a compra das alfaces, essas nao sdo conservadas sob refrigeracao
até o momento do preparo. Quanto ao procedimento de preparo foi observado
itens em nao conformidades como: facas de corte da alface sdo de uso geral; nao
fazem sanitizacdo nas alfaces; o local da lavagem e manuseio e os recipientes de

armazenamento da alface ndo sofrem prévia higienizagao.

Em relacdao a forma de preparo, tanto na higienizacao da alface quanto no
preparo dos sanduiches, foi verificado uma boa pratica de fabricacdo. Com
excecao, no processo de sanitizagdo a falta de desinfec¢cdo das folhas por um
sanetizante.

Ainda no preparo constatou-se que utilizam uma quantidade suficiente de
agua na lavagem das folhas de alface; sob agua corrente e tratada; uma boa
percepcao na retirada das irregularidades das alfaces (deterioracdo, lesées,
descoloracao, queimada, ferrugem e integridade da folha).

A pontuacgao da lanchonete, na avaliagdo dos ICDs obteve a classificacao
de acordo com o Quadro 3.

QUADRO 3 - CLASSIFICACAO DAS LANCHONETES DE ACORDO COM A AVALIAGAO DOS
QUATRO (4) ICDs APLICADOS

LANCHONETES | PONTUACAO | CLASSIFICACAO
L1 89 regular
L2 65 deficiente
L3 63 deficiente
L4 87 regular
L5 128 boa
L6 64 deficiente
L7 72 deficiente
L8 87 regular
L9 58 deficiente

L10 67 deficiente
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L11 65 deficiente |

NOTA: A classificacdo segue a seguinte seqiiéncia: precéaria = 0 a 39; deficiente = 40 a 79; regular = 80 a 119; boa = 120 a
139 e muito boa = 140 a 157.

A classificacdo de cada lanchonete deveria atingir pontuacdo minima de

120 pontos e maxima de 157 pontos de conformidade. Para as lanchonetes que

se encontram abaixo da pontuagdo minima de classificagdo, geralmente possuem

de 30% a 45% de irregularidades apresentadas nos ICDs.

Nenhuma das lanchonetes foi avaliada dentro da classificacao “precaria” e
“‘muito boa”. A lanchonete que obteve maior pontuagdo na aplicacdo dos quatro
ICDs foi a L5, o que apresentou situacoes favoraveis em virtude da recente
aplicacdo das reformas e orientacbes da vigilancia sanitaria; ainda, foram
detectados os melhores aspectos nas areas fisicas, equipamentos e utensilios
adequados. A L5 acatou todos os tépicos de alteracdes relacionados pelo relatério
da fiscalizagao.

As L1, L4, L8 e L11 obtiveram classificacdo “regular’, pois apesar de
existirem areas separadas na planta do processo de producao como: recebimento
das matérias-primas, area e distribuicdo dos alimentos na dispensa, area de pré-
preparo e preparo de alimentos, as condicbes de partes de algumas instalacoes,
equipamentos e utensilios e o fluxo observado dos funcionarios em alguns
procedimentos de elaboracdo de alimentos, mostraram-se em desacordo com as

normas das boas praticas.

As L2, L3, L6, L7, L9 e L10 com classificacao “deficiente” apresentaram
incompatibilidade entre o espaco fisico de preparacao de alimento com o volume
de producao de alimentos comercializados no local, comprometendo de maneira
direta a qualidade e seguranca higiénico-sanitaria dos produtos oferecidos aos

usuarios nestas lanchonetes.
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4.2 Avaliagao Microbiolégica

4.2.1 Alface Antes da Lavagem (AL)

A Tabela 11 apresenta os resultados das andlises para contagem total de
bactérias aerdbias meséfilas em AL.

TABELA 11 - CONTAGEM TOTAL DE BACTERIAS AEROBIAS MESOFILAS EM AMOSTRAS DE
ALFACE ANTES DA LAVAGEM (AL)

AMOSTRAS REPETICOES (10° UFClg) s x 10" UFC/g x s
| I i (x 10°)
AL1 2,0 8,2 6,4 1,66 5,53 10,173
AL2 4,8 5,0 3,6 1,34 4,46 0,573
AL3 8,4 4,4 3,2 1,60 5,33 7,413
AL4 5,6 8,2 6,6 2,04 6,80 1,720
AL5 4,4 6.3 8,0 1,87 6,23 3,243
AL6 6,1 4,8 8,2 1,91 6,36 2,943
AL7 4,6 5,6 7,0 1,72 5,73 1,453
AL8 6,4 8,2 6,8 2,14 7,13 0,893
AL9 6,0 4,8 8,8 1,96 6,53 4,213
AL10 5,6 4,4 7,2 1,72 5,73 1,973
AL11 6,5 5,4 3,8 1,57 5,23 1,843

NOTA: 2= somatoria; X= média; s’= variancia.

Verifica-se a variancia dos resultados se é ou ndo homogénea, de acordo

com o qui-quadrado do teste de Bartlett.

A condicao “sine qua non” para submeter amostras a uma analise de
variancia (ANOVA) é a de que nao variem significamente. Torna-se fundamental
que, antes de tal andlise, se faca um teste de homogeneidade das variancias. O
teste apropriado é o teste de Bartlett, o qual indica, mediante o teste de qui-
quadrado, se existe ou ndo diferenca estatisticamente significativa das amostras
analisadas.
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No teste de Bartlett tém-se duas hipdteses, ou seja, Ho: as amostras sao

homogéneas; e Hi:as amostras ndo sdo homogéneas.

O resultado do teste de Bartlett para a amostra AL em contagem total de
bactérias aerdbias mesofilas mostra o qui-quadrado calculado de 6,127, logo, a
hip6tese HO é verdadeira, visto que o qui-quadrado tabelado é 18,307 que
corresponde a 10GL, ja que sdo onze tratamentos ao nivel de 5% de
probabilidade. Como nao se encontra evidéncia de que a hip6tese de nulidade

seja falsa, conclui-se que as variancias sdo homogéneas.

A Tabela 12 apresenta a andlise de variancia para as amostras de AL.

TABELA 12 — ANALISE DE VARIANCIA REFERENTE A CONTAGEM DE BACTERIAS
AEROBIAS MESOFILAS EM AL

Fonte de variancia | Graus de Soma de Quadrado F
Liberdade | Quadrados Médio F amostras 59 (10:22) 19
(GL) (SQ) (QM) ° °
Tratamentos 10 18,202 1,820 0,549*™ 2,30 3,26
Erro Experimental 22 72,887 3,313
Total 32 91,089

NOTA: ns = ndo significativo; * = significativo no nivel de 5% de probabilidade; ** = significativo no nivel de 1% de

probabilidade.

Como pode ser observado na Tabela 12, o valor de Fcaiculado = 0,549 < F10:

22 59%)= 2,30, ndo existe diferenca significativa entre as médias dos tratamentos.

Como a andlise esta objetivada nas onze amostras de AL, ndo ha a
necessidade do teste de Tukey, pois nao existe diferenca estatisticamente

significativa no nivel de 5% de probabilidade (P>0,05).

