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AVALIACAO MICROBIOL('?GICA E PARASITOLOGICA DE Lactuca sativa cv.
VALENTINA EM POS-COLHEITA PRODUZIDAS NO SISTEMA
AGROECOLOGICO

RESUMO

A Lactuca sativa, a alface, cultura plantada e consumida em todo o territério
brasileiro, ndo obstante as diferencas climaticas e os habitos de consumo. Estudos
realizados no Brasil tém verificado a contaminagao alimentar por helmintos, bolores
e leveduras, devido a ingestdo de hortalicas consumidas cruas. Alguns agentes
etiologicos dessas patologias sdo: Clostridium perfringens, Clostridium botulinum,
Escherichia coli, Salmonella spp., Proteus spp.,Listeria sp, e Shigella sp. Uma das
principais doencgas transmitidas por alimentos € a salmonelose, causada por
bactérias do género Salmonella spp. O presente trabalho tem como objetivo analisar
a presenca ou nao de bactérias da familia Enterobacteriacea, em Lactuca sativa
pos-colheita, bem como identificar e quantificar, determinando o grau de
contaminagao bacterioldgico e avaliar a contaminacgao parasitaria em trés diferentes
adubacgdes agroecolégicas sendo torta de filtro (TF), manipueira (MA) e residuos
agroindustrias (RA) em amostras de Lactuca sativa cv. valentina utilizando as
seguintes dosagens: TF/T1: Sem adubacgéo, TF/ T2: 3,6 Kg m? e TF/T3: 7,2 Kg mZ.
MA/T1: Sem adubo, MA/T2: 4,32 L m? e MA/T3: 8,64 L m? e RA/T1: Sem adubacéo,
RA/T2: 3,6 Kg m? e RA/T3: 7,2 Kg m2. em L. sativa. Colhidas aleatoriamente 20
folhas da L. sativa cultivadas com cada uma das adubacbes, trés foram escolhidas:
cama de frango, torta de filtro e manipueira no sistema agroecolégico na mesma
periodicidade. As analises parasitologicas serao realizadas através dos meétodos de
Faust e Lutz a partir do lavado das folhas e caules com uma solugao de detergente
neutro a 0,5%. As amostras serdo transportadas ao laboratério de analises clinicas
da Uninga, onde serdo avaliadas. As analises microbiolégicas serédo realizadas
segundo metodologias descritas em American Public Health Association (APHA,
2001). Uma melhor compreensdo do comportamento das bactérias
enteropatogénicas em vegetais de salada deve ajudar a prevenir os eventos de
contaminagao inicial e a persisténcia microbiana até o ponto de venda. A seguranga
alimentar em produtos prontos para comer, especialmente alimentos crus, tem sido
um objeto de estudo ha muito tempo. A fim de avaliar eficazmente todas as etapas
em uma planta e analisar toda a cadeia de producédo de alimentos, € importante
identificar a origem dos contaminantes provaveis.

Palavras-Chave: Alface; Bactérias; Olericultura; Pds- colheita



MICROBIOLOGICAL AND PARASITOLOGICAL EVALUATION OF Lactuca sativa
cv. POST-HARVEST VALENTINE PRODUCED IN THE AGROECOLOGICAL
SYSTEM

ABSTRACT

Lactuca sativa, lettuce, a crop planted and consumed throughout the
Brazilian territory, despite climatic differences and consumption habits. Studies
conducted in Brazil have verified food contamination by helminths, molds and yeast,
due to the ingestion of raw consumed vegetables. Some etiological agents of these
pathologies are: Clostridium perfringens, Clostridium botulinum, Escherichia coli,
Salmonella spp., Proteus spp., Listeria sp, and Shigella sp. One of the main
foodborne diseases is salmonellosis, caused by bacteria of the genus Salmonella
spp. The present work aims to analyze the presence or absence of
Enterobacteriacea bacteria in Lactuca sativa after harvest, as well as to identify and
quantify, determining the degree of bacteriological contamination and to evaluate the
parasitic contamination in three different agroecological fertilizers being filter cake.
(TF), manipueira (MA) and agroindustrial waste (RA) in samples of Lactuca sativa cv.
valentina using the following dosages: TF / T1: No fertilization, TF / T2: 3.6 kg m2
and TF / T3: 7.2 kg m2. MA / T1: Without fertilizer, MA / T2: 4.32 L m2 and MA / T3:
8.64 L m2 and RA / T1: Without fertilizer, RA/ T2: 3.6 Kg m2 and RA / T3: 7, 2 kg
m2. in L. sativa. Randomly harvested 20 leaves of L. sativa cultivated with each
fertilizer, three were chosen: chicken litter, filter cake and agroecological system in
the same periodicity. Parasitological analyzes will be performed by the Faust and
Lutz methods by washing the leaves and stems with a 0.5% neutral detergent
solution. The samples will be transported to Uninga's clinical analysis laboratory,
where they will be evaluated. Microbiological analyzes will be performed according to
methodologies described in the American Public Health Association (APHA, 2001). A
better understanding of the behavior of enteropathogenic bacteria in salad
vegetables should help to prevent initial contamination events and microbial
persistence to the point of sale. Food safety in ready-to-eat products, especially raw
foods, has been a subject of study for a long time. In order to effectively evaluate all
steps in a plant and analyze the entire food production chain, it is important to identify
the source of likely contaminants.

Keywords: Lettuce; Bacteria; Fruit growing; Post Harvest
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1. INTRODUCAO

Os vegetais de folhas verdes foram identificados como o grupo de alimentos
de maior preocupagado, numa perspectiva de seguranga microbiolégica. Os riscos
das doencas transmitidas por alimentos incluem uma variedade de bactérias
patogénicas, virus e parasitas. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em
estimativa cautelosa calcula que 600 milhdes de pessoas — quase uma em cada dez
no mundo - adoecem apods ingerir alimentos contaminados. Ao contrario dos
produtos de origem animal, os vegetais, especialmente os folhosos, sdo muitas
vezes consumidos crus. Incluem-se neste grupo todos os vegetais os quais a folha é
destinada ao consumo, tais como a alface (Lactuca sativa; todas as variedades;
FAO, 2019).

Entre 0 segmento de folhosas a alface (Lactuca sativa) € a hortalica mais
consumida pelo brasileiro e representa 50% de toda a produc¢do e comercializagao
nacional do segmento. A cultura € também a terceira em maior volume de producéo
perdendo apenas para melancia e tomate movimentando 8 bilhdes de reais no
Varejo, com produgdo de mais de 1,5 milhdo de tonelada por ano (MONTEIRO,
2016).

O consumo de vegetais frescos faz parte de uma dieta saudavel fornecendo
muitos nutrientes que o corpo necessita, como vitaminas, minerais e antioxidantes
(JUNG et al., 2014).

A hipotese de que o consumo de hortalicas e vegetais crus possa ser fonte
de infecgdo por coliformes, Salmonella sp e outros enteroparasitos, € objeto de
estudo de muitas pesquisas. A presenca de cistos de protozoarios, ovos e larvas de
helmintos nestes alimentos tem grande importdncia para saude publica.
(GREGORIO et al., 2012).

Os vegetais podem ser expostos a microrganismos patogénicos durante a
produgdo, transporte, manuseio e processamento constituindo risco a saude do
consumidor. Muitos destes produtos olericolas destinam-se ao consumo fresco o
que pode potenciar o aparecimento de Doengas de Origem Alimentar (DOA;
FAO/WHO, 2008) tendo grandes implicagdes na saude publica (JUNG et al., 2014).



A prevencéo de riscos de contaminagao por agentes patogénicos em folhas
de alface passa pelas boas praticas agricolas que vao desde a semeadura até a
colheita, além de outros importantes aspectos, passando ainda pelo processo do
cultivar — como a qualidade da agua usada para irrigagdo, o emprego de praticas
sanitarias adequadas por parte dos produtores na manipulacido das plantas e a
higiene do agricultor no campo. Com isso, a industria alimentar deve monitorar e
controlar toda a cadeia de producdo desde o campo até seu destino que € os
consumidores (HOHWEYER et al., 2016).

As fontes da contaminagdo sao as mais variadas, podendo acontecer
através da agua, do solo, do ar, de insetos, das maos e dos alimentos, sendo a agua
o principal veiculo de contaminagdo, pois, pode acumular e transportar os
enteroparasitas. Todavia, a propagacao ¢é influenciada, principalmente, pelo homem
ou animal infectado ocasionando a disseminacdo de ovos e larvas no ambiente
através de seus dejetos. Esta forma de propagacdo é considerada veiculo de
contaminagao do solo, agua e consequentemente dos alimentos representando um
importante problema de saude publica (BARROS et al, 2018).

