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RESUMO

No Brasil, estima-se que, de cada cinco refei¢des, uma nao é efetuada
em casa, sendo a salada de maionese um dos alimentos comumente
consumidos. Este produto alimenticio € basicamente constituido por vegetais
cozidos posteriormente adicionados de maionese. Portanto, além da microbiota
presente nos vegetais, a falta de higiene dos manipuladores durante o seu
preparo, bem como as condi¢des de armazenamento do produto, faz com que
0S microrganismos possam vir a ocasionar deterioragcbes no alimento ou
intoxicagbes alimentares nos consumidores. Neste trabalho as Boas Praticas
de Fabricacdo (BPF) foram verificadas em 10 estabelecimentos produtores de
saladas de maionese aplicando um check - list que se constituiu de 123 itens
de verificacdo baseado na legislagao vigente no pais (Resolugcédo da Diretoria
Colegiada - RDC n°. 216 de 2004) e analise da qualidade microbioloégica
perante 57 amostras destas saladas comercializadas na cidade de Sao José do
Rio Preto - SP. As analises microbiolégicas foram realizadas em 2 etapas: a
primeira em 30 amostras no periodo de junho, agosto e outubro de 2006, e a
segunda etapa no periodo de fevereiro, abril e junho de 2007, apds a aplicagao
do check - list e orientagbes para o correto manuseio desse alimento. Foram
realizadas as seguintes analises: contagem de bolores e leveduras,
Staphylococcus aureus, Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais,
termotolerantes, pesquisa de Escherichia coli e de Salmonella spp., bem como
procedeu-se a identificacdo das leveduras isoladas e o teste de resisténcia
frente a diferentes concentracbes do conservante sorbato de potassio. De
acordo com o check - list aplicado para verificagdo das BPF, 70,0% dos
estabelecimentos apresentaram nao conformidades superiores a 25,0%, sendo
classificados como insatisfatérios para produgdo de alimentos. O resultado
obtido para contagem de bolores e leveduras variou de 1,9 x 10° a 6,0 x 10°
UFC/g. O maior numero de contaminagéo da salada com maionese foi causado
por S. aureus com variagdes de < 100 a 1,8 x 10’ UFC/g. Para a determinagao
do Numero Mais Provavel de coliformes totais e termotolerantes verificou-se
variacdo de < 3 a > 1100 NMP/g. E. coli foi elucidada em todas as amostras

positivas para coliformes termotolerantes. Salmonella spp. ndo foi encontrada.
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Dos 10 estabelecimentos, 4 (40,0%) melhoraram a qualidade da salada de
maionese e um (10,0%) cessou a produgéo deste alimento apds a vistoria e
orientacdes dos técnicos da Vigildncia Sanitaria, ressaltando assim o
importante papel deste 6rgédo na qualidade dos alimentos. Com relagdo as
leveduras isoladas, predominou-se Debaryomyces hansenii var. fabryii com 19
culturas (76,0%), seguida de Cryptococcus laurentii com 4 (16,0%), Arxula
adeninovorans com 1 (4,0%) e Candida edax com 1 (4,0%). As espécies A.
adeninovorans e C. edax isoladas apresentaram-se resistentes ao conservante
sorbato de potassio. Em relagao a Cryptococcus laurentii 50,0% demonstraram
sensibilidade nas concentragdes de 0,05, 0,1 e 0,2%. Somente 8 (42,1%) D.

hansenii var. fabryii foram sensiveis ao conservante na concentragéo de 0,2%.

Palavras-chave: qualidade microbiologica, saladas, maionese, Boas Praticas

de Fabricacao (BPF), check - list, taxonomia de leveduras, sorbato de potassio.
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ABSTRACT

The aim of this work was to verify the Good Manufacturing Practices
(GMP) and the microbiologic quality of the salads added of mayonnaise
marketed in Sdo José do Rio Preto - SP, through the following analyses: check
- list application, based on the legislation in force in the country, which
classified the levels of suitability presented by the producers, counting of mould
and yeast, Staphylococcus aureus, determining the Most Probable Number of
total and heat resistant coliforms, Escherichia coli and Salmonella spp
research, and proceeded to identification isolated yeast and resistance test to
different concentrations of potassium sorbate conserver. According to the
check - list applied to GMP verification, 70,0% of the establishments showed no
conformities above 25,0%, being classified as unsatisfactory for food
production. The obtained result for mould and yeast counting varied from 1,9 x
10° to 6,0 x 10°%. The biggest number of mayonnaise salad contamination was
caused by Staphylococcus aureus with variations of < 100 a 1,8 x 10’ UFC/g.
For The Most Probable Number determination of total and heat resistant
coliforms a variation of < 3 a > 1100 NMP/g was verified. Escherichia coli was
found in all samples positive for heat resistantt coliforms. Salmonella spp. was
not found. From the ten establishments 4 (40%) improved the salads quality
with mayonnaise added and 1 (10%) stopped this food production after
inspection and the technicians of Sanitary Survellance guidance. In relation to
the isolated yeasts, Debaryomyces hansenii var. fabryii species was the most
frequent, in 19 cultures (76,0%) followed by Cryptococcus laurentii with 4
(16%), Arxula adeninovorans with 1 (4,0%). The species Arxula adeninovorans
and Candida edax were not sensitive to potassium sorbate conserver. In
relation to Cryptococcus laurentii 50% showed sensibility in 0,05, 0,1 and 0,2%
concentrations. Only 8 (42,1%) between 19 (100,0%) of Debaryomyces
hansenii var. fabryii species were sensitive to the conserver at 0,2%

concentration.

Key Words: microbiological quality, salads, mayonnaise, Good Manufactoring

Practices (GMP), check - list, yeast taxonomy, potassium sorbate.



1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A rapida urbanizagcdo e a concentracdo nas grandes cidades, nas
ultimas décadas, vém contribuindo para substanciais mudancas na alimentacao
do brasileiro. Entre elas, pode ser destacado, o consumo de refei¢cdes fora de
casa, o que promoveu o desenvolvimento dos servigos de alimentacdo. No
Brasil, estima-se que, de cada cinco refeicbes, uma néo é efetuada em casa.
Assim sendo, as enfermidades alimentares, que antigamente representavam
um numero reduzido de casos, geralmente limitados ao ambito familiar, sairam
dos limites domiciliares para atingir um numero maior de individuos.

A qualidade higiénico-sanitaria como fator de seguranca alimentar tem
sido amplamente estudada e discutida, uma vez que as enfermidades
veiculadas por alimentos sdo um dos principais fatores que contribuem para os
indices de morbidade nos paises da América Latina e do Caribe. De acordo
com Weingold; Guzewich; Fudala (1994), o Comité World Health Organization /
Food and Agriculture Organization admite que doengas oriundas de alimentos
contaminados s&o, provavelmente, o maior problema de saude no mundo
contemporaneo. As principais causas sdo consequéncias do reaquecimento e
refrigeragdo inadequados e da preparagdo com muita antecedéncia,
aumentando o tempo de espera para consumo.

Dentre os alimentos frequentemente envolvidos em surtos de doencas
transmitidas por alimentos (DTA) no Estado de Sado Paulo, encontra-se a
salada de maionese, alimento comumente oferecido e consumido em
restaurantes e similares. Por se tratar de um produto alimenticio constituido
basicamente de vegetais cozidos posteriormente adicionados de maionese, a
contaminagdo e/ou presenca de microrganismos patogénicos e saprofidicos
pode ocorrer em diferentes fases, desde a sua produgédo no campo até o
consumo final. Assim, os ingredientes devem ser submetidos a uma
higienizacdo cuidadosa, principalmente aqueles que serdo posteriormente
adicionados crus aos cozidos e devem ser mantidos sob refrigeracao, levando-
se em conta que os ingredientes cozidos sdo picados apds o cozimento e,

portanto, sujeitos a contaminagdes oriundas dos manipuladores e utensilios.



A adicao de maionese pode exercer agao inibidora do desenvolvimento
da maioria dos microrganismos, pois esta € uma emulsdo composta de 6leo,
vinagre e ovos. Porém este ultimo comporta-se como bom meio de cultura
devido as suas propriedades nutritivas. Portanto, além da microbiota presente
nos vegetais e ovos, que compdem este alimento, a falta de higiene dos
manipuladores durante o seu preparo e manuseio, bem como as condi¢des de
armazenamento do produto, fazem com que os microrganismos possam vir a
ocasionar deterioragbes no alimento ou intoxicacbes alimentares nos
consumidores.

Para assegurar que sejam preparados de modo a garantir a seguranga
do consumidor devem ser adotadas medidas de prevencéo e controle em todas
as etapas da cadeia produtiva. Por razbes relacionadas com a amostragem,
metodologia e distribuicdo de microrganismos, a analise microbiologica, por si
s, ndo garante a seguranca de um produto final analisado. Este aspecto é
garantido pela implementacdo de medidas preventivas, tais como o
cumprimento de Boas Praticas para Servigos de Alimentacéo e a aplicagédo do
Sistema de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC),
constituindo as analises microbiolégicas uma parte do sistema.

Portanto, justifica-se a realizacdo deste trabalho pela importancia da
qualidade dos servicos de alimentagcao para a saude dos consumidores, face
aos altos indices de doencas veiculadas por alimentos, especialmente pela

salada de maionese que constitui um alimento tipico nesses estabelecimentos.



2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:

v

Realizar analises microbioldgicas, com o intuito de verificar a
qualidade de saladas adicionadas de maionese, baseada na
legislacao brasileira vigente, assim como a enumeracgédo de
bolores e leveduras, em amostras provenientes de diferentes

estabelecimentos.

Verificar as BPF dos estabelecimentos produtores de salada
adicionada de maionese por meio de check - list baseado na

legislac&o vigente.

Identificar as leveduras isoladas e analisar sua resisténcia
frente a diferentes concentragcdées do conservante sorbato de

potassio.

Fornecer subsidios para planejamento de acbes de

prevencao de surtos de DTA.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Surtos de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA)

Entende-se por surto de DTA, quando duas ou mais pessoas
apresentam sintomas semelhantes apds a ingestdao de um alimento em comum
(PINTO; BERGMAN, 2000).

Dentre os agentes etioldgicos destes surtos estdo bactérias, fungos,
virus, parasitas, agentes quimicos e substancias toxicas de origem animal e
vegetal (JACOB, 1990). As bactérias sdo as principais promotoras de DTA,
responsaveis por cerca de 90,0% dessas ocorréncias (PASSOS; KUAYE,
1996).

Os dados estatisticos sobre essas doencas em inumeros paises
mostram que mais de 60,0% das ocorréncias decorrem de toxinfecgbes
provocadas pela deficiéncia no processamento dos alimentos que foram
servidos contaminados em estabelecimentos de alimentagédo (BRYAN, 1984;
SCHILLING, 1995).

A ocorréncia de DTA esta associada a uma sucessao de eventos que
permitem a contaminagdo, multiplicacdo ou sobrevivéncia do agente nos
alimentos (BRYAN, 1998).

A morbidade e mortalidade relacionada com a DTA variam em razao da
quantidade de alimento contaminado ingerido, da etiologia do microrganismo
contaminante e do estado de saude do individuo acometido pela doenga. As
perturbagdes gastrointestinais figuram como um dos sintomas mais comuns
(FRANCO; LANDGRAF, 2003).



Embora s6 chegue ao conhecimento dos servigos de saude a existéncia
de poucos surtos de DTA é de se supor que a ocorréncia seja grande no Brasil,
tendo em vista a precariedade de saneamento basico, assim como a falta de
nocdes basicas de higiene no ciclo produtivo dos alimentos (FERNANDEZ et
al., 2003).

Segundo relatos da Secretaria de Vigilancia em Saude - SVS (2005),
surtos de DTA no Brasil no periodo de 1999-2004 totalizaram 3.737, sendo que
80,0% foram encerrados sem dados sobre o agente etioldgico. Destes, 34,7%
foram causados por Salmonella spp., seguido por Staphylococcus aureus
(11,7%).

No Rio Grande do Sul, no periodo de 1980-2000, foram notificados
1.918 surtos de DTA, sendo Salmonella e S. aureus os principais agentes
envolvidos, correspondendo respectivamente a 34,1 e 11,3% do total (DUTRA;
FIGUEIREDO, 2002).

Segundo Silva Jr. (2001) as DTA desempenham importante papel
socioecondmico, tendo em vista os gastos com tratamento médico, perdas
emocionais, da credibilidade do estabelecimento ou empresa, indenizagbes e

até prisdo dos responsaveis entre outras penalidades.

A importancia das DTA tem exigido mudangas nao apenas nos sistemas
de Saude Publica, mas, na produgdo de alimentos visando aumentar sua
seguranca. Um monitoramento mais rigido e estudos epidemiologicos e
laboratoriais tém sido necessarios para trazer novas estratégias de intervencao
e prevencao das DTA e para melhorar as praticas de manipulagéo e produgéo
dos alimentos (CENTRO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA - CVE, 2002).



3.2. Fatores que contribuem para ocorréncia de DTA

Alguns fatores sdo apontados como determinantes para que o alimento seja

hoje em dia considerado a principal fonte de veiculagdo de doencgas:

a) O desenvolvimento econémico e a globalizagdo do mercado mundial
favorecem a disseminacao dos microbios;

b) As modificacbes no estilo de vida com a crescente utilizagdo de
alimentos industrializados e pela mudanga de habitos consumindo-se
refeicbes fora de casa;

c) Os proprios processos tecnolégicos de producdo que podem propiciar
condicbes para o surgimento de novos patdbgenos como O USO
indiscriminado de antimicrobianos e de ragbes industrializadas na
criacdo de animais ou processos industriais de preparacéo de alimentos;

d) O aumento do consumo de alimentos “in natura” ou crus;

e) Intensa mobilizagdo mundial das populagbdes, por meio das viagens

internacionais, dentre outros (CVE, 2002).

Neste mesmo contexto Uboldi Eiroa (1989), cita como fatores que
contribuem para a ocorréncia de DTA, o preparo dos alimentos com
antecedéncia, manuseio por portadores de microrganismos patogénicos,
processamento térmico insuficiente, resfriamento inadequado, estocagem a
temperatura ambiente, reaquecimento inadequado, uso de matérias-primas de
qualidade microbiolégica insatisfatoria, contaminagbes cruzadas, limpeza
insatisfatéria de equipamentos e/ou utensilios, aproveitamento de sobras,
alimentos processados industrialmente em condi¢des insatisfatorias, vegetais
crus ou mal lavados, preparo de grandes volumes e o baixo nivel s6cio-escolar

do pessoal envolvido no manuseio e no preparo.

Stolte; Tondo (2001) mencionam que a Vigilancia Sanitaria do Rio Grande
do Sul, no ano de 1998, concluiu que os alimentos preparados foram os
responsaveis por 46,6% dos surtos registrados de DTA, no periodo de 1987 a

1998. Os principais fatores responsaveis foram: manutencédo em temperatura



ambiente por mais de 2 horas, refrigeracdo e manipulagcdo inadequada,

matéria-prima sem inspecao e higiene deficiente de equipamentos e utensilios.

Em analise dos surtos ocorridos no municipio de Porto Alegre-RS, Gottardi;
Souza; Schmidt (2006) relacionaram 11 diferentes fatores predisponentes,

sendo a refrigeracao inadequada (33,0%) a mais frequente.

Apesar de exaustivos esclarecimentos sobre higiene dos alimentos visando
a prevencao de doencas de origem alimentar, a incidéncia de surtos e casos

esporadicos ainda é crescente.

3.3. Importancia dos restaurantes e similares na ocorréncia de DTA

Na segunda metade do século XX, a sociedade brasileira passou por um
processo de transformacgao devido ao desenvolvimento industrial. Dentre estas
mudancgas, destacam-se o elevado consumo de gr&os processados, produtos
de origem animal, carboidratos simples, produtos industrializados e o habito de
"alimentar-se fora de casa" que passou a ser enfocado como uma atividade
social ou necessidade imposta pelo modelo de forga de trabalho (POPKIN;
BISGORYV, 1988).

No periodo de 1990 a 1997 verificou-se um aumento significativo de
restaurantes e similares no Brasil (42,3%), o qual vem se tornando uma
atividade promissora devido a grande procura da populagdo que trabalha nos
grandes centros. O total de refei¢cdes realizadas fora do ambito doméstico
preconizou 25,0% nos grandes centros urbanos brasileiros e 20,0% no restante
do pais (CAVALLI; SALAY, 2004; NUNES; FERREIRA; ALBUQUERQUE,
2002).

Conforme mencionado por Peretti; Spezia; Araujo (2004) o mercado de
servicos de alimentagdo no Brasil fornece cerca de 15,0 bilhdes de refeicbes

anualmente, movimentando no ano de 2002, cerca de R$ 62,2 bilhdes.



Observa-se paralelamente ao crescimento do setor, o aumento da
ocorréncia de DTA, frequentemente associada ao uso de servicos de
alimentacdo, tornando a seguranca alimentar a principal preocupacdo com
relacédo a este segmento (HOBBS; ROBERT, 1999; NERVINO, 1997).

Os restaurantes sao considerados fornecedores de alimentos de alto
risco epidemiologico. Estima-se que estes sejam responsaveis por mais de
50,0% dos surtos de origem alimentar (NUNES; FERREIRA; ALBUQUERQUE,
2002; CLIVER, 1990; ARRUDA, 1996).