A Tabela 13 apresenta os resultados das andlises para contagem de

bolores e leveduras em AL.
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TABELA 13 - CONTAGEM DE BOLORES E LEVEDURAS EM AMOSTRAS DE ALFACE ANTES DA
LAVAGEM (AL)

REPETICOES (x10°UFC/g) , x ,
AMOSTRAS % x10°UFC/g s
| Il 1l (x10%)

AL1 3,8 7,3 6,1 17,2 5,73 46,991
AL2 4,2 6,4 2,6 13,2 4,40 29,453
AL3 5,6 4,4 6,2 16,2 5,00 39,720
AL4 6,6 8,4 8,0 23,0 7,66 79,264
AL5 5,8 7,5 6,4 19,7 6,56 58,238
AL6 8,2 4,8 7,6 20,6 6,86 66,161
AL7 4,6 7,6 5,8 18,0 6,00 50,280
AL8 8,0 8,5 6,8 23,3 7,76 81,191
AL9 8,6 5,8 6,8 21,2 7,06 68,597
AL10 4,6 8,8 7,4 20,8 6,93 68,668
AL11 6,1 4,8 8,4 19,3 6,43 58,507

NOTA: £= somatéria; X = média; s’= variancia.

Por meio da Tabela 13 verifica-se a variancia dos resultados se € ou nao
homogénea, de acordo com o qui-quadrado do teste de Bartlett.

No teste de Bartlett tém-se duas hipéteses, em que HO as amostras sao

homogéneas e H1 as amostras ndo sao homogéneas.

O resultado do teste de Bartlett para a amostra AL em contagem de bolores
e leveduras mostra o qui-quadrado calculado de 3,779, logo, a hipétese HO é
verdadeira, visto que o qui-quadrado tabelado é 18,307 que corresponde a 10GL,
jA que sédo onze tratamentos ao nivel de 5% de probabilidade. Como nao se
encontra evidéncia de que a hipétese de nulidade seja falsa, conclui-se que as
variancias sao homogéneas, logo os dados foram submetidos a analise de

variancia.

A Tabela 14 apresenta a andlise de variancia para as amostras de AL em

contagem de bolores e leveduras.
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TABELA 14 — ANALISE DE VARIANCIA REFERENTE A CONTAGEM DE BOLORES E
LEVEDURAS EM AL

Fonte de varidncia | Graus de Soma de Quadrado F
Liberdade | Quadrados Médio Famostras 59 (10,22) 19
(GL) (SQ) (QM) ° °
Tratamentos 10 30,105 3,011 1,297*™ 2,30 3,26
Erro Experimental 22 51,053 2,321
Total 32 81,159
NOTA: ns = néo significativo; * = significativo no nivel de 5% de probabilidade; ** = significativo no nivel de 1% de

probabilidade.

Os valores de F(ig; 22, 55 = 2,30; como o valor de Famestras das AL é igual
1,297, menor que o valor de Fo; 22; 5), @ hipotese Ho é aceita e conclui-se que n&o

existe diferenca entre os tratamentos ao nivel de 5% de probabilidade.

Para a contagem de S. aureus e Salmonella sp em AL nao foi detectado a

presenca desses microrganismos nas amostras analisadas.

Para a contagem de coliformes a 35° C (coliformes totais) em AL foram

detectados valores = 2400 UFC/g, em todas as amostras analisadas.

A Tabela 15 apresenta os resultados das andlises para contagem de
coliformes a 45° C (E. coli) em AL.

TABELA 15 - CONTAGEM DE COLIFORMES A 45¢ C (E. coli EM AMOSTRAS DE ALFACE ANTES
DA LAVAGEM (AL)

AMOSTRAS | REPETICOES (x 102 UFC/g) S x 102 UFC/g X s?
(x 10%)
| i i
AL 13 1,8 2,1 5.2 1,7 0,163
AL2 2,2 1,6 1,4 5,2 1,7 0,173
AL3 2.4 1,2 1,6 5,2 1,7 0,373
AL4 28 1,6 22 6,6 2,2 0,360
AL5 26 1,4 23 6,3 2,1 0,390
AL6 28 2.4 2,0 7.2 2.4 0,160
AL7 26 22 1,8 6,6 22 0,160
AL8 28 1,6 2.4 6,8 2,3 0,373
AL9 26 1,8 2,0 6,4 2,1 0,173
AL10 1,8 22 1,6 5,6 1,9 0,093
AL11 2.4 28 22 7.4 2,5 0,093

NOTA: Z= somatoria; X= média; s?= variancia.
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Por meio da Tabela 15 verifica-se a variancia dos resultados se é ou nao
homogénea, de acordo com o qui-quadrado do teste de Bartlett, em que HO as

amostras sdo homogéneas e H1 as amostras ndo sdo homogéneas.

O resultado do teste de Bartlett para a amostra AL em contagem de
coliformes a 45° C (E. col)) mostra o qui-quadrado calculado de 2,403, logo, a
hipétese Hy é verdadeira, visto que o qui-quadrado tabelado é 18,307 que
corresponde a 10GL, no nivel de 5% de probabilidade. Como ndo se encontra
evidéncia de que a hipo6tese de nulidade seja falsa, conclui-se que as variancias

sao homogéneas.

Na Tabela 16 é apresentada a analise de variancia para as amostras de AL
em contagem de coliformes a 45° C (E. coli).

TABELA 16 — ANALISE DE VARIANCIA REFERENTE A CONTAGEM DE COLIFORMES A 45° C
(E. col) EM AL

Fonte de varidncia | Graus de Soma de Quadrado F
Liberdade | Quadrados Médio F amostras 59 (10:22) 19
(GL) (SQ) (QM) ° °
Tratamentos 10 2,174 0,217 0,951*™ 2,30 3,26
Erro Experimental 22 5,027 0,228
Total 32 7,201

NOTA: ns = néo significativo; * = significativo no nivel de 5% de probabilidade; ** = significativo no nivel de 1% de
probabilidade.

Os valores de Fio; 22. 55 = 2,30; como o valor de Famostras das AL é igual
0,951, consideravelmente menor que o valor de F(1; 22. 5), @ hipotese Ho é aceita e
conclui-se que nao existe uma média dos tratamentos diferente; ndo ha a
necessidade do teste de Tukey, onde mostrou por andlise ANOVA nao existe

diferencga estatisticamente significativa no nivel de 5% (P>0,05).

4.2.2 Alface Depois da Lavagem (DL)

Na Tabela 17 sdo apresentados os resultados das analises para contagem
total de bactérias aerébias mesoéfilas em DL.
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TABELA 17 - CONTAGEM TOTAL DE BACTERIAS AEROBIAS MESOFILAS EM AMOSTRAS DE
ALFACE DEPOIS DA LAVAGEM (DL)

REPETICOES (x10* UFC/g) _
AMOSTRAS = x 10* UFC/g i §2
| I I (x107)
DLT 6.4 8.1 8.8 233 7,76 1,523
DL2 9,0 7.8 8,0 24,8 8,26 0,413
DL3 5,2 6,8 8,2 20,2 6,73 2,253
DL4 48 8,8 8,6 222 7,40 5,080
DL5 46 5,2 6,2 16,0 5,33 0,653
DL6 8,0 9,4 7.4 24,8 8,26 1,053
DL7 9,2 7.6 5,6 22,4 7,46 3,253
DL8 48 6,6 8,0 19,4 6,46 2,573
DL9 5,8 7,6 7.0 20,4 6,80 0,840
DL10 8,2 7,8 9,8 258 8,60 1,120
DL11 6.3 8,4 6,6 213 7,10 1,290

NOTA: 2= somatoria; X= média; s’= variancia.

Por meio da Tabela 17 verifica-se a variancia dos resultados se é ou nao
homogénea, de acordo com o qui-quadrado do teste de Bartlett, em que Ho as

amostras sdo homogéneas e H1 as amostras ndo sdo homogéneas.