A orientagdo aos consumidores quanto aos cuidados no armazenamento e
na manipulacdo apropriada do produto fresco deve ser incentivada pelas
autoridades sanitarias como forma de evitar doencgas veiculadas pelos alimentos.

Procedimentos ao consumo seguro, do ponto de vista higiénico-sanitario,
estdo regulamentados pela legislagcéo vigente instituida pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Diante do exposto, objetivou-se avaliar/pesquisar fontes de contaminagao
em Lactuca sativa produzidas na regido noroeste do Parana no sistema
agroecologico. Hortalicas essas produzidas para o consumo humano e seus riscos

de contaminacao ao consumidor final.

2. REVISAO
2.1 ALFACE

A alface (Lactuca sativa), pertencente a familia Asteraceae, originaria da
regidao do Mediterraneo, € uma planta herbacea e muito delicada com um caule

pequeno nao ramificado ao qual suas folhas se prendem. Utilizada na alimentagao
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desde 550 a.C., acredita-se ter sido introduzida no Brasil pelos portugueses no
século XVI, atualmente sendo uma das hortalicas folhosas mais cultivadas e
consumidas em diversos paises, ela pode ser considerada a mais importante na
alimentacgao do brasileiro (MUNIZ et al, 2018).

Apreciada em todo o mundo para o consumo em saladas frescas, essa
hortalica geralmente é consumida in natura, sendo muito apreciada para o uso em
dietas. Nos meses de inverno, no sul do Brasil, existem periodos do ano com
condigbes climaticas que desfavorecem o desenvolvimento da cultura, pela
ocorréncia de temperaturas inferiores a 10°C e precipitacbes pluviométricas
prolongadas ocorrendo danos fisicos e retragdo do crescimento das plantas
(BARBOSA et al, 2016).

Na agricultura nacional sua expressividade econbémica € assegurada
principalmente por garantir o fluxo econémico e a sustentabilidade para pequenas e
meédias propriedades rurais, gerando até cinco empregos diretos por hectare (LEITE
et al., 2016).

Em 2014 a Organizagdao das Nacbdes Unidas para a Alimentagdo e
Agricultura FAO, declarou este o Ano Internacional da Agricultura Familiar, AIAF
2014. No contexto da reflexdo do AIAF 2014 o plano mestre objetiva aumentar a
visibilidade da agricultura familiar e dos pequenos agricultores, focalizando a
atencdo mundial em seu importante papel na erradicagdo da fome e pobreza,
provisdo de seguranga alimentar e nutricdo, melhora dos meios de subsisténcia,
gestdo dos recursos naturais, prote¢cdo do meio ambiente e o desenvolvimento
sustentavel, particularmente nas areas rurais ( LEITE et al., 2016).

No Brasil sdo produzidas em média cerca de 1,5 milhdo de toneladas de
alface por ano, cultivadas em uma area de 91.454 hectares, movimentando em
média R$ 8 bilhdes somente no varejo (ABCSEM, 2016).

A cultura da alface é propagada por meio de sementes, as quais enfrentam
grandes adversidades no meio externo, pois, a maioria das cultivares séo de clima
amenos com temperaturas variando entre 2 a 20 °C. A qualidade, principalmente
fisiolégica e sanitaria, € fundamental para garantir o rapido estabelecimento e
uniformidade no campo, condicionantes para o sucesso produtivo desta oleicola
(PINHEIRO; PANOZZO, 2018).



2.2 SEGURANCA ALIMENTAR DE HORTALICAS EM SISTEMA
AGROECOLOGICO

A preocupagao do homem com a qualidade e a seguranga dos alimentos
vem crescendo. Por essa razdo, na escolha dos alimentos, os consumidores cada
vez mais levam em consideragdo os riscos alimentares que os produtos podem
oferecer a dindmica da agricultura (POZZEBON, 2018).

Todos os alimentos devem ser produzidos seguindo praticas que resultem
em produtos seguros para serem consumidos. Isso também é verdadeiro tanto para
0 sistema organico de cultivo como para o convencional, o temor recai também
sobre a qualidade do que se produz gerando incertezas sobre a eficiéncia e a
qualidade dos grandes sistemas agroalimentares, em virtude principalmente do tipo
de adubacao (NASCIMENTO, et al, 2019).

Tendo em vista a exigéncia crescente tanto por parte das empresas de
refeicdo coletiva como por parte do consumidor do fornecimento de alimentos
seguros e que no sistema de producgado da alface minimamente processada varias
etapas podem oferecer algum risco a saude do consumidor quer seja pela
introdugdo de microrganismos ou suas respectivas toxinas, quer seja pela
contaminagao com residuos de agrotoxicos ou produtos usados para sanificagdo. A
relagao equilibrada entre ser humano e natureza € o principio basico de manutencao
da saude (AZEVEDO, 2018).

Na sanitizacdo dos vegetais com hipoclorito utilizar uma solugdo com uma
concentracéo de 100 a 200 ppm (partes por milhdo) de cloro residencial livre com
monitoramento da concentracdo do mesmo através de papel indicador ou testes
colorimétricos, como os utilizados em piscinas e, neste caso, observar as diluigdes
necessarias para determinar o nivel residual do cloro. Os vegetais ficam em contato
com essa solugéo por um periodo minimo de 15 minutos. Se necessario, promover o
enxague com agua potavel (EMBRAPA, 2004).

O Brasil vivencia importantes mudancas no padrao alimentar da populagao.
Nas duas ultimas décadas, aumentou o consumo de carnes, leites e derivados,
acgucar refinado, alimentos processados e ultra processados. Por outro lado, houve a
reducdo do preparo e do consumo domiciliar de alimentos in natura, em especial

frutas, hortalicas e leguminosas. Predomina no mundo um modelo de produgéo e
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consumo que considera o alimento mercadoria prevalecendo a produgado em larga
escala e o consumo de produtos alimenticios produzidos por industrias a partir de
mateérias-primas oriundas de uma produgao agricola baseada na monocultura com
elevado uso de agrotéxicos, fertilizantes quimicos e organismos geneticamente
modificados ( MACHADO et al, 2016).

Mesmo considerando leis e decretos de incentivo a aquisicdo de alimentos
nao convencionais ha sete anos o Brasil ocupa o lugar de maior consumidor de
agrotéxicos do mundo e aumentou a compra de insumos agricolas em 190% na
ultima década. A Associacao Brasileira de Saude Coletiva publicou o dossié “Um
alerta sobre os impactos dos agrotoxicos na saude” em 2015 o qual relacionou a
produgao, exposicdo e consumo de alimentos convencionais assim como também o
consumo de agua contaminada por agrotdxicos a intoxicagdes agudas e crbnicas,
ocorréncia de neoplasias, ma formacdo, neuropatias, imunotoxicidade, alteracdes
enddcrinas, alteracdes do sistema reprodutor, do desenvolvimento e do crescimento
(ABRASCO, 2015). Por esse motivo, o consumo de alimentos organicos e/ou
agroecologicos deve ser estimulado e é definido como uma pratica alimentar
saudavel (BRASIL, 2014).

2.3. ENTEROPARASITOSES

Os parasitas intestinais, também conhecidos como enteroparasitas,
organismos dos filos Protozoa, Platyhelminthes, Nematoda e Acantocephala, sdo um
importante problema de saude publica com consequéncias individuais e sociais tais
como deficiéncias no desempenho escolar e no trabalho e despesas com servigos
de saude. Transmitidos oralmente pela ingestdo de agua ou alimentos contaminados
e, portanto, comuns em areas onde as condicbes sanitarias sao inadequadas
(NUNES et al, 2017).

Enteroparasitoses possuem alta prevaléncia em todo mundo, sendo de
grande relevancia para saude publica, pois, apresentam uma taxa de prevaléncia
mais elevada em paises que ainda estdo em desenvolvimento. A contaminagao se

da principalmente pela ingestdo de formas parasitarias contidas nos alimentos e na



agua, como ovos, larvas, cistos e oocistos, sendo mais prevalentes em areas nas
quais as condigdes higiénico sanitarias sdo precarias (NUNES et al, 2017).