Fernandez et al. (2003) analisaram a ocorréncia de surtos de DTA na
cidade do Rio de Janeiro no ano de 2000 e concluiram que restaurantes e
similares revelaram-se como os locais de maior numero de notificagdes
(58,0%).

Neste contexto, os estabelecimentos de preparo e de comércio de
alimentos assumem um papel importante na qualidade da alimentacdo da
populacao urbana (SOUZA; PELICIONI; PEREIRA, 2003).

3.4. Saladas adicionadas de maionese incriminadas nos surtos de
DTA

Nos ultimos 10 anos aumentou significativamente o numero de surtos
relacionados as saladas preparadas com vegetais (SILVA et al.,, 2003). Os
principais microrganismos envolvidos foram: Bacillus cereus, Campylobacter
jejuni, alguns sorovares de Salmonella, Shigella flexneri, Shigella sonnei,
Escherichia coli O157:H7, Vibrio cholerae, virus da hepatite A e Norwalk
(SERVICO NACIONAL DE APRENDIZAGEM COMERCIAL - SENAC, 2001).

Ha também os patdégenos oportunistas, como Pseudomonas aeruginosa

e varias espécies de enterobactérias, que sdao comumente veiculados por



vegetais crus, representando risco significativo para individuos com
comprometimento imunolégico (MARCHETTI; CASADEI; GUERZONI, 1992).

No Estado do Parana nos anos de 1978 e 2000 os alimentos mais
envolvidos em surtos de DTA foram os de origem mista, ou seja, os que
utiizam matérias-primas de origem vegetal e animal, com 42,0% das
ocorréncias (GENTA; MAURICIO; MATIOLI, 2005). Neste grupo, encontra-se a
salada com maionese que foi a responsavel pelo aumento de casos e surtos de
intoxicacao estafilocécica e infeccdo por Salmonella spp. em todo pais
(NERVINO, 1997).

A salada com maionese é um dos alimentos comumente oferecidos e
consumidos em restaurantes brasileiros (ZOLI; NEGRETE; OLIVEIRA, 2002).
Este produto consiste em uma mistura de vegetais cozidos e in natura
adicionados de maionese. Sendo preparado a partir de vegetais, sobretudo os
crus, podem conter microrganismos oriundos da agua, do solo, de adubos e do
ar. Deve-se levar em conta que os ingredientes cozidos sao picados apos a
cocgao e, portanto, sujeitos a contaminagdes oriundas dos manipuladores e
utensilios (FURLANETTO; LACERDA; CERQUEIRA-CAMPOS, 1982; SILVA
JR., 2001).

Nos Estados Unidos em 1987 houve um surto de Salmonella Enteritidis
PT8 em um hospital devido ao consumo de salada preparada com maionese.
Um total de 404 (41,9%) de 965 (100,0%) pacientes apresentaram sintomas da
doencga e 9 morreram (TELZAK et al., 1990).

Em Sorocaba - SP, Araujo et al. (1995) relataram quatro surtos de DTA
ocasionados por S. Enteritidis, ocorridos em um periodo de seis meses
(novembro de 1994 a abril de 1995). A salada de maionese foi implicada na

sua totalidade.

Passos; Kuaye (1996) avaliaram os surtos de enfermidades transmitidas
por alimentos comprovados laboratorialmente no municipio de Campinas - SP,

no periodo de 1987-1993. Dos 53 surtos, apenas 19 (35,8%) apresentaram
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comprovagéao laboratorial e desses, 3 (15,8%) incriminaram a maionese de
legumes como alimento veiculador. Staphylococcus aureus e Bacillus cereus

foram os agentes etioldgicos elucidados.

Surtos de toxinfecgdo ocorridos no Rio Grande do Sul, no periodo de
outubro 1997 a maio de 1998, revelaram que dos 30 episddios, em 10 (33,3%)
foi evidenciada a salada de maionese como o alimento veiculador, 10 (33,3%)
o molho de maionese e 10 (33,3%) os ovos (FLORES et al., 2002).

Peresi (2004) elucidou os surtos ocorridos na regido noroeste de Sao
Paulo, no periodo de abril de 1990 a dezembro de 2003. Dos 68 surtos, em 7
(10,3%) o molho de maionese foi incriminado como o alimento veiculador, 7
(10,3%) a salada com maionese e 3 (4,4%) o salpicao de frango. Salmonella
Enteritidis e Staphylococcus aureus foram os principais agentes etioldgicos
responsaveis pela ocorréncia dos surtos. O Quadro 1. apresenta os resultados
bacteriolégicos das saladas de maionese incriminadas nos surtos de DTA,

apresentando o nivel de contaminagao dos agentes envolvidos.

Quadro 1. Resultados bacterioldégicos das saladas de maionese incriminadas
nos surtos de DTA no periodo de 1990 a 2003 (PERESI, 2004).

N°. do . Agente Maior diluigao Outros Nivel de
Alimento O com presenca . o
surto etioldgico agentes contaminacio
de Salmonella
S. aureus 2,4 x 10* UFC/g
g7 | Saladade | o p o4 itidis 10
maionese )
collforr_nes > 240/g
fecais
S.aureus | 2,3x10*UFC/g
g8 | Saladade | o o i 107 .
maionese coliformes
; > 240/g
fecais
2
40 Salada de S Enteritidis Presenca em S. aureus 2,0x10° UFC/g
maionese ' 25¢g coliformes
. 2,1/g
fecais
g7 | Saladade | o i 10" coliformes 2.1/g
maionese fecais
5q | Saladade | o b i 10 ; ]
maionese
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Almeida et al. (2007) relataram a ocorréncia de surtos de DTA causados
por Salmonella ocorridos na regidao de Séao José do Rio Preto - SP, no periodo
de agosto de 2006 a abril de 2007. O sorotipo Enteritidis, ndo isolado em surtos
de DTA na regiao desde 1999, foi responsavel por 6 (85,7%) episddios. Por
meio de anadlises bacteriolégicas e/ou investigagdo epidemioldgica, produtos
contendo ovos crus foram incriminados em 6 (85,7%) surtos, sendo saladas de
maionese 0s mais frequentemente envolvidos (4 surtos). Segundo os
inquéritos, o numero total de pessoas afetadas foi 360 e de hospitalizadas 44
(12,2%). Diarréia, vémito, cefaléia e febre foram os sintomas comuns e

prevalentes na totalidade deles.

3.5. Processamento de salada adicionada de molho de maionese

Segundo Sousa et al. (2001) a salada adicionada de maionese possui

um fluxograma, conforme descrito na Figura 1.

A utilizagdo de molhos para salada leva a uma reducgéo do pH para 4,0 a
3,2, dificultando o desenvolvimento de microrganismos em saladas cruas
(FABIAN; WETHERINGTON, 1950).

A variagédo do pH de saladas com maionese pode ocorrer em fung¢éo da
formulacéo, pois resulta da combinacdo do pH de varios ingredientes, isto é,
dos vegetais, do tipo e da quantidade de maionese empregada (maior ou
menor acidez) e da adigdo ou ndo de ingredientes acidos (suco de limao e/ou

vinagre) usados como temperos (CORREIA et al., 2002).
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Recepcéo da
matéria-prima

Pré-preparo: lavagem,
selecéo e descascamento
dos vegetais

Cocgao Desinfecgao dos
vegetais utilizados “in
natura”
Resfriamento
Corte

Mistura dos vegetais
com a maionese

Refrigeracao

Distribuicéo

Figura 1. Fluxograma do processamento de salada adicionada de maionese (SOUSA et al., 2001).

Na Espanha, Mateo (1997) mensurou o pH de diversos alimentos de
servigcos de alimentacao, entre eles: maionese industrial; batata cozida e salada

com maionese. Os valores verificados foram: 3,9, 5,9 e 6,2 respectivamente.

Considerando que todos os alimentos apresentam-se naturalmente
contaminados pelos mais diversos tipos de microrganismos, a grande
preocupacao é impedir que eles sobrevivam, se multipliquem e que outros tipos
sejam acrescentados as matérias-primas, como consequéncia de
contaminacdo ambiental ou por manipulacéo inadequada (GERMANO et al.,
2000).
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Os alimentos pereciveis exigem condigdes especiais de armazenagem,
e é necessario que a refrigeragdo acompanhe esse produto desde a producéo
até o consumo. Baseado na Resolugéo Cisa n°.10 (1984), a temperatura para o
acondicionamento de produtos resfriados, inclusive as saladas, € de no

maximo 10°C.

Embora a refrigeracédo seja usada para retardar a multiplicagdo de
microrganismos e assim manter a qualidade do produto, esta prové protecao
inadequada contra os patogénicos, porque ndo inclui nenhuma forma de
eliminacdo e consequentemente varios patégenos podem sobreviver e até
mesmo se multiplicam sob condi¢cdes de refrigeracdao (ROSA; CARVALHO,
2004).

Corlett (1989) esclarece que quando o produto encontra-se a 7°C
durante o armazenamento podera acontecer o desenvolvimento de bactérias
patogénicas como Clostridium botulinum, Bacillus, Salmonella spp. e

Staphylococcus aureus.

3.5.1. Fatores que interferem nas condi¢des higiénico-sanitarias de

vegetais

Os vegetais apresentam como fatores intrinsecos: elevada atividade de
agua (Aw), potencial de éxido-reducgéo positivo e pH em torno de 4,5. A maioria
dos microrganismos presentes em vegetais é saproéfita, incluindo bactérias,
leveduras e bolores (FENG, 1995; SILVA et al., 2003).

Vegetais processados constituem 6timo meio de desenvolvimento para
microrganismos, devido a presenca de tecidos lesados e de alto teor de
umidade, o que aumenta seu potencial de deteriorac&do. Fatores como o uso de
pesticidas, tipo de técnicas agricolas aplicado durante o cultivo e a polui¢cao por

dejetos humanos e animais, também afetam o perfil microbiologico de vegetais.
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O processo de adubacdo e a quantidade de solo aderido a superficie do
produto determinam o inicio da contaminagdo (OLIVEIRA; VALLE, 2000;
MAISTRO, 2001; TRIGO, 1999).

A qualidade e seguranga microbiolégica desses alimentos podem
também ser comprometidas pela utilizacdo de equipamentos ndo sanitizados
que contribui para o aumento da populagdo microbiana e contaminagéo
cruzada por patégenos. Procedimentos de corte e retirada de casca levam,
geralmente, ao aumento do numero de microrganismos e diminui¢cao da vida de
prateleira (BRACKETT, 1992).

Damasceno; Stamford; Alves (2001) afirmam que o corte libera fluidos
internos celulares e vasculares, ricos em nutrientes, disponibilizando-os aos
microrganismos, permitindo que estes se multipliquem e aumentem a carga

microbiana inicial.

Por serem muito manipulados, esses produtos podem ter sua microbiota
aumentada, alterada e, eventualmente, veicularem microrganismos
patogénicos. A sanitizagcdo desempenha importante papel na manutenc&o da
qualidade, diminuindo o numero de microrganismos. Dentre os sanitizantes
mais utilizados para assegurar a qualidade e a seguranga microbioldgica desse
alimento esta o hipoclorito de sédio (OLIVEIRA; VALLE, 2000).

A lavagem com agua potavel remove parte das células microbianas,
muitas vezes uma lavagem rigorosa com agua potavel pode ter o mesmo efeito
que um tratamento com agua que contenha 100 a 200 ppm de cloro, que em
geral, reduz em 10 a 100 vezes a populacdo de microrganismos
(NASCIMENTO et al., 2003).

A utilizacdo apropriada de desinfetantes age de forma complementar a
lavagem. Atualmente, o cloro é o unico sanitizante permitido pela legislacao
para esse fim, nas concentragdes de 200-250 ppm (RIBEIRO; PIETRO, 2006;
SAO PAULO, 1999).
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Varios fatores interferem na atividade de cloro livre sobre os
microrganismos nesses produtos, como o nivel de contaminagéao, presenca de
matéria organica, pH, temperatura e tempo de exposi¢céo, assim como o uso de

agua previamente potavel (BEUCHAT et al., 1998).

A utilizacdo de aguas na irrigacéo ou na lavagem de vegetais, que estédo
altamente contaminadas por esgoto n&o tratado ou que sofreram contaminacéo
cruzada por matéria fecal de animais domésticos ou silvestres, constitui um
importante fator que interfere nas condigdes higiénico-sanitarias desse alimento
(SATAKE, 1973).

Jay (2000) citou que 20,0% dos vegetais destinados ao consumo
humano sofrem alteracbes microbianas, e que durante sua comercializagcao
podem ser evidenciados mais de 250 tipos de microrganismos, dentre os

deteriorantes e os potencialmente patogénicos.

No Brasil, o conhecimento da contaminagéo e do risco de transmissao
de doencas por vegetais ndo é recente, tendo sido demonstrados ha décadas,
particularmente no Estado de Sao Paulo. Entretanto, esses produtos nunca
foram alvos de uma acao prioritaria dos 6rgaos de Vigilancia Sanitaria (GELLI
et al., 1979).

3.5.2. Fatores que interferem na sobrevivéncia e multiplicacéo

microbiana no molho de maionese

A maionese é provavelmente um dos molhos mais usados no mundo
atualmente. Ela existe ha varios séculos e tornou-se popular na América a
partir de 1917 (HARRISON; CUNNINGHAM, 1985). Trata-se de uma emulsao,
preparada com ovos, Oleo, temperos e condimentos, de coloracdo amarelada,
de textura cremosa, sabor agradavel, que pode ser misturada a varios

ingredientes formando cremes ou pastas, muito utilizada em preparagdes de
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canapés e saladas. No Japao, sua venda aumentou cerca de 21,0% nos anos
de 1987 a 1990 (DEPREE; SAVAGE, 2001; PACHECO et al., 2003).

Por causa do seu baixo pH (4,1) e alto teor de gordura, a maionese é
relativamente resistente ao desenvolvimento microbiano, porém, os ovos, ao
contrario, comportam-se como bons meios de cultura devido as suas
propriedades nutritivas. O ovo favorece o desenvolvimento estafilocécico,
sendo um constituinte do meio Baird Parker, considerado o principal para o
isolamento e contagem de S. aureus em alimentos. Embora possa ocorrer a
multiplicagdo de bolores e leveduras, outros organismos em menor quantidade
tém sido isolados do molho de maionese (FABIAN; WETHERINGTON, 1950;
LUCCA; TORRES, 2002; FLOWERS; ORDAL, 1979).

A sobrevivéncia de Staphylococcus aureus no molho de maionese com
baixo pH, preparada com acido acético ou acido citrico foi investigada por
Collins (1985). O molho foi preparado com um pH entre 4,2-5,2. Todas as
células vegetativas ndo sobreviveram naquela preparada com acido acético a

um pH < 4,4, porém sobreviveram quando adicionada com o citrico.

Bryan (1990) recomenda que o pH das saladas de vegetais com
maionese deve atingir um valor de < 4,5. As faixas de pH de algumas saladas
foram também relatadas pelo INTERNATIONAL COMMISSION ON
MICROBIOLOGICAL SPECIFICATION FOR FOODS - ICMSF (1985): para
salada de frango, de 4,6 a 6,2; de ovos, de 5,1 a 6,6; de macarréo, de 4,2 a

5,7; de atum, de 4,5 a 5,9 e de vegetais com maionese, de 4,1 a 6,1.

Em uma revisdo realizada por Radford; Board (1993) sobre a
importancia de patdgenos em maionese e em produtos relacionados, concluiu-
se que: a) a sobrevivéncia de Salmonella spp., Clostridium perfringens e
Staphylococcus aureus na maionese € influenciada pelo seu pH e pela escolha
do acidulante utilizado na preparagéo. Acido acético (vinagre) tem maior agdo
germicida quando comparado ao acido citrico (suco de limao). Este motivo
deve-se ao fato de que maionese preparada com vinagre tem um pH de 4,1 ou

menor. b) A adicdo de alho ou mostarda nas concentragdes de 0,3-1,5% (g/g)
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resulta na diminuigdo de Salmonella Enteritidis. c) A concentracao de sal nesse
produto tem um efeito protetor para S. Enteritidis. d) A presenca de vegetais na

maionese diminui a absorgéo de acido acético.

Clostridium botulinum e C. perfringens ndo sobrevivem em maionese
com pH abaixo de 4,7 (acido acético) ou em uma a,, abaixo de 0,95, situacdes
comumente encontradas nesses produtos. Uma baixa a, é suficiente para

impedir o desenvolvimento e esporulagdo de Bacillus cereus (SILLIKER, 1980).

Estudos tém mostrado que Escherichia coli O157:H7 pode sobreviver
na maionese por 17 dias a 20°C (ZHAO; DOYLE, 1994; HATHCOX;
BEUCHAT; DOYLE, 1995) e em temperaturas de refrigeracdo (WEINGOLD;
GUZEWICH; FUDALA, 1994).

McKellar; Lu; Delaquis (2002) analisaram o tempo de sobrevivéncia da
Escherichia coli O157:H7, em diferentes temperaturas (10-30°C) e fatores
caracteristicos da composi¢cdo da maionese (sal [0,5-16,5%], pH [3,5-6,0],
acido acético [0,4%] e sucrose [0,8%]) em 1820 tratamentos. Os resultados

mostraram que esta bactéria sobrevive em 83,7% dos tratamentos.

Hwang; Marmer (2007) investigaram o desenvolvimento de Listeria
monocytogenes em saladas preparadas com maionese em diferentes pH (3,8;
4,2; 46 e 5,0) e temperaturas de armazenamento (4, 8 e 12°C). O resultado
confirmou que o desenvolvimento de L. monocytogenes em salada de
maionese foi primeiramente promovido pela maior temperatura de

armazenamento (12°C) e posteriormente pelo maior pH (5,0).