O resultado do teste de Bartlett para a amostra DL em contagem de
bactérias aerébias mesofilas mostra o0 qui-quadrado calculado de 4,545, logo, a
hipétese HO é verdadeira, visto que o qui-quadrado tabelado é 18,307 que
corresponde a 10GL, ao nivel de 5% de probabilidade. Como ndo se encontra
evidéncia de que a hipo6tese de nulidade seja falsa, conclui-se que as variancias

sao homogéneas, logo os dados foram submetidos a analise de variancia.

A Tabela 18 apresenta a andlise de variancia para as amostras em DL em
contagem de bactérias aerdbias mesofilas.
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TABELA 18 — ANALISE DE ,VARIANCIA REFERENTE A CONTAGEM DE BACTERIAS
AEROBIAS MESOFILAS EM DL

Fonte de variancia | Grausde | Somade Quadrado F
Liberdade | Quadrados Médio Famostras 59 (10:22) 19
(GL) (SQ) (QMm) ° °
Tratamentos 10 26,961 2,696 1,479*™ 2,30 3,26
Erro Experimental 22 40,107 1,823
Total 32 67,067
NOTA: ns = ndo significativo; * = significativo no nivel de 5% de probabilidade; ** = significativo no nivel de 1% de

probabilidade.

Como o valor de F; 22; 5y = 2,30 > Famostras = 1,479, ou seja F tapelado >
Feaculado, aceita-se a hipotese Ho, e conclui-se que nao existe diferenca
estatisticamente significativa no nivel de 5% (P>0,05).

A Tabela 19 apresenta os resultados das andlises para contagem de

bolores e leveduras em DL.

TABELA 19 - CONTAGEM DE BOLORES E LEVEDURAS EM AMOSTRAS DE ALFACE DEPOIS DA
LAVAGEM (DL)

REPETICOES (x10° UFC/g) X
AMOSTRAS % x10% UFC/g s?
| Il 1] (x10%)
DLA1 3,2 6,2 8,4 16,6 5,533 10,173
DL2 4,4 5,8 8,0 13,4 4,467 0,573
DL3 6,2 6,4 8,8 16,0 5,333 7,413
DL4 4,6 6,8 6,4 20,4 6,800 1,720
DL5 6,6 5,8 4,2 18,7 6,233 3,243
DL6 8,9 6,1 4,2 19,1 6,367 2,943
DL7 7,6 8,8 9,2 17,2 5,733 1,453
DL8 6,0 4,8 5,6 21,4 7,133 0,893
DL9 9,2 8,4 8,2 19,6 6,533 4,213
DL10 9,6 8,8 8,1 17,2 5,733 1,973
DL11 5,6 9,8 7,8 15,7 5,233 1,843

NOTA: £= somatéria; X = média; s’= variancia.
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Por meio da Tabela 19 verifica-se a variancia dos resultados se € ou nao
homogénea, de acordo com o qui-quadrado do teste de Bartlett, em que Ho as

amostras sdo homogéneas e H1 as amostras ndo sdo homogéneas.

O resultado do teste de Bartlett para a amostra DL em contagem de bolores
e leveduras mostra o qui-quadrado calculado de 6,127, logo, a hipétese Ho é
verdadeira, visto que o qui-quadrado tabelado é 18,307 que corresponde a 10GL,
ao nivel de 5% de probabilidade. Como ndo se encontra evidéncia de que a

hip6tese de nulidade seja falsa, conclui-se que as variancias sdo homogéneas.

Na Tabela 20 apresenta a analise de variancia para as amostras de DL em
bolores e leveduras.

TABELA 20 - ANALISE DE VARIANCIA REFERENTE A CONTAGEM DE BOLORES E
LEVEDURAS EM DL

Fonte de variancia | Graus de Soma de Quadrado F
Liberdade | Quadrados Médio F amostras 59 (10:22) 19
(GL) (SQ) (QM) ° °
Tratamentos 10 18,202 1,820 0,549*™ 2,30 3,26
Erro Experimental 22 72,887 3,313
Total 32 91,089
NOTA: ns = nao significativo; * = significativo no nivel de 5% de probabilidade; ** = significativo no nivel de 1% de

probabilidade.

O valor de Fo. 22 para a = 0,05 é 2,30; como o valor de Famostras das
amostras DL é igual 0,549, consideravelmente menor que o valor de F(jp22) Nno
nivel de 5% de significancia. A hipétese Hy € aceita e conclui-se que nao existe
diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade

A Tabela 21 apresenta os resultados das andlises para contagem de
coliformes a 352 C em DL.
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TABELA 21 - CONTAGEM DE COLIFORMES A 35° C NAS AMOSTRAS DE FOLHAS DE ALFACE
DEPOIS DA LAVAGEM (DL)

REPETICOES (10° UFC/g) , x ,
AMOSTRAS 210° UFC/g S
I Il [l (x 10%)
DL1 4,6 8,9 8,0 21,5 7,167 5,143
DL2 6,4 8,6 6,1 21,1 7,033 1,863
DL3 5,6 4,8 8,2 18,6 6,200 3,160
DL4 6,8 8,4 8,0 23,2 7,733 0,693
DL5 4.4 6,2 4.8 15,4 5,133 0,893
DL6 224 224 224 e
DL7 224 224 224 e
DL8 6,4 8,2 6,0 20,6 6,867 1,373
DL9 =224 224 224 -—-- - e
DL10 224 224 224 -—-- - e
DL11 =224 224 224 ---- - e
NOTA: 5= somatéria; X = média; s’= variancia; .... = 22400

O resultado do teste de Bartlett para a amostra DL em contagem de

coliformes a 352 C (coliformes totais) mostra o qui-quadrado calculado de 2,425,

logo, a hip6tese HO é verdadeira, visto que o qui-quadrado tabelado é 18,307 que

corresponde a 10GL, ao nivel de 5% de probabilidade. Como nao se encontra

evidéncia de que a hipotese de nulidade seja falsa, conclui-se que as variancias

sdo homogéneas, logo os dados foram submetidos a analise de variancia.

A Tabela 22 apresenta a analise de variancia para as amostras de DL em

contagem de coliformes a 35° C (coliformes totais).

TABELA 22 — ANALISE DE VARIANCIA REFERENTE A CONTAGEM DE COLIFORMES A 35°¢ C

EM DL
Fonte de variancia | Graus de Soma de Quadrado F
Liberdade | Quadrados Médio F amostras 59 (5:12) 19
(GL) (SQ) (QM) ° °
Tratamentos 10 2464,267 246,426 206,5** 2,30 3,26
Erro Experimental 22 26,23 1,193
Total 32 2490,521

NOTA: ns = néo significativo; * = significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ** = significativo no nivel de 1% de
probabilidade.
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Na Tabela 22 pode-se observar que existem diferencas significativas com
relagéo a contagem de coliformes a 35°C nas amostras em DL, sendo o valor de F
calculado maior que o valor de F tabelado. Como o teste de F mostrou que pelo
menos uma das médias € diferente estatisticamente aplicou-se o teste de Tukey
para identificar qual das médias difere estatisticamente, que consta na Tabela 23.

TABELA 23 — APLICAGCAO DAS MEDIAS DA CONTAGEM DE COLIFORMES A 35° C EM DL
PELO TESTE DE TUKEY

Amostras Médias dos Tratamentos
DL 7 1/7°
DL2 7,033°
DL3 6,200°
DL4 7,733°
DL5 5,133°
DL6 2400°
DL7 2400°
DL8 6,867°
DL9 2400°
DL10 2400°
DL11 2400°

Médias seguidas das mesmas letras na mesma linha nédo diferem entre si pelo teste de
Tukey no nivel 5% de significancia. Médias ndo seguidas de letras diferentes nao
apresentaram diferenga significativa pelo teste de Tukey no nivel de 5%. A Tabela 23
apresenta os resultados das analises para contagem de coliformes a 352 C em DL.

