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RESUMO
A alface (Lactuca sativa) é a hortaliga folhosa mais consumida no Brasil, sendo
classificada como um importante alimento para a populagdo por ser uma rica
fonte de vitaminas. Em funcido das praticas adotadas, o seu cultivo pode ser
organico ou convencional. No entanto, alface pode ser um veiculo transmissor
de microrganismos patogénicos ao homem, como coliformes termotolerantes e
Escherichia coli, uma vez que se encontra em contato com esses
contaminantes presentes frequentemente no solo, na agua, nos insumos
naturais (cama de frango) propiciando o desenvolvimento e a sobrevivéncia
dos mesmos. O objetivo deste trabalho foi avaliar, quantitativamente, a
presenca de coliformes termotolerantes e de E.coli em agua de irrigagao e de
pré-lavagem, assim como, o produto alface ndo lavada e pré-lavada, cultivada
sob cultivo orgénico e convencional, em relagdo a recomendagédo da ANVISA.
As coletas foram realizadas em dez propriedades, cinco de cultivo organico e
cinco de cultivo convencional, localizadas nas cidades de Ibiuna, Jaguariuna,
Campinas e Morungaba - SP. Em laboratorio, as amostras foram submetidas a
analise de tubos multiplos e série bioquimica e procedeu-se a avaliagao pela
técnica de contagem do Numero Mais Provavel. Os resultados mostraram um
alto indice de coliformes termotolerantes e E. coli na agua de irrigagao, sendo
um fator importante pela contaminag&o da alface, independente do sistema de
cultivo. Todavia, o cultivo convencional apresentou indices de contaminacao
por esses microrganismos na agua superiores ao do cultivo organico. No

produto alface, a pré-lavagem contribuiu para a redu¢cdo da contaminagao por
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coliformes termotolerantes e E. coli, entretanto a contaminagao pelo primeiro foi
mais alta em ambos os sistemas de cultivos. Além disso, outras praticas
utilizadas nas propriedades como a higiene pessoal, o uso de adubos
compostados inadequados e a presenga de animais nas areas de cultivo sdo
fontes de contaminacgao.

Palavras chave: alface, coliformes termotolerantes, Escherichia coli, cultivo

organico, cultivo convencional, agua de irrigagao e agua de pré lavagem.
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ABSTRACT
Lettuce (Lactuca sativa) is the most consumed vegetable in Brazil, being
classified as an important food, to be a rich source of vitamins. According to the
practices adopted, its cultivation can be organic or conventional. However,
lettuce can be a transmitter of pathogenic microorganisms to humans, as
thermotolerant coliforms and Escherichia coli, since it is in contact with these
contaminants often present in soil, water, in natural inputs (poultry litter)
providing their development and survival. This research aimed to assess
quantitatively the presence of thermotolerant coliforms and E. coli in water for
irrigation and washing water, and the not washed and washed lettuce, grown
under organic and conventional systems. The samples were collected in ten
farms, five under organic and five under conventional systems, located at the
cities of Ibiuna, Jaguariuna, Campinas e Morungaba - SP. In the laboratory, the
samples were submitted to the analysis by the technique of counting the Most
Probable Number. The results show that water for irrigation was considered one
of the main factors responsible for contamination of lettuce, as showed by the
presence ofhigh rate of thermotolerant coliforms and E. coli, independent of the
cultivation system. However, the conventional system had been showing levels
of contamination by thermotolerant coliforms and E. coli in water higher thanin
organic system. In lettuce, pre washing contributed to the reduction of
contamination by thermotolerant coliforms and E. coli in the product; however
contamination by thermotolerant coliforms was considered high in the both

cultivation systems. Moreover, others practices used in the farm such as
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personal hygiene, the inappropriate use of compost and the presence of
animals in the areas of crops are source of contamination.
Key words: lettuce, thermotolerant coliforms, Escherichia coli, organic system,

conventional system, water for irrigation and washing water.
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1. INTRODUCAO

Em busca de um modo de vida saudavel, consumidores conscientes
vém buscando substituir alimentos cultivados com a utilizagdo de agrotoxicos
na agricultura convencional, por uma alternativa mais segura, tanto para a sua
propria saude como para a preservagao do meio ambiente. Estas razdes
motivaram algumas pessoas, em todo o mundo, a utilizar alimentos
organicamente cultivados.

A agricultura organica tem como objetivo promover a saude do meio
ambiente, preservar a biodiversidade e as atividades biolégicas do solo,
através de uso de praticas de manejo, sendo excluida a adogao do uso de
substancias quimicas e outros materiais sintéticos que causam desequilibrio no
ecossistema. Por outro lado, a agricultura orgénica vem sendo questionada
sobre a qualidade de seus alimentos quando se tratam de aspectos
microbiolégicos devido ao uso de adubos como compostos provenientes,
principalmente, de fezes animais em grande quantidade.

Independentemente do sistema de cultivo, hortalicas apresentam um
alto potencial para crescimento de microrganismos patogénicos, constituindo

um importante meio de transmissdo de varias doencgas infecciosas. Dentre



esses alimentos, as hortalicas folhosas se destacam como um dos veiculos de
contaminagao mais significativos.

Durante a producdo de alimentos de origem vegetal, diversas fontes
podem ser apontadas como responsaveis pela contaminagdo microbiana em
hortaligas folhosas, sendo elas a agua de irrigagdo contaminada; o manuseio; a
utilizacdo de adubos organicos mal processados; a presenga de animais
domésticos ou selvagens presentes nas proximidades das hortas; a lavagem
pos-colheita; o armazenamento inadequado; contaminagdes de caixas; falhas
no processo de armazenamento e a contaminagdo cruzada com outros
alimentos.

Devido a importancia do consumo de alimentos vegetais pela a
populagao, pelo seu valor nutricional, baixo valor calérico e rica fonte de fibras,
€ necessaria a adogaos de novas estratégias em todas as etapas de produgéo,
ocorrendo assim, a prevengao de patdégenos de origem alimentar.

Considerando a importancia do risco de contaminacdo de alimentos
produzidos na agricultura e a existéncia de niveis de toleréncia, o objetivo da
pesquisa foi quantificar a presenca de coliformes termotolerantes e E. coli em
aguas de irrigacdo e lavagem, bem como, no produto alface, pertencentes a
cultivos organicos e convencionais e correlacionar com o manejo utilizado na

propriedade.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Alface (Lactuca sativa L.)

A alface (Lactuca sativa L.) pertence a familia Cichoriaceae, tendo
como centro de origem o Oriente Médio. Proximo ao ano de 2.500 A.C., a
alface ja era conhecida pela IV Dinastia do Egito antigo, sendo encontradas
representacdes de pinturas da espécie em tumbas. No século XV a cultura foi
introduzida na Europa Ocidental, sendo descritas algumas cultivares como
Lisa, Romana e Bavaria. Em 1494, provavelmente foi levada para a América,
junto a expedicdo de Cristévao Colombo (RYDER, 2002), e no Brasil chegou
no século XVI, através da vinda dos portugueses (TRANI et al., 2005).

Planta anual, herbacea, que possui caule reduzido, ndo ramificado
com folhas grandes, lisas ou crespas, verdes ou roxas, a alface apresenta seu
sistema radicular ramificado e superficial, podendo atingir no maximo apenas
25 cm do solo. As cultivares podem ser agrupados didaticamente em seis
grupos: Repolhuda-manteiga, Repolhuda-crespa ou Americana, Solta-lisa,
Solta-crespa, Mimosa e Romana (FILGUEIRA, 2000).

E uma hortalica mundialmente popular, representando cerca de 50%
do total consumido em todo o mundo (FILGUEIRA, 2000). No Brasil, a area

cultivada é cerca de 35.000 hectares com a produgdo anual de



aproximadamente dois milhées de toneladas, tendo como destaque o estado
de S&o Paulo com 7.300 hectares plantados (COSTA & SALA, 2005), com a
producdo de cinco milhdes de engradados contendo nove duzias cada um
(IEA, 2007), possuindo o consumo per capita anual de 0,67 Kg (IBGE, 2008).
Em Estudos realizados pela EMATER DF (2007), constatou-se que a
produtividade da alface pertencente ao sistema convencional no Brasil foi de
15.000kg/ha (3.000cx.5kg), entretanto a  do sistema organico foi de
12.500kg/ha (2.500cx.5kg).

Por possuir baixo valor calérico e ser uma rica fonte de fibras, a alface
qualifica-se para diversas dietas, constituindo-se um componente
imprescindivel das saladas dos brasileiros (FERNANDES et al., 2002;
SANTANA et al., 2006). Além disso, a alface possui beta-caroteno, folato,
vitamina C, calcio, ferro e potassio, entre outras propriedades, e também
considerada como otimo calmante e remédio contra insénia (ANDRADE
JUNIOR & KLAR, 1997).

Considerado um alimento basico para a populagao, a alface pode ser
um veiculo transmissor de microrganismos patogénicos ao homem, uma vez
que se encontra em contato com esses contaminantes presentes
freqientemente no solo, na &agua, nos insumos naturais, propiciando o
desenvolvimento e a sobrevivéncia dos mesmos. Esta provavel contaminacao
pode mudar as caracteristicas fisicas e quimicas no alimento, podendo ser
responsaveis por intoxicagdes e infecgdes (BARUFALDI et al., 1984; ARAUJO
et al., 1999; TAKAYANAGUI et al., 2001; GUIMARAES et al., 2003; PAULA et
al., 2003; SANTANA, et al., 2006).

Apesar de surtos de intoxicagdo alimenticia estarem associados a
carnes, frangos, frutos do mar e laticinios, uma reviséo realizada pelo centro de
Controle e Prevengao de Doencas (CDC) dos EUA indicou que frutas e
hortalicas representam o mesmo risco de contaminagdo. Isto se da em
consequéncia do alto potencial para o crescimento de microrganismos
patogénicos devido as condi¢bes de cultivo, colheita, armazenamento e
distribuicdo dos mesmos. Os microrganismos patogénicos capazes de

promover doencas alimentares sao bactérias, virus e parasitas, logo, as



bactérias sdo a maior preocupagao em termos de doengas graves e numero de
pessoas com risco de infec¢cédo a nivel mundial (THINEY, 2001).

O cultivo da alface vem sendo praticado de trés diferentes formas:
hidropbnicas, convencionais e organicas, apresentando diferenciadas
caracteristicas na produgao e nas praticas de manuseio do produto, as quais
podem influenciar nas propriedades nutricionais dessa hortalica (MIYAZAWA,
et al., 2001).

2.2 Sistemas de cultivo

2.2.1 Cultivo hidropdnico

A hidroponia é um sistema de cultivo onde as plantas crescem fixadas
em substratos, ou colocadas em canais de cultivo, por onde circula uma
solugdo nutritva em meio aquoso com o0s nutrientes necessarios ao
desenvolvimento da planta, e de acordo com a necessidade de cada espécie
vegetal. Esta solugcado nutritiva € composta por micronutrientes (B, Cl, Fe, Cu,
Mn, Mo e Zn) macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg e S) a qual necessita de um
controle adequado do pH e da condutividade elétrica, para manter suas
caracteristicas iniciais de balanceamento e permitir que as plantas crescam sob
melhores condigdes possiveis, evitando o acumulo excessivo de nitrato
(COSTA, 2001).

A alface é a hortalica mais cultivada nos sistemas hidropdnicos devido
ao seu pioneirismo como cultura hidropbnica, por possuir um ciclo curto de
producao (30 a 35 dias), ter facil aceitacdo no mercado consumidor e por
permitir o seu cultivo durante o ano todo (KOEFENDER, 1996; OHSE et al,
2001; ZANELLA et al, 2008 ).

Existem diversos tipos de sistema hidropbnico, os quais determinam
estruturas com caracteristicas préprias, sendo os mais utilizados: Sistema
NFT (Nutrient film technique) ou técnica do fluxo laminar de nutrientes; Sistema
DFT (Desp film technique) ou cultivo na agua ou “floating” e Sistema com
substratos (FERNANDES et al., 2002).