3.5.3. Conservante alimenticio sorbato de potassio (INS - 202)

Os conservantes sao necessarios para garantir a manufatura segura de
alimentos e a nado deterioragdo desses durante a vida de prateleira.

Atualmente, a conservacéo é feita principalmente com o uso de conservadores
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quimicos, os quais atuam como agentes antimicrobianos, protegendo os
alimentos contra contaminagdes por bolores, leveduras e bactérias
(FORSYTHE, 2002).

Os comumente utilizados sdo acido acético, benzoico, lactico e sorbico,
classificados como acidos fracos. Em solugéo, os acidos fracos conservantes
existem em equilibrio pH-dependente entre os estados associados e
dissociados. A atividade 6tima de inibicado ocorre em condi¢cbes de pH baixo,
pois isso favorece o estado associado e n&o carregado da molécula que é
livremente permeavel através da membrana plasmatica (lipolitica) e, assim, &
capaz de penetrar na célula. A molécula se dissociara apds entrar na célula,
resultando em liberacdo de prétons e anions carregados que ndo sao capazes
de atravessar a membrana plasmatica. Dessa forma, a molécula de
conservante difunde-se na célula até que o equilibrio seja atingido. Isso resulta

em acumulo de anions e prétons no interior da célula (BOOTH; KROLL, 1989).

O acido sérbico apresenta maior atividade em pH < 6. EmpH 4 e 6 o

acido sérbico e seus sais sdo mais eficientes que os benzoatos (JAY, 2000).

O sorbato de potassio conservante muito utilizado na Industria
Alimenticia, inibidor de crescimento de bolores e leveduras, quando adicionado
nao altera o sabor nem odor dos produtos. Impede a rancidez e mofos em
margarinas e maioneses. Muito utilizado também na producdo de queijos de
corte, frescos e fundidos (FORSHYTE, 2002).

O sorbato de potassio na concentragcao de 0,1% € o unico conservante
alimenticio permitido pela legislacao vigente brasileira para molho de maionese
(BRASIL, 2007), sua principal desvantagem é o custo relativamente maior que
o dos benzoatos e propionatos (ROBACH, 1980).
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3.6. Contaminantes microbiol6égicos em molhos e saladas de

maionese

3.6.1. Bolores e leveduras

Smittle (1977) relatou a existéncia de uma crenca popular de que
saladas adicionadas de molho de maionese deterioram-se rapidamente

podendo causar riscos a saude do consumidor.

Em revisdo sobre maionese e molho para salada de origem comercial,
Smittle (1977) e Kurtzman; Rogers; Hesseltine (1971) concluiram que bolores,
leveduras e Lactobacillus, sdo os principais microrganismos causadores da
deterioracdo das mesmas, pois este alimento possui um pH acido que favorece
o0 seu desenvolvimento. As alteracdes mais freqlentes causadas por esses
microrganismos sdo: formagdo de gases, mudanga na cor, sabor, odor e

textura.

A salada de maionese, em uma crescente diversidade, € produzida
incorporando uma variedade de vegetais. Muitos deles sao utilizados crus, e
consequentemente contaminados com diversas espécies de leveduras.
Comparadas com bolores e bactérias, as leveduras geralmente exercem um
papel secundario na deterioracdo de vegetais. Entretanto, a atividade das
leveduras torna-se aparente quando as circunstancias ambientais sao
favoraveis, como durante a fermentagao do acido latico dos vegetais (TORNAI-
LEHOCZKI; PETER; DLAUCHY, 2003).

As principais leveduras encontradas em maionese e molhos para
saladas sao: Zygosaccharomyces bailii, Pichia membranifaciens, Issatchenkia
orientalis e outras leveduras como Candida inconspicua, C. parapsilosis, S.
cerevisiae, Saccharomyces exiguus, Saccharomyces dairensis, Debaryomyces
hansenii, Rhodotorula mucilaginosa e T. cutaneum (SMITTLE, 1977; SMITTLE;
FLOWERS, 1982; BROCKLEHURST; LUND, 1984; SPENCER; SPENCER,
1997).
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O Quadro 2 apresenta as espécies de leveduras isoladas de vegetais,

maionese, molhos para saladas e de saladas.

Quadro 2. Espécies de leveduras isoladas de vegetais, maionese, molhos para
saladas e de saladas (DENNIS, 1987; DEAK, 1991; SPENCER;

SPENCER, 1997).

Espécies de
leveduras

Fontes

Candida inconspicua

Molho para salada

Candida intermedia

Saladas, milho

Candida rugosa

Picles, azeitona

Candida stellata

Maionese, molho para salada, salada mista

Candida tropicalis

Cenoura, milho, conservas

Candida zeylanoides Maionese
. Cenoura, milho, saladas, repolho, vegetais e vegetais em
Cryptococcus albidus conserva

Cryptococcus laurentii

Milho, repolho, vegetais em conserva

Debaryomyces
hansenii

Milho, saladas, vegetais em conserva, maionese, salada de
vegetais e molho para saladas

Issatchenkia orientalis

Milho, molho para saladas

Pichia anomala

Milho

Pichia fermentans

Maionese, vegetais, alface, cenoura,
conserva de vegetais, salada de vegetais, conserva de pepino

Pichia membranifaciens

Milho, maionese, vegetais, vegetais em conserva, molhos para
salada

Pichia ohmeri

Picles

Rhodotorula glutinis

Vegetais, milho, ervilhas

Rhodotorula
mucilaginosa

Vegetais, milho, ervilhas, vegetais em conserva, molho para
saladas

Saccharomyces . .
o Saladas, maionese, conservas de vegetais, molho para saladas
cerevisiae
Saccharomyces .
) . Saladas, maionese
dairensis
Saccharomyces .
; y Saladas, maionese, molho para saladas
exiguus
Torulaspora delbrueckii Alface
Torulaspora cutaneum Vegetais, molho para saladas
Torulaspora pullulans Saladas

Yarrowia lipolytica

Maionese, salada de vegetais

rouxii

Zygosaccharomyces Molho para salada
bailii
Zygosaccharomyces Molho para salada
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3.6.2. Coliformes totais (35°C) e termotolerantes (45°C)

O grupo dos coliformes totais inclui as bactérias na forma de bastonetes
Gram-negativos, ndo esporogénicos, aerbébios ou anaerdbios facultativos,
capazes de fermentar a lactose com producgéo de gas, em 24-48 horas a 35°C.
O grupo inclui cerca de 20 espécies, dentre as quais encontram-se também
bactérias originarias do trato gastrintestinal de humanos e de outros animais de
sangue quente, como também diversos géneros e espécies de bactérias nao
entéricas, como Serratia e Aeromonas (SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 1997).

Dentre as bactérias de habitat reconhecidamente fecal (Escherichia coli,
Enterobacter e Klebsiella), dentro do grupo dos coliformes termotolerantes, E.
coli € a mais conhecida e mais facilmente diferenciada dos membros nao
termotolerantes (SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 1997).

Wilson; Heaney (1999) descreveram quantidades de E. coli duas vezes
maior em produtos vegetais quando comparadas aqueles a base de carne, o
que demonstra uma tendéncia destes alimentos abrigarem tais organismos,
devido principalmente a uma contaminacéo inicial ocasionada pelo contato com
o solo, fato este agravado pelo ndo cumprimento das recomendacdes técnicas

e legais da necessidade de um processo de desinfec¢cao quimica adequada.

Abdul-Raouf; Beuchat; Ammar (1993), estudando o comportamento de
E. coli em saladas preparadas com carne e maionese, observaram que nao
houve nenhuma mudanca na populagédo inicial dessa bactéria quando o
alimento foi preparado com até 40% de maionese (pH entre 5,4 a 6,07) e
mantido a 5°C por 72 horas. Quando aplicada a temperatura de 21 e 30°C
durante 10 e 24 horas, contendo 16,0 a 32,0% de maionese no alimento,

verificou-se um aumento significativo no numero de microrganismos.

Raghubeer et al. (1997) inocularam em maionese comercial e em
saladas com maionese duas concentragbes diferentes de Escherichia coli

0O157:H7, E. coli ndo patogénica e Enterobacter aerogenes. Os resultados
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mostraram que na inoculagdo com > 10° UFC essas bactérias sobreviveram por
mais tempo em saladas com maionese armazenada a temperatura de 4°C do
que em maionese comercial armazenadas em 22; estes autores atribuem este
efeito as diferencas no pH, a,, e a presenca da lisozima nos ovos inteiros

usados na produc&o da maionese comercial.

A presenca de coliformes é geralmente considerada indicadora das mas
condicdes higiénico-sanitarias dos restaurantes e outros servicos de
alimentacao (BENEVIDES; LOVATTI, 2004).

3.6.3. Staphylococcus aureus (coagulase positiva)

Staphylococcus aureus s&do cocos Gram-positivos, anaerobios
facultativos, ocorrendo isolados, aos pares e em aglomerados. Produzem
enterotoxinas termoestaveis capazes de permanecerem no alimento mesmo
apos o cozimento, possibilitando, desta forma, a instalacdo de um quadro de
intoxicagcdo de origem alimentar (SILVA; GANGRA, 2004; CUNHA NETO;
SILVA; STAMFORD, 2002).

As condigdes de temperatura para o desenvolvimento de S. aureus
variam de 7,0 a 47,8°C, sendo que a ideal esta entre 30 e 40°C. A 6tima para a
producéo de toxinas esta entre 40 a 45°C, cessando em 10 ou 46°C (JAY,
2000).

O homem e os animais sdo os principais reservatérios de S. aureus,
sendo a cavidade nasal o principal habitat no homem. Os principais sintomas
sdo nauseas, vomitos, caimbras abdominais, diarréia e sudorese (FRANCO;
LANDGRAF, 2003).

Por varios mecanismos, a partir de portadores ou de pessoas com sinais
de infeccdo, S. aureus pode atingir as vestimentas, o mobiliario, os utensilios,

0s equipamentos, o ambiente, assim como os alimentos nas areas de
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producao, industrializagéo e preparo, inclusive em cozinhas de hospitais e de
comercializagdo. Desde que o alimento apresente boas condi¢gdes para o
desenvolvimento da bactéria, o mesmo podera causar toxinfecgéo alimentar
(ARANTES; LIMA; CASTRO, 1982; CASTRO; IARIA, 1984; HATAKKA et al.,
2000; PERESI et al., 2004).

Dentre as DTA, a intoxicagdo estafilococica € uma doenga comum,
causada pela ingestdo de toxinas pré-formadas no alimento, a partir de um
nivel de contaminacéo por S. aureus de 10° unidades formadoras de coldnias
por grama (UFC/g) (FORSYTHE, 2002).

A verdadeira incidéncia das intoxicacdes estafilococicas é desconhecida
em muitos paises. A maioria dos casos passa despercebida devido a sua curta
duracéo, sendo notificados as autoridades publicas, somente os surtos com

envolvimento de um grande numero de individuos (TRANTER, 1990).

Nos surtos de DTA estdo, geralmente, implicados os alimentos cozidos
ou assados que, em seguida, sdo cortados, fatiados, recheados ou de qualquer
modo manipulados por pessoas portadoras de linhagens enterotoxigénicas de
S. aureus e mantidos em temperaturas ligeiramente elevadas (BRYAN, 1998;
FORSYTHE, 2002). Estes surtos s&o, principalmente, associados a cepas que
produzem coldnias tipicas em meio com emulsdo de gema de ovo (Agar Baird-
Parker) (BOARI et al., 2003).

S&o agentes comuns de intoxicacao estafilococica o leite, creme, tortas
recheadas com creme, saladas de batata, atum, frango e presunto e outras
carnes cozidas (FRANCO; LANDGRAF, 2003).

A temperatura de estocagem é o parametro mais importante a qualidade
dos produtos pereciveis. Este € um dos principais fatores associados a surtos
de DTA causados por Staphylococcus, compreendendo 25,5% destes fatores
(JAY, 2000).
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Staphylococcus aureus € um perigo potencial na salada de maionese,
pois esta requer muita manipulacédo durante o preparo, podendo ser facilmente
contaminada pelo manipulador. A a,, da maionese nao é suficientemente baixa
para impedir a multiplicacdo desse microrganismo. Esse desenvolvimento é
diminuido, entretanto, pelo baixo pH da maionese (< 4,1), porém, a refrigeracao
inadequada possibilita a multiplicacdo desta bactéria e a produgédo de
enterotoxinas (GOMEZ-LUCIA et al., 1987; SMITTLE, 1977).

Morita; Woodburn (1983) observaram que o pH inicial da maionese de
3,4 é aumentado quando esta é adicionada a vegetais, elevando a contagem

de S. aureus de 10 para 1000 vezes depois de 8 horas de incubagéo a 37°C.

3.6.4. Salmonella spp.

Salmonella spp. € um microrganismo entérico amplamente difundido na
natureza, sendo o homem e animais seus principais reservatérios naturais
(VARNAM; EVANS, 1991).

Sao bacilos Gram-negativos, ndo formadores de esporos, usualmente
moveis por flagelos peritriquios, anaerdbios facultativos e produtores de acido a
partir da glicose, geralmente com produgdo de gas (FRANCO; LANDGRAF,
2003).

As gastroenterites causadas por salmonelas, geralmente estéo
associadas a ingestao de alimentos manipulados sem condi¢bes adequadas de
higiene e o consumo de ovos e derivados, carne de bovinos e aves, além de
leite, produtos lacteos e vegetais contaminados, assim como de alimentos

consumidos crus ou mal cozidos (JAY, 2000).

Os sintomas da salmonelose aparecem apds 12-36 horas do consumo

do alimento contaminado e s&o manifestados por dor abdominal, diarréia,
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vomito e febre. O periodo de incubacéo pode variar em fungédo da quantidade
de células viaveis ingeridas e do sorotipo envolvido (SALYERS; WHITT, 2001).

A temperatura O6tima para a multiplicagdo de Salmonella é de
aproximadamente 35°C e a minima, cerca de 5°C (FORSYTHE, 2002).

De acordo com Nascimento; Silva (1994), a legislacdo internacional de
alimentos determina que em todos os produtos destinados ao consumo

humano, € inaceitavel a presenga de Salmonella spp. no produto final.

Como um dos ingredientes principais da maionese é o0 ovo, a
possibilidade da presenca de Salmonella é alta, sendo este produto um veiculo
comum de salmoneloses humanas. Destaca-se que, quando se usa maionese
caseira, o risco eleva-se, devido a possibilidade de contaminacéo pelo ovo cru,
pois 0 emprego de ovos pasteurizados néo € pratica comum na grande maioria
dos servicos de alimentagdo do Brasil (FURLANETTO; LACERDA;
CERQUEIRA-CAMPOS, 1982; CORREIA et al., 2002).

Fernandez-Escartin;  Saldafa-Lozano; Rodriguez-Garcia  (1993)
relataram nao terem obtido a multiplicacdo de Salmonella em saladas tipo
salpicao preparadas com 4,0% de vinagre (pH 5,3); porém, esta bactéria
sobreviveu ao pH referido e foi isolada em niveis de até 7 células/g apds 48

horas de incubacéo.

Normalmente para a produgdo comercial da maionese utiliza-se a
pasteurizagdo dos ovos para minimizar o perigo relativo ao género Salmonella
(ZHAO; DOYLE, 1994). Produtos desenvolvidos com ovos n&o pasteurizados
devem apresentar um pH < 4,1 e um nivel de acido acético em fase aquosa de
= 1,4% e permanecerem em observagdo num periodo de 72 horas antes de
serem comercializados (ZHAO; DOYLE, 1994; RAGHUBEER et al., 1997).

Por ser um dos principais veiculos de salmonelose, o uso de maionese
caseira é proibido em estabelecimentos produtores de alimentos em varias

cidades do Brasil, sendo permitida somente a maionese industrializada.
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3.7. Boas Préticas de Fabricacéo (BPF)

Nas ultimas décadas, a preocupacdo com a qualidade das refeicbes
servidas ao consumidor, tem sido objeto de constante atenc&o por parte dos
governos nacionais e internacionais, uma vez que, as DTA vém aumentando

independente de toda tecnologia existente (REGO et al., 2001).

E de fundamental importancia proceder a avaliagdo das condigdes
microbiologicas nos estabelecimentos produtores de alimentos por meio de um
monitoramento correto, com especificacdbes ou recomendagdes apropriadas,
determinando o nivel de higiene, efetuando as corre¢cbes necessarias e
mantendo o processo sob controle (BENEVIDES; LOVATTI, 2004).

Uma das formas para se atingir um alto padrdo de qualidade dos
alimentos é a implantacdo das BPF. Estas sdo compostas por um conjunto de
principios e regras para o correto manuseio de alimentos, que abrangem desde
a recepgao das matérias-primas até o produto final, o seu principal objetivo é
garantir a integridade do alimento e a saude do consumidor (NASCIMENTO;
BARBOSA, 2007).

Boas Praticas sao definidas por Silva Jr. (2001) como “normas de
procedimentos para atingir um determinado padrao de identidade e qualidade
de um produto e/ou servigos na area de alimentos, cuja eficacia e efetividade

deve ser avaliada através de inspecao e/ou investigagéo”.

A implantacdo desse sistema preconiza a aplicagdo de medidas
corretivas e o envolvimento da equipe para seu éxito, exigindo a obediéncia de
uma série de etapas que devem ser desenvolvidas e constantemente
reavaliadas (LOVATTI, 2004).