As enteroparasitoses sao apontadas como um indicador do desenvolvimento
socioecondémico de um pais. Elas tém como agentes etiolégicos helmintos ou
protozoarios, os quais causam enfermidades no ser humano em pelo menos uma
das fases de seu ciclo biologico, localizam-se no aparelho digestivo do homem
podendo provocar diversas alteragdes patoldgicas. Fatores como falta de
saneamento basico, escassa educagao em saude e ma higiene alimentar estao
diretamente relacionados ao indice de parasitose em uma regido e s&o
determinantes para avaliar as condi¢cdes de vida da populacdo (HERNANDES et al,
2018).

O modo como determinada hortalica é cultivada pode torna-la suscetivel a
contaminagdes, portanto fatores como o contato da mesma com insetos, aves,
roedores, o tipo de irrigacdo e adubacédo, na qual pode incluir dejetos de animais ou
mesmo do homem, influem fortemente para que haja a contaminacdo desse
alimento (HERNANDES et al, 2018).

Uma das principais vias de transmissdo de enteroparasitos para os seres
humanos é o consumo de verduras, frutas e hortalicas, quando n&o higienizadas
adequadamente, podendo assim trazer riscos a saude, pois, geralmente, esses
alimentos sdo consumidos na forma in natura. No entanto, o aparecimento de
doencas parasitarias ou parasitoses pode alterar a saude do hospedeiro a longo
prazo, extraindo nutrientes que sao necessarios a sua sobrevivéncia, modificando
seu metabolismo, retardando o desenvolvimento, propiciando a reinfecgdes e em
alguns casos podendo levar a morte. A partir do exposto, surge a necessidade de
mais estudos sobre o tema, com o intuito de auxiliar no controle da saude humana,
proporcionando melhor qualidade de vida a populagdo e consciéncia sobre a
importancia da higiene adequada para o consumo de alimentos in natura partindo da
exposi¢cao dos riscos que podem ocorrer quando esses cuidados ndo ocorrem
(HERNANDES et al, 2018) .



24 AGUA

Para as culturas agricolas o fornecimento de agua interfere de forma direta
na producgao vegetal, bem como no processo de maturagcdo das sementes. O acesso
a agua potavel preocupa cada vez mais quando se avalia estudos sobre a
disponibilidade de recursos hidricos até o final do século essa situagdo fica ainda
mais evidente. O quadro é agravado devido as alteragbes climaticas e os danos
ambientais que afetam esse importante recurso em todo o mundo (ARAUJO, 2017).

Os vegetais e legumes se caracterizam pela necessidade de grande volume
de agua para que ocorra seu desenvolvimento de modo satisfatorio. Levando-se em
conta a alface, foco do estudo, o seu consumo médio de agua por metro quadrado é
de 3 litros diarios, sendo que a quantidade varia de acordo com a idade da planta e
época do ano. Neste sentido, a irrigacdo desempenha papel crucial para evitar o
estresse hidrico, especialmente durante a formacdo da “cabeca” da planta
(QUITAISKI, 2018).

A agua é recurso vital para a sobrevivéncia, ndo somente para consumo. Ela
€ fundamental para a produgéo de alimentos sendo que apenas 0,008% da agua do
planeta € propria para o consumo e que ainda cerca de 12% do total da agua doce
existente no planeta esta no Brasil (EMBRAPA, 2018).

A agricultura, anualmente, é responsavel por 87% do consumo total de agua
no mundo. Em termos globais, a industria usa 24% e consome 4% da agua hoje
aproveitada e seu uso excessivo pode acarretar a diminuicdo do volume ou o
esgotamento dos aquiferos subterrdaneos. Em areas sem rede de esgotos, a
contaminagao das aguas pode ocorrer por efluentes domésticos, nos quais existem
elevadas concentragdes de produtos quimicos e variadas concentragdes de
organismos patogénicos, podendo causar impactos significativos sobre a saude
humana (SANDRI e ROSA 2017).

O desenvolvimento da agricultura e o uso de novas tecnologias para o
aumento da produtividade sdo extremamente dependentes da disponibilidade dos
recursos hidricos (MENG et al., 2016).

A maioria dos produtores rurais ndo possui orientacao sobre a importancia

das caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas da agua de irrigagdo para o
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desenvolvimento da planta e para produtividade da lavoura, principalmente para o
cultivo de hortalicas. Estas caracteristicas podem ser um indicativo das condicdes
sanitarias da producdo, pois ao carregar bactérias patogénicas a agua pode atuar
como veiculo de disseminagdo de doengas contaminando o solo e toda produgao
agricola (JOBBINS e ALEXANDER, 2015).

A utilizacdo da agua de qualidade é de fundamental relevancia para o
sucesso na producdo de culturas que dispdem de sistemas irrigados. Porém, esta
avaliagao €, muitas vezes, ignorada durante a elaboragao de projetos de irrigagéo.
Consequentemente, a utilizagdo de agua de ma qualidade podera ocasionar efeitos
indesejaveis na condugdo de uma cultura comercial ou servir como meio para
contaminagdo da populagdo, pela presengca de compostos quimicos e
microbiolégicos danosos a saude humana (LIMA et al., 2014).

Assim, o conhecimento da qualidade da agua é de fundamental importancia
para a produtividade e para o controle da disseminagao de doencas microbianas em
areas de producao (VAN DYK et al., 2016).

2.5  SISTEMA AGROECOLOGICO DE PRODUGAO DE OLERICOLAS

Embora seja um setor em expansado, a produgdo de hortalicas organicas
esta sujeita a riscos. Além daqueles inerentes a agricultura convencional tem-se:
baixa escala de producdo; maior uso de mé&o de obra; uso de embalagens
adequadas para a certificagao; custos com a certificacdo, que oneram o produto final
0 que também representa um risco de mercado. Na produgado de hortaligas,
algumas praticas sao essenciais para condugao das hortas e a produgao de insumos
destinados ao sistema orgéanico, dentre elas o uso dos fertilizantes organicos (LIMA,;
SANTOS; SEDIYAMA, 2014).


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1980-993X2016000300665&script=sci_arttext#B12
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1980-993X2016000300665&script=sci_arttext#B25

Figura 1: Canteiro de producgédo de alface.
Fonte: Arquivo pessoal do autor, 2018.

O Brasil é atualmente o principal consumidor mundial de pesticidas, e esse
consumo acompanhou o0s avangos nha produgdo agricola. Desde a publicagéo
de Silent Spring, de Rachel Carson em 1962 - chamada de pedra angular do
ambientalismo contemporaneo (LYTLE, 2007 )-, o mundo, cientistas, politicos e
organizacdes tém denunciado os efeitos adversos dos diferentes tipos de pesticidas
na saude humana e no ambiente (HESS, PORTO, 2014).

Nas ultimas décadas vem de forma crescente se conscientizado dos riscos
dos pesticidas (CARVALHO et al, 2017).

Muitas publicagdes, varios tipos de pesticidas foram proibidos ou seu uso
abandonado, enquanto outros surgiram no mercado, a agricultura sofreu
modificagdes que abriram caminho para a existéncia da agricultura tradicional de
base ecoldgica. No entanto, apesar desse debate, do recente desenvolvimento da
agroecologia (um sistema agricola que ndo usa agrotoxicos) e da demanda por
produtos organicos os pesticidas ainda estdo sendo usados em grande escala e em

quantidades sem precedentes (VIEIRA et al, 2018).
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De 2000 a 2012, o consumo brasileiro de ingredientes ativos em agrotoxicos
e produtos relacionados por hectare plantado mais que dobrou, segundo a sexta
edicdo do Indicadores de Desenvolvimento Sustentavel (IDS) publicada pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica,
IBGE). Em 2002, 2,7 kg / ha foram comercializados; neste ano, o valor chegou a
6,9kg / ha (IBGE, 2015).

Gliessman (2005) apresenta seis dimensdes sem as quais a
sustentabilidade ndo é alcangada em agro-ecossistemas de producdo (RIEPE,
2015):

1° refere-se a dimensédo Ecoldgica, a qual ndo se restringe apenas as
melhorias das condig¢des fisicas, quimicas e biolégicas do solo, mas também na
manutencao e melhoria da biodiversidade, das reservas e mananciais hidricos assim
como dos recursos naturais em geral.

2° refere-se a dimensao Social, de modo que “a preservacdo ambiental e a
conservagao dos recursos naturais adquirem relevancia quando o produto gerado
nos agro-ecossistemas possam ser apropriados e usufruidos pelos diversos
seguimentos da sociedade”.

3° refere-se a dimensdo Econbmica, de forma que a sustentabilidade de
agro-ecossistemas supde a necessidade de obter-se balango agro energético
positivo, sendo necessario compatibilizar a produgédo agropecuaria € o consumo de
energias nao renovaveis.