No entanto, quando comparada com outros tipos de cultivo, o sistema
hidropdnico possui vantagem em relagdo ao sistema de cultivo convencional,
como a eficiéncia no uso da agua, a reducgao da utilizagao de fertilizantes e o
menor impacto ambiental. Quando comparada com o sistema orgéanico, suas
desvantagens tornam-se evidentes, pois apresenta fatores que ndo as torna
um sistema sustentavel, como: alto investimento inicial de matériais, utilizacao
de energia elétrica, conhecimentos técnicos elevados, maior facilidade de
disseminacdo de patdégenos pela préopria solugdo nutritiva, utilizacdo de
produtos quimicos (SEDIYAMA, 1999; FERNANDES et al., 2002; SILVA &
LIMA NETO, 2007). Além disso, a producédo de hortalicas folhosas em
hidroponia exige alguns cuidados com a nutricdo, podendo ocorrer maior
acumulo de nitrato nas plantas que nos demais cultivos (MIYAZAWA et. al.,
2001; BENNINI et al., 2002). Nesse cultivo, o fertilizante nitrogenado é
fornecido nas formas nitrica e amoniacal, facilmente absorvidos pela raiz em
quantidades muito acima da capacidade da planta assimilar, acumulando,
assim, o excedente no tecido vegetal (TAKAHASHI et al., 2007). O nitrato
consumido em excesso pode ser prejudicial a saude, podendo levar a formagéo
de nitrito e causar inibicdo do transporte de oxigénio no sangue e quando
combinados com aminas presentes no organismo, formam as nitrosaminas,
substancias cancerigenas, mutagénicas e teratogénicas. (FINE et al., 1977;
CRADDOCK, 1983; SANTAMARTA & LAZARO 1998; BENNINI et al., 2002;
TAKAHASHI et al., 2007). Entretanto, o monitoramento dessas substancias é
essencial para garantir a qualidade dos alimentos. De acordo com a FAO, o
indice de maxima ingestao diaria admissivel (IDA), de nitrato é de 5 mg/kg de
peso vivo e, 0,2 mg/kg, para o nitrato. Sendo assim, o consumo de alface
cultivadas no sistema hidropdnico deve ser cauteloso, pois pode trazer riscos a
saude humana (MIYAZAWA et. al., 2001; TAKAHASHI et al., 2007).

2.2.2 Cultivo Convencional

Em geral, o cultivo convencional é a pratica da agricultura

fundamentada em um “pacote tecnoldégico” imposto pela Revolugdo Verde.



Esse pacote € sustentado basicamente por seis praticas basicas: cultivo
intensivo do solo, monocultura, irrigagédo, aplicagdo de fertilizantes sintéticos
altamente soluveis, controle quimico de pragas, doengas e ervas daninhas,
bem como manipulacdo genética de plantas cultivadas (BONILLA, 1992;
CERVEIRA, 2002).

O sistema de cultivo convencional tem como objetivo elevada
producdo, deixando de lado a preocupagcdo com a conservagao do meio
ambiente. Logo esta pratica traz consigo graves consequéncias como a
degradacgao do solo, desperdicio e uso exagerado de agua, poluicdo ambiental,
perda da diversidade genética, perda do controle sobre a produgéo agricola,
desigualdade social, entre outros (CERVEIRA, 2002).

Esta pratica deixa a desejar na qualidade nutricional e biolégica dos
alimentos, os quais sdo carentes em determinadas vitaminas, minerais e
aminoacidos essenciais, além de acarretar problemas de saude tanto para os
agricultores quanto para os consumidores (NEVES et al., 2004).

O relatério da ANVISA (2001) diz que: "o uso de agrotdxicos no
processo de produgdo agricola e a consequente contaminagédo dos alimentos,
tém sido alvo de constante preocupagao no ambito da saude publica, gerando
a necessidade de realizagao da avaliagao toxicologica e do estabelecimento de
parametros de seguranga relativos a sua utilizagdo, bem como de programas e
acdes de controle, cientificamente embasados e tecnicamente aplicaveis. A
exposicao de pessoas aos agrotdxicos pode ser atribuida tanto ao consumo de
alimentos oriundos da producgédo agropecuaria onde estes sdo usados, quanto
ao contato direto, no caso dos aplicadores rurais e/ou manipuladores, ou ainda
ao contato indireto, como no caso das populagbes que estdo sujeitas a

aplicagao de agrotoxicos para controle de vetores das endemias”.
2.2.3 Cultivo Organico
A agricultura Organica, que engloba varios conceitos ou termos

(ecolégico, biodindmico, natural, sustentavel, regenerativo, bioldgico,

agroecologico e permacultura), é definida de varias maneiras, devido a



diversidade de seus sistemas de producgdes, estabelecidos pelo Ministério da
Agricultura (ORMONDE et al, 2002).

Segundo Altieri (2002), a agricultura organica pode ser definida como
um sistema de produgdo que exclui fertilizantes e pesticidas sintéticos,
procurando substituir insumos adquiridos externamente por aqueles
encontrados nas propriedades, ou proximos a elas. Ja para Caporal &
Costabeber (2004), agricultura organica sao aplicagdes técnicas e métodos
diferenciados dos pacotes convencionais impostos pela Revolugdo Verde, os
quais normalmente se estabelecem de acordo e em fungdo de regras que
orientam a producéo, e impondo limites ao uso de certos tipos de insumos e a
liberdade para o uso de outros.

Desta forma, no Brasil, a agricultura organica é definida pela lei n°
10.831 de 23 de dezembro de 2003, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA): ‘considera-se como sistema organico de produgao
agropecuaria como todo aquele em que se adotam técnicas especificas,
mediante a otimizacdo do uso de recursos naturais e socioeconémicos
disponiveis e o respeito a integridade cultural das comunidades rurais, tendo
por objetivo as sustentabilidade econdmica e ecologica, a maximizacédo dos
beneficios sociais, a minimizagdo da dependéncia de energia nao-renovavel,
empregando sempre que possivel, métodos culturais, biolégicos e mecanicos,
em contraposicdo ao uso de materiais sintéticos, a eliminagdo do uso de
organismos geneticamente modificados e radiagbes ionizantes, em qualquer
fase da cadeia de producdo, processamento, armazenamento, distribuicdo e
comercializagao, e a protecdao ao meio ambiente”.

De acordo com Paschoal (1994), a agricultura organica visa
estabelecimentos de sistemas agricolas ecologicamente equilibrados e
estaveis, economicamente produtivos, de elevada eficiéncia quanto a utilizacao
dos recursos naturais, resultando em alimentos saudaveis e livres de residuos
toxicos, produzindo em harmonia com a natureza e com as necessidades reais
da populacao.

Apesar dos diferentes conceitos e definigdes de agricultura organica

propostos por seus idealizadores, estdo tornando-se cada vez mais distante,



pois na pratica esse sistema nada mais € que uma producdo a qual se
encontra de em acordo com a lei regulamentada por um organismo
competente, a certificadora (ORMONDE et al., 2002).

2.3 Certificacao

O mercado consumidor de alimentos vem se tornando cada vez mais
exigente em termos de alimentos seguros, logo em todo o mundo estdo sendo
adotadas normas técnicas para a producgao, industrializacdo e comércio de
alimentos organicos. Estas sdo estabelecidas por associagcbes responsaveis
pela certificagcdo (PASCHOAL, 1994).

Segundo Penteado (2007), o processo de certificacdo € o
enquadramento da propriedade as normas estabelecidas, a qual tem como
meta a preservagdo do meio ambiente, a seguranga alimentar e as relagbes
sociais justas. Esta surgiu da necessidade de identificar a procedéncia de um
alimento, tendo como objetivo permitir ao agricultor um produto diferenciado e
garantir ao consumidor um produto isento de contaminantes quimicos,
bioldgicos e fisicos, respeitando o0 meio ambiente e o trabalhador. Ainda
segundo esse autor, atualmente, a agricultura convencional também é passivel
de certificagdo. A propriedade certificada tem de obedecer a recomendagdes
técnicas cumprindo boas praticas agricolas.

Segundo estudos realizados por Ormond et al. (2002), o Brasil possui
19 certificadoras, sendo 12 nacionais e sete estrangeiras. As principais
certificadoras brasileiras encontram-se no estado de S3o Paulo, sendo elas a
Associacado de Agricultura Organica (AAO) e o Instituto Biodinamico (IBD)
(PENA, 1996). Até o momento o IBD é a unica certificadora brasileira
reconhecida pelo International Federation of Organic Agriculture Movements
(IFOAM), 6rgao responsavel por definir regras que credencia um determinado
produto organico para exportacédo (IFOAM, 2001; REZENDE & FARINA, 2001).

Apesar da importancia da certificacdo, esta apenas indica a origem
geografica, o tipo de processamento, ou a empresa processadora do alimento,

muitas vezes nao realizando analises biolégicas para verificacado do nivel de
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contaminagdo por microrganismos, sendo este pedido somente no ato de
abertura do estabelecimento, através do laudo da vigilancia sanitaria
(RESENDE & FARINA, 2001), logo ndo garantindo totalmente a seguranga do

alimento.

2.4Seguranca Alimentar

No Brasil, o conceito de seguranga alimentar € definido pela garantia,
a todos, de condi¢cdes de acesso a alimentos basicos de qualidade, em
quantidade suficiente, de modo permanente e sem comprometer o acesso a
outras necessidades essenciais e ainda, com base em praticas alimentares
saudaveis, contribuindo, assim, para uma existéncia digna em um contexto de
desenvolvimento integral da pessoa humana (CONSEA, 2004; PANEGASSI,
2005).

Spers & Kassouf (1996) definem a seguranga alimentar como
aquisicao pelo consumidor de alimentos de boa qualidade, livres de
contaminantes de natureza quimica (insumos), biolégica (microrganismos),
fisica (vidros, pedras), ou qualquer substancia que possa acarretar problemas a
saude publica.

Ao contrario do que se imagina, existe o risco de contaminacdes dos
alimentos organicos por produtos quimicos utilizados no cultivo convencional,
isto se da em funcdo da deriva e de poluentes persistentes no meio ambiente.
Além deste fato, existe um ponto bastante questionado pelos movimentos
contrarios a agricultura organica, que € a contaminagao microbiolégica causada
pelo uso intensivo de dejetos animais no sistema organico (DAROLT, 2003).
Logo ndo pode deixar de lembrar que o cultivo convencional também utiliza
dejetos animais para a adubacgao.

Até o momento, ndo é possivel ao consumidor verificar se ha um
controle da presenca de microrganismos nos alimentos, logo é recomendavel
que o sistema agroindustrial, seja ele organico ou convencional, tome iniciativa
de eliminar esses pontos de riscos, 0s quais comprometem a seguranga do

alimento, pois a incerteza sobre a sanidade e seriedade no gerenciamento da
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cadeia de produgdo e comercializacdo pode levar a um atraso no
desenvolvimento destes mercados (REZENDE & FARINA, 2001).

2.5Fontes de contaminagdo microbiolégica no campo
2.5.1 Insumos Naturais

Insumos naturais sdo substancias de origem animal e vegetal que
fornecem nutrientes imprescindiveis que promovem a adubacdo do solo e a
nutricdo das plantas ou mesmo para complementar a adubacao mineral. A
eficiéncia na fertilidade e desempenho do cultivo dos insumos naturais
dependem do grau de eficiéncia na decomposigcdo dos residuos, podendo ter
efeito imediato no solo, ou efeito residual, por meio de um processo mais lento
de decomposicao e disponibilidade de nutrientes as plantas na medida de sua
necessidade, proporcionando assim maiores condicbes de resistir as
agressdes (CHABOUSSOU, 1987; PRIMAVESI, 1990; GLIESSMAN, 2001).
Porém cuidados no manejo desses residuos sdo indispensaveis para que a
producao de alimentos néo seja prejudicada. Os principais cuidados a serem
considerados, s&o: a sanidade dos adubos organicos e a aplicagcdo em
quantidades adequadas (DANIEL, 2005).