A Tabela 23 mostra a sumarizacdo dos resultados obtidos nas
comparacoes das médias pelo teste de Tukey da contagem de coliformes a 35°C.
Nesse sentido, os menores valores de redugao para coliformes a 35°C durante o

processamento de lavagem foram eficiente para as amostras de alface DL1, DL2,



81

DL3, DL4, DL5 e DL8. N&o apresentando alteracdo nos valores iniciais de
contaminantes (22400 UFC/g) nas amostras DL6, DL7, DL9, DL10 e DL11.

A Tabela 24 apresenta os resultados da contagem de coliformes a 45° C (E.
coli); porém com estes resultados nao diz se a varidncia € homogénea ou nao.

Para isto foi calculado o teste de Bartlett.

TABELA 24 - CONTAGEM DE COLIFORMES A 45¢ C (E. coli) EM AMOSTRAS DE ALFACE
DEPOIS DA LAVAGEM (DL)

REPETICOES (x10° UFC/g) X
AMOSTRAS ¥ x102 UFC/g s?
| I 1] (x10%)
DL1 0,80 0,60 0,95 2,35 0,783 0,031
DL2 1,00 0,84 0,88 2,72 0,907 0,007
DL3 0,90 0,85 1,00 2,75 0,917 0,006
DL4 0,86 0,94 0,76 2,56 0,853 0,008
DL5 0,60 0,68 0,82 2,10 0,700 0,012
DL6 1,60 1,30 1,80 4,70 1,567 0,063
DL7 1,10 0,80 1,00 2,90 0,967 0,023
DL8 0,84 1,20 0,92 2,96 0,987 0,036
DL9 1,10 0,80 0,84 2,74 0,913 0,027
DL10 1,80 1,60 1,30 4,70 1,567 0,063
DL11 1,00 0,80 1,80 3,60 1,200 0,280

NOTA: £= somatéria; X = média; s’= variancia.

O resultado do teste de Bartlett para a amostra DL em contagem de
coliformes a 45° C (E. coli) mostra o qui-quadrado calculado de 12,661, logo, a
hipétese Ho é verdadeira, visto que o qui-quadrado tabelado é 18,307 que
corresponde a 10GL, no nivel de 5% de probabilidade. Como ndo se encontra
evidéncia de que a hipotese de nulidade seja falsa, conclui-se que as variancias
sdao homogéneas e os dados foram submetidos a analise de variancia, que consta

na Tabela 25.



82

TABELA 25 — ANALISE DE VARIANCIA REFERENTE A CONTAGEM DE COLIFORMES EM
AMOSTRAS DE ALFACE A 45°C EM DL

Fonte de variancia | Graus de Soma de Quadrado F
Liberdade | Quadrados Médio Famostras 59 (10:22) 19
(GL) (SQ) (QM) ° °
Tratamentos 10 2,560 0,256 5,061** 2,30 3,26
Erro Experimental 22 1,113 0,051
Total 32 3,673

NOTA: * = significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ** = significativo no nivel de 1% de probabilidade.

Os valores de F0:22) para a = 0,05 € 2,30; como o valor de Famostras das

amostras DL € igual 5,061, maior que o valor de Fio.22

no nivel de 5% de

significancia, a hipotese H1 é aceita e conclui-se que existe pelo menos uma média

dos tratamentos diferente; logo, ha a necessidade do teste de Tukey, para verificar

qual dos tratamentos diferem ao nivel de significancia de 5% (P<0,05).

A Tabela 26 apresenta a analise das médias da contagem de coliformes a
45° C (E. coli) em DL pelo teste de Tukey.

TABELA 26 — APLICACAO DAS MEDIAS DA CONTAGEM DE COLIFORMES A 45° C EM DL
PELO TESTE DE TUKEY

Amostras Médias dos Tratamentos
DL1 0,783°
DL2 0,907
DL3 0,917
DL4 0,853
DL5 0,700°
DL6 1,567%
DL7 0,967
DL8 0,987
DL9 0,913

DL10 1,5672
DL11 1,200%

Médias seguidas das mesmas letras na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey no nivel 5% de significancia. Médias ndo seguidas de letras diferentes nao
apresentaram diferenga significativa pelo teste de Tukey no nivel de 5%.

A média dos tratamentos mostrou a suscetibilidade na lavagem das folhas

quanto a eliminacdo e/ou reducdo da contagem de coliformes a 45°C. Nesse
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sentido, os menores valores de reducdo para coliformes a 45°C durante o
processamento de lavagem foram eficiente para as amostras de alface DL1 e DL5.

4.2.3 Comparativo de Contaminantes Microbioldgicos nas Lanchonetes entre AL e
DL

Para o comparativo de contaminantes microbioldgicos nas lanchonetes
entre as amostras AL e DL, submeteu-se os resultados das analises em um

tratamento estatistico utilizando o D.I.C.

A Figura 15 apresenta a comparacdo das lanchonetes em relagdo a

contagem total de bactérias aer6bias mesofilas nas amostras AL e DL.
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FIGURA 15 — COMPARATIVA DAS LANCHONETES EM RELAGCAO A CONTAGEM TOTAL DE
BACTERIAS AEROBIAS MESOFILAS NAS AMOSTRAS DE ALFACE ANTES DE
LAVADAS (AL) E DEPOIS DE LAVADAS (DL)

A Figura 15 mostra a reducédo na contagem de total de bactérias aerdbias
mesédfilas em 10° UFC/g entre AL e DL, porém, ainda apresentando uma
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contaminacdo de valor alto para bactérias aerébias meséfilas resultando 10*
UFC/g nas amostras DL, apesar de nao existir valores de contagens maximas

para este grupo de microrganismos na legislacéo vigente.

Segundo Franco; Landgraf (2005), a contagem de bactérias aerdbias
mesofilas é comumente empregada para indicar a qualidade sanitaria dos
alimentos. Mesmo que os patdégenos estejam ausentes e que nao tenham ocorrido
alteragbes nas condicdes sensoridais do alimento, um numero elevado de

microrganismos indica que o alimento € insalubre.

A Figura 15 ainda permite verificar que mesmo obtendo esta reducgéo, a
contaminacao das amostras DL permanece curvilinea e paralela as amostras AL,

ocorrendo uma similaridade na redugao.

Como nenhuma das lanchonetes utiliza sanitizante, verifica-se uma
preocupacao com os resultados obtidos, onde as alfaces agregaram um maior teor
de umidade, bem como de atividade de agua. Os resultados foram de acordo com
a contagem de total de bactérias aerdbias meséfilas sob a forma vegetativa, a
contaminacao poderia ser maior se fosse feita uma contagem de esporulados.
Além do que existe um fator favoravel a crescimento bacteriano, ja que a alface é
adicionada aos sanduiches quentes, chegando a uma temperatura 6tima de
crescimento entre 34° C a 38° C (JEMRA, 2007).