4° refere-se a dimensao Cultural, que numa intervencdo em bases
agroecoldgicas consideram-se os saberes, os conhecimentos e os valores locais das
populagdes rurais.

5° se refere a dimensao Politica, que tem a ver com o0s processos
participativos e democraticos que se desenvolvem no contexto da produgéo agricola
e do desenvolvimento rural.

6° refere-se a dimensdo Etica, que requer a adocdo de valores, que ndo
necessariamente serao homogéneos. Como o resgate da cidadania e da dignidade
humana, a luta contra a miséria e a fome ou a eliminacdo da pobreza e suas

consequéncias sobre o meio ambiente
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2.6 FERTILIZANTES

A mistura de fertilizantes minerais e organicos gera os fertilizantes
organominerais. A composicao dos fertilizantes organominerais permite a redugao
de perdas de nutrientes no solo levando a uma liberagdo gradual de nutrientes e
também acrescenta matéria orgénica ao solo. O fertilizante organomineral promove
a redugao de impactos ambientais da atividade agropecuaria, aumento na fertilidade
do solo e ainda reduz o uso de fertilizantes quimicos (SOUZA, 2014).

Os fertilizantes organicos apresentam composi¢do variavel conforme sua
origem, teor de umidade e processamento, antes de sua aplicacdo. No sistema
organico de producéo sao geralmente utilizados adubos verdes, restos de colheitas,
tortas e farinhas de vegetais fermentados, compostos organicos bioestabilizados,
residuos industriais e agroindustriais isentos de agentes quimicos ou biolégicos com
potencial poluente e de contaminacdo, fosfatos naturais e semissolubilizados,
farinhas de ossos, termo fosfatos, escorias e rochas minerais moidas como fonte de
calcio, magnésio, fosforo, potassio e micronutrientes (sempre de baixa solubilidade)
(silva, 2016).

Sé&o capazes de melhorar as propriedades fisicas, quimicas e biologicas do
solo, além de serem uma alternativa ecologicamente correta sdo todos os produtos
originarios de residuos animais, vegetais e industriais ou urbanos que possuem altos
teores de componentes organicos (lima et al., 2015).

A adicado de fertilizante mineral ao organico faz com que a aplicagédo do
fertilizante organomineral garanta maior uniformidade nas concentragdes e
disponibilidade de nutrientes no produto final. o fertilizante organomineral aumenta a
concentragdo de nutrientes, minimizando as taxas de aplicagdo no campo (silva,
2016).

Isto ocorre pela capacidade de troca catidnica, geralmente muito superior
aos argilominerais, apresentando efeito quelatizante sobre o0 mesmo. Desta forma os
fertilizantes organominerais promovem uma liberagcéo lenta de nutrientes garantindo
o suprimento das necessidades da planta durante todo o ciclo (RODRIGUES et al.,
2015).
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2.6.1 Adubacao e irrigagédo na Torta de Filtro

Figura 2: Area experimental torta de filtro
Fonte: Arquivo pessoal do autor, 2018.

O composto do residuo denominado de torta de filtro (TF) é obtido nos filtros
rotativos apds extracdo da sacarose residual da borra. Sua composicao é variavel
em funcao da variedade da cana, tipo de solo, maturacdo da cana, processo de
clarificagdo do caldo e outros (SANTOS et al, 2018).

Durante o processo de clarificacdo do caldo, a adicdo de produtos que
auxiliam na floculagdo das impurezas pode aumentar o teor de alguns minerais,
principalmente fosforo e calcio. Cerca de 30% do conteudo total de fésforo aparece
na forma orgénica e o nitrogénio predomina na forma proteica propiciando lenta
liberacao desses elementos e consequentemente alto aproveitamento pelas plantas
(SANTOS et al, 2018).
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2.6.2 Adubacao e irrigagdo na Manipueira

Figura 3: Area experimental manipueira
Fonte: Arquivo pessoal do autor, 2018.

A manipueira, ou agua de mandioca, é o liquido amarelo resultante da
prensagem das raizes da mandioca durante o processo de fabricagdo da farinha.
Neste liquido contem acido cianidrico que € venenoso e nocivo a alimentacao
humana e animal (ALMEIDA e SILVA, 2018).

Sua contribuigdo na agricultura organica e no fortalecimento da
sustentabilidade da agricultura familiar fica evidenciada por reunir condigdes e
caracteristicas capazes de converté-la em importante insumo agricola e pecuario
agroecoldgico, seja como adubo de solo e foliar, inseticida e fungicida naturais
(ALMEIDA e SILVA, 2018).

Nas farinheiras, a agua de prensa equivale a cerca de 300L por tonelada de
raizes e para fecularias a agua de extragcdo pela diluicdo chega a 600L. A alta
concentragdo de matéria orgéanica interfere na granulometria do solo devido ao
aumento da massa de particulas de solo por unidade de volume diminuindo,
portanto, o0s espagos ocupados pelos poros maiores e aumentando a
microporosidade (OLIVEIRA, 2016).
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Adubacéo e irrigacdo com Residuos Agroindustriais

Figura 4: Area experimental residuos agroindustriais
Fonte: Arquivo pessoal do autor, 2018.]

Residuos agroindustriais sdo provenientes de industrias aviarias (cascas de
ovos, ovos nao eclodidos, pintainhos ndo comerciais), cama de frango (dejetos de
avicultura), remanentes de cereais (grdos em geral), residuos de abatedouros
bovino e suino e ainda maravalha (FIORI; SCHOENHALS, FOLLADOR, 2008).

A utilizacdo de residuos da agroindustria, como componente para
substratos, pode propiciar a reducdo de custos, bem como auxiliar na redugao da
poluicdo decorrente do acumulo desses materiais no meio ambiente. Algumas das
técnicas de transformacdo de residuos organicos e de grande alcance, tendo em
vista da sua praticidade e resultados alcangcados, € a compostagem, pois ela
possibilita a transformacao de residuos organicos em adubo organico de grande

valor fertilizante para as plantas (JESUS, 2016).
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3. MATERIAIS E METODOS

O trabalho de pesquisa foi realizado no Nucleo Experimental de Agronomia
do Centro Universitario Inga — UNINGA em Maringa, Parana entre os meses de abril
a julho de 2018 com as coordenadas geograficas de S 23°22°95” W 51°5372" e
altitude 497m.

3.1. ANALISE DO SOLO

De acordo com a classificagdo de Kdppen, o clima da regido caracteriza- se
por ser CFA — umido subtropical mesotermal, traduzido por verbes quentes e
reduzida ocorréncia de temperaturas baixas e ainda nos meses de verdo ha
ocorréncia de chuvas constantes e no inverno periodo mais seco. A média das
temperaturas nos meses mais quentes esta proxima a 22°C e nos meses de
temperaturas mais baixas proximo a 18°C. Os solos do experimento apresentam as

seguintes caracteristicas quimicas:

Quadro 1. Valores das caracteristicas quimicas obtidos da anélise do solo do experimento

Manipueira | Residuo Torta de Filtro
agroindustrial

pH em CaCl? 5,60 5,40 5,00
MO (g dm™3) 20,36 21,50 26,65
P (mg dm™3) 14,54 15,58 8,16
K* (cmolc dm™3) 0,46 0,66 0,35
Ca?* (cmolc dm™3) 6,76 7,50 6,41
Mg?* (cmolc dm-3) 2,31 1,95 1,38
H*Al (cmolc dm3) 3,65 4,61 5,55
CTC (pH 7,0) (cmolc dm™) 13,08 14,72 13,69
AR* (cmolc dm-3) 0,00 0,00 0,00
S (mg dm3) 3,77 4,10 4,78

B (mg dm-3) 0,47 1,03 0,25

15




Fe2* (mg dm) 35,14 40,26 65,99
Mn (mg dm?) 133,00 116,70 116,50
Cu (mg dm?) 24,58 39,04 49,74
Zn (mg dm?) 11,99 24,20 11,01

Para o presente trabalho foi utilizada a alface crespa Valentina, de ciclo
médio (55 dias) por possuir qualidades como: rusticidade em qualquer situagao e
adaptacao as condi¢des tropicais de cultivo — juntamente com novas caracteristicas,
como: plantas de porte grande, com folhas compridas, talo grosso e sistema
radicular muito vigoroso (SAKATA, 2017).