As BPF s&o obrigatérias pela legislacdo brasileira, para todas as

industrias e estabelecimentos de alimentos.
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De acordo com a Portaria n°. 326 do Ministério da Saude, Secretaria de
Vigilancia Sanitaria (SVS/MS), as Boas Praticas de Fabricag&o sdo constituidas
por critérios higénico-sanitarios essenciais para manutencéo do alimento em
condi¢cbes adequadas para o consumo humano. Essa mesma portaria exige
para estabelecimentos produtores/indutrializadores de alimentos, o manual de
BPF e sugere os Procedimentos Padrado de Higiene Operacional (PPHO) para
que estes facilitem e padronizem a montagem do manual de BPF (BRASIL,
1997). A mesma exigéncia é feita na Portaria n°. 368 (BRASIL, 1997) do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (RIBEIRO-
FURTINI; ABREU, 2006).

O Centro de Vigilancia Sanitaria do Estado de S&o Paulo publicou a
Portaria CVS-6 de 10/03/1999 (SAO PAULO, 1999), com o regulamento de
parametros e critérios para melhor orientar as a¢des da Vigilancia Sanitaria e
as operacgdes de controle para os estabelecimentos produtores e prestadores
de servigos de alimentacdo (GERMANO; GERMANO, 2003).

A legislacao brasileira, segundo a Portaria n°. 1428/93 do Ministério da
Saude (BRASIL, 1993), apresenta um roteiro com algumas sugestdes para a
elaboracdo do manual, o qual serve como orientacdo tanto da inspecéo
sanitaria como para consulta por parte dos colaboradores do estabelecimento
produtor. Segundo essa legislagdo o manual deve conter: apresentacgao;
definicdo; objetivos; campo de aplicacdo; denominacdes; responsabilidade
técnica; requisitos legais para o funcionamento; clientela a ser atendida;
fluxograma do processo de produgdo; aspectos administrativos e
organizacionais; fisicos e ambientais; recursos humanos; educativos; de
funcionamento; higiene dos alimentos, dos manipuladores/colaboradores,
procedimentos de limpeza e desinfecgdo; higiene dos equipamentos e

utensilios; aspectos financeiros e controle integrado de pragas.

A rotatividade, polivaléncia e a falta de assiduidade dos recursos
humanos no setor de producdo de refeicbes, também sado considerados
problematicos, pois ndo permitem a evolugdo no processo de treinamentos e

padronizacdo, para adocdo de inovagbes tecnolégicas e de sistemas de
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qualidade. Essas questdes sao reforcadas pela falta de formacgéo e qualificacéo
profissional dos manipuladores de alimentos. Com relacdo a garantia da
seguranca dos alimentos ha questdes referentes a contratagdo, a manutencéao

e a caréncia de pessoal especializado no setor (PROENCA, 1999).

A Resolugdo RDC n°. 216 (BRASIL, 2004) que dispde do Regulamento
Técnico de Boas Praticas de Fabricagcdo para Servicos de Alimentagéo
estabelece os requisitos de instalagdes, higienizagdo, controle integrado de
vetores, abastecimento de agua, manejo dos residuos, manipuladores,
matérias-primas, ingredientes e embalagens, preparagdo, transporte e
exposicdo ao consumo do alimento preparado e documentagao e registro,
também preconiza que todos os responsaveis pelas atividades de manipulagéo
dos alimentos devem ser submetidos a curso de capacitagcdo abordando, no
minimo os seguintes temas: contaminantes alimentares, doengas transmitidas
por alimentos, manipulagdo higiénica dos alimentos e boas praticas. Esta
resolugado aplica-se em cantinas, bufés, comissarias, confeitarias, cozinhas
industriais, institucionais, “delicatéssens”, lanchonetes, padarias, pastelarias,

restaurantes, “rotisseries” e congéneres.

Uma das ferramentas utilizadas para se atingir as Boas Praticas, é a
ficha de inspecao ou check - list para a area de alimentos. Esta nos permite
fazer uma avaliagdo preliminar das condi¢cdes higiénico sanitarias de um
estabelecimento produtor de alimentos. Os requisitos avaliados s&o relativos a
recursos humanos; condi¢des ambientais; instalacbes, edificacdes e
saneamento; equipamentos; sanitizagdo; producéo; embalagem e rotulagem;
controle de qualidade e no mercado (SENAC, 2001).

Esta avaliagao inicial permite levantar itens nao conformes e, a partir dos
dados coletados, tracar acgbes corretivas para adequacédo de instalagoes,
procedimentos e processos produtivos, buscando eliminar ou reduzir riscos
fisicos, quimicos e biologicos, que possam comprometer os alimentos e a
saude do consumidor (GENTA; MAURICIO; MATIOLI, 2005).
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A ficha de inspegdo de estabelecimentos na area de alimentos é
determinada pela Resolugdo RDC n°. 275 de 21 de outubro de 2002 (BRASIL,
2002) pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), sendo aquela a
fornecedora de todos os parametros a serem observados nos estabelecimentos
produtores/industrializadores de alimentos (NASCIMENTO; BARBOSA, 2007).

3.7.1. Manipuladores de alimentos

Um alimento pode tornar-se de risco pela manipulacdo inadequada
realizada pelo homem. Servicos de alimentacdo onde ha pessoas
despreparadas sdao os que apresentam dificuldades na conservagdo de
alimentos, podendo defrontar com problemas relacionados a saude do
comensal (SILVEIRA et al., 2003).

A presenga de microrganismos patogénicos nas maos de manipuladores
de alimentos apresenta grande importancia epidemiolégica devido a
possibilidade de transferéncia destes para o alimento que esta sendo
preparado. Quando este é inadequadamente conservado criam-se condigdes
satisfatérias para a multiplicacdo de microrganismos, podendo se tornar uma
fonte de intoxicagao (SILVA; NETTO, 2003).

A Resolugdo RDC n°. 216 (BRASIL, 2004) define manipuladores de
alimentos como qualquer pessoa do servico de alimentacdo que entra em

contato direto ou indireto com o alimento.

De acordo com dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), os
manipuladores sdo responsaveis direta ou indiretamente por até 26,0% dos
surtos de enfermidades transmitidas por alimentos. Em varias pesquisas tem-
se mostrado a relacao existente entre manipulador e doengas bacterianas de
origem alimentar. Podem ser manipuladores doentes, ou portadores

assintomaticos, ou que apresentem habitos inadequados de higiene pessoal,
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ou ainda que usem métodos anti-higiénicos na preparagao de alimentos.
Mesmo os manipuladores sadios abrigam bactérias que podem contaminar os
alimentos pela boca, nariz, garganta e trato intestinal (ANDRADE; SILVA;
BRABES, 2003).

Silva; Couto; Tértora (2006) avaliaram a qualidade microbiolégica das
maos e cavidades nasais de 32 manipuladores de alimentos em um
restaurante localizado na cidade do Rio de Janeiro. Os resultados revelaram
25,0% de manipuladores com estafilococos nas méos e/ou cavidades nasais e

12,5% com enterococos nas maos.

A higienizacdo frequente das maos e de maneira correta somado a
higiene pessoal adequada e sistematica é fundamental para a manutencao da
qualidade dos alimentos (LOVATTI, 2004). A desqualificacdo da mao de obra
utilizada nos restaurantes e similares colabora para o elevado risco a qualidade
do alimento (BEVENIDES; LOVATTI, 2004).

3.8. Vigilancia Sanitaria de alimentos

A higiene dos alimentos corresponde ao conjunto de medidas
necessarias para garantir a segurancga, salubridade e sanidade do alimento em
todos os estagios do seu crescimento, produgdo ou manufatura até o consumo
final. Deste contexto os servigos de Vigilancia Sanitaria se apoiam para exercer
suas atividades, visando minimizar os riscos das DTA na populacao (VALEJO
et al., 2003).

Desde os primordios da organizagao social, observa-se a edigao de leis
destinadas a proteger as populagdes contra a adulteracdo e fraudes de
alimentos, bem como reduzir o risco de contrair doengas que possam ser
transmitidas pelos alimentos. Para implementar e fazer cumprir tais legislacoes,

€ reconhecido o poder de policia do Estado, responsavel pela manutencéo da
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salubridade publica. No Brasil, a implementagao da legislagdo de protegao a
saude, relacionada a seguranca alimentar, é designada pela expresséo
“Vigilancia Sanitaria de Alimentos” (DALLARI, 2000).

Cabe aos servicos de Vigilancia Sanitaria prevenir e minimizar os riscos
de transmisséo de doengas causadas pelo consumo de produtos alimenticios
de ma qualidade higiénico-sanitaria (SOUZA; PELICIONI; PEREIRA, 2003).

A inspecao ou fiscalizacdo sanitaria pode ser compreendida como a
acao verificadora do cumprimento de uma norma de carater sanitario, que se
realiza mediante a inspecéo do estabelecimento, das atividades desenvolvidas
e do ambiente, ou seja, sobre os servigos e produtos, podendo ser de rotina, no
atendimento de denuncia, na investigacdo epidemiolégica de DTA, ou outro
agravo a saude e ainda para a liberacdo de documentos pertinentes a
Vigilancia Sanitaria (TANCREDI; MORAES; MARIN, 2005).

Germano; Germano (2003) define Vigilancia Sanitaria como o “conjunto
de medidas que visam a elaboragéo, a aplicagéo, o controle e a fiscalizagéo,
respeitada a legislagao pertinente, de normas e padrdes de interesse da saude

individual e coletiva, relativas ao ambiente, produtos, servigos e trabalho”.

Além das atividades normatizadoras de controle e de fiscalizagao, cabe
aos 6Orgaos de vigilancia, o papel de orientar o profissional que trabalha no
preparo de alimentos quanto a pertinéncia e aplicabilidade das normas
vigentes, por meio de programas educativos. Com o propésito de difundir a
legislacdo, deve sensibilizar o profissional para a adogdo de boas praticas
operacionais e na manipulacdo, preparo e comércio de alimentos, visando
produtos mais seguros (SOUZA; PELICIONI; PEREIRA, 2003).

Régo et al. (2001) apresentaram propostas de um programa de BPF em
unidades de alimentagao e nutricdo (UANs) produtoras de refei¢cdes coletivas,
considerando como aspectos importantes para a implantagéo: a sensibilizagéo,

conscientizagdo e comprometimento da direcdo com as mudancas, visto que
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esse tipo de programa exige quase sempre mudangas estruturais e
comportamentais; capacitacao do pessoal por meio de educacao e treinamento
em relacédo as DTA e BPF; a avaliacéo inicial do estabelecimento realizada por
meio de auditorias e aplicacdo de check - list; implantacdo do programa; a
avaliagédo por meio de: controle de pontos criticos de controle (PCC), auditorias
técnicas em intervalos regulares, fiscalizacdo pelo 6rgao sanitario competente

e analises microbiologicas.

Um dos maiores desafios das Vigilancias Sanitarias, na sua atividade
fiscalizadora no setor privado, € o da fiscalizagdo mantendo um carater
educativo, direcionando ao cumprimento da legislagdo vigente relativa a
condi¢cao higiénico-sanitaria do estabelecimento. As dificuldades enfrentadas
relacionam-se com:

a) o desconhecimento da legislacdo para que possa ser
cumprida;

b) a frequente alegacdo, por parte do empresario, de que as
exigéncias oneram seu or¢amento, sem interferirem positivamente no negdcio,

quando ndo consideradas como prejuizos (SOTO et al., 2006).



33

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencé&o das amostras

Foram adquiridas um total de 57 (cinqUenta e sete) amostras de saladas
adicionadas de maionese provenientes de 10 (dez) diferentes
estabelecimentos, sendo estes, 5 (cinco) churrascarias e 5 (cinco) "rotisseries"

da cidade de Sao José do Rio Preto - SP, coletadas da seguinte maneira:

12, etapa:

1 (uma) amostra de cada estabelecimento nos meses de junho,
agosto e outubro de 2006 para verificar a qualidade microbiolégica desse
produto. Apds os resultados das diferentes analises microbiolégicas foi
aplicado, no més de novembro, um check - list para diagnostico inicial das BPF

e orientagdes dos técnicos da Vigilancia Sanitaria de Sdo José do Rio Preto.

22, etapa:

Apdés as orientagcbes 1 (um) estabelecimento (“rotisserie”)
cessou a producao de salada adicionada de maionese, por este motivo, foram
realizadas 9 (nove) coletas nesta etapa do trabalho. Um prazo de 60 (sessenta)
dias foi estipulado pela Vigilancia Sanitaria aos estabelecimentos para
adequacgdes. Apos este prazo foi realizada analise microbiologica de 1 (uma)
amostra de cada estabelecimento nos meses de fevereiro, abril e junho de
2007.

Na 12. e 22, etapa as amostras obtidas foram acondicionadas em caixas
de material isotérmico (isopor) contendo cubos de gelo e transportadas ao
Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Departamento de Engenharia e
Tecnologia de Alimentos - UNESP - Campus de Sao José do Rio Preto para

analise.

As coletas foram realizadas com efeito surpresa, ou seja, os

manipuladores ndo eram previamente informados da data e horario deste
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procedimento. Desta forma, evitou-se a ocorréncia de procedimentos nao
rotineiros nas operagdes que envolviam higienizagdo pessoal e do ambiente,

preparo e distribuicao.

4.2. Preparo das amostras

No Laboratério cada amostra recebeu um coédigo de identificagéo, ou
seja, SM, onde SM = salada com maionese e , = niumero da amostra. A seguir,
assepticamente 10,0 g da amostra foram colocadas em um frasco de
Erlenmeyer contendo 90,0 mL de agua destilada estéril (diluente) sendo
homogeneizados posteriormente (diluicdo 10™"). A partir desta foram efetuadas
as demais diluicdes decimais seriadas até 10 utilizando o mesmo diluente
(ICMSF, 1980).

4.3. Enumeracao de bolores e leveduras

Foram pipetados assepticamente 1,0 mL de cada diluicéo e distribuidos
em placas de Petri esterilizadas e identificadas. A seguir foram adicionados a
cada placa 20,0 mL de agar batata dextrose acidificado com acido tartarico a
10,0% (pH = 4,0), ambos esterilizados; ap6s solidificagdo do meio de cultura as
placas foram incubadas em estufa a 25°C por 5 dias. As unidades formadoras

de colbnias (UFC) foram calculadas de acordo com as diluicées (ICMSF, 1978).

4.4. Contagem de Staphylococcus aureus

Foi pipetado assepticamente 0,1 mL de cada diluicdo e depositado na
superficie do Agar Baird-Parker em placas de Petri. O indculo foi espalhado em

toda a superficie do meio por intermédio da alga de Drigalsky esterilizada e, em
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seguida, as placas foram incubadas em estufa a 35C por 24/48 horas
(THATCHER; CLARK, 1973). Ap6s a incubagao procedeu-se, as contagens
daquelas UFC de cor negra, brilhantes, com zona de precipitagdo em suas
bordas e circundadas por halos claros (BAIRD-PARKER, 1962). A confirmacao
do resultado foi feita a partir de esfregagos em laminas, corados pelo método

de Gram, para a verificagdo microscopica da morfologia das bactérias isoladas.

4.5. Determinacdo do Numero mais Provavel (NMP) de coliformes
totais

Foi utilizada a técnica dos tubos multiplos, empregando-se o caldo lauril
sulfato triptose com incubagdo a 35 C durante 48 horas (THATCHER; CLARK,
1973).

4.6. Determinagdo do NMP de coliformes termotolerantes

Foi empregado o método dos tubos multiplos, utilizando-se o caldo EC
com incubacdo a 44,5C durante 24 horas (BRASIL, 1981; 2003). A
determinacdo do NMP de coliformes totais e termotolerantes foi realizada
empregando-se a tabela de Hoskins (ICMSF, 1978).

4.7. Pesquisa de Escherichia coli

A partir dos tubos de ensaio contendo caldo EC, usados na
quantificacdo de coliformes termotolerantes que apresentaram turvacdao, com
ou sem gas no interior do tubo de Durham, foram semeadas por esgotamento
na superficie de placas de Petri contendo agar eosina azul de metileno e

incubadas a 35°C/48 horas. As UFC suspeitas foram identificadas utilizando-se
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os testes bioquimicos (IMVIC), ou seja, de indol/vermelho de metila/Voges-
Proskauer/citrato (MARTH, 1978).

4.8. Pesquisa de Salmonella spp.

Em 225,0 mL de caldo lactosado e de agua peptonada a 1% foram
homogeneizados, respectivamente 25,0 g de cada amostra. Depois da
incubagao a 35'C/24 horas, 1,0 mL de cada cultivo foi transferido para tubos de
ensaio contendo 10,0 mL de caldo selenito cistina, posteriormente incubados a
35°C/24 horas . Apds 24, 48 e 120 horas foram feitas semeaduras, em placas
de Petri contendo agar Salmonella Shigella incubadas a 35°C/48 horas
(BRASIL, 1981; 2003). As UFC suspeitas foram transferidas com auxilio de
uma alga de platina para um tubo de ensaio contendo meio de enriquecimento
para manutengdo de culturas de bactérias, Agar padrdo para contagem (PCA),
e incubadas a 35°C por 24 horas. Posteriormente foram submetidas a um teste
sorolégico. Para isto 2 (duas) gotas de solugédo salina 0,85% estéril, foram
colocadas nas extremidades de uma lamina. Uma algada do microrganismo
suspeito foi transferida para cada extremidade e homogeneizada com a
solucdo salina, acrescentou-se 1 (uma) gota do soro somatico polivalente anti -
Salmonella sobre uma das gotas. A leitura foi realizada apo6s 2 (dois) minutos
de delicados movimentos de inclinacdo e rotagdo da lamina. A auséncia de
aglutinagdo das misturas classificou a reacdo como negativa (SILVA;
JUNQUEIRA; SILVEIRA, 1997).