Para manter a sanidade dos insumos naturais, evitando assim a
contaminagao do alimento por microrganismos patogénicos de origem fecal é
exigido pelas certificadoras, medidas controladoras, como a compostagem, que
inativa os microrganismos patogénicos antes dos insumos serem aplicados ao
solo (TAM & TIQUIA, 1994; WU & MA, 2001). A certificagdo orgénica assegura
que o insumo é compostado em temperatura bastante elevada durante 100 a
120 dias, tempo esse necessario para eliminar a maioria dos patdégenos
(SEDIYAMA et al., 2008).

Devido a utilizagdo de insumos naturais, como o esterco proveniente
de animais, a agricultura organica tem sido alvo da polémica de que seus
alimentos tornam-se mais suscetiveis a contaminacdo, entretanto, diversos
estudos véem sendo realizados, mas ndo ha informacbdes suficientes

disponiveis que provem que o cultivo organico difere do convencional no que



12

se diz respeito a contaminagao por microrganismos patogénicos (FRANZ et al,
2007). Consequentemente a isso, torna-se de grande importancia a aquisicéo
de métodos redutores de riscos de contaminagao microbioldgica, ou ainda, de

procedéncia organica aprovado pela certificadora.

2.5.2 Habitos inadequados de higiene

Outra importante fonte de contaminagao de alimentos, no campo, € o
trabalhador que esta envolvido no cultivo dos produtos agricolas. O grau de
higiene pessoal do agricultor pode exercer uma forte influéncia na transmissao
de bactérias patégenas, visto que essas pessoas tém contato direto com o
alimento durante toda a etapa de produgao e principalmente durante a colheita
(BRACKETT, 1999; SOARES & CANTOS, 2005).

Estudos realizados em Araraquara, SP, demonstraram a ocorréncia de
praticas nao adequadas de higiene adotadas pelos horticultores, como lavagem
das hortalicas, com a finalidade de remover a terra das raizes, na prépria agua
de irrigacdo ou em tanques com agua acumulada de varias lavagens, levando
consequentemente a um alto grau de contaminacéo fecal (BONILHA, 1992).

Guilherme et al. (1999), investigou a prevaléncia de enteroparasitas
em fezes e depdsitos subugueais de horticultores da regido de Maringa, no
Parana, e constatou que 26% apresentaram um ou mais parasitas em suas
fezes e apenas 6% apresentaram enteroparasitas em depdsitos subugueais.
Estas analises foram essenciais na comprovacdo da possivel contaminagao
fecal desses produtos pelos horticultores, evidenciando as baixas condigoes
higiénicas existentes entre os produtores da regiéo.

Sabendo que os trabalhadores agricolas podem ter um impacto
importante na seguranga sanitaria dos produtos que eles cultivam, é entdo de
extrema importancia que os mesmos adotem procedimentos sanitarios formais.
No entanto muitos desses trabalhadores se recusam a empregar praticas
higiénicas simples, como lavar as maos apdés utilizagdo de sanitarios publicos
(BRACKETT, 1999), tornando indispensavel a realizagdo de acbes educativas

sobre os preceitos basicos de higiene pessoal, visando sensibilizar essas
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pessoas em relacdo aos problemas acarretados aos consumidores pelos
produtos provenientes de praticas inadequadas. Devido a esses fatos os
programas governamentais nao podem deixar de considerar a seguranga
alimentar como componentes estratégicos de conscientizacdo coletiva,
tragcando diretrizes basicas para os diversos campos de atuagao e cenarios, no
sentido de valorizar a qualidade de vida da populagdo (SOARES & CANTOS,
2005).

2.5.3 Agua de Irrigacdo

Além dos fatores de contaminagdes ja citados, temos que levar em
consideragao a contaminagédo por agua de irrigacdao, sendo esta considerada
como destaques em pesquisas sobre contaminacoes.

O homem utiliza a agua para diversas atividades, logo a escassez
desse recurso € um fator limitante a sobrevivéncia e ao desenvolvimento
econdmico e social de uma regido (ISAAC-MARQUEZ, et al., 1994).

A agricultura é reconhecidamente a atividade humana que mais
consome agua, em média 70% de todo o volume captado, destacando-se a
irrigacdo como atividade de maior demanda (ALVES et al., 2007). Em areas de
clima seco, a irrigacao é responsavel pelo consumo de 50 a 85% dos recursos
hidricos disponiveis (CAPRA & SCICOLONE, 1998). No Brasil, a agricultura
utiliza 61% de todo o volume captado e geralmente, a agua utilizada na
irrigacao é proveniente de rios, corregos, lagos ou pogos adjacentes as hortas,
sendo raramente encontrada a utilizagdo de agua de abastecimento publico
devido, principalmente, ao seu alto custo, uma vez que a demanda exigida para
este propédsito é bastante elevada. Portanto, a agua destinada a irrigagcéo é
transportada através de bombas ou canais desde o rio e riacho até as hortas,
sem qualquer tratamento prévio (OLIVEIRA & GERMANO 1992).

Segundo Leon & Cavallini (1999), as descargas de esgotos
domésticos e industriais nos rios, lagos e oceanos da América Latina séo de 40
milhdes de metros cubicos por dia, sendo que, apenas 10% recebe tratamento

prévio. Além da disposicdo inadequada de esgotos domésticos, ha a
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deficiéncia de saneamento basico em alguns lugares, contribuindo
efetivamente para a contaminacdo dos corpos hidricos receptores, inclusive
lengdis freaticos (BRANCO, 1983; TAKAYANAGUI et al., 2001). Essa situagao
torna-se ainda mais critica devido a uma grande parte dos efluentes nao
tratados é utilizada para fins agricolas.

No Brasil, registros do Sistema Unico de Saude (SUS) mostram que
80% das internagdes hospitalares sdo devida a doencgas de veiculagao hidrica
(MERTEN & MINELLA, 2002). Essa situacao € ocasionada pela poluicao de
agentes biologicos langados ou que desenvolvem nos corpos de agua,
geralmente patogénicos, destacando-se o grupo de bactérias coliformes, que
sao indicadores de poluicdo por excrementos caracterizados como coliformes
termotolerantes (FRANCO et al., 2006).

A avaliagdo da qualidade da agua de irrigagdo torna-se muito
importante, pois esta €& considerada um dos principais veiculos de
enfermidades diarréicas de natureza infecciosa (OMS, 1989). As doencgas de
veiculagao hidrica sado transmitidas pela rota oral fecal, através da ingestao de
agua ou até mesmo alimentos contaminados por microrganismos e
enteroparasitas (AMARAL, et al, 2003).

Segundo Fayer et al. (2000), o risco de contaminacdo de agua de
irrigacdo em meio rural é alto devido ao fato desta estar préxima de fontes de
contaminagdo como pastagens ocupadas por animais, deposi¢cao de residuos
organico animal no solo e até mesmo pelo escoamento superficial durante o
periodo de chuva, o qual é responsavel pelo transporte de dejetos indesejaveis
para fontes de agua local.

Em seus estudos Guimaraes et al. (2003) constataram a presenca de
coliformes termotolerantes em todas as 81 amostras de agua retiradas de 44
propriedades rurais na cidade de Lavras-MG. No nordeste do Estado da Sao
Paulo foram retiradas amostras de agua de 30 propriedades, 90% apresentava
niveis de coliformes termotolerantes acima do permitido pelas normas definidas
pela portaria 1469 de 29/12/2000- Ministério da Saude, capitulo IV -padrdo de
potabilidade (AMARAL et al.,, 2003). Estas normas definem que agua para

consumo humano deve ser livre de Escherichia coli ou coliformes
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termotolerantes com auséncia em 100mL ou positividade de até 5% para
coliformes totais. Analises bacterioldgicas demonstraram que a agua de
irrigacdo de cinco propriedades, localizadas em Maringa-PR, estava
contaminada por dejetos fecais. Posteriormente foi evidenciado que estas
propriedades tiveram suas hortalicas contaminadas devido a utilizagcao desta
agua rica em enteropatogenos (GUILHERME, 1999). Além disso, outros
estudos também tém identificado verduras com alto grau de contaminagao por
coliformes termotolerantes transmitidos pela agua de irrigacdo (GUIMARAES et
al., 2003). Em Lavras-MG, as analises microbiologicas realizadas identificaram
que quase a totalidade dos mananciais investigados apresentava
contaminagao por coliformes termotolerantes (ROCHA et al., 2002). Também
foi constatada a presenga acentuada desse grupo de bactérias nas aguas de
pocos de duas regides do Rio de Janeiro (FREITAS et al., 2001).

No meio rural, o risco de ocorréncia de surtos de doencgas veiculadas
pela agua é bastante alto, principalmente em fungdo da possibilidade de
contaminagao bacteriana de aguas que muitas vezes sao captadas em pocos,
inadequadamente vedados e proximos de fontes de contaminagdo, como
fossas e areas de pastagem ocupadas por animais (SKUTEL et al., 1990).

Nos paises em desenvolvimento as doencgas diarréicas de veiculagao
hidrica sdo responsaveis por varios surtos epidémicos e pelas elevadas taxas
de mortalidade infantil. Temos como exemplos dessas enfermidades: febre
tifdide, colera, salmonelose, shigelose, poliomielite, hepatite A, verminoses,
amebiase e giardiase. Estas doencas sdo causadas principalmente por
microrganismos patogénicos de origem entérica, animal, ou humana,
transmitidos basicamente pela rota fecal-oral, ou seja, sdo excretados nas
fezes de individuos infectados e ingeridos na forma de agua poluida com fezes
(GRABOW,1996).

2.6 Microrganismos Indicadores

Microrganismos indicadores tém sido utilizados para verificar a

contaminagdo de corpos dagua e alimentos por residuos humanos
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(VASCONCELOS et al., 2006). Dentro os varios géneros e espécies de
microrganismos, os coliformes termotolerantes passaram a ser denominados
indicadores da presenga de microrganismos patogénicos por aparecerem em
grande quantidade nas fezes humanas e de animais de sangue quente (OMS,
1995). O grupo de coliformes termotolerantes inclui trés espécies, Escherichia,
Enterobacter e Klebsiella sendo a mais representativa como contaminacgao
fecal a Escherichia por ser a unica a apresentar origem fecal (SILVA, et al.
2001).

Microrganismos indicadores sdo empregados para avaliar a qualidade
do produto final e indicar condigdes sanitarias inadequadas durante o processo
de producdo ou armazenamento (SANTANA et al, 2003). Estes
microrganismos sao de grupos ou especies que quando se encontram
presentes em alimentos, podem fornecer informagdes sobre a ocorréncia de
contaminacdo de origem fecal, uma vez que s&o encontrados no conteudo
intestinal do homem e animais homeotérmicos (FRANCO et al., 2005).

Segundo Doyle, Beuchat, & Montiville (1997) e Cunha (2006), para
definicdo de microrganismos indicadores devem ser considerados critérios
como: (I) a deteccao deve ser rapida e facil; (I1) deve ser facilmente distinguivel
de outros microrganismos da microbiota do alimento; (lll) ndo deve estar
presente como contaminante natural do alimento, pois assim sua detec¢éo nao
indicara, necessariamente, a presenca de matéria fecal ou dos patégenos; (V)
deve estar sempre presente quando o patdégeno associado estiver; (V) seu
nuamero deve correlacionar -se com o do patégeno; (VI) deve apresentar
necessidades de crescimento e velocidade de crescimento semelhantes as do
patdégeno; (VII) deve ter velocidade de morte que seja ao menos semelhante a
do patégeno e, se possivel, sobrevivéncia, levemente superior a do patégeno;
(VIII) deve estar ausente nos alimentos que estao livres do patégeno, ou estar
presente em quantidades minimas; (XI) ter como habitat exclusivo o trato
intestinal do homem e outros animais; (X) deveria ocorrer em numero muito alto
nas fezes; (XI) deveria apresentar alta resisténcia ao ambiente extra-enteral,
(XII) deveria haver técnicas rapidas, simples e precisas para a sua deteccao

e/ou contagem.
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Como exemplo de microrganismos indicadores podem ser citados
aqueles que segundo a ICMSF (International Commission on Microbiological
Specifications for Foods) podem ser agrupados em:

1) Microrganismos que nao oferecem um risco direto a
saude: contagem padrao de mesofilas, contagem de psicrotréficos e
terméfilos, contagem de bolores e leveduras.

