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RESUMO
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Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos
Universidade Federal de Santa Maria

SALMONELLA E OUTRAS ENTEROBACTERIAS NAS ETAPAS DE POS-
COLHEITA E BENEFICIAMENTO DO AMENDOIM

AUTORA: ANGELICA OLIVIER BERNARDI
ORIENTADORA: MARINA VENTURINI COPETTI
Data e Local da Apresentacdo: Santa Maria, 13 de agosto de 2015.

Em anos recentes, o amendoim tem sido considerado um produto de risco potencial
para infec¢do por Salmonella sp. devido aos inUmeros surtos relatados envolvendo produtos a
base de amendoim, contudo, ainda séo escassas as informacoes disponiveis na literatura sobre
a ocorréncia de Salmonella sp. nas etapas de pds-colheita e beneficiamento do amendoim. O
presente trabalho tem como objetivo determinar a prevaléncia de enterobactérias, coliformes
totais, Escherichia coli e Salmonella sp. durante as etapas de pds-colheita e beneficiamento do
amendoim. Foram analisadas 60 amostras de produtores dos Estados de Sdo Paulo, Minas
Gerais e Bahia envolvendo as etapas de arranquio do solo, enleiramento e despencamento da
planta e 60 amostras a partir de 4 plantas beneficiadoras do Estado de S&o Paulo, englobando
amostras de etapas de secagem, debulhado, selecdo e blancheado. A pesquisa de Salmonella
foi realizada em 250g de amostra por método de imunoensaio, utilizando o sistema Mini-
Vidas. Para a analise de enterobactérias, utilizou-se o meio de cultura Agar Vermelho Violeta
Bile com Glicose (VRBG) e para contagem de coliformes totais e E. coli, Petrifilm. Além das
analises microbioldgicas também foram verificados o pH e a atividade de agua (aw) das
amostras. Com relacdo as analises microbiologicas, as amostras apresentaram altas contagens
de enterobactérias, 6,62 a 8,46 log UFC/g na etapa de arranquio, 5,18 a 8,36 log UFC/g no
enleiramento e 7,31 a 8,82 log UFC/g no despencamento. A etapa de enleiramento apresentou
as menores contagens de coliformes totais (3,68 a 6,01 log UFC/g) seguida pelo
despencamento (4,32 a 6,33 log UFC/g) e arranquio (5,38 a 6,82 log UFC/g). Duas amostras
apresentaram contaminagéo por E. coli, sendo uma amostra da etapa de enleiramento (2 log
UFC/g) e uma da etapa de despencamento (4 log UFC/g). Seis amostras apresentaram
contaminacdo por Salmonella sp., sendo uma amostra da etapa de arranquio de SP (0,064
NMP/g) e cinco da etapa de despencamento (duas de Séo Paulo — 0,004 NMP/g e trés de
Minas Gerais - 0,037 a 0,092 NMP/g). A etapa de beneficiamento que apresentou a menor
contagem de enterobactérias foi a de blancheamento (1,71-2,81 log UFC/g). As analises de
coliformes foram semelhante as de enterobactérias, maiores resultados na etapa anterior a
secagem (2,28 a 4,78 log UFC/g) e menores na etapa de blancheamento (1 a 1,60 log UFC/g),
ndo houve contaminagdo por E. coli em nenhuma das analises durante as etapas de
beneficiamento. Duas amostras na etapa de secagem apresentaram contagem de Salmonella
sp. (0,004 a 0,004 NMP/g). Os resultados obtidos demonstram que pode haver contaminacao
do amendoim por Salmonella sp. antes do seu beneficiamento, isto reforca a importancia do
emprego de programas de boas préaticas agricolas e de fabricacdo para prevenir a presenca
deste importante patdgeno no produto final.