4.9. Isolamento das culturas de leveduras

A partir do experimento realizado em junho de 2007 com referéncia a
enumeragdo de bolores e leveduras, foram isoladas apds cinco dias de

incubacdo a 25 C, 25 culturas de todos os tipos morfoldgicos existentes. Em
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seguida, cada cultura pura, previamente submetida a coloragdo de Gram e
observada sob microscopia (microscopio 6ptico comum), recebeu um cddigo
de identificacado, ou seja, SM, n1 onde SM = salada de maionese, , = numero da
amostra e ,1 = numero da levedura isolada desta amostra. Foram estocadas
em tubos de ensaio de 12 x 100 mm contendo meio “Gymp” (2,0% de glicose,
0,5% de extrato de levedura, 1,0% de extrato de malte, 0,2% de NaH,;PO4 e
2,0% de agar), para posterior identificacdo, sendo entdo cobertas com oleo

mineral para evitar ressecamento e mantidas a8 £ 2 C.

4.10. Provas taxondmicas

Nos testes taxondmicos (morfologicos e fisiolégicos) foram empregados
os métodos descritos por Kreeger Van Rij (1984) e Barnett, Payne e Yarrow
(1983 e 1990).

A identificacdo das culturas realizou-se segundo chaves descritas por
Barnett, Payne e Yarrow (1990) e Kurtzman e Fell (1998).

4.11. Provas morfoldgicas

Para verificagdo da produgéo de esporos foram utilizados o meio de
cultura de Gorodkowa (glicose 0,1%, peptona 1,0%, NaCl 0,5% e agar 1,8%) e
0 agar acetato de McClary (glicose 0,1%, KCI 0,18%, extrato de levedura
0,25%, acetato de sbdio 0,82% e agar 1,8%). As placas de Petri foram
mantidas a temperatura ambiente e as observagdes feitas periodicamente entre
7, 14 e 21 dias (KURTZMAN; FELL,1998).
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4.12. Provas fisiologicas

4.12.1. Capacidade fermentativa

Para verificar a capacidade fermentativa das culturas foi utilizado o meio
basico para fermentacdo (peptona 0,75% e extrato de levedura 0,5%). O
mesmo foi colocado em tubos de ensaio de 12 x 100 mm contendo tubo de
Durham invertido. Os agucares, glicose 1,0%, sacarose 2,0%, maltose 1,0% e
lactose 1,0%, foram esterilizados separadamente do meio de cultura e,
posteriormente adicionados.

Inicialmente foi testada a capacidade fermentativa frente a glicose. As
culturas que apresentaram resultado positivo foram entdo submetidas a trés
dissacarideos: sacarose, maltose e lactose.

Os tubos de ensaio foram mantidos a temperatura ambiente, sendo as
leituras realizadas entre 7, 14 e 21 dias. Considerando-se resultado positivo
quando 1/3 a 3/3 do tubo de Durham estivesse preenchido com gas e negativo
quando nao houvesse tal produgdo (KREEGER VAN RIJ, 1984; BARNETT;
PAYNE; YARROW, 1983 e 1990).

4.12.2. Desenvolvimento em diversas temperaturas

Foi analisada a capacidade de desenvolvimento a 35, 40 e 42°C,
utilizando-se o meio basico para fermentacédo (peptona 0,75% e extrato de
levedura 0,5%) acrescido de 2,0% de glicose. Para a temperatura de 35°C, os
tubos de ensaio foram mantidos em estufa de incubacéo e para as demais foi
utiizado o banho-maria. As leituras foram feitas por meio do Cartdo de
Whickerham (KREEGER VAN RIJ, 1984), apds 48-72 horas de incubagao. Foi
considerado desenvolvimento positivo quando as linhas do cartdo nao foram

visiveis e negativo quando foram visualizadas.
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4.12.3. Desenvolvimento em meio de cultura contendo nitrato

Utilizou-se o Yeast Carbon Base 1,17% (YCB-Difco) contendo 0,078%
de KNOj3 como fonte de nitrogénio e 1,8% de agar (KREEGER VAN RIJ, 1984;
BARNETT; PAYNE; YARROW, 1983 e 1990).

4.12.4. Resisténcia a pressdo osmotica

Neste teste, foram utilizadas duas substancias distintas. O meio basico
para ambas foi o agar Sabouraud glicose. Para um dos testes, foi acrescentado
50,0% de glicose e para o outro 10,0% de NaCl (KREEGER VAN RIJ, 1984;
BARNETt; PAYNE; YARROW, 1983 e 1990).

4.12.5. Desenvolvimento em meio de cultura contendo cicloheximida

(actidione)

Para esta prova foi empregado o Yeast Nitrogen Base 0,67% (YNB-
Difco) acrescido de 1,0% de glicose, 1,8% de agar e aliquotas de cicloheximida
que variaram de acordo com a concentracao desejada (100 ou 1000 partes por

milhdo - ppm), segundo metodologia descrita por Kreeger Van Rij (1984).
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4.12.6. Sintese de amido

Para a verificacdo da producdo de compostos amiloides foi utilizado o
agar Sabouraud glicose (glicose 2,0%, peptona 1,0%, extrato de levedura 0,5%
e agar 1,8%). Apo6s o desenvolvimento das culturas, foi gotejada sobre as
mesmas uma solugdo de lugol. O aparecimento de coloracdo azul escura
indicou resultado positivo (KREEGER VAN RIJ, 1984; BARNETT; PAYNE;
YARROW, 1983 e 1990).

4.12.7. Provas de assimilacdo de fontes de carbono

Foram usadas as seguintes substancias: glicose, galactose, L-sorbose,
maltose, sacarose, celobiose, trealose, lactose, melibiose, rafinose, melezitose,
inulina, amido soluvel, D-xilose, L-arabinose, D-arabinose, D-ribose, L-
ramnose, etanol, glicerol, eritritol, ribitol (adonitol), galactitol (dulcitol), D-
manitol, D-glucitol (sorbitol), salicina, citrato, m-inositol e glicosamina. Todas as
substancias foram utilizadas na concentracao de 0,5% exceto a rafinose que foi
a 1,0%, acrescidas ao Yeast Nitrogen Base 0,67% (YNB-Difco) mais 1,8% de
agar (KREEGER VAN RIJ, 1984; BARNETT; PAYNE; YARROW, 1983 e 1990).

4.13. Ensaio de resisténcia ao conservante alimenticio sorbato de

potassio

Para esta prova utilizou-se o agar Sabouraud glicose (glicose 2,0%,
peptona 1,0%, extrato de levedura 0,5% e agar 1,8%) onde foi acrescido o
conservante alimenticio sorbato de potassio (codigo INS - 202) nas
concentragcbes de 0,05; 0,1 e 0,2%. Para verificar o desenvolvimento
microbiano foi empregado como controle 0 mesmo meio de cultura, porém sem

a adicao de conservante.
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Foram esterilizados separadamente por autoclavagem, o meio basico
(sem agar), o agar e o conservante, para se evitar, em primeiro lugar, a
hidrélise do agar durante o aquecimento, com a perda do poder de gelificacao
e, no que se refere ao conservante utilizado, eventual perda por hidrélise ou

evaporagao.

4.14. Técnica de Replica-plate

A técnica de Replica-plate foi usada para as provas descritas nos itens
411.,412.3.a4.12.7.,4.13.

Nos testes onde foi utilizado este método, como indculo, culturas de 24-
48 horas em meio “Gymp”, foram transferidas e pré-incubadas durante 3 a 5
dias a temperatura ambiente em Yeast Nitrogen Base 0,67% (YNB-Difco)
liguido contendo 0,1% de glicose, sendo agitadas periodicamente para o
consumo do enddgeno. A partir dai, cada in6culo foi transferido assepticamente
para um sistema replica-plate multitiped, que permite a inoculagéo de vinte e
cinco colbnias/placa de Petri (LEDERBERG; LEDERBERG, 1952; SHEREE
LIN; FUNG; COX, 1987).

As placas de Petri foram incubadas em estufa a 25°C com leituras de 7,

14 e 21 dias de incubacgéo.

4.15. Aplicacao do check - list nos estabelecimentos produtores de

salada adicionada de maionese

No periodo de novembro de 2006 com a colaboragdo da Vigilancia
Sanitaria de S&o José do Rio Preto foram avaliadas as BPF dos
estabelecimentos produtores de salada adicionada de maionese, utilizando um
instrumento de medigédo de qualidade, ou seja, o guia de verificagdo ou check -

list. Este foi elaborado com base em um diagnéstico inicial utilizado pelo
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Programa Alimento Seguro (PAS) para implantagdo das BPF em
estabelecimentos produtores de alimentos do segmento mesa (SENAC, 2001).
Este instrumento de verificagao esta pautado no Anexo Il da RDC n°. 275 de 21
de outubro de 2002 do Ministério da Saude, cuja ementa dispbe, dentre outros,
da lista de Verificacao das Boas Praticas de Fabricagdo em estabelecimentos
produtores/industrializadores de alimentos (BRASIL, 2002).

O check - list utilizado constou de 123 itens de verificagdo, distribuidos
em avaliagdo de varios aspectos do estabelecimento como descritos no
Quadro 3.

As opgbes de respostas para o preenchimento do check - list foram:
“Conforme” (C) - quando o estabelecimento atendeu ao item observado, “Nao
Conforme” (NC) - quando o mesmo apresentou Nao-conformidade. Os itens,
cuja resposta foi “Nao Aplicavel”, ndo foram estatisticamente avaliados.

O check - list foi preenchido por meio de observagdes no proéprio local e
informagdes fornecidas pelo proprietario do estabelecimento.

Os resultados foram classificados em: aprovado com > 75% de
conformidades e reprovado com < 75% de conformidades (SENAC, 2001).

As orientagbes de adequagbes dos estabelecimentos foram realizadas
pelos técnicos da Vigilancia Sanitaria de Sao José do Rio Preto, baseadas em

legislagbes vigentes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Analises microbioldgicas de saladas adicionadas de maionese

Os resultados das analises microbioldgicas, obtidos neste trabalho, para
as 57 amostras de saladas adicionadas de maionese, provenientes de 10
diferentes estabelecimentos, estdo apresentados nas Tabelas 1, 2, 3 e 4.

A Resolugédo RDC n°. 12, de 02 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001),
estabelece os padrdes microbioldgicos para salada adicionada de maionese,
sendo eles, coliformes a 45°C (<10%g), estafilococcos coagulase positiva
(<10%/g) e Salmonella spp. (auséncia em 25 g).

Em relagdo as amostras analisadas, 41 (71,9%) apresentaram-se fora
do padréo microbiologico exigido pela legislagdo vigente em, pelo menos, um
dos parametros exigidos, sendo por este motivo, classificadas como “produtos
em condi¢des sanitarias insatisfatorias” e, por conseguinte “produtos impréprios
para o consumo humano”.

Na pesquisa realizada nao constatou-se a presenca de Salmonella spp.
nos produtos analisados.

Para coliformes totais os resultados variaram de < 3 a > 1100,
registrando a presenca destas bactérias em 98,2% das amostras analisadas
(Tabela 1). Conforme Franco; Landgraf (2003), a presenga de coliformes totais
no alimento, ndo indica necessariamente, contaminagao fecal recente ou
ocorréncia de enteropatdgenos.

Embora a legislagao estabelega um valor de <10 NMP/g para coliformes
termotolerantes, a presenca destes em alimentos € indicativa de condi¢des
higiénicas insatisfatérias, resultantes de manipulagdo inadequada,
contaminagdo cruzada, deficiéncia no processo de higienizagdo dos
equipamentos ou utensilios e até mesmo do vegetal (SILVA JR., 2001).

Quanto aos valores de coliformes termotolerantes, 50 (87,7%) das
amostras apresentaram-se positivas, porém 21 (36,8%) encontravam-se em

condi¢cdes consideradas inadequadas, com valores entre 120 a 1100 NMP/g
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(Tabela 2). Escherichia coli foi confirmada em todas as amostras positivas para
coliformes termotolerantes.

Esses altos indices de contaminacdo podem ser atribuidos a falhas
durante o processo de manipulagdo ou higienizacdo das matérias-primas
utilizadas, que por se tratarem de alimentos de origem vegetal e, portanto,
manterem um contato direto com o solo, possuem um alto risco quando nao
higienizadas adequadamente (GERMANO; GERMANO, 2003), evidenciando
assim a necessidade de intervencédo no processo de produgéo e conservagao
do alimento, principalmente em relagcdo aos aspectos higiénicos, pois esta
bactéria tem como habitat natural o trato intestinal do homem e animais.

Siqueira et al. (1997) constatou que 44,0% das saladas cozidas de
restaurantes industriais da cidade de Belo Horizonte, MG estavam
contaminadas com coliformes termotolerantes e em 15,0%, o numero de
microrganismos era superior em relagdo ao preconizado pela legislagao

vigente.

Tabela 1. Apresentacao dos resultados obtidos apds a determinacdo do NMP
de coliformes totais em saladas de maionese comercializadas na
cidade de Sao José do Rio Preto - SP.

Amostra Coliformes totais (NMP/g)

SMn®. Junho/06 Agosto/06  Outubro/06  Fevereiro/07  Abril/07  Junho/07
1 460 460 460 > 1100 >1100 >1100
2 >1100 21 1100 > 1100 > 1100 > 1100
3 93 > 1100 > 1100 > 1100 23 240
4 460 1100 1100 >1100 240 >1100
5 210 >1100 >1100 > 1100 >1100 >1100
6 > 1100 1100 > 1100 > 1100 > 1100 1100
7 > 1100 > 1100 210 > 1100 > 1100 460
8 460 > 1100 > 1100 > 1100 > 1100 460
9 > 1100 460 1100 - - -
10 75 240 460 43 4 <3

Variagéo <3a>1100

auséncia de padrao federal
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Tabela 2. Apresentacéo dos resultados obtidos apés determinacédo do NMP
de coliformes termotolerantes em saladas de maionese comercializadas

na cidade de Sio José do Rio Preto - SP.

Amostra Coliformes termotolerantes (NMP/g)
SMn®. Junho/06 Agosto/06  Outubro/06  Fevereiro/07  Abril/07  Junho/07
1 43 9 <3 150 210 1100
2 15 11 20 460 > 1100 150
3 <3 240 <3 150 4 43
4 43 9 75 28 240 1100
5 11 210 210 9 > 1100 11
6 4 1100 <3 15 7 150
7 43 75 7 150 > 1100 21
8 75 120 1100 23 43 240
9 20 28 150 - - -
10 <3 7 <3 4 4 <3
Variagao <3a>1100
Padrao
coer!
2001)

Em negrito: contagens em desacordo com a legislagéo vigente.

A identificagdo de microrganismos indicadores fornece dados
importantes sobre as condi¢gbes higiénico-sanitarias ao longo de todo o
processamento do alimento. Além disso, indicam que os alimentos em questao,
estdo expostos a condigcdes tais que podem introduzir microrganismos
patogénicos e ou permitir a proliferagdo de espécies toxigénicas e ou
infecciosas (BRYAN, 1992; LEITAO et al., 1988; TOMPKIN, 1983; ICMSF,
1978).

S. aureus foi detectado em 87,7% das amostras, sendo que em 56,1%
foram encontrados valores acima dos padrbes legais permitidos e em 8
(14,0%) acima de 10° (Tabela 3). Segundo Forsythe (2002) esse nimero de
UFC produz enterotoxinas.

Em relacdo a algumas amostras negativas para S. aureus (Tabela 3),
uma das possiveis explicacbes € a grande quantidade detectada de bactérias
de outros géneros; de acordo com Jay (2000) S. aureus néo tolera competi¢ao

com outros microrganismos.
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Tabela 3. Apresentacdo dos resultados obtidos apds contagem de S. aureus em

saladas de maionese comercializadas na cidade de S3o José do Rio

Preto - SP.
Amostra Staphylococcus aureus (UFC/g)
SMn°, Junho/06  Agosto/06  Outubro/06  Fevereiro/07  Abril/07  Junho/07
1 1,1x 10° 1,0 x 10° 3,2 x 10° 5,5x 10° 40x10° 9,1x10°
2 1,4x 10° 2,5 x 10? 6,6 x 10° 5,0 x 10? 2,5x 10° <100
3 1,6 x 10* 1,8x 10° 6,5 x 10° 8,0 x 10? 50x10% 1,0 x 10
4 1,0 x 10° 2,0x10° 3,8x 10° 2,5 x 10° 35x10° 1,4x10°
5 4,4 x 10° <100 1,8x 10’ <100 3,2x 10" 7,0x10?
6 2,4 x 10° 1,3x 10° 2,7x 10° 3,9 x 10* 25x10° 8,5x 10°
7 <100 <100 1,2 x 10* 2,8x10° 43x10° 5,0x10'
8 4,9 x 10° <100 1,0 x 10* 3,5x 10° 6,8 x 10° <100
9 6,5 x 10° 2,1x 10* 4,8x 10° - - -
10 1,0 x 10° 1,7 x 10* 2,0 x 10? 1,2 x 10° 52x10® 5,0 x 10?
Variagao <100a1,8x 10’
Padrao
Federal <10°
(BRASIL,
2001)

Em negrito: contagens em desacordo com a legislagéo vigente.