2) Microrganismos que oferecem um risco baixo ou
indireto a saude: coliformes totais, coliformes termotolerantes,

Enterococcus, Enterobactériaceae e Escherichia coli (SILVA, 2001).

2.6.1 Coliformes totais

Coliformes totais sdo bacilos gram-negativos, da familia
Enterobacteriaceae, nao formadores de esporos, anaerdbicos facultativos,
capazes de fermentar lactose com producéo de gas a 35-37° C, por 48 horas
(CUNHA, 2006). Distribuidos amplamente na natureza, esse microrganismos
sdo encontrados no solo, agua, plantas e no trato intestinal de seres humanos
e animais (MARTINS, 2006).

O grupo de coliformes totais € composto por bactérias dos seguintes
géneros: Escherichia, Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella. Destes, apenas a
Escherichia coli tem como habitat primario o trato intestinal do homem e
animais homeotérmicos, os demais, Citrobacter, Enterobacter e Klebsiella,
além de serem encontrados nas fezes, também estdo presentes em outros
ambientes como na vegetagao e no solo, onde persistem por tempo superior ao
de bactérias patogénicas de origem intestinal. Consequentemente, a presenca
de coliformes totais no alimento ndo indica, necessariamente, contaminacao
fecal recente ou ocorréncia de enteropatdogenos. (FRANCO 2005; CUNHA,
2006). Portanto, a contagem de coliformes termotolerantes fornece
informagdes, mais seguras, sobre as condi¢gdes higiénicas do produto e melhor

indicagao da presencga de enteropatogenos.

2.6.1.1 Coliformes Termotolerantes
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Coliformes termotolerantes sédo constituidos por um sub-grupo de
bactérias pertencentes ao grupo de coliformes totais, as quais apresentam a
capacidade de fermentar lactose com producao de gas a 44-45° C em 48 horas
(SILVA et al., 2001).

O grupo de Coliformes termotolerantes € comporto por trés géneros,
Escherichia, Enterobacter e Klebsiella, sendo apenas o primeiro de origem
fecal, estando presente no trato gastrintestinal do homem e animais de sangue
quente. Devido a este fato, pesquisa de coliformes termotolerantes em
alimentos é menos eficiente do que a pesquisa direta de E. coli (SILVA, et al.,
2001).

2.6.1.2 Escherichia coli

Em 1985, Theodore Escherich descreveu um microrganismo
encontrado em grande quantidade nas fezes humanas o qual foi por ele
nomeado Bacterium coli. No inicio do século passado, este microrganismo
passou a ser utilizado como indicador de qualidade sanitaria e na década de 50
foi chamado pelos microbiologistas de Escherichia coli tornando-se modelo
para diversos estudos na biologia e medicina (KUHNERT et al., 2000). Este
microrganismo pertence a familia Enterobacteriaceae, e como ja foi dito,
encontra-se no grupo dos coliformes termotolerantes. O género Escherichia é
composto por cinco espécies: E. coli, E. blattae, E. fergusonnii, E. hermannii e
E. vulneris sendo espécie E. coli € considerada como destaque (KURNERT et
al., 2000; RIBEIRO, 2006).

Cerca de 95% dos coliformes existentes em fezes humanas e de
animais de sangue quente séo E. coli. Embora também possa ser introduzida a
partir de fontes nao fecais, € considerada como o melhor indicador de
contaminagdo fecal conhecido até o momento, pois satisfaz todas as
exigéncias de um indicador ideal. Por esse motivo, as tendéncias atuais se

direcionam no sentido da deteccdo especifica de E. coli, com o
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desenvolvimento de diversos métodos que permitem a enumeracao rapida
dessa espécie diretamente (SILVA et al., 2001).

Em consequéncia, a frequente precariedade das condigdes higiénico-
sanitarias de producado de alimentos, € comum neles observar contaminagao
de E. coli, a qual se da principalmente por contato com material fecal ou
contatos com superficies contaminadas (NASCIMENTO & STAMFORD, 2000).

A presenca de E. coli em alimentos pode ter dois significados:

1) Por ser uma bactéria entérica, indica contaminagao de origem fecal,
apontando condic¢des higiénicas insatisfatérias.

2) Diversas linhagens de E. coli sdo patogénicas, e ndo podem estar
presentes nos alimentos.

Todo o alimento colocado a venda deveria estar em condi¢gdes seguras
para o consumo, independente do tipo de manejo, seja ele organico ou
convencional, uma vez que qualquer tipo de alimento encontra-se exposto a
contaminagdes microbiolégicas desde o momento de sua produgao até o seu

consumo.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Meios de Cultura
3.1.1 Agua Peptonada (H,0p)

Composicéao

Peptona..........ccoovvveiinnns 0,225 ¢
Agua Destilada................. 225 mL
Preparacéo

A peptona teve sua massa determinada em uma balanca analitica de
precisao e foi colocada em um erlenmeyer de 500 mL, junto com a agua
destilada. Com a completa dissolugdo e consequente homogenizagdo dos
componentes, o erlenmeyer contendo o meio de cultura foi esterilizado em
autoclave sob condigbes de 121 °C por 20 min. Também foram distribuidos
volumes de 9 ml do mesmo meio em tubos de ensaio, para a realizagdo de

diluicdes seriadas.

3.1.2 Caldo Lauretil Sulfato Triptose (LST)

O caldo LST foi preparado conforme as especificacbes do fabricante.
Este meio foi esterilizado em autoclave a 121° C por 20 minutos. Volumes de 9
ml foram distribuidos em tubos de ensaio contendo em sei interior tubos de

Durhan. Este meio foi utilizado para a detecgao presuntiva de coliformes.

3.1.3. Caldo E. coli (EC)
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O caldo EC foi preparada seguindo as especificagdes do fabricante.
Apos dissolvidos os ingredientes, 9 ml foram distribuidos em tubos de ensaio
contendo em seu interior tubos de Durhan. Este meio foi esterilizado em
autoclave a 121° C a 20 min. Este meio foi utilizado para contagem de

coliformes termotolerantes sendo a confirmagao do resultado presuntivo.

3.1.4 Agar Eosina de Metileno (EMB)

O meio BEM foi preparado conforme especificagdes do fabricante. Com
a completa dissolugcdo e consequente homogeneizagdo dos componentes, o
erlenmeyer contendo o meio de cultura foi esterelizada em autoclave sob
condicoes de 121 °C por 20 min. Apds o ciclo completo de esterilizagdo e um
curto periodo de resfriamento, este foi distribuido em placas de petri
esterilizadas dentro de um fluxo laminar. Este meio foi utilizado para deteccéo

presuntiva de E. coli.

3.1.5 Meio Agar Nutriente (NA)

Este meio de cultura foi preparado segundo as instru¢des do fabricante e
autoclavado a 121 °C por 20 minutos. Apds o ciclo completo de esterilizacio e
um curto periodo de resfriamento, este foi distribuido em placas de petri
esterilizadas dentro de um fluxo laminar. O meio NA foi utilizado nos
plagueamentos das linhagens de E. coli isolada no meio EMB.

3.1.6 Agar Citrato de Simons

Este meio de cultura foi preparado segundo as instru¢des do fabricante,
colocado em tubos de ensaio com tampa, e esterilizado em autoclave a 121° C
por 20 minutos. Apos o ciclo completo de esterilizagdo os tubos foram
resfriados em forma de rampa. O meio foi utilizado para a prova bioquimica,

teste de citrato.

3.1.7 Caldo Triptona 1%
Este caldo foi preparado conforme as especificagdes do fabricante e
colocados em tubos de ensaio com tampa e esterilizado em autoclave a 121° C

por 20 minutos. O meio foi utilizado para prova bioquimica, teste de Indol.
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3.1.8 Caldo VM e VP

O caldo VM VP foi preparado conforme as instrucbes do fabricante,
colocados em tubos de ensaio com tampa e esterilizado em autoclave a 121° C
por 20 minutos. O meio foi utilizado para s prova bioquimica, teste de vermelho

de Metila e Voges-Proskauer.

3.2 Propriedades Selecionadas e Locais da Pesquisa

Foram avaliadas dez propriedades selecionadas de diferentes
municipios do estado de Sdo Paulo, que foram identificadas pelos cddigos: P1,
P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8, P9, P10. Destas propriedades, cinco foram de
cultivo orgéanico (CO) e cinco de cultivo convencional (CC), como mostra a
Tabela 1

Tabela 1. Dados de identificagao das dez propriedades selecionadas, no
periodo de iunho a dezembro de 2007.

Propriedades Locais Cultivos *
P1 Ibiuna Cco
P2 Ibidna CO
P3 Jaguariuna CcO
P4 Jaguariuna CcoO
P5 Morungaba CcO
P6 Ibiina CcC
P7 Ibiuna CC
P8 Campinas CC
P9 Campinas CcC
P10 Morungaba CC

*(CO) cultivo organico (CC) Cultivo convencional
A pesquisa foi realizada no Laboratério de Microbiologia Ambiental
(LMA) da Embrapa Meio Ambiente, Jaguariuna-SP, durante o periodo de junho
a dezembro de 2007.

3.3 Coletas de materiais para analise
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Amostras de alface crespa, agua de pré-lavagem (AL) e de irrigagao
(Al) de dois tipos de cultivos, CC e CO foram coletadas nas propriedades

selecionadas conforme Tabela 1.

3.3.1 Agua de Irrigac&o e Pré-lavagem

As coletas das amostras de agua foram realizadas em dois periodos,
de junho a agosto e de outubro a dezembro de 2007. Tanto a AL quanto a Al
foram coletadas em frascos de vidro de 250 ml esterilizados previamente. Duas
amostras foram coletadas nas fontes de agua de irrigagcdo (pogos, lagoas,
riachos) e mais duas nas fontes de agua de pré-lavagem (pocgos, lagoas,
riachos, saneamento basico). Os frascos com agua foram embalados em sacos
plasticos de polipropileno previamente esterilizados e armazenados em caixas
térmicas contendo gelo. O tempo decorrido entre a coleta e o inicio das

analises foi de duas horas.

3.3.2 Alface

As coletas das amostras de alface foram realizadas em dois periodos,
de junho a agosto, época 1(E1), e de outubro a dezembro, época 2 (E2) de
2007. Em cada propriedade, foram coletadas 12 amostras de alface de maneira
aleatdria, sendo que seis delas passaram pelo processo habitual de pré-
lavagem e as seis restantes permaneceram da mesma forma que foram
retiradas do canteiro. Nao foram levados em consideragdo os pesos € 0s
tamanhos das amostras. Durante a coleta, as alfaces foram embaladas uma a
uma em sacos de polipropileno previamente esterilizados, devidamente
fechados e etiquetados. Também, o material coletado foi transportado para o
laboratério em caixas térmicas contendo gelo e o tempo decorrido entre a

coleta e o inicio das analises nio ultrapassou de duas horas.