A Figura 16 apresenta a comparacdo das lanchonetes em relagdo a
contagem de bolores e leveduras nas amostras AL e DL.
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FIGURA 16 — COMPARATIVO DAS LANCHONETES EM RELACAO A CONTAGEM DE
BOLORES E LEVEDURAS NAS AMOSTRAS DE ALFACE ANTES DA LAVAGEM
(AL) E DEPOIS DA LAVAGEM (DL)

As contagens de bolores (fungos filamentosos) e de leveduras (fungos
leveduriformes) fornecem varias informacdes, como por exemplo, as condi¢cdes
higiénicas precarias nos utensilios de manuseio das amostras DL. A Figura 19
mostra que ndo houve reducdo de contaminacédo entre as amostras AL e DL,
sendo que em algumas continuaram com a fase de laténcia (fase lag) e a fase de
crescimento estaciondria, aguardando um fator favoravel para passar para a fase

de crescimento exponencial (fase log).

Os bolores estdao bem difundidos na natureza, estdo presentes no solo, no
ar, na dgua e em material organico em decomposicdo. As leveduras apesar de
estarem bem difundidas na natureza, mas a sua contaminagéo necessita de ajuda
de vetores como insetos, animais, ar € suas correntes, entre outros. A Figura 19
apresenta a necessidade da utilizacdo do sanitizante, mesmo a agua corrente
vinda da rede publica de abastecimento, com um pH alcalino, ndo obteve uma

reducao desejavel, continuou desfavoravel para um alimento saudavel.
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Baixas contagens de bolores e leveduras sdo normais em alimentos in
natura e congelados, ndo sendo, portanto, significativas. Somente quando o
crescimento de bolor for visivel ou o alimento apresentar um numero elevado de
leveduras, o consumidor serd capaz de reconhecer a deterioracdo, mesmo assim,
esta deterioracao por leveduras nao é prejudicial a saude, porque o crescimento
de bolores e leveduras é mais lento do que o de bactérias em alimentos
apresentando alto valor de atividade de agua (FRANCO; LANDGRAF, 2005; JAY,
2005).

A Figura 17 apresenta a comparacdo das lanchonetes em relacdo a

contagem de coliformes a 45° C (E. coli) nas amostras AL e DL.
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FIGURA 17 — COMPARATIVA DAS LANCHONETES EM RELAGCAO A CONTAGEM DE
COLIFORMES A 45° C NAS AMOSTRAS DE ALFACE ANTES DE LAVADAS (AL)
E DEPOIS DE LAVADAS (DL)

Na figura 17 verifica-se que a lavagem das alfaces ndo foi capaz de

promover a reducdo necessaria para contaminagao por coliformes a 45° C.
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Os coliformes a 45° C nado sao usualmente patogénicos, mas algumas
linhagens podem ser. A sua importancia principal é devido ao fato de serem bons

indicadores de contaminacédo fecal nos alimentos.

Na classe coliformes a 45° C, encontram-se o0s géneros Enterobacter,
Citrobacter, Klebsiella e Escherichia. Os trés primeiros sdo encontrados em
matéria fecal e podem sobreviver por tempos variaveis em outros habitats, como
exemplo, o solo, a superficie de vegetais, de hortalicas, entre outros; ao passo que
Escherichia, particularmente, E. coli, tem seu habitat exclusivo no trato intestinal
dos animais e seres humanos. Para avaliar a higiene sanitaria das lanchonetes foi
selecionado como indicador a E. coli (FORSYTHE, 2002).

4.2.4 Manipuladores

A Tabela 27 apresenta as contagens microbiolégicas das maos dos
manipuladores das alfaces (ME).

Amostras iifg‘zri':: Bolores e S. aureus Salmonella Coliformes a COI'E%%G’S a
ot Leveduras (UFC/cm?) (UFC/CM?) 35°C

Mesofilas (UFC/cm?) (NMP/cm?) (E. coli)

(UFC/cm?) (NMP/cm?)
ME1 1,4x10° 3,6 x 10° 2,0x 10? auséncia 2,6 x 10° 1,4 x 10
ME2 1,6 x10° 4,5x 10° 3,0x 10° auséncia 2,8 x10° 1,8 x10°
ME3 2,0x10° 4,0x10° 3,3x10° auséncia 3,0x 10° 1,6 x10°
ME4 1,5x10° 3,2x10° 2,2x10° auséncia 2,8 x10° 1,4x10°
ME5 1,2x10° 2,8 x10° 1,4 x 102 auséncia 2,0 x 10° 1,2x10°
ME6 1,6x10° 4,4 x10° 4,6x10° auséncia 4,0x10° 1,6 x 102
ME7 1,8x 10° 4,0 x102 48x10° auséncia 43x10° 2,0 x 10°
ME8 1,5x10° 3,0x 10° 3,5x10° auséncia 3,0x 10° 1,8 x10°
ME9 1,9x10° 4,0x10° 3,8x10° auséncia 3,8x10° 1,4x10°
ME10 2,2x10° 5,0 x 10° 3,1x10° auséncia 4,6x10° 2,2x10°
ME11 2,1x10° 3,3x10° 3,6 x 107 auséncia 3,8x10° 1,4x10°

NOTA: UFC = unidade formadora de colonias; NMP= numero mais provavel; cm® = centimetro quadrado; g = grama.

TABELA 27 — ANALISE MICROBIOLOGICA EM ME DE MAOS DOS MANIPULADORES ESPECIFICOS (ME)
VINCULADOS A PRATICA DO PREPARO DE ALFACE PARA O PREPARO DE
SANDUICHES
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A Tabela 27 apresenta os resultados das anadlises microbioldgicas das
maos do manipulador apés contato com folhas antes de lavar. A contagem

caracterizou a carga microbiana para seis indicadores higiénicos.

A carga microbiologica encontrada nas maos do manipulador das folhas de
alface pode comprometer a qualidade e a seguranca do produto através do
incremento da contagem inicial de microrganismos presentes nas maos e que
pode ser somado a carga microbiolégica da alface durante o manuseio. Nao existe
na legislacao brasileira um padrao microbiol6gico para as maos de manipuladores,

sendo apresentados alguns padrdes definidos por pesquisadores.

Segundo Oliveira et al. (2002), nas maos podem apresentar mais de 250

tipos de microrganismos, entre deterioradores e os potencialmente patogénicos.

A Figura 18 apresenta a contamina¢dao microbioldgica realizada nas maos
dos manipuladores de alface (ME).
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FIGURA 18 — CONTAMINAGAO MICROBIOLOGICA NAS AMOSTRAS DE MANIPULADORES
DE ALFACE (ME) NAS LANCHONETES PESQUISADAS PARA: AEROBIOS
MESOFILOS (BAM), BOLORES E LEVEDURAS (BEL), S. AUREUS,
COLIFORMES A 35°C (C35) E 45 °C (C45).

Na Figura 18, pode-se verificar que na contagem para bolores e leveduras,
Staphylococcus aureus, coliformes a 35°C e 45°C nas maos de manipuladores de
alface, apresentou perfil similar para todas as lanchonetes avaliadas. Para a
avaliagdo do grau de contaminagdo de bactérias aerdbias mesdfilas, esta
contagem é comumente empregada como indicacdo de qualidade na produgéo de

alimentos.

Quando comparados os valores obtidos nas amostras das maos com o
padrao estabelecido por Andrade et al. (2003), para mesofilos aerdbios, que
estabeleceram classificagbes para os seguintes intervalos: até 100 UCF/cm?
(bom); entre 101 e 1.000 UFC/ cm? (regular); entre 1.001 e 10.000 UFC/ cm?

(ruim). Considerando os valores apresentados na figura 21 verifica-se que todas
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as lanchonetes estao fora do padrao estabelecido pelo autor, sendo classificadas

como ruim o que demonstra incorreta higienizacao das maos.