Os surtos de origem alimentar causado por S. aureus, em geral, tem nos
manipuladores a provavel fonte de contaminacéo dos alimentos, uma vez que
esse microrganismo ¢é isolado da regido orofaringea e maos de manipuladores
(CARMO et al., 2003), portanto existem poucos recursos para impedir a
disseminacgao dos estafilococos a partir dos portadores e esta é, sabidamente,
a espécie bacteriana de mais dificil controle.

Do total de amostras analisadas, 12 (21,0%) apresentaram-se em
desacordo com os dois parametros simultaneamente: presenga de coliformes
termotolerantes (Tabela 2) e S. aureus (Tabela 3). Estes resultados sugerem
que houve manipulagcdo inadequada durante o processo de preparagao da
salada adicionada de maionese.

A presenga de microrganismos patogénicos nas maos representa
grande importancia epidemiolégica devido a possibilidade de transferéncia dos
mesmos aos alimentos (ALMEIDA et al., 1995). A contaminacao cruzada via

utensilios ou equipamentos € uma possibilidade sempre presente no preparo
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final de alimentos (KAKU et al, 1995). Portanto, considera-se que o
manipulador de alimentos € um risco em potencial para a produgdo de
refeicdes e como tal, necessita ser conscientizado, por meio de treinamento,
visando a melhoria da qualidade higiénica das refeicdes produzidas (REGO;
PIRES; MEDINA, 1999), tornando necessario que os profissionais ligados a
producao de refei¢gdes incorporem, a sua pratica diaria, um conjunto de agdes
voltadas para o controle de qualidade dos alimentos, tais como os cuidados
com a higiene dos equipamentos, dos utensilios, do ambiente e pessoal
(GONCALVES, 1998).

Conforme Silva Jr. (2001), os itens importantes relativos ao treinamento
de manipuladores de alimentos sao: higiene pessoal, higienizagcdo das maos,
informagdes importantes relativas a higiene corporal, uniformes e cuidados
gerais e higiene ambiental. Vieira et al. (1996) acrescenta a higiene dos
alimentos, ou seja, a aplicacdo correta da higienizacdo dos vegetais, dos
pereciveis e nao pereciveis.

Segundo Robbs (1991), os resultados da investigagdo de 52 amostras
de saladas mistas com ou sem molho, de 9 cozinhas industriais do Rio de
Janeiro - RJ revelaram que 16 (30,8%) amostras estavam em desacordo com
o padréo para coliformes termotolerantes e 1 (1,9%) para S. aureus.

Silva Jr. (1991) analisou 79 amostras de saladas mistas e de saladas
com maionese de cozinhas industriais da cidade de S&o Paulo - SP e
encontrou 37,9% das amostras fora do padréo para coliformes termotolerantes
e 3,7% para S. aureus.

Pesquisa realizada por Ribeiro; Carvalho; Pilon (2000) em preparacgdes
de pratos a base de maionese caseira, em restaurantes self - service
demonstrou contaminagdo na salada com maionese de 83,4% por coliformes
termotolerantes e 64,0% de Staphyloccocus aureus e em nenhum dos
alimentos analisados foi detectada Salmonella spp. Estes resultados foram
semelhantes aos encontrados por Girioli (1993) em Belo Horizonte - MG.

Zoli; Negrete; Oliveira (2002) avaliaram a contaminagdo por
Staphylococcus aureus e Salmonella spp., de maionese de batata
comercializada em Londrina, PR. Foram coletadas 50 amostras de maionese
de batata em restaurantes da cidade e 5 (10,0%) apresentaram S. aureus com

contagens variando de 4,0 x 10? a 9,6 x 10° UFC/g, sendo que duas amostras
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estavam acima da contagem maxima de 10° UFC/g estabelecida pela
legislacéo vigente. Além disso, em uma das amostras foi isolado estafilococo
produtor de enterotoxina (EEB). N&o foi isolada Salmonella spp. em nenhuma
amostra.

E evidente que a sobrevivéncia de microrganismos patogénicos na
maionese € determinada em parte pelo tipo e concentragdo do acido utilizado
na preparagao (Smitlle, 1977; Collins, 1985). Porém um pH de 4,1 & favoravel
ao desenvolvimento de bolores e leveduras.

A Resolugdo RDC n°. 12 excluiu o parametro para contagem de bolores
e leveduras, que anteriormente era regido pela Portaria n°. 451 (BRASIL, 1997)
da Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude, onde o padrao era
de 5 x 10°® UFC/g. Mesmo nado havendo padrdo microbioldgico determinado
para esses microrganismos neste produto, sua contagem nos alimentos €&
indicativa de falhas higiénicas ao longo do processamento ou matérias-primas
de ma qualidade (SANT'ANA; CORREIA, 2006).

Nesse estudo foram encontradas variacdes de 1,9 x 10° a 6,0 x 10° na

contagem de bolores e leveduras (Tabela 4).

Tabela 4. Apresentacéo dos resultados obtidos apés enumeragéo de bolores e
leveduras em saladas de maionese comercializadas na
cidade de S30 José do Rio Preto - SP.

Amostra Bolores e leveduras (UFC/g)

SM n°. Junho/06 Agosto/06  Outubro/06  Fevereiro/07  Abril/0O7  Junho/07
1 4,4 x10° 1,7x10° 1,6 x 10° 4,4 x10° 50x10° 1,5x10’
2 1,2 x 10* 1,9 X 10° 1,8 x 10° 7,3x10* 26x10° 1,6x10°
3 1,3 x 10* 3,0x10* 9,2 x 10* 1,8 x 10* 1,0x10° 1,2x10*
4 1,4 x 10* 1,3x 10* 5,6 x 10* 7,3x10* 8,6x10* 4,0x10*
5 4,8 x 10° 2,5x10° 5,5 x 10° 4,9 x 10° 3,0x10° 24x10°
6 2,7 x10° 1,9 x 10° 2,0 x 10° 8,0 x 10* 6,3x10* 1,7x10°
7 6,0 x 10° 2,1 x10° 2,5x 10° 3,0x10° 9,5x10* 3,3x10°
8 2,5x10° 6,6 x 10° 5,1 x 10° 5,3 x 10° 25x10° 9,0x10°
9 3,5x 10* 1,2 x 10* 3,0x 10° - - -
10 4,6x10° 6,3x 10° 2,1 x10* 8,3x 10° 9,5x10° 1,3x10?

Variagao 1,3x10%°a 1,5 x 10’

auséncia de padrao federal
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Dados superiores aos encontrados neste trabalho foram observados por
Momesso; Matté; Germano (2005) ao avaliar as condi¢gbes higiénico-sanitarias
de restaurantes tipo self - service do municipio de Sao Paulo, durante o periodo
de distribuicao das refei¢cdes. Estes autores constataram que em 93,3% das
maioneses a base de legumes, colhidas de 15 diferentes estabelecimentos,
encontravam-se em desacordo com o padréao vigente em pelo menos um dos
parametros analisados, 20,0% encontravam-se com no minimo dois
parametros em desacordo com o padrdo e 6,7% com trés parametros.
Salmonella spp. foi detectada em 2 amostras. No entanto, a maionese utilizada
para a elaboragdo de saladas nos estabelecimentos visitados eram
industrializadas, sugerindo que as contaminagdes observadas nesse estudo
foram provenientes de via cruzada.

Estudo realizado por Correia et al. (2002) relatou as condigbes
microbiolégicas de saladas de vegetais com maionese fornecidas em 58
restaurantes localizados na regidao de Goiania. Verificou-se variacao de S.
aureus de < 1,0 x 10" a 1,6 x 10° UFC/g, sendo que a maior parte encontrou-se
entre 10° e 10* UFC/g. Observou-se também resultados elevados de
microrganismos indicadores das condi¢cdes gerais de processamento, pois em
todas as amostras as contagens de mesoéfilos foram = 104, com excegdo de
uma amostra, perfazendo 98,3%. Para bolores e leveduras, os resultados
variaram de 2,6 x 10° a 2,2 x 10° UFC/g, com a maioria (89,7%) apresentando
valores iguais ou superiores a 10*. 80,0% das amostras revelaram-se positivas
para coliformes termotolerantes, exibindo contagens elevadas (> 100 UFC/g).
Todas as amostras revelaram-se negativas para Salmonella. O pH variou de
4,24 a 6,30, sendo 34 (58,6%) amostras com pH na faixa de 5,0 a 5,5.
Nenhuma amostra apresentou temperatura de acordo com os valores
recomendados para armazenamento de pratos frios (10°C).

Bricio; Leite; Viana (2005) avaliaram as condi¢ées microbiolégicas de
salpicao de frango e salada de maionese com ovos servidos em restaurantes
self-service na cidade do Rio de Janeiro e concluiram que das 135 amostras de
salada de maionese, 26 (19,3%) encontraram-se fora do padrdo para
estafilococos coagulase positiva. Todas (100,0%) as amostras continham
coliformes a 35°C e quarenta e oito (35,6%) coliformes a 45°C acima dos

padrées. Cinco (3,7%) amostras foram positivas para Salmonella. O pH das
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amostras variou de 4,57 a 7,68, com média de 6,14. Os autores concluiram que
a incidéncia desses microrganismos denota a precaria qualidade higiénico-
sanitaria dos restaurantes avaliados.

Foram pesquisados alguns microrganismos em saladas com maionese
adquiridas em restaurantes, lanchonetes e “rotisseries” na cidade de Sao Paulo
- SP; constatou-se que o pH das amostras variou de 4,9 a 6,6. No estudo
obteve-se como contagem minima de S. aureus < 10° UFC/g, enquanto que a
maxima foi 4,0 x 10° UFC/g; por outro lado, o NMP de coliformes e de
estreptococos fecais variaram respectivamente de zero a 2,4 x 10%/g e de 5,0 a
2,4 x 10%/g. Para bolores e leveduras, de 7,1 x 10? a 3,7 x 10%g, enquanto que
para E. coli os NMP minimo e maximo foram < 0,03 e 2,4 x 104/9. Das 20
amostras de saladas com maionese examinadas, 16 (80,0%) revelaram
resultados positivos para coliformes totais, 8 (40,0%) para E. coli e 19 (95,0%)
para estreptococos fecais, todas revelaram-se negativas para bactérias do
género Salmonella (FURLANETTO; LACERDA; CERQUEIRA-CAMPOS,
1982).

5.2. Verificacao das BPF nos estabelecimentos produtores de salada

adicionada de maionese

No periodo de novembro de 2006 foram vistoriados e classificados, com
a colaboracdo da Vigilancia Sanitaria de S&o José do Rio Preto - SP, 10
estabelecimentos produtores de salada adicionada de maionese, segundo
check - list aplicado nos mesmos.

Por meio dos resultados obtidos pode-se observar na Tabela 5 que 7
(70,0%) dos estabelecimentos produtores ndo oferecem uma alimentagéo
segura do ponto de vista higiénico-sanitario segundo a legislagcado vigente.
Neste caso, a melhoria da qualidade de produtos e servigos alimenticios nos
estabelecimentos deve ser encarada com maior seriedade por meio do

desenvolvimento e utilizacdo de sistemas e programas de qualidade.
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Do total de estabelecimentos vistoriados 3 (30,0%) ndo possuiam
licenga do 6rgao fiscalizador municipal compativel com a atividade realizada e
em 1 (10,0%) a licenga encontrava-se fora do prazo de validade.

Conforme Tabela 5, os aspectos gerais de recursos humanos obtiveram
porcentagens de nao conformidades que variaram de 12,5 a 68,7%, os de
condigbes ambientais de 0,0 a 50,0%, os de instalacdes, edificacbes e
saneamento de 11,9 a 64,3%, os de equipamentos de 0,0 a 100,0%, os de
sanitizagdo de 13,3 a 60,0%, os de produgédo de 13,1 a 60,5%, os de
embalagem e rotulagem de 0,0 & 66,6% e os de controle de qualidade de 50,0
a 100,0%.

Com relacao a temperatura do balcdo dos dez estabelecimentos, 5
(50,0%) estavam de acordo com a legislagdo. Esses dados diferem dos
encontrados por Gollucke et al. (2003), onde verificaram que as variaveis que
se apresentam com menores indices de adequacdo a legislacdo s&o as
edificagcbes e o controle de temperatura de distribuigéo.

A avaliagéo higiénico-sanitaria de cozinhas industriais no municipio de
Blumenau, SC, realizada por Deschamps et al. (2003), revelou que das 35
unidades visitadas 57,0% apresentaram-se insatisfatérias para exercerem as
atividades neste ramo. Os maiores indices de inadequacbes foram referentes
as condicdes fisicas (48,6%), recebimento e armazenamento de matéria-prima
(65,7%), precaria higiene e estado de conservagao de utensilios, equipamentos
e moveis utilizados (45,7%).

Em trabalho realizado em uma unidade de alimentacéo e nutricdo, por
Stolte; Tondo (2001) constatou-se que 63,0% dos manipuladores
demonstraram condigbes adequadas de higienizacdo das méos, 76,0% dos

equipamentos ou utensilios apresentaram resultados dentro do padrao.
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Em um estudo exploratério da segurangca dos alimentos e recursos
humanos em 18 restaurantes comerciais dos municipios de Campinas, SP e
Porto Alegre, RS, Cavalli; Salay (2004) verificaram que 56,0% n&o conhecem
as normas de BPF, 11,0% estavam iniciando o processo de implantagcéo e os
22,0% restantes conheciam as normas, mas ndo as utilizavam. Os autores
concluiram que o motivo da nao implantagdo das BPF era o desconhecimento
dos sistemas de gestdo de qualidade de alimentos e falta de equipe
especializada. Constataram também, que os cursos e treinamentos para os
operacionais foram oferecidos em 56,6% dos restaurantes.

Ayres et al. (2003) avaliaram as condigbes higiénico-sanitarias de 40
restaurantes comerciais de Porto Alegre - RS frente a legislagcao vigente por
meio de uma lista de checagem preenchida ap6s observagdo no local. Os
autores detectaram diversas falhas, concluindo a precariedade das condi¢des
higiénico-sanitarias dos estabelecimentos.

Em restaurantes self-service, Damasceno et al. (2002) verificaram que as
condigbes higiénico-sanitarias das areas de manipulagdo de alimentos
possuiam um padrao inferior aos dos saldes de consumo de alimentos,
denotando uma despreocupacao dos proprietarios desses estabelecimentos
com a sanidade dos alimentos servidos.

Freitas et al. (2003) avaliaram as condigbes higiénico-sanitarias de
preparo de alimentos em um restaurante comercial de Palmas - TO por meio
de um check - list e concluiram que as instalagdes fisicas, equipamentos,
armazenamento e recursos humanos apresentaram-se impréprios para o
preparo de alimentos.

Akutsu et al. (2005) classificaram 50 estabelecimentos comerciais
produtores de alimentos (hotéis e restaurantes), da regido de Brasilia - DF, de
acordo com as normas estabelecidas pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA): edificagdo, equipamentos, manipuladores, fluxo de
producdo e disponibilidade do manual de boas praticas na produgdo de
alimentos. Os restaurantes apresentaram de 30,0 a 69,0% de cumprimento
percentual dos itens imprescindiveis, porcentagem superior a encontrada neste
trabalho que variaram de 14,7 a 59,0% (Tabela 5).

Avaliando as BPF por meio de check - list aplicado em 6 restaurantes de

Maringa, Genta; Mauricio; Matioli, (2005) concluiram que nos estabelecimentos
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pesquisados, os indices de nao conformidades apresentados quanto aos
aspectos de manipulagédo de produtos carneos e hortifrutigranjeiros e, também,
os critérios de higienizacdo e procedimentos do manipulador, bem como
critérios de seguranca para armazenamento, preparo e distribuicdo de
alimentos, foram considerados altos, ndo contribuindo para a seguranga dos
mesmos servidos ao consumidor.

Seixas et al. (2006) aplicou um check - list para diagnostico inicial das
BPF em quatro restaurantes em uma cidade do interior de Sdo Paulo. Os
autores concluiram que todos os estabelecimentos estavam com porcentagens
de ndo conformidades superiores a 25,0% (30,0; 44,0; 62,0 e 65,0%) sendo,
portanto, considerados reprovados. Os itens observados foram o controle de
recebimento de matéria-prima (até a mesa do consumidor), higiene do
manipulador, instalagdes, equipamentos e utensilios, assim como a avaliacao
da documentacao e registros da empresa.

Oliveira; Figueiredo; Rebougas (2007) realizaram uma avaliagéo higiénico-
sanitaria em dez restaurantes no municipio de Vitéria da Conquista, BA, com o
auxilio de uma lista de verificagdo abrangendo higiene pessoal, ambiental e
operacional, baseada na Portaria CVS 6/99. Todos os locais visitados né&o
encontraram-se em boas condi¢des higiénico-sanitarias, tanto no preparo como
na distribuicdo das refeicoes.

Em relagéo ao preparo dos alimentos, a forma adequada de refrigeracéo e
armazenamento dos mesmos, foram itens abordados nas orientagdes dos
técnicos da Vigilancia Sanitaria neste trabalho. Ainda em relagcéo ao preparo,
orientou-se quanto a higiene dos vegetais, ressaltando as técnicas de cloracéo
para os adicionados crus.