3.4 Analises Microbiolbgicas

3.4.1 Andlise microbioldgica da dgua
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Para analise de coliformes termotolerantes (CT) e Escherichia coli (EC)
em agua, frascos contendo Al e AL, foram devidamente etiquetados e levados
até o laboratério, em caixas térmicas. Para analise o frasco foi desinfestado
com alcool 70% e levados até uma camara de fluxo laminar. Posteriormente foi
realizado o teste presuntivo de coliformes, onde cinco porgdes de 10 ml da
amostra de agua foram transferidas para tubos contendo 10 ml de Caldo Lauril
Sulfato Triptose (LST) (Anexo 1.2) com tubo de Duhan invertido. Os tubos com
LST foram incubados a 35° C por 24h e observados quanto a produgao de gas.
Em caso positivo (crescimento e producdo de gas) foi realizado o teste
confirmativo para CT. Em caso negativo os tubos foram reincubados até
completar 48h e repetiu-se a leitura passando para teste confirmativo nos

casos em que houve crescimento com produgéo de gas (SILVA et al. 2007).
3.4.2 Analise microbioldgica da alface

Para analise de CT e EC em alface, foram retiradas as folhas
deterioradas das amostras de alface e, em seguida, pesadas assepticamente
25g de cada amostra em um béquer; estas foram homogeneizadas a 225 ml de
agua peptonada 0,1%, com um Mixer desinfestado com hipoclorito de sédio e
alcool 70%, obtendo-se assim a diluicdo 10™". Através desta diluicio obtiveram-
se as diluicdes 102 e 10, também em agua peptonada 0,1% (Anexo 1.1). Com
uma pipeta foram adicionadas porgdes de 1mL das respectivas diluicdes 107,
102, 10° em uma série de trés tubos contendo 6mL do Caldo Lauril Sulfato
Triptose (LST) com tubos de Durhan invertido. Os tubos foram incubados em
BOD a 35° C por 24 horas. Em caso de n&o crescimento, auséncia da
producao de gas observada no tubo de Durhan, os tubos foram reincubados
até completar 48 horas. Em caso de crescimento, produgao de gas observada
no tubo de Durhan, passou-se para o item subsequente. A ndo ocorréncia de
gas apods 48 horas de incubagao indicou a auséncia de coliformes nos 25g da
amostra (SILVA et al. 2007).
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3.4.3 Teste confirmativo para coliformes termotolerantes

A partir de cada tubo positivo de LST, foi transferida uma algada da
cultura para tubos contendo 6ml de caldo E. coli (EC) (Anexo 1.3) com tubos de
Durhan invertidos . Posteriormente os tubos foram incubados em BOD a +45,5°
C por 24 horas e observou-se o crescimento com a produg¢ao de gas no tubo
de Durhan. A incubacédo dos tubos de EC foi sempre acompanhada de um tubo
inoculado com uma cepa padrao de EC e de outro inoculado com uma
linhagem padrdo de Enterobacter aerogenes. Nas condigbes da incubagao
apenas a cepa de EC produz gas. Qualquer alteragado na temperatura pode ser
evidenciada pelo comportamento das linhagens padrdo. Em caso de
crescimento (producao de gas observada no tubo de Durhan), foram anotados
0s numeros de tubos e determinados o Numero Mais Provavel (NMP) de
coliformes termotolerantes em uma tabela de NMP apropriada as dilui¢des. Os
tubos foram incubados em BOD a 35° C por 24 horas. Em caso de nao
crescimento, auséncia da produgao de gas observada no tubo de Durhan, os
tubos foram reincubados até completar 48 horas. Em caso de crescimento,
producdo de gas observada no tubo de Durhan, passou-se para o item
subsequente. (SILVA et al. 2007).

3.4.4 Teste confirmativo e serie bioquimica para Escherichia coli

A partir de cada tubo positivo de EC com a produgédo de gas, uma
alcada do conteudo foi estriada em meio Agar Eosina Azul de Metileno
(EMB)(Anexo 1.4). As placas foram incubadas em BOD a 35° C durante 24
horas. Apds observar o crescimento de colbnias tipicas no meio, nucleadas
com centro preto (Anexo Fig12.F), com ou sem brilho metalico, duas colbnias
foram transferidas para meio Agar Nutriente (NA) (Anexo1.5) e incubadas em
BOD a 35°C por +24 horas. A partir de culturas puras em NA foram realizadas
a coloragao de Gram e as provas bioquimicas (Teste de citrato, Teste de indol,
Teste vermelho de metila (VM) e teste de Voges-Proskauer (VP)) (SILVA et al.
2007).
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3.4.4.1 Coloracao de Gram

Em uma lamina de vidro foi preparado um esfregaco o qual passou
pelas seguinte etapas: 1) cobertura com solugdo cristal de violeta por um
minuto;2) cobertura com lugol por um minuto lavado, 4) lavagem com alcool, 5)
lavagem com agua; 6) cobertura com safranina por 15 segundos 7)lavagem
com agua. Apoés a secagem do material, as laminas foram analisadas em

microscopio Optico em objetiva com éleo de emersado(SILVA et al. 2007)..

3.4.4.2 Teste de Citrato

Foi inoculada uma algada da cultura na rampa do Meio Agar Citrato
de Simmons (Anexo 1.6). Os tubos foram incubados a 35°C por 48 horas. A
viragem alcalina, com alteragdo da cor do meio verde para azul indicou
resultado positivo, ja a nao alteragdo da cor do meio indicou resultado negativo.
Cepas de EC sao citrato-negativas(SILVA et al. 2007)..

3.4.4.3 Teste de Indol

Foi inoculada uma algcada da cultura em meio Caldo Triptona 1%
(Anexo1.7). Os tubos foram incubados a 35° C por 24 horas. Apos este
periodo, foram adicionadas cinco gotas de reagente de Kovacs em cada tubo.
O desenvolvimento de um anel vermelho-violeta na superficie do meio de
cultura indicou resultado positivo, ja o desenvolvimento de um anel de cor
amarela (a mesma cor do meio) indicaram resultados negativos. As cepas de

EC podem ser indol positivas ou negativas (SILVA et al. 2007)..

3.4.4.4 Teste de Vermelho de Metila e Voges-Proskauer (Vm-VP)
Foi inoculada uma algada com o inoculo em tubos contendo o meio
VM-VP (Anexo1.8), os quais foram incubados a 35° C por 48 horas. Para a

realizacao do teste VP foram transferidos assepticamente 1 ml da cultura para
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um tubo de ensaio e adicionado 0,6 ml de solugédo de a-naftol 5%. Em seguida
foram adicionados 0,2ml de solugdo KOH 40% e apods sofrer agitagao foi
adicionada uma leve pitada de cristais de creatina para aceleracdo da reacéo.
Apds uma hora de descanso, o material foi observado e o desenvolvimento da
cor vermelha ou résea no meio de cultura indicou o resultado positivo, ja a
permanéncia do meio na cor do reagente (amarelada) indicou resultado
negativo. Para a realizagdo do teste VM os tubos contendo cultura
remanescente do caldo VM-VP foram reincubadas por mais 48 horas
adicionais. Apds o periodo de incubacgao, foram adicionados a 2,5ml da cultura
5 gotas de solugcédo Vermelho de Metila e de imediato foi observado a mudancga
de coloragdo do meio para vermelho (resultado positivo) ou amarelo (negativo).
As cepas de EC sao VP negativas e VM positivas (SILVA et al. 2007).

3.5 Avaliacédo das condi¢cdes ecologicas das propriedades

Paralelamente a pesquisa, foi realizado um levantamento das praticas
agricolas e das condi¢gdes ambientais das propriedades pesquisadas, a fim de
detectar provaveis riscos de contaminagdo. Com o auxilio de um questionario
(Anexo 2) foram entrevistados um trabalhador ou um funcionario de cada horta
para a obtencado de informagdes que compreendam dados de identificacao da
horta e dos fatores de risco, como as condicbes ecoldgicas de cada

propriedade investigada.

3.5 ldentificacbes das bactérias isoladas pela técnica de tubos multiplos
para Escherichia coli através da andlise do perfil de acidos graxos da

membrana celular, MIDI.

Os isolados foram inoculados em meio TSBA®BBL, pelos métodos
das estrias cruzadas, e incubados a (28+1)°C, por (24+2) h. Decorrido este
tempo, foram coletadas 40 mg (4 a 6 algas com capacidade de 10 ulL) do
terceiro quadrante da placa e transferidas para tubos Kimax (100 x 13 mm).

Adicionou-se, entdo, 1 mL do reagente de saponificacédo, agitou-se durante 10
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segundos. Os tubos foram colocados em banho-Maria (95-100)°C, por 5
minutos. Em seguida os tubos foram resfriados em agua e novamente agitados
por 10 segundos, retornando ao banho-Maria, por mais 25 minutos. Apds
resfriamento em agua, adicionou-se 2 mL do reagente de metilagdo. Os tubos
foram agitados 10 segundos e colocados em banho (80+1)°C, por 10 minutos;
seguido por resfriamento em agua. Adicionou-se 1,25 mL do reagente de
extragdo e foram colocados os tubos no rotator clinico (FISHER M346) por 10
minutos. Com o auxilio de pipetas Pasteur, foi descartada a fase inferior
(aquosa) e adicionado ao tubo 3 mL do reagente de lavagem basica,
retornando os tubos para o rotator clinico por mais 5 minutos. Ao fim deste
tempo, os tubos foram centrifugados a 2000 rpm (3 min), quando 2/3 da fase
superior (0,5 mL) foi transferido para os vials (2 mL).

Utilizou-se o cromatografo gasoso com injetor automatico e detector
Flame lonization Detector (FID), marca Agilent, modelos 6850 e 7683,
respectivamente. A interface foi obtida pelos programas ChemStation
A0901[1206] e Sherlock 4.0. O método e a biblioteca selecionados foi o
TSBAA40.

O resultado foi expresso por meio de um cromatograma e um relatorio
elaborado pelos softwares, que contém comprimento e area de picos, area
nomeada, e tempo de retencdo. O resultado final é apresentado de acordo com
a similaridade entre o banco de dados e as areas nomeadas, identificando,

dessa forma, o microrganismo em questao.

3.6 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Esta metodologia foi utilizada para identificagdo quantitativa de
bactérias pertencentes a folhas de alface de diferentes cultivos (CO e CC) e

tratamentos (L e NL).

3.61 Fixacao
As folhas de alface foram cortadas em pequenos discos com o uso de

um furador e estes foram colocados em eppendorfs contendo uma solugcao de
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2,5% de Glutaraldeido, 2,5% de paraformaldeido em tampé&o cacodilato pH7
(0,06M) com CaCl, (Karnovsky modificado) (KITAJIMA & LEITE, 1999). A
solugdo foi descartada, em seguida foi colocado tampéao cacodilato 0,05M trés
vezes. Em seguida foi feita uma pds-fixagcdo com tetréxido de dsmio (OsO4) por

1 hora.

3.6.2 Desidratacédo, secagem ou ponto critico e metalizacéo

O tetréxido de 6smio foi descartado e as amostras foram lavadas com
agua destilada, sendo submetidas a solugdes crescentes de acetona (30, 50,
70 e 90%) por 10 min., em seguida uma solu¢ao de acetona 100% foi colocada
nas amostras por 3 vezes. Para eliminar a umidade nas amostras, as mesmas
foram submetidas ao aparelho de secagem ao ponto critico, onde se substitui a
acetona pelo gas carbénico, o qual é eliminado pela elevagdo da temperatura.
(BRAY, 1993). As amostras foram metalizadas (metalizador Emitech) com ouro
e em seguida, visualizadas ao microscépio eletrébnico “field emission” de
varredura de varredura Gemini Leo 982 Leica Zeiss do laboratorio de

Microbiologia Ambiental da Embrapa Meio Ambiente.

3.7 Analise dos resultados

A analise dos resultados tanto para agua quanto para o produto alface
foi realizada através da técnica de Numero Mais Provavel (NMP), a qual
permitiu estimar a densidade de microrganismos viaveis presentes em uma

amostra sob analise.



4. Resultados e Discussao

4.1 Avaliacéo Microbiolégica

4.1.1.Avaliacdo Microbiologica da Agua
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As Figuras 1, 2, 3 e 4 apresentam os resultados de determinagédo do

nivel médio de contaminagao por coliformes termotolerantes (CT) e Escherichia

coli (EC) e seus intervalos de confianga 95% em agua de irrigagao (Al) e pré-

lavagem (AL), oriundas das propriedades P1 a P10 nos cultivos organicos (CO)

e convencionais (CC), respectivamente.
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Figura 1. Concentragcdo de CT em NMP/ml e seus
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nas E1 e E2 em sistema de CO.
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Figura 4. Concentragdo de EC em NMP/g e seus
intervalos de confianca 95%, em AL e Al nas
E1e E2em CC.