A presenca de bolores e leveduras em maos de manipuladores de
alimentos representa habitos higiénico-sanitarios precarios. A contaminacao pode
ocorrer pelo contato com a matéria-prima que ja se apresentava com esses
microrganismos em numeros elevados, pelo ambiente, a ma higienizacdo de
equipamentos e utensilios e as superficies que entram em contato direto com a

amostra.
4.2.5 Agua de Lavagem (AGL)
A Tabela 28 apresenta os resultados das analises microbiolégicas da agua

de lavagem de alface em L1 a L11.

TABELA 28 — ANALISE DE COLIFORMES A 35° C E 45°c EM AMOSTRAS DA AGUA
USADA NA LAVAGEM DA ALFACE (AGL) NAS ONZE LANCHONETES
PESQUISADAS

Coliformes a 35°C | Coliformes a 45°C a = 0,05
(NMP/100mL) (NMP/100mL) minimo maximo
AGL1 <1,10 <1,10 0,00 3,00
AGL2 <1,10 <1,10 0,00 3,00
AGL3 <1,10 <1,10 0,00 3,00
AGL4 <1,10 <1,10 0,00 3,00
AGL5 <1,10 <1,10 0,00 3,00
AGL6 3,60 <1,10 0,69 10,60
AGL7 2,20 <1,10 0,26 8,10
AGLS8 <1,10 <1,10 0,00 3,00
AGL9 3,60 <1,10 0,69 10,60
AGL10 9,20 <1,10 3,10 21,10
AGL11 3,60 <1,10 0,69 10,60

NOTA: NMP= numero mais provavel; mL= mililitro; a= intervalo de confianga.

As amostras de agua foram coletadas das torneiras de lavagem de alface
das lanchonetes, oriunda da rede publica de tratamento e abastecimento. Na
Tabela 28, 45,5% apresentaram coliformes a 35°C, as lanchonetes L6, L7, L9, L10
e L11 estavam inadequadas para consumo, apresentavam desacordo com a
legislacdo vigente, as quais 0s niveis de qualidade proibem a presengca de
coliformes a 35° C em amostras de 100ml de a4gua (BRASIL, 2004b).
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Nenhuma das amostras AGL apresentou presenca de coliformes a 45°C (E.
coli). Apesar dos coliformes fecais fazerem parte do grupo dos coliformes totais,
sendo bactérias unicamente de origem fecal e possuindo como Unica
particularidade para a sua determinacao a fermentacédo da lactose com producéo
de gas na temperatura de 44,5° C, o que demonstra uma boa sanitizacdo da agua
com o resultado apresentado (SILVA et al., 2005).

Segundo Kottwitz e Guimaraes (2003), a contaminacdo da agua pode
ocorrer na fonte, durante a distribuicdo ou nos reservatérios das cidades. A causa
mais freqlente de contaminagdo da agua muitas vezes vem das caixas de agua
abertas ou mal fechadas e, sobretudo, da caréncia de habitos de higiene pessoal

e ambiental.

4.3 Avaliagédo Parasitaria

O diagndstico laboratorial de parasitas presentes em hortalicas é de grande
importancia para a saude publica, uma vez que fornecem dados sobre as
condi¢des envolvidas desde o cultivo do vegetal, condicbes de armazenamento,
transporte e manuseio que antecede o consumo. A Figura 19 apresenta os
resultados da pesquisa parasitolégica em amostras de folhas de alface néo

lavadas nas onze lanchonetes estudadas.
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E8 Amostras Positivas para ows e oocistos de enteroparasitas
3 Amostras Negativas

FIGURA 19 — CONTAMINACAO PARASITARIA NAS AMOSTRAS DE ALFACE
ANALISADAS ANTES DA LAVAGEM (AL) NAS ONZE LANCHONETES
PESQUISADAS

A pesquisa parasitolégica nas folhas de alface antes de lavar (Figura 19)
apresentou maior porcentagem para amostras contaminadas em 73% das
amostras por ovos e larvas de parasitas em relacdo as amostras nao
contaminadas que foi de 27%. As lanchonetes cujas amostras acusaram presenca
de parasitas foram as de L1, L2, L3, L4, L6, L7, L9 e L10. As amostras nao

contaminadas foram das lanchonetes n°L5, L8 e L11.

As alfaces estudadas eram caracterizadas como do tipo “crespa”, as folhas
dessa espécie tem aspecto rugosa e sua lavagem exige uma maior habilidade por
parte do manipulador para garantir que ocorra contato completo pela friccdo
manual e pressdao mecanica da agua corrente em todas as nervuras das folhas.

A Figura 20 apresenta os resultados das analises parasitoldgicas das folhas
de alface depois de lavadas.
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719 Amostras Negativas
02 Amostras positivas para ovos e oocistos de enteroparasitas

FIGURA 20 — CONTAMINAGAO PARASITARIA NAS AMOSTRAS DE ALFACE
ANALISADAS DEPOIS DA LAVAGEM (DL) NAS ONZE LANCHONETES
PESQUISADAS

A pesquisa parasitologica nas folhas de alface depois de lavar (Figura 20)
apresentou maior percentagem para amostras ndo contaminadas em 82% das
amostras por ovos e larvas de parasitas em relacdo as amostras contaminadas
que foi de 18%. As lanchonetes cujas amostras acusaram presenca de parasitas
foram as de L7 e L10. As amostras ndo contaminadas foram das lanchonetes L1,
L2,L3,L4,L5,L6,L8,L9eL11.

A indicacdo da contaminagdo parasitolégica nas amostras de folhas de
alface depois de lavadas na Figura 23 apresentou reducdo do percentual inicial
das amostras contaminadas de 73% para 18%; ou seja, de oito amostras que

estavam contaminadas, passaram depois da lavagem para duas amostras.
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Trés amostras que nao acusaram contaminacdo na primeira pesquisa

mantiveram-se inalteradas apds o processo de lavagem das folhas.

A andlise parasitaria (Figura23) apresentou procedimento eficiente na
lavagem nas amostras de alface em 54,5% para as lanchonetes L1, L2, L3, L4, L6
e L9. As lanchonetes que mantiveram a contaminagéo inicial nas amostras de
alface depois da lavagem foram a L7 e L10. As lanchonetes L5, L8 e L11, que nédo
apresentavam contaminagdo inicial na avaliagdo parasitaria, mantiveram os

resultados ap6s o procedimento de lavagem.

As amostras de alface antes da lavagem diferenciaram nos procedimentos
de recebimento; porém, no procedimento de lavagem dessas, ocorre 0 mesmo
procedimento de lavagem e tratamento; as folhas eram lavadas em agua corrente

e nao eram mergulhadas em solucao de sanitizante.

Como nao apresentou o processo de desinfeccado nas amostras de alface
depois da lavagem, a variavel de controle para avaliar a auséncia ou permanéncia
dos parasitos foi a condicdo de manuseio quando da lavagem dessas sob agua
corrente, que representou o processo de descontaminacado parasitologica das

folhas.

A maioria dos ovos identificados de parasitas foram de Ascaris
lumbricoides, agente etioldgico da ascaridiase que segundo Rabelo et al. (2002)
representa uma parasitose de distribuicdo cosmopolita e uma das mais freqientes
helmintiases humanas, amplamente distribuida na regiao tropical e temperada do
mundo, incidindo mais intensamente nos lugares com clima quente e Umido e
onde as condicdes higiénicas sao precarias. Esta contaminacao geralmente ocorre

via material fecal humano.