Estes resultados, relacionando as temperaturas de pratos frios e
qualidade microbioldégica das amostras, corroboram com os encontrados nos
estudos desenvolvidos por Richert et al. (2000), envolvendo a sobrevivéncia e
desenvolvimento da bactéria E. coli O157:H7 em vegetais, e sua capacidade
de se multiplicar a 15°C.

Cabe ressaltar que a temperatura pode ser considerada como parametro
de risco se estiver associada com o de exposicdo (GERMANO; GERMANO,
2003).
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Uma vez que a temperatura de distribuicdo ndo elimina o problema da
contaminagao pré-existente nos alimentos, servindo unica e exclusivamente
para controlar a multiplicacdo da carga microbiana inicial, as altas contagens
de coliformes e S. aureus encontradas, podem ser consideradas como
parametro para avaliar a eficacia da temperatura de distribuicdo deste alimento
como fator de protecéo.

Com relagado ao manual de Boas Praticas exigido pela Resolugdo RDC n°.
216 (BRASIL, 2004), 6 (60,0%) dos estabelecimentos n&do possuiam esta
ferramenta e quando existia, na grande maioria das vezes, ficava em poder do
proprietario ou gerente, impedindo o acesso pelos funcionarios.

Sampaio et al. (2007) avaliaram as BPF em dez restaurantes da cidade de
Rio Vermelho, BA, por meio de uma lista de verificacdo adaptada as exigéncias
da RDC n°. 216. O estudo demonstrou que as BPF n&o foram implantadas nos
estabelecimentos comerciais avaliados, e estes obtiveram no maximo 45,8%
de atendimento aos critérios da legislagado. Quanto a documentagéo 70,0% n&o
possuiam manual de Boas Praticas.

Oliveira; Colares; Lopes (2007) ap6s a aplicagao do roteiro de inspecao
sanitaria em um restaurante publico popular do municipio do Rio de Janeiro,
verificaram que o item que obteve menor percentual de adequacao (67,0%) foi
o referente ao preparo de alimentos.

A falta de sabé&o liquido bactericida para a realizagdo da correta higiene
das méos dos colaboradores foi verificada em 7 (70,0%) dos estabelecimentos
(Tabela 5), e estes apresentaram contaminagcdo do produto por coliformes
fecais e S. aureus.

Segundo Karan; Miglioranza; Oliveira (1998) uma técnica de lavagem de
maos utilizadas nos hospitais, para controle de infecgdo hospitalar, pode ser
adotada por restaurantes coletivos a fim de reduzir a quantidade de
microrganismos presentes nas maos dos manipuladores/colaboradores. A
técnica propbe que a lavagem das maos deve ser realizada ao iniciar e
terminar o turno de trabalho, antes e apo6s as refeigbes, apds assoar o nariz,
apos fumar e toda vez que retornar ao posto de trabalho. A lavagem das maos
deve ser realizada com agua e sabdo e pode ser completada com a friccéo
durante 30 segundos com alcool a 70%. Quando n&o houver sujidades, a

lavagem de méos pode ser substituida pela simples fricgdo com alcool a 70%.
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5.3. Associagdo entre contaminagdo da salada adicionada de

maionese e as BPF por periodo analisado

Os estabelecimentos com maiores porcentagens de ndo conformidades
foram os que apresentaram elevadas inadequacgdes das saladas de maionese
(Figuras 4 e 5), com excegao do A que obteve 14,7% de n&o conformidades, e
aumento do nivel de contaminagao por S. aureus e coliformes termotolerantes
a partir de abril (Figuras 2 e 3). O aumento da contaminagdo no
estabelecimento A pode ser justificado pela substituicdo da funcionaria
responsavel pelo preparo da salada de maionese, por uma colaboradora que
nao passou pelo processo de treinamento. Este fato s6 evidencia a importancia
de treinamentos periddicos de higiene dos alimentos para manipuladores.

Os dados demonstram uma significativa diminuicdo de contaminacéo por
S. aureus nos estabelecimentos B, C, E, F, H (Figuras 2 e 4), porém um
aumento de coliformes fecais no B e F (Figura 5).

Dos 10 estabelecimentos, 4 (40,0%) melhoraram a qualidade da salada
adicionada de maionese conforme Figuras 2, 3, 4 e 5. Um (10,0%) cessou a
producdo deste alimento. Este fato evidencia que visitas técnicas periddicas
sd0 necessarias para monitorar a execugao da implantacdo das BPF e que ha
necessidade de maior comprometimento dos comerciantes que receberam as
mesmas orientagdes, poréem ndo melhoraram a qualidade de seu produto.

O estabelecimento | cessou a producao de salada com maionese apds a
vistoria e orientagbes dos técnicos da Vigilancia Sanitaria, continuando a
fabricar somente produtos de confeitaria. Este fato pode ser considerado
positivo para a prevencédo de DTA, tendo em vista que este estabelecimento
apresentou elevado indice de contaminagdo da salada de maionese e alta

porcentagem de nao conformidades (Figuras 4 e 5).
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—e— Estabelecimento A
(14,7%)

—a— Estabelecimento C
(19,7%)

—a— Estabelecimento J
(20,3%)

- = = = Padrdo

Figura 2. Niveis de contaminagéo por S. aureus por periodo analisado em estabelecimentos

com porcentagens < 25 de ndo conformidades.

—e— Estabelecimento A
(14,7%)

—= Estabelecimento C
(19,7%)
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Figura 3. Niveis de contaminag&o por coliformes termotolerantes por periodo analisado em

estabelecimentos com porcentagens < 25 de ndo conformidades.
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—e— Estabelecimento B
(36,9%)

—a— Estabelecimento D
(26,0%)

—a— Estabelecimento E
(37,7%)

——<«— Estabelecimento F
(59,0%)

—k— Estabelecimento G
(43,4%)

—e— Estabelecimento H
(26,0%)

. y& rp&o 0§9 f U ,\@&’0 = S —  Estabelecimento | (54,5%)

Log
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Figura 4. Niveis de contaminag&o por S. aureus por periodo analisado em estabelecimentos
com porcentagens > 25 de ndo conformidades.

—e— Estabelecimento B
(36,9%)

—a— Estabelecimento D
(26,0%)

—a— Estabelecimento E
(37,7%)

——<«— Estabelecimento F
(59,0%)

—— Estabelecimento G
(43,4%)

— e Estabelecimento H
(26,0%)

—— Estabelecimento | (54,5%)

- - = = Padréo

Figura 5. Niveis de contaminag&o por coliformes termotolerantes por periodo analisado em

estabelecimentos com porcentagens > 25 de ndo conformidades.

Oliveira et al. (2007) realizaram um diagnédstico inicial e final das
condigbes higiénico-sanitarias de trés restaurantes localizados na cidade do
Rio de Janeiro. Os resultados do diagndstico inicial demonstrou que dois
estabelecimentos tinham menos de 50,0% de adequagbes € um de 51,0 a
75,0% de adequacgdo. Os autores constataram a melhoria das condi¢des
higiénico-sanitarias nos restaurantes estudados apds a implantagdo das BPF e
concluiram que a atuacéo da Vigilancia Sanitaria € extremamente necessaria,

cabendo a conscientizacdo de proprietarios e gerentes sobre a adocédo de
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procedimentos higiénico-sanitarios adequados, bem como a capacitacdo dos
operadores, a fim de garantir a qualidade do alimento servido.

Em um estudo das condicbes sanitarias dos estabelecimentos
comerciais de manipulagdo de alimentos do municipio de Maringa, PR, Veiga
et al. (2006) analisaram 97 documentos (termo de intimagdo e auto de
infragcdo), emitidos pelos agentes fiscais da Vigilancia Sanitaria do municipio,
por ocasido das agbes de fiscalizacdo e inspecdo e concluiram que os
estabelecimentos se encontravam em situagcbes precarias de limpeza,
organizacdo e até mesmo com pouco conhecimento a respeito da boa
manipulac&o dos alimentos.

Régo; Pires; Medina (1999) avaliaram a influéncia do treinamento, na
melhoria da qualidade higiénica, oferecido a manipuladores e nutricionistas em
servicos de alimentacdo, concluindo que 39,0% dos pesquisados
apresentavam condi¢des higiénico-sanitarias ndo adequadas (precarias ou
insatisfatorias) antes da realizagdo do treinamento e que, ap6s este, o indice
baixou para 8,5%, demonstrando a eficiéncia do treinamento para a qualidade
da segurancga alimentar.

Panza et al. (2006) avaliaram as condigdes higiénico-sanitarias durante
a manipulacao dos alimentos por meio de check - list baseado na CVS 6/99-
SP, em um restaurante universitario, antes e depois do treinamento dos
manipuladores. Estes autores verificaram 23,0% de itens em conformidade
antes do treinamento e 31,0% apos.

Dados semelhantes a este trabalho foram verificados por Dallari (2000),
na Vigilancia Sanitaria de Alimentos, no municipio de S&o Paulo - SP,
revelando: a) a falta de critérios técnicos para a organizacédo dos servicos,
assim como, de planejamento e metodologia para as a¢des de vistoria; b) n&o
ha monitoramento dos locais de maior risco a saude publica, visto que, ndo ha
técnicos em numero suficiente, além de se trabalhar as vistorias baseadas em
denuncias da populagéo; c) o fato de ndo haver cadastro informatizado dos
estabelecimentos, dificulta um acompanhamento por parte dos técnicos; d) os
dados obtidos por meio dos laudos de inspecao sanitaria ndo sao utilizados
para o planejamento e avaliacdo do servico, desprezando-se a fundamentacao

epidemioldgica das agdes, instaurando-se a cultura da informagéo burocratica.
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Vergara; Revuelta; Majem (2000) realizaram um estudo com 500
manipuladores de alimentos em Valéncia. Segundo os autores, na Espanha, as
medidas de prevencdo de DTA se realizam por meio de treinamento dos
manipuladores de alimentos e inspecédo sanitaria dos estabelecimentos que
produzem alimentos. Um dos objetivos do estudo foi descrever a percepgéo
que os manipuladores tinham sobre os inspetores de saude publica. O
resultado revelou que 52,5% dos manipuladores haviam recebido alguma vez a
visita dos inspetores. Entretanto, desse percentual, mais da metade relatou a
execucgao do papel fiscalizador destes. Apenas 1/3 relataram que os inspetores
se apresentavam abertos ao dialogo.

Valente (2001) comenta em seu trabalho, a respeito da auséncia de
programas e projetos dirigidos a atividade da Vigilancia Sanitaria, que
apresentem objetivos claros, concebidos em consonéncia com as politicas de
saude, em resposta as necessidades da populacdo. Destaca também as
dificuldades técnicas dos municipios em aplicar os instrumentos legais em
fungdo da falta de recursos financeiros para contratagdo e treinamento de
pessoal, manutengdo do quadro de funcionarios capacitados que muitas vezes
sdo deslocados de suas fungdes, aquisicdo de materiais apropriados para as
inspecbes, desde veiculos até termdmetros, medidores de pH, maquinas
fotograficas, computadores e adequagéo da area fisica do setor de Vigilancia
Sanitaria.

Em uma pesquisa realizada por Pereira et al. (2007) em quatro unidades
de alimentacao e nutricdo da cidade de Franca, SP, notou-se que os problemas
mais freqlentes em todos os estabelecimentos eram: a dificuldade financeira
em adequar a estrutura, instalagbes, moveis e utensilios, a falta de registro de
todas as atividades executadas para comprovagao, o treinamento para
manipuladores quanto ao uso de adornos, estarem com os exames de saude
dos funcionarios no local para comprovacao e a falta do termémetro para que

procedimentos de medida de temperatura fossem realizados com seguranca.

As acgdes de Educacdo Sanitaria, ainda sdo inexpressivas embora de
relevante importadncia na multiplicagdo do conhecimento, principalmente
aquelas pessoas diretamente ligadas a manipulagao dos alimentos (VALENTE,
2001).
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5.4. Isolamento das culturas de leveduras

As leveduras estdo amplamente distribuidas na natureza e possuem
diversa capacidade metabdlica podendo utilizar uma variedade de nutrientes
em diferentes condigdes para seu desenvolvimento. Muitas espécies incluindo
oportunistas e/ou patogénicas sao frequentemente associadas com diferentes
tipos de alimentos e a causa da deterioracdo desses produtos (DEAK, 1991).

Em saladas com molhos, estes microrganismos sao oriundos dos
vegetais, que encontram pH 6timo para seu desenvolvimento, sendo a maior
causa de deterioracao desse produto. A freqiéncia e distribuicdo das espécies
de leveduras provéem a base para estratégias de prevencdo contra a
deterioracdo de alimentos (TORNAI-LEHOCZKI; PETER; DLAUCHY, 2003).

Um total de 25 (100,0%) leveduras foi isolado das 9 amostras de salada
adicionada de maionese coletadas em junho de 2007. O maior numero de
leveduras foi isolado da amostra obtida no estabelecimento D (20,0%) e G
(16,0%), estes apresentaram n&o conformidades elevadas no requisito
edificagbes (Quadro 3). Segundo os aspectos visuais observados, o ambiente
de producdo encontrou-se deficiente de iluminacdo e com alta umidade, com
paredes emboloradas e com rachaduras.

A distribuicdo das leveduras segundo a origem esta apresentada na
Tabela 6.



Tabela 6. Distribuicdo das leveduras segundo a origem.
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Saladas de )
_ Codigos das Numeros Porcentagens
maionese
_ culturas de culturas (n=25)
(estabelecimento)
A SM1,1; SM1,2; SM1,3 03 12,0%
B SM2,1; SM2,2; SM2,3 03 12,0%
C SMs 4 01 4,0%
SMy,1; SMy 2; SMy 3;
D &1 D2 SAS 05 20,0%
SMy.4; SMy 5
SMs 1; SM5 2; SMs 3 03 12,0%
F SMe 1 01 4,0%
SMy7 1; SMy 2; SMy 3;
G rh e =S 04 16,0%
SM7 4
H SM8,1; SMg,z; SM8,3 03 12,0%
S
J SM10,1; SM10,2 02 8,0%

Legenda: SMy n1, onde: SM = salada de maionese; n = nimero da amostra e n1 = numero da levedura.

*|: estabelecimento que cessou a producéo de salada de maionese.

Com relacéo as leveduras isoladas, a espécie Debaryomyces hansenii

var. fabryii foi a mais freqlente, compreendendo 19 culturas (76,0%), seguida

por Cryptococcus laurentii com 4 (16,0%), Arxula adeninovorans com 1 (4,0%)

e Candida edax com 1 (4,0%). As espécies e origens das leveduras estéo

apresentadas na Tabela 7.

A espécie Debaryomyces hansenii var. fabryii € normalmente encontrada

em alimentos acidos entre eles queijos e molhos. Tem capacidade de oxidar o
acido acético alterando o sabor do alimento (KURTZMAN; FELL, 1998), por

este motivo considerada uma levedura deteriorante.

As saladas adicionadas de maionese sofrem normalmente deterioragcéo

por leveduras resistentes a temperatura como a Debaryomyces hansenii
(SMITLE; FLOWERS, 1982).



63

Tabela 7. Distribuigao das espécies de leveduras segundo as origens.

Numeros de Porcentagens

Espécies de leveduras Codigos das culturas

culturas (n=25)

SMy,1; SM1 3; SM2,1; SM3 1; SMy 2;

Debaryomyces hansenii SM4,3; SM4,4; SM5,1; SM5,2; SM671;
~ 19 76,0%

var. fabryii SMyz 1; SM72; SMy 3; SM7 4; SMg 1;

SMg2; SMg 3; SM1g,1; SM1g2

Cryptococcus laurentii SMy 2; SM23; SMy 1; SMy 5 04 16,0%
Arxula adeninovorans SMz 01 4,0%
Candida edax SMs 3 01 4,0%

Legenda: SM; 1, onde: SM = salada de maionese; n= nimero da amostra e n1 = ndmero da levedura.

Estudos relatam o isolamento de Cryptococcus laurentii em vinhos, agua
marinha, milho, camardo, solo e ar. E uma espécie ndo fermentativa, que
possui capacidade de desenvolvimento em elevadas concentragdes de acido e
sal (KURTZMAN; FELL, 1998).

A espécie Arxula adeninovorans € comumente isolada de solos e de
insetos como a Drosophila, tem capacidade de fermentar glicose, galactose,
sucrose, maltose, lactose, rafinose e trealose (KURTZMAN; FELL, 1998).

Candida edax € uma levedura isolada de solos, no Brasil o isotipo
Stephanoascus smithiae é comumente encontrado. Trata-se de um
microrganismo n&o fermentador e ndo patogénico (KURTZMAN; FELL, 1998).
Em estudo realizado por Ettalibi; Baratti (1988) foi isolada uma variedade de
Candida edax com capacidade amilolitica, a CBM 20, a partir do solo. A cepa
pode desenvolver a 37°C em pH 4.5 em meio mineral com amido soluvel.

Ap6s serem submetidas aos testes taxondmicos as leveduras foram
divididas em 7 grupos de acordo com a discordancia em alguns dos resultados
em relacado a descrigdo padrao.

Do total de leveduras isoladas verificou-se que 19 representadas por
Debaryomyces hansenii var. fabryii estavam contidas nos grupos |, Il, Ill; 03 de
Cryptococcus laurentii nos IV e V; 01 de Arxula adeninovorans no VI e 01 de

Candida edax no VII, como exibido na Tabela 8.
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Tabela 8. Distribuigdo dos grupos segundo espécie e origem.