A area total destinada ao cultivo da Lactuca sativa na presente pesquisa foi
de 77,76 m? sendo esta, dividida em dois canteiros com as metragens
subsequentes de 1,20 metro de largura x 38,9 metros de comprimento. Compondo
uma area total de 47,4 m? e apds 10 dias do preparo dos canteiros, foi realizada a
etapa de transplantio, sendo as mudas acondicionadas em 4 linhas de 1,2 metros de
comprimento e espagadas entre si na linha por 0,30 m, conforme sugerido pela
empresa, correspondendo assim a 16 plantas, avaliando-se apenas as quatro
plantas centrais, constituindo assim a area util da parcela. Nos meses de abril e
maio foi realizado o preparo de solo, efetuando duas gradagens com trator Massey
Ferguson 4x4, 75 cv, em seguida utilizada enxada rotativa com canteirador 115-200
BC - FC, da marca MEC-RUL. Largura entre ponteira 1,50m, altura do canteiro 25-
45cm.

3.2 TRANSPLANTIO

3.2.1 Transplantio manipueira

As caracteristicas fisicas e quimicas da manipueira sao: soélidos
sedimentaveis (17,20 ml/L"), pH (4,08), Nitrogénio (980 mg/L"), Potassio (740 mg/L"),
Fosforo (1970 mg/L"), Sédio (460 mg/L"), Calcio (240 mg/L"), Magnésio (360 mg/L"),
Zinco (2,60 mg/L"), Cobre (2,80 mg/L"), Manganés (20,00 mg/L"), Ferro (10,00

mg/L"). (DUARTE, 2012).
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A manipueira utilizada neste trabalho foi fornecida pela empresa Amidos
Pasquini, Nova esperancga, Parana. O residuo foi aplicado no solo via regador
seguindo as dosagens 0 m® ha”', 15 m® ha', 30 m® ha', 45 m® ha' e 60 m® ha- ', no
dia anterior ao transplantio.

Neste trabalho, consideramos o teste a campo simulando a realidade da
maioria dos produtores dessa hortalica. Trabalho semelhante foi realizado onde
pode ser testado doses equidistantes, em casa de vegetacao, sendo os tratamentos
compostos das seguintes doses de manipueira: 0 m® ha-', 5 m® ha', 15 m® ha!, 25
m? ha', 45 m® ha' e 65 m® ha' (DUARTE, 2012).

A obtengdo da manipueira deu-se em duas condi¢des de coleta: a) no
primeiro caso, coletada e armazenada dez dias antes da aplicagcdo em galdo de
150L. b) no segundo caso, a manipueira coletada fresca com 24h da aplicagdo no
solo. Esse procedimento visou verificar se ocorreria perdas em suas propriedades e
se, eventualmente, poderia interferir negativa ou positiva nas plantas.

Sua aplicacao foi realizada manualmente cobrindo toda a area da parcela
utilizando regador de 10L e um galdo com as dosagens aferidas e gravadas na sua
lateral. As mudas foram adquiridas de empresa idonea na regido no més de maio e,
em bandejas de poliestireno expansivel com 200 células preenchidas com substrato
Carolina Soil, cultivadas em ambiente protegido até apresentarem quatro folhas
definitivas.

Para a realizagao do transplantio as mudas deveriam apresentar em média 5
cm de altura (x Tmm) e bem formadas. O sistema de irrigagdo usado no experimento
foi do tipo gotejamento, espagcados em 30cm cada gotejo na linha e 30 cm entre
linhas, resultando em 1,5 litros H20/ hora, totalizando a média de 600 litros de agua

no canteiro, distribuido em dois horarios durante o dia, nos periodos mais quentes.

3.2.2 Transplantio residuo agroindustrial

A area destinada ao cultivo da cultura em estudo possui 1.20 metro de
largura x 58,5 metros de comprimento, totalizando area total de 70,2 m? e, apés 8
dias do preparo dos canteiros, foi realizada a etapa de transplantio, sendo as mudas

acondicionadas em 4 linhas de 1,20 metros de comprimento e espagadas entre si na
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linha por 0,30 m, conforme sugerido pela empresa correspondendo assim a 16
plantas.

As mudas foram adquiridas de empresa idénea na regiao, no més de maio e,
em bandejas de poliestireno expansivel com 200 células preenchidas com substrato
TNGOLD, cultivadas em ambiente protegido até apresentarem quatro folhas
definitivas. Para a realizagdo do transplantio as mudas deveriam apresentar em
média 4 cm de altura e bem formadas.

O sistema de irrigagao usado no experimento foi do tipo gotejamento,
espacados em 30cm cada gotejo na linha e 30 cm entre linhas. A bomba possui uma
vazdo de 584 litros por hora, ja o canteiro possui 585 bicos gotejadores
proporcionando uma vazao de 1(um) litro por hora por bico gotejador. A irrigacao foi
ligada duas vezes ao dia, a primeira na parte da manha e a segunda na parte da
tarde totalizando uma quantidade de 1170 litros de agua por dia no canteiro, em
meédia 1,625 litro e seiscentos e vinte cinco ml de agua por planta ao dia.

O residuo agroindustrial, composto organico, foi fornecido pela Incoa
Comércio de Fertilizantes e Maquinas de Maringa PR, e foi aplicado em cada
parcela de acordo com as doses experimentais em cobertura e incorporado ao solo

do canteiro 8 dias antes do transplante das mudas.

3.2.3 Transplantio torta de filtro

Nos meses de abril e maio foi realizado preparo de solo com gradagens e
levantados os canteiros com encanteiradora com altura média de 0,25cm, apdos 12
dias do preparo dos canteiros e incorporado a torta de filtro, foi realizada a etapa de
transplante, sendo as mudas acondicionadas em 4 linhas de 1,2 metros de
comprimento e espagadas entre si na linha por 0,30 m, conforme sugerido pela
empresa, correspondendo assim a 16 plantas, avaliando-se apenas as quatro
plantas centrais, constituindo assim area util da parcela.

As mudas foram adquiridas de empresa idénea na regido no més de maio e,
em bandejas de poliestireno expansivel com 200 células preenchidas com substrato
Tngold EC 0,4, cultivadas em ambiente protegido até apresentarem quatro folhas

definitivas, com semeadura realizada em 10 de abril 2018, fonte da semente
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fornecedora Sakata, adubac&o no periodo do viveiro com fértil irrigagdo em nitrato
de calcio (Ca(NOs)2), nitrato de potassio( KNOs ) e monopotassio (KH,PO,). Para a
realizagao do transplantio as mudas deveriam apresentar, em média, 5 cm de altura
e bem formadas.

O sistema de irrigagdo usado no experimento foi do tipo aspersao, com
quatro (4) aspersores da marca Agropolo modelo Ny30°, com bico do tipo longo
verde ER 5,00 x 4,60 mm com encaixe de 1 polegada com pressao de trabalho de
20 a 45mca. Espacados em 12m entre aspersor na linha e 12m entre linhas,
resultando em 2,17 a 3,26m3horas para cada aspersor, totalizando a média de
10,84m3/horas de agua nos canteiros, distribuido em dois horarios de 30 minutos
cada, nos periodos da manha e a tarde.

A composic¢ao quimica da torta de filtro determinada pelos métodos descritos
por Abreu et al., (2009), apresentou na matéria seca:

MACRO: C= 17,91%; MO= 32,60%; N= 1,02%; CaO= 1,86%; MgO= 0,31%,
K20=0,11%; P205= 0,47%; Rel.C/N=17,1%; pH/ CaCl2=6,75%;

MICRO: Fe?*= 1882,29 mg kg, Cu= 172,57 mg kg Mn= 790,13mg kg™;
Zn= 153,60 mg kg".

O residuo organico, torta de filtro, foi fornecido pela Usina Santa Terezinha
de Iguatemi e foi aplicado em cada parcela de acordo com as doses experimentais e
incorporadas ao solo, ja o transplante das mudas da Lactuca sativa foi realizado com

doze (12) dias ap6s a torta de filtro ser incorporada ao solo.

3.3 ANALISE PARASITOLOGICA

Um total de 54 amostras foram colhidas no nucleo experimental de
agronomia da Uninga, no qual 18 foram cultivadas com a fonte torta de filtro (TF),
irrigadas por aspersdo, 18 com a adubacdo de manipueira (MA), irrigadas por
gotejamento, e 18 com a fonte de residuos agroindustrial (RA), irrigadas por

gotejamento.