Segundo Adams; Moss (1995), a eficacia na correta lavagem de hortalicas
folhosas deve ser do centro da folha para fora, em agua corrente e friccionando
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cada folha nos dois lados, seguida de imersao em solucdo clorada, utilizando a
concentracdo entre 100 e 200 ppm (mL/L) por 15 minutos. A cuidadosa lavagem
de vegetais in natura elimina a maioria dos patdégenos que contaminam
acidentalmente suas superficies. E importante que a &agua utilizada para a
lavagem seja de boa qualidade bacteriologica, pois durante a lavagem podem-se

acrescentar microrganismos contaminantes.

Segundo Baruffaldi et al. (1984), também recomendaram como tratamento
quimico em folhas de alface o uso de solucdo de hipoclorito de soédio, por um
periodo de exposi¢cdo nunca menor de 15 minutos para o procedimento, mostra-se

eficaz na eliminacdo de parasitas aderido as folhas.

Segundo Oliveira et al. (1997), a desinfecg¢édo de hortalicas, previamente ao
consumo, pode apresentar relevancia consideravel no sentido de minimizar os
riscos de transmissao de enteroparasitas através desses alimentos, uma vez que
a lavagem simples nao reduz a contaminacdo por cistos. Sugerem ainda a
imersao das folhas em agua levemente aquecida por dez minutos. Este método é
eficaz tanto para os cistos de protozodrios, quanto para ovos de helmintos.

As alteracdes nas formas qualitativas e quantitativas nas prestadoras de
servicos alimenticios, com as exigéncias da populagdo e dos 06rgaos
governamentais, com 0s avangos tecnolégicos e cientificos, vém contribuindo para
uma alimentacdo mais saudavel para os seres vivos. As transformacdes
produtivas em busca da qualidade e da reducao dos custos fizeram com que as
empresas adotassem novas formas de organizacdo de trabalho, polivalente,
integrado, em equipe, com mais flexibilidade e autonomia de funcionarios para
garantir o alimento seguro; principalmente, alimentos in natura, como as

hortalicas, em especial as alfaces.
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A Tabela 29 apresenta as classificacées pelos ICDs, pesquisa parasitaria e

analises microbioldgicas na agua de lavagem nas onze lanchonetes estudadas.

TABELA 29 — COMPABAQAO 'DOS RESULTADOS DE CLASSIFICACAO, ANALISE
PARASITARIA E AGUA DE LAVAGEM DAS ALFACES (AGL) NAS ONZE
LANCHONETES PESQUISADAS.

X colif. 45°C

L | Classific. | Parasit. (AL) | Parasit®L) | o Colﬁi'%oc Colﬁi'%oc
log10?
L1 Regular +* - 0,783 <1, <1,
L2 Deficiente + - 0,907 <1,1 <1,1
L3 Deficiente + - 0,917 <1,1 <1,1
L4 Regular + - 0,853 <11 <11
L5 Boa - - 0,700 <1,1 <1,1
L6 Deficiente + - 1,567 3,6 <1,1
L7 Deficiente + + 0,967 2,2 <1,1
L8 Regular - - 0,987 <1,1 <1,1
L9 Deficiente + - 0,913 3,6 <1,1
L10 Deficiente + + 1,567 9,2 <1,1
L11  Deficiente - - 1,200 3,6 <1,1

NOTA: * amostras contaminadas, ** amostras nao contaminadas

preocupagdo com 0s

Como nenhuma das

lanchonetes utiliza sanitizante, verifica-se uma

resultados obtidos nos aspectos

referentes aos

procedimentos de classificacdo que ocorrem nas vistorias feitas pela Vigilancia

Sanitaria local. As Lanchonetes 6, 7 e 10 fornecem varias informacdes importantes

do ponto de vista em saude publica. O que fica evidente é que as informacdes

colhidas apenas na aplicacao de questionarios e avaliacao pelo sistema visual ndo

detectam situacdes de real necessidade de atuacdes informativas e preventivas
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nesses estabelecimentos comerciais. A lanchonete 6 obteve classificacdo
“deficiente” onde existia contaminacao parasitaria antes da lavagem e na analise
depois de lavada os resultados foram negativos, aliado a este fator, observa-se
nos padrdes oficiais para coliformes a 45°% (< 10> NM/g), que o valor ndo reduziu

para um nivel aceitavel preconizado pela legislagao.

A lanchonete 10 que também foi classificada como deficiente permaneceu
com os resultados parasitarios positivos antes e depois da lavagem das folhas e
também apresentando valores acima do padrao oficial para coliformes a 45°C.

Lanchonete 11 nao foi constatado contaminacao parasitaria antes e nem
apos o procedimento de lavagem, porém o procedimento da lavagem nao foi
eficiente para adequar valores de coliformes a 45°C dentro do aceitavel pelas

normas oficiais.

Condicdes precarias ou satisfatérias atribuidas as instalagbes que
processam alimentos nao fornecem, entre outras, informacdes onde somente com
analises microbioldégicas e parasitarias essas contaminacbes poderiam ser
detectadas. Na Tabela 29 observa-se a necessidade da utilizacdo do uso de
sanitizante, mesmo a agua corrente vinda da rede publica de abastecimento, com
um pH alcalino, ndo obteve uma reducao desejavel, continuou desfavoravel para

um alimento saudavel.



5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram as seguintes conclusées
para as andlises realizadas pelos Instrumentos de Coleta de Dados (ICDs),
lanchonetes (L), amostras de alface antes da lavagem (AL), depois da lavagem

(DL), manipuladores especificos (ME) e agua de lavagem das alfaces (AGL):

Em relagdo aos ICDs elaborados e validados nesta pesquisa
apresentaram-se eficientes para a avaliagdo do conhecimento dos fatores de
risco na manipulagdo e preparo dos sanduiches que levaram alface no seu

preparo.

Para as lanchonetes que se encontram abaixo da pontuagdo minima de
classificagdo, L2, L3, L6, L7, L9, L10 e L11, isto é, fora dos padrbes
estabelecidos, deverdao promover melhorias para adaptarem-se as boas

praticas higiénico-sanitarias exigidas pela legislagao oficial.

As lanchonetes L1, L4, L5 e L8 encontraram-se dentro da faixa de

pontuacao exigida, sendo que a L5 obteve a melhor pontuacéo.

As amostras de alface antes da lavagem (AL) para as andlises
microbiolégicas de bactérias aerdbias mesofilas, bolores e leveduras,
coliformes a 35°C e 45° C (E. col), nao apresentaram diferenga

estatisticamente significativa no nivel de 5% (P> 0,05).

Nas amostras AL ndo foram detectadas as presencas de S. aureus e
Salmonella sp.

As amostras de alface depois da lavagem (DL) para as analises
microbiolégicas de bactérias aerdbias mesdfilas; de bolores e leveduras e de
coliformes a 35° C (coliformes totais), ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa no nivel de 5% (P> 0,05).
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Em relagdo aos manipuladores especificos (ME) apresentaram
contagens significativas para os microrganismos de bactérias aerobias
mesodfilas e de bolores e leveduras, coliformes a 45° C, coliformes a 352 C e S.
aureus, podendo ser considerado um vetor de contaminagcao no processo de
higienizacdo das alfaces.

Apesar das amostras de alface depois de lavadas estarem em
conformidade aos padrées microbiolégicos da RDC n° 12/01, ha o perigo de
contaminacdo por parasitas pelos dados que confirmaram a presenca destes

nas folhas de alface para consumo como alimento pronto.

As lanchonetes avaliadas apresentaram uma relacdo sine qua non de
proporcionalidade sem garantia de boa pratica de fabricacdo em seus

sanduiches.