) N°s. de
Grupos Leveduras Caodigos das culturas % (n=25)
culturas
SMy 1; SM1 3; SM2 1; SM3 4;
| Debaryomyces hansenii SM4,2; SM4,3; SM474; SM6,1; 15 600
var. fabryii SMy.1; SM7.2; SM7.4; SMe,1; |
SMs2; SMg 3; SM1g 2
Debaryomyces hansenii
I By SM5,1; SM5,2; SM10,1 03 12,0
var. fabryii
Debaryomyces hansenii
1] -~ SM73 01 4,0
var. fabryii
\Y, Cryptococcus laurentii SM12; SM2 3; SMy 1 03 12,0
\% Cryptococcus laurentii SMy 5 01 4,0
VI Arxula adeninovorans SMy, 01 4,0
Vi Candida edax SMs 3 01 4,0

Legenda: SM; 1, onde: SM = salada de maionese; n= nimero da amostra e n1= ndmero da levedura.

Pode-se constatar que tais leveduras apresentaram variagcbes em seus
resultados, em relagdo a descrigdo padrédo, conforme demonstra a Tabela 9.

As leveduras Debaryomyces hansenii var. fabryii do grupo | diferiram da
descricao padrao, por assimilarem M-inositol e se desenvolverem a 40°C. O
grupo Il por ndo assimilar galactose, citrato e etanol, utilizar M-inositol e se
desenvolver a 40°C. O grupo lll por ndo assimilar galactose e citrato, utilizar M-
inositol e se desenvolver a 40°C.

O grupo IV representado por Cryptococcus laurentii diferiu da descricao
padrao por utilizar amido soluvel, desenvolver a 40°C e nao ser
ascosporogeno. O grupo V por utilizar amido soluvel e ndo ser ascosporégeno.

O grupo VI Arxula adeninovorans, diferiu da descricdo padréo por
assimilar inulina e galactitol e por ser ascosporoégeno.

A levedura Candida edax representada pelo grupo VII diferiu da
descricdo padréo por assimilar inulina, desenvolver-se em glicose a 50,0% e

por ser ascosporogeno.
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Tabela 9. Resultados das provas morfolégicas, fisiolégicas e de assimilagéo

apresentados pelas leveduras.

SM SM SM SM SM SM SM SM SM SM SM SM
Prova/cultura

11 12 13 21 22 23 31 41 42 43 44 45
Colbnias pink - + - - - + - + - - - +
Esporos + + + + + + + + + + + +
Fermentagéo da
glicose
Fermentagéo da
maltose
Fermentagéo da
sacarose
Fermentagéo da
lactose
Glicose
Galactose
L-sorbose
Glicosamina
D-ribose
D-xilose
L-arabinose
D-arabinose
L-ramnose
Sacarose
Maltose
Trealose
Celobiose
Salicina
Melibiose
Lactose
Rafinose
Melezitose
Inulina
Amido soluvel
Glicerol
Eritritol
Ribitol
D-glucitol
D-manitol
Galactitol
M-inositol
Citrato
Etanol
Nitrato
35°C
40°C
42°C
Cicloheximida 100
ppm
Cicloheximida 1000
ppm
Glicose 50% + + + + + + + + + + +
NaCl 10% + + + + + + + + + + + +

- - - - + - - - - - - -

1
1
1
1
+
1
1
1
1
1
1
1

T T T S S R T T T T T T T ik S T T S S S S S A S
T T T T S S e S S I T Tk T T i T T T S T N S S S S S ST S
AT T T T T T T S S S S SR A T T T T T T i T T
R T T i T S S e S S S S S A A T s T T T S S T T S S S S S S
T T TR I S S A A S T T T T T T T T T S S S S A SR
T T T T S S S S S e A R R T T T i T T T S T T T S S S S S S
R T T T T T S T S S S S S e S A A T Tk T T i T T T S S S S S S

1

'
R T S S S e T T T i 2 S S S S S S S S S S S S SR
L T I T T S T T S S S S S S S I T T T T T T T i O 2
I TR I T T T T T T S T S S o T S S S S S S A S S A T

ST T I S S A A A . T T Tk T T S S T S S S S S S A A RS
Tk T T T i T T S S S S e e S S S S A A T I T I I I T

1

+
+
+
+
+
+
1

+
+
+

- - + + + + + + + + + +

+

Legenda: SM; 1, onde: SM = salada de maionese; n= nimero da amostra e n1= ndmero da levedura.



Tabela 9. Resultados das provas morfolégicas, fisiolégicas e de assimilagéo

apresentados pelas leveduras (continuag&o).
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Prova/cultura

SM
5,1

SM
5,2

SM
5,3

SM
6,1

SM
7,1

SM
7,2

SM
7,3

SM
7,4

SM
8,2

SM
8,3

SM
10,1

SM
10,2

Colbnias pink
Esporos
Fermentagéo d
glicose
Fermentagéo d
maltose
Fermentagéo d
sacarose
Fermentagéo d
lactose
Glicose
Galactose
L-sorbose
Glicosamina
D-ribose
D-xilose
L-arabinose
D-arabinose
L-ramnose
Sacarose
Maltose
Trealose
Celobiose
Salicina
Melibiose
Lactose
Rafinose
Melezitose
Inulina
Amido soluvel
Glicerol
Eritritol
Ribitol
D-glucitol
D-manitol
Galactitol
M-inositol
Citrato
Etanol
Nitrato
35°C
40°C
42°C
Cicloheximida
100 ppm
Cicloheximida
1000 ppm
Glicose 50%
NaCl 10%

+
a

a
a

a

4+ + A+ o+

L LI S S S S S

+

+

+
+

+

T T LI S S S S S

O LI S S A S

+

+

+
+

+

O i T s S S S S S S e S . T T T T T T S S s

+ 4+ + + + !

+

+

+
+

+

T Tk I T T S T S S S S S S S T T T T T T T T T T o R 2 S S

+

+

+
+

+

+ +

A T I T T S S S S S S S S e R S I T T T T I

+
+

+

T i I T S S S S S S A S T T T T T T T T T T T o S S S S

+

+

+
+

+

T T I T S S S S S S S A A I

+ 4+ 4+ 4+ 4!

+ 4+ + + + !

+

+

=+
+

+

T Tk T T T T T T S S S S S e A A A I I T T i I T I I

+

+

+
“+

L T Tk T T i i S s S T S S S A S S A S A I I I I

+

+

+
+

+

T T Ik T T S S S S S S S S S S T T T T T T T T T o R N S S

+

+

+
+

+

ST I T T S S S S S T i T T T T T T T i S i T S S S A

+

+

+
+

+

AT I K I T T T e

+ o+ A+ o+

+ 4+ + + + !

+

+

+
+

B T T T S S S T T T o i T T o a S S S S Sl S S S S S A

+

+

Legenda: SM; 1, onde: SM = salada de maionese; n= numero da amostra e n1 = ndmero da levedura.
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5.5. Ensaio de resisténcia ao conservante alimenticio sorbato de

potassio contido na legislacado vigente para molho de maionese

As duplas ligagdes conjugadas do acido sorbico séo reativas e podem
ter influéncia tanto na sua capacidade antimicrobiana quanto na qualidade e
seguranca de produtos alimenticios (SOFOS, 1989). Industrialmente, o acido
sorbico € mais utilizado na forma de sais devido a maior solubilidade em agua
(SOFOS; BUSTA, 1993).

A concentragcdo minima de acido sérbico necessaria para a inibicédo de
microrganismos varia dependendo de fatores como o tipo de substrato, pH do
meio e microrganismos de interesse. As faixas de minima concentracdo para
inibicao varia de 10 a 10000 ppm (bactérias), 25 a 400 ppm (leveduras) e para
fungos de 10 a 1000 ppm (LUCK, 1997).

Os resultados obtidos nos ensaios demonstraram que 8,0% das
leveduras isoladas foram sensiveis ao conservante sorbato de potassio na
concentragéo de 0,05, 8,0% na concentragao de 0,1 e 40,0% na concentragao
de 0,2 % (Tabela 10).

A legislacédo brasileira vigente permite para molhos de maionese
somente o conservante sorbato de potassio na concentragdo maxima de 0,1%
(BRASIL, 2007), nesta apenas 8,0% das leveduras foram sensiveis. A
concentragédo de 0,2%, que representa o dobro da maxima permitida, foi
suficiente para inibir 40,0% das leveduras isoladas de salada de maionese.

Mortimore; Wallace (1994) mencionaram que uma concentragdo de
0,02% de acido sérbico € suficiente para inibir o desenvolvimento de leveduras,
dados que diferem do encontrado neste trabalho onde na concentragdo de
0,05% apenas 8,0% das leveduras isoladas foram sensiveis ao sorbato de
potassio.

As espécies Arxula adeninovorans (SM;») e Candida edax (SMs3) ndo
foram sensiveis ao conservante sorbato de potadssio. Em relacdo a
Cryptococcus laurentii 50,0% demonstraram sensibilidade nas concentracdes
de 0,05, 0,1 e 0,2%. Somente 8 (42,1%) entre 19 (100,0%) da espécie
Debaryomyces hansenii var. fabryii foram sensiveis ao conservante na

concentragéo de 0,2%.
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Tabela 10. Leveduras sensiveis ao sorbato de potassio nas diferentes

concentragbes empregadas.

Concentracdes Codigos das Numeros de Porcentagens
(%) culturas culturas (n=25)
0,05 SMy 1; SMy 2; SMy 5 03 8,0%
0,1 SMy 1; SM12; SM 45 03 8,0%

SMy,1; SM12; SM 4 3;
SM 3.1; SMy 2; SMys;

0.2 b 22 STAS 10 40,0%
SMs,1; SM7.1; SMy3;

SM8,3

Legenda: SM; 1, onde: SM = salada de maionese; n= nimero da amostra e n1 = ndmero da levedura.
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6. CONCLUSOES

De acordo com o check - list aplicado para verificagédo das BPF, 70,0%
dos estabelecimentos apresentaram ndo conformidades superiores a 25,0%,
sendo classificados como insatisfatérios para produgéo de alimentos. Por isso,
existe um potencial risco de contaminagdo microbiolégica das saladas
adicionadas de maionese produzidas nesses estabelecimentos, com a
possibilidade de aparecimento de surtos de DTA, colocando em risco a saude
dos usuarios.

Os dados obtidos neste trabalho por meio das analises microbioldgicas
ressaltam que o controle microbiolégico € um eficiente indicador para a
necessidade de se empreender medidas corretivas em restaurantes.

Conforme os resultados encontrados, 71,9% registraram uma amostra
fora do padrao microbioloégico exigido pela legislagdo vigente em, pelo menos,
um dos parametros exigidos, sendo por este motivo, classificadas como
“produtos em condi¢des sanitarias insatisfatérias” e, por conseguinte “produtos
improprios para o consumo humano”.

O maior numero de contaminag¢do da salada com maionese foi causado
por Staphylococcus aureus com variacdes de < 100 a 1,8 x 10" UFC/g, desse
modo, destaca-se a aplicacdo de técnicas inadequadas de higiene dos
manipuladores como possiveis veiculadores desse microrganismo.

Os dados encontrados revelam uma alta taxa de contaminagdo do
produto por coliformes termotolerantes (< 3 a > 1100 NMP/g). Este fato
demonstra que a técnica e freqUéncia correta de lavagem de mé&os néo esta
sendo empregada, ou ainda, que os vegetais adicionados crus a salada né&o
foram higienizados adequadamente, fortalecendo a necessidade de que
medidas corretivas devam ser tomadas imediatamente, entre elas, o
treinamento dos manipuladores de alimentos quanto aos aspectos higiénico-
sanitarios, a padronizagdo de uma metodologia eficiente no processamento de
vegetais, bem como, um controle mais rigoroso por parte das autoridades
sanitarias no sentido da educagdo para a prevencédo de possiveis surtos que

possam ocorrer proveniente deste alimento.
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A alta contaminagé&o por bolores e leveduras encontradas neste alimento
(1,3 x 10%a 1,5 x 10’) mostra a necessidade de um padréo microbioldgico para
estes microrganismos, pois sua presenca indica defeitos no processamento de
alimentos.

Dos 10 estabelecimentos, 4 (40,0%) melhoraram a qualidade da salada
adicionada de maionese e um (10,0%) cessou a produgao deste alimento apos
a vistoria e orientagdes dos técnicos da Vigilancia Sanitaria.

O ponto principal para que haja melhorias na produ¢do da salada
adicionada de maionese é a conscientizacdo do proprietario do
estabelecimento, de seus colaboradores e até mesmo dos comensais que
devem exigir a qualidade desse alimento. Os processos rotineiros durante a
manipulacédo e preparo deve ser objeto constante de cuidados e atencgao,
assim como, a implantagdo de um conjunto de procedimentos higiénico-
sanitarios visando a qualidade de seus produtos e a saude dos consumidores,
consequentemente garantindo a credibilidade no mercado.

Com relacéo as leveduras isoladas, a espécie Debaryomyces hansenii
var. fabryii foi a mais frequente, compreendendo 19 culturas (76,0%), seguida
por Cryptococcus laurentii com 4 (16,0%), Arxula adeninovorans com 1 (4,0%)
e Candida edax com 1 (4,0%).

O conservante sorbato de potassio inibiu 8,0% das leveduras isoladas
na concentracdo 0,05, 8,0% na concentracdo 0,1 e 40,0% na concentracao 0,2.
As espécies Arxula adeninovorans e Candida edax nao foram sensiveis ao
conservante sorbato de potassio. Em relagdo a Cryptococcus laurentii 50,0%
demonstraram sensibilidade nas concentragbes de 0,05, 0,1 e 0,2%. Somente
8 (42,1%) entre 19 (100,0%) da espécie Debaryomyces hansenii var. fabryii

foram sensiveis ao conservante na concentragao de 0,2%.
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8.2. Composicédo e suplementos dos meios de cultura utilizados para as

diferentes analises microbioldgicas

Os Quadros 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 e 12 apresentam as composi¢cdes e
suplementos dos meios de cultivo utilizados nas diferentes analises
microbiologicas realizadas neste trabalho (SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA,
1997).

Quadro 4. Composicéo e suplementos do agar Baird - Parker (BP) utilizado

para isolamento de S. aureus.

Composicao base Quantidade (g/L)
Triptona 10,0
Extrato de carne 5,0
Extrato de levedura 1,0
Piruvato de sodio 10,0
Glicina 12,0
Cloreto de litio 5,0
Agar 20,0

Suplementos

Solugéo aquosa de telurito de potassio 1% 10,0 mL / 940 mL base

Emulsdo gema de ovo:salina 50,0 mL / 940 mL base

Quadro 5. Composigéo do agar batata dextrose acidificado (PDA) utilizado

para isolamento de bolores e leveduras.

Composicao base Quantidade (g/L)
Infuséo de batatas 200,0
Dextrose 20,0
Agar 15,0

Suplementos

Acido tartarico 10% 1mL para 100 mL de meio
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Quadro 6. Composigéo do agar eosina azul de metileno (EMB) utilizado na

deteccéo presuntiva de E. coli.

Composicao base Quantidade (g/L)
Peptona 10,0
Lactose 10,0
Fosfato dipotassico (K;HPO,) 2,0
Eosina amarela 0,4
Azul de metileno 0,065
Agar 15,0

Quadro 7. Composigéo do agar padrao para contagem (PCA) utilizado para

enriquecimento e manutencgao de bactérias.

Composicéao base Quantidade (g/L)
Triptona 5,0
Extrato de levedura 2,5
Dextrose 1,0
Agar 15,0

Quadro 8. Composicao do agar Salmonella Shigella (SSA) utilizado para

isolamento de Salmonella e Shigella em alimentos.

Composicao base Quantidade (g/L)
Extrato de carne 5,0
Proteose peptona 50
Lactose 10,0
Sais biliares n°. 3 8,5
Citrato de sddio 8,5
Tissulfato de sodio 8,5
Citrato férrico 1,0
Verde brilhante 0,33
Vermelho neutro 0,025
Agar 13,5
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Quadro 9. Composigéo do caldo E. coli (EC) utilizado para contagem de

coliformes termotolerantes, confirmacgao de resultado presuntivo

pelo método NMP.

Composicao base

Quantidade (g/L)

Triptose 20,0
Lactose 5,0
Sais biliares 1,5
Fosfato dipotassico (K:HPO,) 4,0
Fosfato monopotassico (KH2PO4) 1,5
Cloreto de sddio 5,0

Quadro 10. Composicao do caldo lactosado (LB) utilizado como meio de pré-

enriquecimento para detecgdo de Salmonella spp.

Composicéao base

Quantidade (g/L)

Extrato de carne 3,0
Peptona 3,0
Lactose 5,0

Quadro 11. Composicao do caldo lauril sulfato triptose (LTS) utilizado para

deteccéao presuntiva de coliformes totais, coliformes fecais e E. coli

pelo método de NMP.

Composicao base

Quantidade (g/L)

Triptose 20,0
Lactose 5,0
Fosfato dipotassico (K:HPO,) 2,75
Fosfato monopotassico (KH,PO,) 2,75
Cloreto de sddio 5,0

Lauril sulfato de s6dio

5,0
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Quadro 12. Composigéo do caldo selenito cistina (SCB) utilizado para

enriquecimento seletivo de Salmonella spp. em alimentos.

Composicao base Quantidade (g/L)
Triptona 5,0
Lactose 4.0
Fosfato dissédico (Na;HPOy) 10,0
Selenito 4cido de sbdio 4,0
L-Cistina 0,01
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