Quadro 2. Dosagens de fertilizantes utilizados e distribuidos nos tratamentos, segundo
DUARTE et al, 2012.
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ose
Fertili te

Tratamento 1

Tratamento 2

Tratamento 3

Torta de filtro Auséncia 3,6 Kg m? 7,2 Kg m?
Manipueira Auséncia 4,32 Kg m? 8,64 Kg m?
Residuos Auséncia 3,6 Kg m? 7,2 Kg m?

agroindustrial

As amostras foram coletadas e acondicionadas em sacos plasticos limpos,
sendo identificadas de acordo com o tratamento recebido: torta de filtro, manipueira
e residuos agroindustriais, e a concentragdo da adubacdo pela metodologia em
blocos de repeticdo, levadas ao Laboratorio de Analises Clinicas do Centro
Universitario Inga— Uninga para a realizagdo das analises, utilizando-se duas

metodologias (Hoffman; Faust), de diagndstico parasitoldgico.

Figura 5: Identificagcao e separagéo de materiais para analise.
Fonte: Arquivo cedido por Ecker, A.B.S., 2018.
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Foi realizada a desfolhacdo manual de cada pé de alface com uso de luvas
de procedimento. As amostras de hortalicas foram preparadas separando folha por
folha, desprezando-se as deterioradas, e em seguida lavadas em um recipiente
plastico retangular com auxilio de luvas cirurgicas nao estéreis individualmente

lavadas com uma solugdo com detergente neutro a 0,5%.

Figura 6: Lavagem das amostras.
Fonte: Arquivo cedido por Ecker, A.B.S., 2018.

O fluido de lavagem foi escoado através de um calice de sedimentacao
conico, identificadas de acordo com o tratamento recebido, com ajuda de uma
peneira. O filtrado ficou descansando por 24 horas. Para a analise, utilizou-se
aproximadamente 2 gotas do sedimento em duplicata analisada em um microscopio
optico a 40x, segundo Lutz (1919).

Em seguida, o fluido de lavagem obtido anteriormente, foi transferido para
um tubo de ensaio com uma diluicdo 1:10 com solugao de Sulfato de Zinco a 33%,
centrifugado por 60 segundos a 2300 rotagcbes por minuto e o sobrenadante foi
utilizado para observar cistos e oocistos por meio de microscépio Optico a 40x com a

adicdo de uma gota de lugol, segundo Faust (1938).
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Figura 7: Centrifuga utilizada no estudo.
Fonte: Arquivo pessoal do autor, 2018.

Figura 8: Microscépio utilizado no estudo.

Fonte: Arquivo pessoal do autor, 2018.
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Figura 9: Sobrenadante com uma gota de lugol.

Fonte: Arquivo pessoal do autor, 2018.

34 COLETA E TRANSPORTE DAS AMOSTRAS PARA ANALISE
MICROBIOLOGICA

3.4.1 Analises microbioldgicas

As analises microbiolégicas foram realizadas segundo metodologias
descritas em American Public Association (APHA, 2001).

As alfaces (Lactuca sativa) foram coletadas em seu local de cultivo. No
procedimento de coleta da alface foram utilizados sacos plasticos apropriados
contendo as informagdes do local de coleta, horario, data, tipo de tratamento ao qual
foi submetido. O transporte ocorreu em uma caixa térmica evitando o atrito e
possiveis danos. Desde o local de coleta ao inicio das analises o procedimento
durou, em meédia, duas horas.

Foram realizadas analises microbiologicas para estimativa do Numero Mais
Provavel (NMP) de coliformes a 45 °C e para presenga/auséncia de Salmonella spp,
bactérias para as quais existem padrbes estabelecidos pela ANVISA (BRASIL, 2001)
e também para aerébios mesofilos e coliformes totais ,para uma melhor avaliagao

das condic¢des higiénico-sanitarias das amostras.
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Nas analises microbiolégicas foram utilizadas as metodologias tradicionais
descritas por Silva; Junqueira e Silveira (2001), de acordo com a American Public
Health Association, descrita no Compendium of Methods for the Microbiological
Examination of Foods (VANDERZANT e SPLITTSTOESSER, 1992).

3.4.2 Etapa de pré-enriquecimento

As etapas necessarias para o isolamento e identificacdo de algumas
especies seguem uma sequéncia que inclui as etapas de pré-enriquecimento, pois
estas auxiliam no desenvolvimento e recuperagao da bactéria ao mesmo tempo em
que devem impedir o desenvolvimento de microrganismos competidores.

Utilizou-se a agua peptonada como meio pré-enriquecedor por possibilitar a
recuperacao dos micro-organismos estressados ou danificados e recuperar sua
capacidade de crescimento sem, necessariamente, promover sua multiplicagao.

A agua peptonada a 0,1% € um meio indicado para pré-enriquecimento de
amostras em analises de pesquisa de coliformes, mesoéfilos e enterobactérias em
amostras de alimentos.

A maioria dos protocolos indicam que o tempo minimo de incubagdo em
meios de pré- enriquecimento deve ser de 16 horas a 37° C. Apds a incubagao, via
de regra, 1 ml do caldo pré- enriquecedor € transferido para 10 ml de caldo seletivo,
com excec¢ao do caldo Rappaport, para o qual deve-se transferir 0,1 ml em 10 ml do
caldo.

3.4.3 Preparo das amostras

Cada amostra foi dividida em dois sacos plasticos estéreis tarados e
pesados. Para as analises de coliformes totais e termotolerantes, aerdbios
mesdfilos, foram feitas as diluicbes das amostras adicionando o volume de diluente
agua peptonada 0,1% para diluicdo inicial desejada, de 1:1, ou seja, 1,0 ml de
diluente por grama de amostra de forma que cada mililitro do lavado correspondesse

a um grama de amostra.
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Figura 10: Sacos plasticos estéreis com agua peptonada e amostra das alfaces

Fonte: Arquivo pessoal do autor, 2018.

As amostras foram lavadas agitando vigorosamente o saco, por 50 vezes,
massageando a hortalica com as maos, por fora do saco, tomando os devidos
cuidados para que pontas ou outras protuberancias nédo furassem a embalagem.
Fase de pré-enriquecimento, incubada por 16-20 horas a 37° C. Apds esse periodo,
as amostras foram transferidas para um enriquecimento seletivo, onde 0,1 ml da
amostra foi adicionado a 10 ml do caldo Rappaport (RVS), em seguida realizou-se
diluigbes seriadas de 102, 10-3, 10 e 105.

Para as analises de Salmonella spp foram feitas as diluicbes das amostras
adicionando o volume de diluente solugao aquosa de selenito cistina para diluicao
inicial desejada, de 1:1, ou seja, 1,0 ml de diluente por grama de amostra, de forma
que cada mililitro do lavado correspondesse a um grama de amostra. Cada amostra
foi lavada agitando vigorosamente o saco, por 50 vezes, massageando a hortalica

com as maos, por fora do saco.
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Figura 11: Solucdo aquosa de selenito cistina, 2018

Fonte: Arquivo pessoal do autor, 2018.

Figura 12: Caldo Rappaport
Fonte: Arquivo pessoal do autor, 2018.

3.5 METODOLOGIA DOS MICRORGANISMOS ANALISADOS
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3.5.1 Contagem padrédo em placas de microrganismos aerébios mesofilos

Para contagem total dos aerdbios meséfilos nas amostras de alface foram
selecionadas as diluicdes 10", 103, 10, adicionando 1 ml de cada diluigdo do
material, no fundo de uma série de placas de Petri estéreis, identificadas (cédigo da
amostra, microrganismo pesquisado, diluicdo, data e horario) e em seguida foram
vertidos, em cada placa, 15 ml de Agar Padrdo para Contagem (PCA) fundido e
resfriado a 45°C, de acordo com Silva; Junqueira e Silveira (2001).

As placas inoculadas ainda dentro da Camara de Fluxo Laminar foram
homogeneizadas com movimentos suaves, na forma de oito, misturando o inéculo.
Aguardou-se a completa solidificagdo do meio, invertendo as placas e incubando a
série a 35°C por 48 h, para a contagem de Unidade Formadora de Colbnias - UFC.
Assim obtivemos a microbiota geral do alimento, através da contagem de aerobios
por placa (PCA).

Apos a incubacéao foram selecionadas, da série, as placas contendo entre 25
e 250 coldnias. Realizou-se a contagem do respectivo numero de colbnias, com
auxilio do contador de colbnias, multiplicando o numero de colbnias pela reciproca
da diluigdo correspondente, obtendo a UFC por grama de alface ou mililitro de agua.
O método utilizado foi por plagueamento em profundidade. Os resultados obtidos
das amostras de alface foram comparados com os padrbes estabelecidos para o
estudo até 106 UFC/g.