Os indices médios de contaminagao da Al por CT, mostrados nas Fig.
1 e 2, variam de: 3,17 a 13,73 na E1 e de 13,73 a 16 NMP/ml na E2 no CO
(Fig. 1) e de 6,47 a 16 na E1 e 16 NMP/ml na E2 do CC (Fig. 2). Ja para AL, a
variagao desses indices foi de 2,2 a 7,83 na E1 e 2,2 a 9,2 NMP/ml na E2 do
CO (Fig. 1) e de 4,13 a 13,73 na E1 e 0,2 a 16 na E2 NMP/ml do CC (Fig. 2).
Enquanto isso, os indices médios de contaminagao da Al para EC (Figuras 3 e
4) mostram variagdo de 2,2 a 7,83 na E1 e 3,16 a 16 NMP/ml na E2 do CO
(Fig. 3) e de 5,5 a 16 na E1 e 6,47 a 13,73 NMP/ml na E2 do CC (Fig. 4), ao
passo que no caso da AL, a variacao foi de 2,2 a 4,87 na E1 e 2,2 a 5,5
NMP/ml na E2 do CO (Fig. 3) e de 3,16 a 13,73 na E1 e 1,53 a 16 NMP/ml na
E2 do CC (Fig. 4).

Os resultados indicam que, a exceg¢ao para EC na E2 na Al, os indices
médios de contaminacao de CT (Fig. 1 e 2) e de EC (Fig. 3 e 4), tanto na Al
como na AL, foram maiores nas propriedades do CC em relagdo as do CO em
ambas as épocas de avaliagdo.Provavelmente este fato se deve a falta de
monitoramento tanto na agua de irrigagcdo quanto na agua de lavagem das

propriedades de CC, ao contrario do que ocorre em CO onde as certificadoras
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exigem o analises de qualidade destas aguas. Pode-se levar em conta também
a presenga de animais proximos aos leitos de agua, os quais foram muitas
vezes observados em propriedades de CC.

Quando comparadas as épocas, pode-se observar que a E2(grandes
precipitacbes) tanto para Al quanto para AL apresentaram niveis de
contaminagao superiores aos da época 1(seca).

Segundo Shehane et al. (2005), o numero de bactérias de origem fecal
aumenta significantemente nos recursos hidricos nas épocas de grandes
precipitacoes, estando mais uma vez de acordo com os resultados da pesquisa
em questdo. Isto ocorre devido ao fato da agua da chuva transportar para os
recursos hidricos, fontes de contaminagdo e grandes quantidades de matéria
organica, oriundas tanto das cidades quanto dos campos. A temperatura pode
ser relacionada a este fato, pois em Tampa Bay (EUA) durante invernos fortes
com grandes precipitagdes, o numero de bactérias de origem fecal aumentou
significantemente quando comparados a invernos com baixa precipitagao (LIPP
et al., 2001).

De acordo com a Resolugdo da CONAMA n° 20, de 10 de junho de
1986, aguas doces destinadas a irrigagao de hortaligas consumidas cruas nao
deverao exceder o limite de 2 bactérias/ml (tanto para CT quanto para EC).
Tomando-se como base os valores apresentados, apenas duas amostras
encontram-se abaixo do valor estabelecido para CT e EC, sendo ambos do
tratamento Al da P9 na E2 (Fig. 2 e 3) tanto para CT quanto para EC, enquanto
que os demais apresentaram NMP de CT e EC superior ao valor estabelecido
pela resolucdo (CONAMA, 1986). Segundo Guilherme et al., (1999); Franco et
al., (2007) e Biscaro et al.,, (2008), ao analisarem agua de irrigagdo em
propriedades das cidades de Maringa, Curitiba e Botucatu respectivamente,
constataram que 100% das amostras de Al analisadas apresentaram
contaminagao por CT acima estabelecido pela legistacdo do CONAMA. Freitas
et al. (2001), ao analisar agua de pogos utilizadas para irrigagdo no Rio de
Janeiro, constatou que 50% das amostras analisadas encontravam-se niveis
de contaminagao por CT a cima do estabelecido. Souto (2005),na Paraiba,

também constatou em amostras analisadas, niveis de contaminacao por CT e
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EC acima do estabelecido, que variam de 7,75x10° a 1,53x10° NMP/ml,
respectivamente. Ja para Barros et al. (1999), os resultados variaram de 2 a
1,3x10° na E1 e 4 a 6,2x10° NMP/ml na E2 para cultivo convencionalna
Paraiba. Em Campinas, Thiney (2001), obteve resultados semelhantes a
presente pesquisa para Al que variaram de 4 a 49 NMP/ml para CT e de 4 a 23
NMP/ml para EC. Entretanto, foram constatados na cidade de Ribeirdo Preto
por Takayanagui et al. (2001), que apenas 2 de 26 propriedades apresentaram
Al com contaminacao por CT (54 e 17 NMP/ml). Embora escasso, um estudo
realizado por Falavigna et al., (2005) no Parana, contataram niveis de CT em
AL acima do estabelecido pelo CONAMA, assim como, em outro estudo,
Takayanagui et al., (2007) verificaram que 22% das amostras de Al e 33% da
AL encontraram-se acima do padréo estabelecido pela legislagao.
4.1.2.Analise Microbiolégica da Alface

A Tabela 2 apresenta resultados da concentragdo média e o seu
intervalo de confianga 95% de coliformes termotolerantes (CT) em alfaces
lavada (L) e ndo lavada (NL) colhidas nas épocas E1 e E2 em cultivo organico
(CO) e convencional (CC).

Tabela 2. indices médios de coliformes termotolerantes (CT) e o seu Intervalo de
confianga (IC) 95% em alface nao lavada (NL) e pré-lavada (L) em
NMP/g, coletadas nas épocas 1 (E1) e 2 (E2) sob cultivo organico(CO) e
convencional. (CC)

Coliformes termotolerantes (CT) NMP/g

Alface Nao Lavada (NL) Alface Pré-Lavada (L)
E1® IC 95% E2¢ IC 95% E1® IC 95% E2®)  I1C 95%
p1® 36 16 509 383 21 8 63 39
p2W 543 355 417 278 50 20 77 57
p3W 14 7 11 10 5 3 7 4
paW 58 30 162 135 41 31 58 72
p5W 40 44 103 79 7 4 27 29
P 457 267 61 41 266 337 51 43
p7? 325 122 312 337 130 82 25 10
pg? 442 277 293 343 63 40 89 60
pg9? 34 18 42 21,6 19 12 16 9
p10®@ 40 28 159 144 236 343 45 26

(1) Propriedades organicas; (2) Propriedades convencionais (3) Epoca 1 (4) Epoca 2

Conforme a Tabela 2, os indices médios de CT, no CO variaram de 14
a 543 NMP/g para alfaces NL na E1 e 11 a 509 NMP/g para alface NL na E2 e
de 5 a 50 NMP/g para alface L na E1 e 7 a 77 NMP/g para alface L na E2,

enquanto que o CC apresentou indices de contaminagao por CT variando de
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34 a 457 NMP/g para alface NL na E1 e 42 a 312 NMP/g para alface NL na E2
e de 19 a 266 NMP/g para alface L na E1 e 16 a 89 NMP/g para alface L na E2.
Os resultados mostram que nos dois sistemas de cultivo, o tratamento NL
apresentou indices médios de contaminagdo superiores em relacdo ao L,
independente das épocas de colheita (E1 e E2). Embora CO tenha
apresentado o maior indice de contaminagdo encontrado na pesquisa (543
NMP/qg), foi constatado que, o CC apresentou indices médios totais superiores
quando comparado ao CO, no tratamento NL, na E1, enquanto na E2, o CO
apresentou indices médios totais superiores ao CC. Por outro lado, para o
tratamento L, foi constatado maior indice de contaminagdo no CC em relagao
ao CO na E1, destacando-se a P6 (266 NMP/g), P7 (130 NMP/g) e P10 (236
NMP/g), logo na E2 os resultados médios totais foram bastante equilibrados e
uniformes nos dois cultivos.

Tabela 3. Porcentagem de propriedades com niveis de CT acima do estabelecido pela

ANVISA (100NMP/g)
Porcentagem de propriedades com niveis de CT acima do estabelecido pela ANVISA
Alface N&o Lavada (NL) Alface Pré-Lavada (L)
Epocal Epoca2 Epocal Epoca2
Cultivo
Orgéanico 20% 80% 0% 0%
Cultivo

o o o o
Convencional 60% 60% 60% 0%

De acordo com a Resolugédo 12 da ANVISA (2001), o limite maximo

estabelecido de contaminagdo por CT e EC em alface é de 100 NMP/g.
Levando em consideracdo este dado, a porcentagem de propriedades que
obteve niveis de contaminag&o superiores ao exigido pela ANVISA foi, para CO
de 20% no tratamento L na E1 e de 80% no tratamento NL na E2 e para CC
60% no tratamento L e 60% no tratamento NL na E1 e de 60% no tratamento
NL na E2 (Tab. 3).

No Brasil, pesquisas tém constatado verduras com alto indice de
contaminagao por CT, sendo a agua utilizada na irrigagdo uma importante fonte
de contaminagéo para as hortalicas (CRISTOVAO et al., 1967; BARUFALDI et
al., 1984; MARZOCHI, 1997; ARAUJO et al., 1999; TAKAYANAGUI et al.,
2001; GUIMARAES et al., 2003; BISCARO et al., 2008).
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Segundo Barros et al. (1999), o nivel de contaminac&o por CT em CC,
variou de 10x10% a 1,6x10° NMP/g. Entretanto, para CO, os resultados de
Souto (2005), variaram de 4,1x10* e 2,8x10° NMP/g. Além de apresentarem
indices de contaminacé&o superior ao presente trabalho, os mesmos autores
mostraram que 100% das propriedades analisadas encontravam-se com niveis
de contaminagao por CT acima do permitido pela ANVISA. Por sua vez, em
pesquisa recente, Biscaro et al. (2008), constataram que todas as amostras de
alface analisadas se enquadraram abaixo do nivel de contaminagdo maximo
estabelecido pela legislacao.

Como este trabalho, Takayanagui et al. (2007), analisaram o nivel de
contaminagao por CT em alfaces L e NL, e constataram que 24% das amostras
de alface NL e 16% das amostras de L ndo se enquadravam na legislagao,
enquanto que, Santana et al. (2006), ao compararem o CO com o CC
verificaram que o primeiro apresentou resultados superiores de contaminacao
por CT.

A Tabela 4 apresenta resultados da concentracdo média de EC e seu
intervalo de confianga, em alfaces L e NL colhidas nas E1 e E2 em
propriedades de CO e CC.

Tabela 4. indices médios de E. coli (EC) e o seu Intervalo de confianca (IC) 95% em
alface nao lavada e lavada em NMP/g, coletadas nas épocas 1 (E1) e 2
(E2) sob cultivo organico (CO) e convencional(CC).

Escherichia coli (EC) NMP/g

Alface N&o Lavada (NL) Alface Pré-Lavada (L)

E1 IC 95% E2 IC 95% E1 IC 95% E2 IC 95%
P1* 14 4 370 327 6 2 32 8
p2* 102 143 273 353 13 4 9 3
P3* 8 3 5 3 5 2 4 2
P4* 22 10 117 90 8 3 7 3
pP5* 13 7 30 26 3 0,2 9 11
P6** 51 46 23 11 9 6 22 14
pP7** 42 27 52 26 10 5 13 8
pg** 34 46 30 27 15 7 19 7
pPO** 11 7 14 4 7 6 6 3
P10** 14 6 30 25 12 5 13 6

(*) Propriedades organicas; (**) Propriedades convencionais (***) Epoca 1 (****) Epoca 2

Conforme a Tabela 4, os indices médios de contaminacéo por EC no
CO variaram de 8 a 102 NMP/g na E1 e de 5 a 370 NMP/g na E2 para alfaces
NL e de 3 a 13 NMP/g na E1 e de 4 a 32 NMP/g na E2 para alfaces L,

enquanto que, as variagdes foram para o CC de 11 a 51 NMP/g na E1 e 14 a
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52 NMP/g na E2 para alfaces NL e de 7 a 15 NMP/gna E1 e de 6 a 22 NMP/g
na E2 para alfaces L. Os resultados indicaram, nas duas épocas e nos dois
sistemas de cultivo, que o nivel de contaminagdo por EC foi maior no
tratamento NL. Por outro lado, o CO apresentou os maiores indices de
contaminagao por EC, destacando-se a P2 (102 NMP/g) na E1 no tratamento
NL e as P1 (370 NMP/g), P2 (273 NMP/g) e P4 (117 NMP/g) no NL na E2,
quando comparado com o CC. Por outro lado, a E2 obteve os maiores indices
de contaminagao no tratamento NL, quando comparada com a E1 no CO. Este
fato ndo pode ser observado no CC, pois os indices de contaminacdo foram
mais equilibrados e uniformes, ja para o tratamento L, apesar de apresentar
todos os resultados dentro da Legislacdo da ANVISA, os maiores resultados
médios foram obtidos no CC.