Como concluséo geral do trabalho desenvolvido, verifica-se que deve
haver uma juncéo das formas de avaliagao de um estabelecimento alimenticio.
Nao tendo como avaliar um referido estabelecimento apenas por ICDs
especificos, sendo necessario aliar avaliagdes microbioldgicas das alfaces, dos
manipuladores das mesmas e da agua de lavagem, para considerar um

estabelecimento em condi¢des higiénico sanitarias satisfatorias.
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ANEXO 1 - EXEMPLO DE RESULTADO NA APLICACAO DOS ICDs NA
AVALIAGCAO DAS LANCHONETES

Resultado das pontuagdes para cada ICD pela aplicagdo da Equagéao de

Pontuagéo das Lanchonetes.

N°ITENS “SIM” (6) N°ITENS “SIM” (4) | N°ITENS “SIM” (2) N°ITENS “NAO”
ICD 1 1 7 9 7
ICD 2 4 13 3 6
ICD 3 . - ~ A
ICD 4 0 - - 3

ICD1= 9 pontos

ICD2= 25 pontos
ICD3= 38 pontos
ICD4= 56 pontos

e Exemplo de aplicacao da Equacgao de Calculo para o ICD 1:

(1x6) + (7x4) + (9x2)
[::> Pl, = x10 = 8.66
60-0

TS,

Pl, = x P,

Kn = TNAn

SOMATORIO DOS 4 ICDS PARA AVALIACAO DA LANCHONETE n°5 = 128 pontos
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ANEXO 2 - LISTAGEM DOS RESULTADOS DE CONTAGEM TOTAL DE
BACTERIAS AEROBIAS MESOFILAS EM AL

Data file: Cont_Total_ Bamesof
Title: Delineamento Inteiramente Casualizado

Function: PRLIST
Data case no. 1 to 33

List Of Variables

Var Type Name/ Description
1 NUMERIC TRATAMENTO

2 TEXT 3 REPETIXAES

3 NUMERIC CTBamesof

CASE

NO. 1.2 3
1 1 I 2.0
2 1 II 8.2
3 1 III 6.4
4 2 I 4.8
5 2 II 5.0
6 2 III 3.6
7 3 I 8.4
8 3 II 4.4
9 3 IIT 3.2
10 4 I 5.6
11 4 II 8.2
12 4 IITI 6.6
13 5 I 4.4
14 5 II 6.3
15 5 IITI 8.0
16 6 I 6.1
17 6 II 4.8
18 6 IITI 8.2
19 7 I 4.6
20 7 II 5.6
21 7 IIT 7.0
22 8 I 6.4
23 8 II 8.2
24 8 III 6.8
25 9 I 6.0
26 9 11 4.8
27 9 ITII 8.8
28 10 I 5.6
29 10 11 4.4
30 10 IIT1 7.2
31 11 I 6.5
32 11 II 5.4
33 11 ITII 3.8
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ANEXO 3 — RELACAO DE MEDIAS DAS ANALISES DE CONTAGEM TOTAL
DE BACTERIAS AEROBIAS MESOFILAS EM AL

Data file: Cont_Total_Bamesof
Title: Delineamento Inteiramente Casualizado

Function: ANOVA-1
Data case no. 1 to 33

One way ANOVA grouped over variable 1 (tratamento)
With values from 1 to 11

Variable 3 (CTBamesof)

ANALYSIS OF VARIANCE TABTLE

Degrees of Sum of Mean
e Freedom . Squares _ ___ f Square  F-value  Prob.
Between 10 18.202 1.820 0.549 0.0000
Within 22 72.887 3.313
‘Total 32 91.089
Coefficient of Variation = 3.40%

Var. VA RIABTLE No. 3

. Number _Sum Average SD_ ... SE _
1 3.00 16.600 5.533 3.19 0.51
2 3.00 13.400 4.467 0.76 0.51
3 3.00 16.000 5.333 2.72 0.51
4 3.00 20.400 6.800 1.31 0.51
5 3.00 18.700 6.233 1.80 0.51
6 3.00 19.100 6.367 1.72 0.51
7 3.00 17.200 5.733 1.21 0.51
8 3.00 21.400 7.133 0.95 0.51
9 3.00 19.600 6.533 2.05 0.51
10 3.00 17.200 5.733 1.40 0.51
11 3.00 15.700 5.233 1.36 0.51
Total 33.00 195.300 65.100 18.46 5,57
Within 2.21

Bartlett’s test

Chi-square = 6.127

Number of Degrees of Freedom = 10
Approximate significance = 0.000
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ANEXO 4 - LISTAGEM DOS RESULTADOS DE CONTAGEM DE COLIFOR-
MES A 45° C EM DL

Data file: Cont_Colif45CEc
Title: Delineamento Inteiramente Casualizado

Function: PRLIST
Data case no. 1 to 33

List Of Variables

Var Type Name/ Description
1 NUMERIC TRATAMENTO

2 TEXT 3 REPETIXAES

3 NUMERIC CC45EC

CASE

NO. 1.2 3
1 1 I 2.0
2 1 II 8.2
3 1 III 6.4
4 2 I 4.8
5 2 II 5.0
6 2 III 3.6
7 3 I 8.4
8 3 II 4.4
9 3 IIT 3.2
10 4 I 5.6
11 4 II 8.2
12 4 IITI 6.6
13 5 I 4.4
14 5 II 6.3
15 5 IITI 8.0
16 6 I 6.1
17 6 II 4.8
18 6 IITI 8.2
19 7 I 4.6
20 7 II 5.6
21 7 IIT 7.0
22 8 I 6.4
23 8 II 8.2
24 8 III 6.8
25 9 I 6.0
26 9 11 4.8
27 9 ITII 8.8
28 10 I 5.6
29 10 11 4.4
30 10 IIT1 7.2
31 11 I 6.5
32 11 II 5.4
33 11 ITII 3.8
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ANEXO 5 — RELAGCAO DE MEDIAS DAS ANALISES DE CONTAGEM DE
COLIFORMES A 45° C EM DL

Data file: Cont_Colif45CEc
Title: Delineamento Inteiramente Casualizado

Function: ANOVA-1
Data case no. 1 to 33

One way ANOVA grouped over variable 1 (tratamento)
With values from 1 to 11

Variable 3 (CC45EC)

ANALYSIS OF VARIANCE TABTLE

Degrees of Sum of Mean
i Freedom . Squares __ ____§ Square __ ____F-value Prob.
Between 10 2.560 0.256 5.061 0.0000
Within 22 1.113 0.051
‘Total 32  3.673
Coefficient of Variation = 2.41%

Var. VA RIABTLE No. 3

. Number  _Sum Average SD_ ... SE _
1 3.00 2.35 0.783 0.18 0.06
2 3.00 2.72 0.907 0.08 0.06
3 3.00 2.75 0.917 0.08 0.06
4 3.00 2.56 0.853 0.09 0.06
5 3.00 2.10 0.700 0.11 0.06
6 3.00 4.70 1.567 0.25 0.06
7 3.00 2.90 0.967 0.15 0.06
8 3.00 2.96 0.987 0.19 0.06
9 3.00 2.74 0.913 0.16 0.06
10 3.00 4.70 1.567 0.25 0.06
11 3.00 3.60 1.200 0.53 0.06
Total 33.00 34.080 11.360 2.07 0.63
Within 0.82

Bartlett’s test

Chi-square = 12.661

Number of Degrees of Freedom = 10
Approximate significance = 0.000