3.5.2 Contagem de coliformes totais, coliformes termotolerantes

Para pesquisa de coliformes, utilizamos 1ml da agua peptonada 0,1 % com
16 a 20 horas de incubacao apds fase de pré-enriquecimento. Semeamos em meio
Violet Red Bile Glucose Agar (VRBGA). O qual metade do meio VRBGA foi vertido
em placa de Petri, deixando solidificar e entdo vertida a outra metade (semi-
anaerobio).

Foi determinada através do Numero Mais Provavel, utilizando um método
classico de fermentacdo da lactose, por meio da técnica dos tubos multiplos de

acordo com Silva; Junqueira e Silveira (2001), que permite a recuperagao de células
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injuriadas pelo enriquecimento. Esta técnica se divide em teste presuntivo, teste
confirmativo para coliformes totais, teste confirmativo para coliformes

termotolerantes e teste confirmativo para E. coli método tradicional.

3.5.3 Enriquecimento em caldo seletivo

Apos a fase de pré-enriquecimento, descrita no item 3.4.2, foi realizado o
enriquecimento seletivo, transferindo 1ml do pré-enriquecimento para um tubo de
ensaio contendo 9 ml Caldo Rappaport incubando-se a 42 °C por 24 horas, € 0
mesmo a outro tubo de ensaio contendo 9ml de Caldo Selenito Cistina (SC).
Incubou-os a 37°C por 24 horas, em seguida de cada tubo foi estriado um leve
inoculo da cultura nos meios Hecktoen (HE) e o Agar Salmonella Shigella (SS). De

cada colbnia suspeita foi realizada a coloragdo de GRAM.

Pré-enriguecimento

Recuperacao das células estressadas danificadas
1-25 g de amostra

Diluicdo de 1:10 em caldo de pré-enriquecimento

Enriquecimento
Inibigdo da multiplicacao dos organismos nao alvos

Subcultura em agar seletivo
Meios diferenciados para distinguir isolados-alvo dos nao alvo

Subcultura em meio nao seletivo
(verificar a pureza do isolado)

Teste bioquimicos sorolégicos quando apropriados

Figura 13: Esquema de metodologia
Fonte: Arquivo pessoal do autor, 2018.
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3.5.4 Analises estatisticas

Para analises microbioldgicas os dados obtidos foram digitados em planilha
do programa Microsoft Excel 2010 e analisados estatisticamente com o auxilio do
Software Statistica Single User versao 13.2. As variaveis qualitativas foram dispostas
em tabelas de frequéncia com o teste Exato de Fisher que avalia associa¢des entre
as variaveis de acordo com os grupos. Ja as variaveis quantitativas foram
apresentadas em tabelas com média, minimo, maximo e desvio padrao seguido do
teste Kruskal-Wallis para a comparacgao dos grupos seguindo do teste de Dunn para
avaliar quais grupos diferem-se entre si, 0 nivel de significancia adotado nos testes

foi de 5%, ou seja, foram consideradas significativas as comparagodes cujo p<0,05.

4. Resultados e discussoes

Todas as amostras analisadas apresentaram  contaminagdes
simultaneamente por algum ovo ou larva de helminto, entretanto nenhuma amostra
apresentou estruturas caracteristicas de cistos de protozoarios.

Em relacdo a adubacdo com TF, o Grafico 1 demonstra que em todas as
amostras analisadas observou-se a presenca de larvas de ancilostomideo (AC),
independente da concentragcado de adubacéo utilizada, sendo encontrado em T2/TF a
presenca das trés formas evolutivas dos helmintos detectados. Em alguns

tratamentos foram encontrados ovos de Taenia sp.
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Grafico 1: Porcentagem de helmintos encontrados na andlise da alface com
adubo Torta Filtro em cada tratamento utilizado
Fonte: O autor, 2018.

Se levando em conta de que o tratamento 1 representa a auséncia de
adubacao, e que neste foram observadas as maiores porcentagens de positividade
para ovos e larvas de helmintos, pode-se inferir que o solo estava previamente
contaminado e que a adubagao proveu efeito protetor sobre a contaminagao das
alfaces.

Na adubacdo com MA demonstra que em todas as amostras analisadas
foram visualizadas a presencga de larvas de ancilostomideo (AC) bem como ovos de

Taenia sp, independente da concentragao de adubo utilizada (Grafico 2).
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Grafico 2: Porcentagem de helmintos encontrados na analise da alface com adubo Manipueira

em cada tratamento utilizado
Fonte: O autor, 2018.

Na adubagdo com RA, observada no grafico 3, ha presenga de larvas de AC
em todas as doses testadas, no entanto nao foi verificada a presenca de ovos de
AC, como nos demais adubos agroecoldgicos, havendo aumento da presencga de
ovos de Taenia sp. Acredita-se que o aumento na concentracdo do adubo possa ser
fator predisponente para eclosao dos ovos encontrados em T1, e este o motivo para

encontrar-se mais larvas do que ovos na alface.
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Tratamento 3

Tratamento 2

Tratamento 1
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Grafico 3: Porcentagem de helmintos encontrados na analise da alface com adubo
Residuo Agroindustrial em cada tratamento utilizado
Fonte: O autor, 2018.

A doenga ancilostomose popularmente conhecida como amareldo, ou
doenca do Jeca Tatu, apresenta duas espécies da familia Ancilostomydeae mais
comuns no Brasil sendo Necator americanus Stiles e Ancylostoma duodenale
(NEVES et al., 2012).

Estima-se a existéncia de 1,5 bilhdes de pessoas infectadas mundialmente
por helmintos transmitidos pelo contato com o solo. Estas parasitoses sao
frequentes em areas tropicais e subtropicais, com os maiores indices registrados nos
continentes africano, asiatico e latino-americano, tendo em vista que as condigdes
climaticas e de saneamento basico sdo mais propicias para o desenvolvimento e
transmissao das mesmas. As manifesta¢des clinicas em seres humanos incluem
penetracdo dérmica pela infecgdo de larvas, passagem transpulmonar, sintomas
gastrointestinais agudos e comprometimento nutricional crénico. (ROCHA et al,
2019). O presente estudo apresentou presenca de larvas deste parasito na
totalidade das amostras de alface analisadas.

No ambiente, o ancilostomideo apresenta parte de seu ciclo terrestre quando
as condi¢des ideais de desenvolvimento sdo oferecidas (oxigenagao satisfatoria,
umidade e temperatura elevadas). Larvas de Ancilostomideos eclodem dos ovos
com cerca de 24 horas de permanéncia no solo tornando-se menos protegidas do
que as de outras espécies de geohelmintos ,que evoluem no interior dos ovos e
somente eclodem quando os ovos sao ingeridos por hospedeiro suscetivel
(CHIEFFI, 2015).

O ciclo de vida da Taenia sp ndo apresenta fase terrestre, portanto sua
presenca em alimentos é um indicativo de que houve contaminacdo fecal
(EDUARDO et al, 2002). A morfologia dos ovos desse parasito ndo permite distinguir
as espécies Taenia solium ou Taenia saginata, sendo a aquela proveniente de
suinos e esta de bovinos. Quanto maior a quantidade de adubo proveniente de
residuos agroindustriais utilizado no cultivo da alface maior a presenga deste

helminto. Este tipo de residuo € composto por sobras de abatedouros bovino e
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suino. A ingestao de ovos de Taenia causa patologias helminticas como a teniase e
a cisticercose cerebral, excepcionalmente causada pela Taenia solium.

Entre os riscos de adquirir a cisticercose proveniente da ingestao de ovos de
T. solium ressalta-se a neurocisticercose e sua grande representatividade entre as
patologias inflamatorias do sistema nervoso central, que pode levar a morte e a
cisticercose intraocular, que pode levar a cegueira (RIBEIRO; TELLES; BALIAN,
2012).

Em estudos relacionados com a contaminagao em hortalicas pelo Brasil, em
especifico alfaces crespas vendidas em mercados e feiras livres, registrou-se que os
indices de contaminagdo entre protozoarios e helmintos variou de 1% a 37,8%
(BELINELO et al., 2009).

Em um estudo recente com alfaces comercializadas em feira livre da cidade
de Barro— CE observou a presenca de enteroparasitas, como ancilostomideo em
85% das amostras analisadas, estes dados corroboram este estudo, o que segundo
Rey (2002) é um indicativo de contaminacao fecal humana (NASCIMENTO et al,
2017)

De acordo com JUNIOR, GONTIJO e SILVA (2012) avaliou-se 19 amostras
de alfaces de 10 restaurantes em Gurupi-TO, em 2 restaurantes foram positivados
para parasitos, sendo as estruturas de Endolimax nana e Balantidium coli ndo
corroboram este estudo na qual foram observados ovos de helmintos.