Estudos realizados em CC por Cristévao et al. (1967), na cidade de
Sao Paulo, mostraram que os indices de contaminacao nas amostras de alface
analisadas variaram de 30 a 1,1x10* NMP/g, enquanto que para Arauijo (1999),
esta variacao foi de 27 a 87 NMP/g, em Campina Grande. No entanto, na
regido de Campinas, Thiney (2001), constatou uma variagdo de 2 a 79 NMP/g.
Alves et al. (2007), verificaram em estudos realizados no Rio de Janeiro,
indices de contaminagao por EC, em propriedades de CO acima do permitido
pela ANVISA em todas as propriedades analisadas, sendo a variagao de seus
resultados entre 250 a 2,5x10* NMP/g; entretanto, os autores ndo constataram
diferencas significativas entre os CO e CC. Por outro lado, Biscaro et al., (2008)
verificaram que todas as amostras analisadas se enquadraram na legislagao
em vigor, enquanto que, Baumgartner et al.(2007), constataram auséncia de
EC em todas a amostras de alface avaliadas. Assim como o presente trabalho,
Sandri (2003) coletou suas amostras de alface NL em duas épocas diferentes,
as quais foram denominadas de ciclo 1 (06-07/2001) e de ciclo 2 (08-10/2001),
constatando que no ciclo 1 o nivel de contaminacao foi de 148 NMP/g, sendo
superior aos definidos pela ANVISA, ao contrario do ciclo 2 no qual o resultado
foi de 86 NMP/g, diferindo dos resultados obtidos no presente trabalho.

Microrganismos como CT e EC sado denominados de indicadores, os

quais sao utilizados em pesquisas para a verificagado da qualidade das aguas e
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dos alimentos e, consequentemente, monitoram as suas condigdes sanitarias
(ODUMERO et al., 1997).
4.2 Condi¢cbes Ambientais das Propriedades

A Tabela 5 mostra as praticas agricolas e nao agricolas utilizadas e as
condi¢cdes ambientais das propriedades em CO e CC.

Tabela 5. Praticas agricolas e ndo agricolas utilizadas e Condi¢gdes ambientais das
propriedades de CO e CC.

Préaticas e Condi¢des
P1* P2* P3* P4* P5* 9 PE* P7* Pg% Pgm  PlOY* %

Ambientais
AdubosQuimicos - - - - - 0 + + n + + 100
Adubos Orgénicos
Cama de Frango + + + + + 100 - - - - - 0
Bokashi - - - - + 20 - - - - _ 0
Farinha de Osso - + - + - 40 - - R - - 0
Torta de Mamona + + - - - 40 - - - _ _ 0
AdubosOrgénicosComerciais - - - - - 0 - + + - - 40
Adubos Autorizado + - + + + 80 + + + + 100
Presenca de Animais
Cao + + + + - 80 + + + - + 80
Aves + + + + + 100 + + + + + 100
Cavalo/ Boi/ Vaca - - - - - 0 + - + - - 40
Suinos - - - - - 0 - - + - - 20
Procedimentos Higiénicos
Higiene Pessoal + + + + + 100 + + + + + 100
Uso de Luvas - - - + - 20 - - - - _ 0
Pré-lavagem Hipoclorito - - - - + 20 - - - - - 0
Certificagao + + + + + 100 + - - - - 20
Agua de Irrigagéo
Corrego + - - - - 20 + + - - - 40
Poco - - - - - 0 - - - - - 0
Lagoa - + + + + 80 - - + + + 60
Agua Encanada - - - - -0 - - - i - 0
Agua de Pré-Lavagem
Corrego - - - - - 0 + - - - - 20
Poco + + + - + 80 - + - + - 40
Lagoa - - - - - 0 - - + - + 40
Agua Encanada - - - + - 20 - - . - . 0

(+) presencga e (—) auséncia. (*) Cultivo Organico. (**) Cultivo Convencional

Apesar desses resultados, todas as propriedades apresentaram a
pratica de higiene pessoal basica (lavar as méos), mas em apenas 20% delas
(CO), a colheita é feita com utilizacdo de luvas e o procedimento de pré-

lavagem da alface é realizado com solugéo de hipoclorito de soédio (Tabela 5).
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Além disso, no CO todas as propriedades possuem certificacdo, enquanto que
no CC, apesar de raro, a P6 também apresentou certificacdo considerando a
exigéncia das grandes redes de supermercado. Verifica-se ainda que em 100%
dos casos analisados, as aguas de irrigacdo da hortalicas ndo recebe nenhum
tratamento prévio e sdo provenientes de corregos e represas. Entretanto, em
relacdo a agua de pré lavagem, apenas P4 possui tratamento (agua de
abastecimento municipal), pois as propriedades restantes utilizam agua de
pogos nao tratados (80% CO e 40% CC), coérregos (20% CC) e lagoas (40%
CQC).

Os fatores da Tabela 5 podem justificar os resultados das avaliagdes
microbioldgicas referidos nas Tabela 2 e 4, pois através desse fatores pode ser
feita uma comparacao do o alto indice de contaminacdo em alfaces NL (E1 e
E2) com a percentagem de Al que apresentaram tratamento prévio (0%), sendo
estas provenientes de cérregos e lagoas. Como ja foi mencionado, em época
de altas precipitagbes o numero de bactérias de origem fecal aumentam, pois
grandes volumes de matéria organica e materiais contaminados séo levados
até os recursos hidricos expostos (corregos e lagoas), através da agua da
chuva, justificando assim o aumento do numero de CT e EC constatados nas
analises de agua (Fig. 1, 2, 3 e 4) e alface (Tab. 2 e 4) na E2. Além disso, 0
fato do CO apresentar maior contaminacao por EC pode estar relacionado com
a utilizagado de adubos organicos produzidos na propriedade que apresentaram
dejetos de origem fecal e a presenga de animais nas proximidades dos locais
de producéo. A falta de procedimentos higi€nicos assim como a contaminacgao
da agua de pré lavagem, também podem contribuir para a contaminagao das
alfaces colhidas e embaladas.

Ao aplicar questionarios em diversas propriedades, Souto (2005),
relata que a presenca de altos indices de contaminantes ja mencionado
anteriormente tem como fator decisivo a presenca de animais nas
proximidades da horta em 100% das propriedades, além da constatacdo do
nao tratamento prévio da Al.

Segundo Silva et al. (2007), a contaminagao alimentar pode ocorrer

em diversas fases da cadeia de producdo do alimento. No campo, a
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contaminagdo pode ocorrer através do solo com material de origem fecal
(adubos néo tratados), do uso da Al imprépria e do esterco sem compostagem
(ELEMENTO 2006, ALVES et al.,, 2007). Na colheita, a contaminagao pode
ocorrer com 0 manuseio em condi¢gdes higienico-sanitarias precarias, pelo
acesso de animais nas proximidades das hortas e na area de manipulagéo ou
por contaminagdo da embalagem e caixas. A contaminagdo também pode se
dar no transporte se as hortaligas nado forem protegidas (lona ou bau) e nas
atividades de carga e descarga quando ha falhas nos cuidados higiénicos
(TAUXE et al., 1997; SANTANA et al., 2006).
4.3 Identificacdo dos isolados pela analise do perfil de acidos graxos da
membrana celular MIDI.

A Tabela abaixo (Tabela 6) mostra identificagdo de bactérias isoladas
de alface lavada (L) e n&o lavada (NL) e agua de irrigacao (Al) e lavagem (AL)
através de analise do perfil de acidos graxos da membrana celular MIDI.

Tabela 6. Identificacdo, de bactérias isoladas de alface pré-lavada (L) e ndo lavada
(NL); agua de irrigagao (Al) e lavagem (AL) através da analise de perfil de
acidos graxos.

Isolados Is'\g?;rrinzeifo Identificacdo de microrganismos MIDI (1S) @
MBG1AI Al@ Escherichia fergusonii 0,839
M6G2AL AL® Escherichia fergusonii 0,864
M72Al AI® Escherichia coli 0,807
M82AL AL® Escherichia fergusonii 0,837
M102AL AL® Escherichia fergusonii 0,699
M111L L@ Escherichia coli 0,703
M211N NL® Escherichia coli 0,836
M2121L L@ Escherichia coli 0,866
M2222N NL® Escherichia coli 0,741
M2232L L@ Escherichia coli 0,919
M2311N NL®) Escherichia coli 0,889
M3212L L@ Escherichia coli 0,893
M5121L L@ Escherichia coli 0,670
M6112N NL® Escherichia fergusoni 0,840
M10232N NL® Escherichia Fergusonii 0,883

Mindice de Similaridade. (2) Agua de irrigagao; (3) Agua de pré- lavagem; (4) Alface pré- lavado (5) Alface N3o lavado

De todas as linhagens isoladas de neste trabalho, 20 foram

selecionadas aleatoriamente para serem identificadas a partir da analise do
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perfil de acidos graxos da membrana celular MIDI. Através deste sistema de
identificacdo, pode-se observar que quinze isolados foram identificados, sendo
os cinco restantes invalidados devido aos seus baixos indices de similaridade
(abaixo de 0,600).

A analise dos isolados constatou a presenca de duas diferentes

espeécies, sendo elas: Escherichia coli e Escherichia fergusoni.

Relatos mostram que E. fergusonii é considerada como um patégeno
oportunista que possui uma alta resisténcia a antibidéticos e encontra-se
associado a infecgdes humanas como: diarréias, infecgao pleural, infecgdo do
trato urinario (ITU), bacteremia e infecgdes em feridas (MAHAPATRA et al.,
2005).

Isolada em 1985 por Farmer et al, (1985) a espécie despertou o
interesse de estudo em outros autores e passou a ser isolada de locais como,
o conteudo intestinal de animais de sangue quente e do homem (FRENEY et
al., 1987; FUNKE et al.,, 1993; MAHAPATRA ,2005), alimentos manipulados
(REGNAULT et al., 2000; FEGAN et al.,, 2006), sangue, urina, pus € agua
(REGNAULT et al., 2000).

Segundo Farmer et al.,, (1985); Savini et al., (2008) apesar de
pertencerem a espécies diferentes, a E. coli e a E. fergusonii, encontram-se
estreitamente relacionadas tanto em suas caracteristicas moleculares quanto
bioquimicas. Ambas possuem sequéncias de aminoacidos 96% iguais e
fermentam lactose com producdo de gas, sdo Gram negativas, Indol positivas,

Citrato negativas, VM positivas e VP negativas.

Em estudos realizados por Regnault et al., (2000) foi utilizada a técnica
de tubos multiplos para isolamento de E. coli em alimentos e agua; logo ao
utilizarem as técnicas moleculares a fim de confirmar as amostras de E. coli
isoladas, verificaram também que além de E. coli haviam isolado E. fergusonii e
Shigella sp. Entretanto, apesar da técnica de tubos multiplos ser vastamente
utilizada para detecgao de E. coli, esta técnica ndo é 100% confiavel, pois ndo
isola apenas E. coli, podendo também isolar bactérias bem préximas de sua

filogenia.
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4.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)
A figura 5 ilustra a colonizagao da superficie foliar de alface em cultivo

convencional (CC) do tratamento de alface pré lavada (L).