No estudo de Guimaréaes et al. (2003) a agua de irrigacao das hortalicas
representou a principal fonte de contaminacdo. O estudo realizado em Lavras-MG
analisou 81 amostras de agua provenientes de 44 areas rurais utilizadas na irrigagao
de hortalicas que em sua totalidade estavam contaminadas por coliformes fecais.

Mesmo utilizando-se 2 tipos de irrigagdes distintas, notou-se os mesmos
microrganismos contaminantes nas amostras analisadas. Uma hipotese é de que o
solo seja a principal fonte de contaminacgdo, carreado pela irrigagao por aspersao
elou pela chuva. De acordo com Cantos et al (2004) microrganismos sao carreados
e disseminados em frutas e hortalicas desde a pés-colheita, pelo ar, pela irrigacao,
chuva, vetores, como por: animal de pequeno ou grande porte, insetos, falta de
higiene dos manipuladores, equipamentos nao higienizados, ma conduta de

operarios e caixas de coleta/transporte nao lavadas.
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Os padrbdes microbiolégicos de alimentos para consumo humano no Brasil
sdo determinados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) através
da Resolugdo RDC N° 12 (BRASIL, 2001). As bactérias relacionadas as limitagdes
estabelecidas por esta legislagcdo quase sempre nao alteram a aparéncia dos
alimentos contaminados. No entanto, a possibilidade da presenca desses

microrganismos nos alimentos pode colocar em risco a saude do consumidor.

Tanto na diluicdo -3 quanto na -5 no meio de cultura PCA, as amostras que
foram cultivadas em adubagdo Manipueira apresentou valores inferiores quando

comparadas as demais adubacdes (Tabela 1).

Tabela 1. Distribuicdo do meio de cultura PCA segundo a média, minimo, maximo e

desvio padrao, de acordo com os tipos de adubacéo.

Grupo | I I
(Meio de cultura e o - esvio I
PCA) édia inimo aximo Padrio
Dil. -31
Adubacao Manipueira 35 47 47
~ . (
Adubacéo Torta de Filtro 37 138 9.7 0001*
~ 4
Adubacéao Res. Agro. 9.3 1 173 7.2
Dil. -5'
Adubacao Manipueira 03 1117 3.2
~ . (
Adubacéo Torta de Filtro 05.3 7 253 83 0004*
Adubacédo Res. Agro. 27 3 151 0.6
*p valor significativo pelo teste Kruskal-Wallis considerando nivel de significancia
de 5%;

'Adubagdo Manipueira difere das demais (Teste de Dunn).

34



Na diluigdo -3, a adubacdo Manipueira apresentou valores inferiores quando

comparado as demais adubacgdes (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicdo do meio de cultura segundo a média, minimo, maximo

e desvio padrao, segundo os tipos de adubacéo.

Grupo 1 - - esvio I
édia inimo aximo ~
Padrao
Dil. -31
~ . . 4 2
Adubacao Manipueira 9 ( 9 8
~ , ‘ 3
Adubacéo Torta de Filtro 17 ( 5 1.7 0070*
Adubacéo Residuo | ) 2
AgroinDustrial 0,6 ] 4 ,8
Dil. -5
~ L ] ) 5
Adubacao Manipueira 1.2 ! v 6
~ . ] 9
Adubacéo Torta de Filtro 29 4 1 43 3852
~ , . , ] ] 7
Adubacéao Residuo Agroinustrial 9.4 9 1.6

*p valor significativo pelo teste Kruskal-Wallis considerando nivel de
significancia de 5%;
'Adubagdo Manipueira difere dos demais (Teste de Dunn).

O Agar de Contagem em Placa ( PCA), é um meio de
crescimento microbiolégico comumente usados para avaliar ou monitorar o
crescimento bacteriano "total" ou viavel de uma amostra, ndo sendo um meio
seletivo. No presente trabalho a amostra foi semeada em meio seletivo para
crescimento de Salmonella, encontramos colénias com caracteristicas semelhantes
a mesma. Aqui utilizada para obter a microbiota geral do alimento através da
contagem de aerdbios por placa.

Os padrdées microbiolégicos de alimentos para consumo humano no Brasil

sao determinados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) através
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da Resolugdo RDC n° 12 (BRASIL, 2001). Contaminagao através da agua, solo, ar,
insetos, méos e alimentos, tendo a agua como o principal veiculo de contaminagao
(BARROS et al, 2018). Todas as amostras apresentam-se de acordo com a
Resolucdo da ANVISA para Salmonella spp.

Como o objetivo do trabalho foi avaliar a presenca ou nao de
enteroparasitoses na alface cultivada em sistema agroecoldgico, e a Salmonella é o
género de maior relevancia na familia Enterobacteriaceae, selecionou-se colbnias
que cresceram com caracteristicas de Salmonella e foi realizada a confirmagéo.

Uma vez selecionadas coldnias sugestivas nos meios indicadores seletivos
estas foram transferidas para meios de triagem, aqui utilizamos o meio Rugai com
Lisina o qual destina-se a identificacdo presuntiva de enterobactérias. Sua finalidade
principal € a triagem bioquimica de colbnias isoladas nos meios seletivos.

A Salmonella sp. € um dos microrganismos mais amplamente distribuidos na
natureza, sendo o homem e 0s animais seus principais reservatérios naturais. A
existéncia de portadores assintomaticos e a sua permanéncia no ambiente e
alimentos fazem com que ela assuma um papel de grande relevancia na Saude
Publica mundial. Aves e bovinos sdo responsaveis pela maioria da disseminacao
desse agente patogeno (SHINOHARA, 2008).

Nao houve crescimento de Salmonella spp. em nenhuma das amostras
analisadas, determinando que todas as amostras estavam de acordo com a
Resolu¢cdo da ANVISA (BRASIL, 2001), que estabelece a auséncia de Salmonella
spp. em 25g de hortalicas, frescas, “in natura”, inteiras, selecionadas ou né&o.
Bonilha e Falcao (1994) encontraram Salmonella spp. em 6% das amostras de agua
de irrigagcdo e 2% das alfaces lavadas ou nédo, sendo isolados S. miami, S. bredney
e S. Abaetetuba, correlacionando o fato a toxinfecgao alimentar ocorrida no mesmo
periodo, na cidade de Araraquara — SP, por S. miami. Palu et al. (2002) em suas
analises microbioldgicas de frutas e hortalicas encontraram os resultados: das 15
amostras de saladas com hortalicas frescas servidas em restaurantes do tipo self-
service encontraram 4 (26,7%) das saladas cruas fora dos limites estabelecidos pela
legislagéo para Salmonella spp, sendo 1 (6,7%) salada de alface.
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Takayanagui et al. (2000), ao avaliarem hortalicas em sua maioria alface de
129 hortas do municipio de Ribeirdo Preto-SP encontraram 4 hortas com presenca
de microrganismos patogénicos Salmonella spp. Takayanagui et al. (2007), ao
analisarem 88 hortas produtoras de verduras apdés a implantagdo do sistema de

fiscalizacdo em Ribeirdo Preto-SP, isolaram uma cepa de Salmonella panama.

5. CONSIDERAGOES FINAIS

Comparando os resultados apresentados nesta pesquisa com os citados
devemos levar em conta que mesmo nao observando a presenga de Salmonella
spp., os produtores precisam considerar medidas preventivas de saneamento e
orientagdo aos manipuladores.

Nas analises parasitologicas, as alfaces cultivadas apresentaram
contaminagao por diferentes formas evolutivas de parasitos, em sua totalidade por
possivel transmissdo fecal humana nas diferentes formas e concentragcbes de
adubacdes, estando fora dos padrées de consumo normatizado pela comissao
nacional de normas e padrdes para alimentos, Resolugao - CNNPA n° 12, de 1978,
na qual estabelece a auséncia total de parasitos e larvas em verdura.

Como a analise comegou desde o inicio do transporte a qualidade das
alfaces foi insatisfatéria, fica evidente a importancia da utilizacdo de praticas de
higienizacdo adequadas antes do consumo e a necessidade do fortalecimento do
sistema de vigilancia sanitaria para que haja maior fiscalizacdo desse setor e melhor
qualidade higiénica da alface. Ressalta-se também a necessidade de agdes
educativas destinadas aos produtores e 0 monitoramento parasitoléogico constante

de hortalicas e de todo o seu processo, desde o cultivo até o consumo.
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