1LGmm x 10000

Figura 5. Elétron-micrografias de varredura da superficie foliar de alface L
pertencente ao CC. A) Bacilos distribuidos na vilosidade da folha. B)
Bacilos na forma isolada e diplobacilos. C) Bacilos na forma isolada e
diplobacilos. D) Bacilos na forma isolada e diplobacilos.

A visualizagdo da figura 5 mostra, de forma clara, que apenas
bactérias de forma bacilar sdo encontradas na superficie foliar do tratamento
lavado, estando elas arranjadas em diplobacilos e também em forma isolada
(TORTORA et al., 2002). Todas as bactérias detectadas na superficie foliar
deste tratamento se encontram proximas uma da outra, dispostas nas
vilosidades contidas na folha. Nenhuma outra forma de bactéria pode ser

observada.
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A figura 6 mostra a colonizagéo da superficie foliar de alface em CC do

tratamento n&o lavado (NL).

Figura 6. Elétron-micrografias de varredura da superficie foliar de alface NL
pertencente ao CC. A) Bacilos e aglomerados nao identificados. B)
Bacilos e aglomerados nao identificados colonizando o estdmato da
folna C) Bacilos, cocos e aglomerados nao identificados. D) Bacilos
cocos e aglomerados nao identificados.

Na figura 6, foram encontradas duas formas de bactérias, bacilar e
cocos (PELCZAR et al.,, 1997; TORTORA et al., 2002), ambas estando na
forma isoladas. Além disso, foram visualizados aglomerados de substancias os
quais nao puderam ser identificados. Estes séo classificados como residuos
aderidos a superficie, nos quais podem estar contidos bactérias, particulas
provenientes do solo e até mesmo precipitados do ar. Entretanto, estes
residuos aparentes nas elétron-micrografias, atrapalham a visualizagdo da
colonizacdo da superficie foliar NL por bactérias.

A figura 7 ilustra a colonizagao da superficie foliar de alface em cultivo

organico (CO) do tratamento L.
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Figura 7. Elétron-micrografias de varredura da superficie foliar de alface L
pertencente ao CO A) Bacilos isolados distribuidos na vilosidade da
folha B) Bacilos e diplobacilos distribuidos na vilosidade da folha C)
Bacilos isolados e aglomerados nao identificados. D) Bacilos agrupados
em cadeia colonizando o estdmato da folha.

Nas elétron-micrografias da figura 7, pode ser observado claramente a
presenga de bacilos isolados e diplobacilos, os quais se encontram na maioria
das vezes distribuidos nas vilosidades da folha. Foram também visualizados
bacilos agrupados em cadeia (PELCZAR et al., 1997) colonizando o estomato
da folha de alface. Diferentemente do CC no tratamento L, foram encontrados
aglomerados de substancias nao identificados em pequenas quantidades, onde
algumas bactérias encontram-se aderidas.

A figura 8 ilustra a colonizagéo da superficie foliar de alface em CO, do

tratamento NL.
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Figura 8 . Elétron-micrografias de varredura da superficie foliar de alface NL
pertencente ao CO. A) Bacilos e aglomerados nao identificados. B)
Bacilos, cocos e aglomerados nao identificados. C) Aglomerados nao
identificados. D) Bacilos, diplobacilos, cocos e aglomerados nao
identificados.

As elétron-micrografias da figura 8 ndo encontram-se claras, devido a
presenga de uma grande quantidade de aglomerados nao identificados em
todas as figuras. Apesar disto, pode ser observado a presenga de bacilos
isolados e diplobacilos (PELCZAR, 1997; TORTORA et al., 2002).

Quando comparadas todas as quatro figuras, ndo pode ser realizada
uma analise quantitativa das bactérias observadas, devido a presenca de
aglomerados nao identificados que ndo deixam claro se a quantidade de
bactéria difere visualmente nos tratamentos. Quando comparados os
tratamentos, foi observado que o tratamento NL apresentou uma quantidade de
residuos aderidos a superficies superior que no tratamento L tanto no CC
quanto no CO. Logo este fato mostra que a lavagem das hortaligas antes de

sua comercializacdo € de grande importancia, pois como podemos observar
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nas elétron-micrografias, este ato elimina os inumeros residuos aderidos a
folha.

Ao observar as formas de bactérias presentes nas elétron-
micrografias, foram detectados grandes quantidades de bacilos e poucos
cocos em todos os tratamentos e tipos de cultivo. Em todas as micrografias foi
possivel identificar apenas bactérias colonizando a superficie foliar. Pesquisas
mostram que a maioria dos microrganismos que habitam a superficie foliar sdo
bactérias, muitas vezes sendo encontrado em média 10° a 10" cells/cm;
(HIRANO & UPER, 1989; BEATTIE & LINDOW, 1995; ANDREWS & HARIS,
2000; LINDOW & BRAND 2003). Entretanto, bactérias habitantes da fitosfera
tem de ter a capacidade de sobreviver as flutuacdes extremas, pois a superficie
foliar é freqientemente seca e a temperatura pode chegar a 40-55 ° C sob luz
solar intensa. Ja durante a noite, as folhas sao frequentemente molhadas com
orvalho e as temperaturas caem podendo chegar a 5-10 ° C (HIRANO & UPER,
1989; YANG, et al.,, 2001; LINDOW & BRAND, 2003). Estudos revelam que
bactérias Gram-negativas possuem a capacidade de sobreviver e multiplicar-se
nas superficies foliares, independentemente das condigbes fisicas, muitas
vezes sendo responsavel por doengas de origem alimentar, estando presentes
em frutas e legumes frescos (COOK et al., 1998; HEDBERG et al., 1999;
MOHLE et al, 1999; CAMPBELE et al, 2001; LINDOW & BRAND 2003; YANG
et al., 2004). Ercolani (1976); Islan et al. (2004) e Brande & Amundson (2008),
ao analisarem alface durante todo seu periodo vegetativo, desde a semente até
a colheita, constataram a presenca de EC e a sua multiplicacdo em todos os
periodos, sobrevivendo assim as flutuacdes extremas ocorridas na superficie
foliar. Embora varios estudos tenham relatado a presenca de EC na fitosfera
em situagcbes extremas, o potencial deste patdgeno em colonizar folhas
intactas de alface na fase de pré e pods-colheita permanece largamente
desconhecido (LI et al., 2001; MANDRELL et al., 2006; DELAQUIS et al., 2007;
BRANDE & AMUNDSON, 2008). Enfim, essas caracteristicas deixam evidentes
os resultados adquiridos neste estudo, onde a presenca de EC foi constatada

na superficie foliar de alface tanto em épocas de baixas quanto de altas
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temperaturas (Tab. 3) havendo diferenciagao significativa apenas quando

comparados os sistemas de cultivos e os tratamentos realizados.
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5. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, as seguintes conclusbes podem ser
auferidas:

1- A 4gua de irrigagao apresentou um alto indice de contaminacéo por
coliformes termotolerantes e E.coli sendo considerada como um dos principais
fatores responsaveis pela contaminacao da alface, independente do sistema de
cultivo.

2- Propriedades de cultivo convencional apresentaram maiores indices
de contaminagao por coliformes termotolerantes e E.coli em agua de irrigagcéo
e agua de pré-lavagem quando comparadas com propriedades de cultivo
organico, devido a falta de controle da qualidade e de protegdo dos corpos
d’agua e a presencga de animais.

3- A Pré-lavagem da alface contribuiu para a redu¢do da contaminagao
por coliformes termotolerantes e E.coli no produto.

4- Ambos os cultivos apresentaram altos indices de contaminagao por
coliformes termotolerantes em alface n&o lavada, com énfase, no cultivo

convencional.
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5- Na agua nao tratada, a presenca de animais no campo, a utilizagédo
de adubos ndo autorizados e o cultivo inadequado da alface sao fatores de
risco que contribuiram para a contaminacdo da alface produzida em sistemas

organicos e convencionais.
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Anexos

2. Formularios de Identificacdo das Propriedades

2.1 Cultivo Convencional

1. Que tipo(s) de adubo é utilizado na cultura de alface? E qual a

quantidade?

2. Qual o periodo de tempo que é aplicado este adubo(s)?

3.Qual a origem deste adubo?

4. qual a origem de mudas de alface?

5. Como é feito o controle de pragas? Qual a quantidade de defensivo

utilizada?

6.Ha transito de animais nos canteiros? Ha criagcdo de animais nas

proximidades? Que tipo?
7. Onde escorre a agua da chuva?
8.De onde provém a agua de irrigagao? E a agua de pré lavagem?
9.Como é feita a colheita?
10.A colheita é realizada por quem? Qual o procedimento higiénico
adotado pelas pessoas antes de coletar o produto? Os responsaveis pela

coleta sao informados da importancia da realizagcao da higiene pessoal?

11. Como é armazenado o produto antes da venda? Quem é

responsavel pelo armazenamento? Estes adotam procedimento higiénico?
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12 Como é vendido este produto? Como é transportado até o local da
venda?

13. A propriedade tem certificacdo? Se sim qual o tipo de analise &
realizado pela certificadora? Qual a frequéncia de visitas realizada por esta?

2.2. Cultivo Orgéanico

1. Que tipo(s) de adubo é utilizado na cultura de alface? E qual a

quantidade?

2. Qual o periodo de tempo que € aplicado este adubo(s)?

3.Qual a origem deste adubo?

4. qual a origem de mudas de alface?

5. Como é feito o controle de pragas?

6.Ha transito de animais nos canteiros? Ha criagdo de animais nas

proximidades? Que tipo?

7. Onde escorre a agua da chuva?

8.De onde provém a agua de irrigagao? E a agua de pré lavagem?

9.Como é feita a colheita?

10.A colheita é realizada por quem? Qual o procedimento higiénico

adotado pelas pessoas antes de coletar o produto? Os responsaveis pela

coleta sdo informados da importancia da realizagédo da higiene pessoal?
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11. Como é armazenado o produto antes da venda? Quem &

responsavel pelo armazenamento? Estes adotam procedimento higiénico?

12 Como é vendido este produto? Como é transportado até o local da

venda?

13. A propriedade tem certificacdo? Se sim qual o tipo de analise é

realizado pela certificadora? Qual a frequéncia de visitas realizada por esta?



3.1 Fotos das Propriedades

3.1.1 Propriedades convencionais

Figura 9. Propriedade dé Sistema de CC. A- Cultivo de alface. B- Reservatoério de
agua utilizado para irrigagdo de hortalicas e coletas de amostras. C-
Amostras de agua coletadas. D- Local de pré-lavagem de hortalicas.

Figura 10. Chiqueiro proximo a area de cultivo de alface onde
foram coletadas amostras.
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3.1.2 Propriedades Orgénicas

Figura 11. Propriedade de Sistema de CO. A- Cultivo de alface. B-
Reservatorio de agua utilizado para irrigacdo de hortalicas e
coletas de amostras. C- Amostras de agua coletadas. D- preé-
lavagem da alface.



3.2. Fotos dos Experimentos

Figura 12. Fotos dos experimentos. A-Becker contendo 25g de amostra de
alface B- processamento da amostra de alface através do
mixer devidamente desinfestado. C- Alface macerada com
agua peptonada 1%. D-Tubos de ensaio com turbos de
Durhan. E-Tubos ensaio que apresentam resultados positivos
(bolhas no tubo de Durhan). F-Resultado positivo no teste
confirmativo de E. coli no meio EMB.
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3.3 Fluxograma de andlise para contagem de coliformes fecais e E.

coli em alface

25¢g+ 225 ml de H,0p

6 mL Caldo
Lauril Sulfato
Triptose (LST)

6 mLCaldo E-Coli

Agar Eosina Azul
de Metileno

Incubar: 35°C
24 hs

Incubar: 44 5°C
24 hs

incubar: 35°C
24 hs



3.4 Fluxograma de andlise para contagem de coliformes fecais e E.

coli em agua
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3.5 Fluxograma de anédlise bioquimica para contagem de coliformes

fecais e E. coli em alface e agua
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