PALAVRAS-CHAVE: Salmonella. Amendoim. Seguranca alimentar.
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In recent years, peanut has been considered a potential product for Salmonella
infection. due to numerous reported outbreaks involving peanut products to the base,
however, there is still little information available in the literature on the occurrence of
Salmonella sp. in post-harvest processing steps and peanuts. This study aims to determine the
prevalence of enterobacteria, coliforms, Escherichia coli and Salmonella sp. during the stages
of post-harvest and processing of peanuts. We analyzed 60 samples of producers in the states
of Sdo Paulo, Minas Gerais and Bahia involving the steps of pull out, sun drying and picking
of the plant and 60 samples from 4 hulling plant in the state of Sdo Paulo, comprising drying
steps samples , thrashed, selection and blancheado. The Salmonella survey was conducted in
250 g sample by immunoassay method using the Mini-Vidas system. For enterobacteria
analysis, we used the means of Violet Red Bile Agar Glucose (VRBG) and for total coliforms
and E. coli Petrifilm. In addition to the microbiological analyzes were also checked the pH
and water activity (aw) of the samples. Regarding the microbiological testing, the samples
showed high counts of enterobacteria, 6.62 to 8.46 log CFU/g at pull out stage, from 5.18 to
8.36 log CFU/g in sun drying and from 7.31 to 8, 82 log CFU/g in picking. The sun drying
stage had the lowest total coliform counts (from 3.68 to 6.01 log CFU/qg) followed by picking
(from 4.32 to 6.33 log CFU/g) and pull out (5.38 to 6.82 log CFU/g). Two samples showed
contamination by E. coli and a sample of the bunching step (2 log CFU/g) and a picking of
step (4 log CFU/g). Six samples were contaminated by Salmonella sp, and a sample of the
pull out stage of SP (0.064 MPN/g) and five from picking of step (Two of S&o Paulo — 0.004
MPN/g and three of Minas Gerais - 0.037 to 0.092 MPN/g). The processing step that had the
lowest enterobacteria count was to the blancheamento (1.71 to 2.81 log CFU/g). The analyzes
were similar to those of coliform enterobacteria, results in higher drying previous step (2.28 to
4.78 log CFU/g) and smaller blancheamento in step (1 to 1.60 CFU/g log), there was E. coli
contamination in any of the analyzes during processing stages. Two samples showed the
drying step count of Salmonella sp. (0.004 to 0.004 MPN/g). The results show that there may
be peanut contamination by Salmonella sp. prior to processing, this reinforces the importance
of employing good agricultural practices and manufacturing programs to prevent the presence
of this important pathogen in the final product.

KEYWORDS: Salmonella. Peanuts. Food security.
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1 INTRODUCAO

O amendoim (Arachis hypogaea L.) € uma das principais oleaginosas cultivadas no
Brasil e no mundo. E considerada uma das mais importantes culturas, juntamente com o feijéo
e a soja. Possui grande atrativo como alimento e excelentes propriedades nutricionais. Suas
sementes possuem valores satisfatorios em vitaminas e minerais, além de serem ricas em 6leo
(aproximadamente 50%) e proteina (22 a 30%). O principal produto obtido a partir do
beneficiamento do amendoim € o 0Oleo, o qual é empregado na alimentacdo humana, na
indUstria de conservas e em produtos medicinais. Além do 6leo, este cereal é utilizado como
matéria-prima para elaboracdo de varios produtos alimenticios, incluindo manteiga, pasta,

doces, confeitos, snacks e para alimentacdo animal (EMBRAPA, 2006).

Em 2013, o Brasil produziu 192 mil toneladas de amendoim, o que representou um
aumento de 4,9% em relagdo ao ano anterior (ABICAB, 2014). O Sudeste é a maior regiao
produtora do pais, sendo liderado pelo Estado de Séo Paulo responsavel por 80% da producéo
nacional (EMBRAPA, 2013). A segunda regido com maior area de amendoim plantado é a do
Nordeste, com cerca de 15% (BRASIL, 2012). A qualidade do amendoim pode comprometer
a saude dos consumidores através da veiculagdo de patdgenos. A contaminacdo pode ocorrer

durante diferentes etapas, desde o plantio até o processamento dos produtos industrializados.

O amendoim tem sido amplamente estudado com relacdo a contaminagdo por fungos
micotoxigénicos e micotoxinas, em especial aflatoxinas (GONCALES, et al., 2008; NAKAI
et al., 2008; MUTEGI, et al., 2013; PITT, TANIWAKI & COLE, 2013; SCHWARTZ &
BROWN, 2015). Entretanto ndo foram encontrados relatos na literatura quanto a pesquisa e
ocorréncia de Salmonella sp. nas etapas iniciais de pré-processamento e beneficiamento do
produto. Os poucos dados existentes sdo de amostras coletadas no ELrcado varejista ou

envolvidas em surtos de salmonelose ocorridos no exterior (KIRK et al., 2004).

A Salmonella é um importante patégeno de veiculagdo alimentar que causa diarreia,
febre e dor abdominal (CDC, 2012). Ela pode ser encontrada em diferentes tipos de alimentos,
sendo que o amendoim encontra-se entre a categoria que corresponde a 13% dos surtos da
doenca, assim como as nozes e frutas (CDC, 2011). A salmonelose é uma infeccdo que se
manifesta de forma rapida, cerca de 8 a 48 horas a partir da ingestdo da Salmonella. Além das
formas tradicionais de infeccdo por Salmonella a partir de produtos de origem animal,
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sobretudo ovos e carne de frango, este patdgeno cada vez mais tem sido descrito e investigado
em surtos envolvendo produtos de origem vegetal, com destaque a categorias de alimentos
que apresentam baixa atividade de agua e alto conteldo de gordura, como o amendoim
(SHACHAR & YARON, 2006; GURTLER, et al., 2015).

Os surtos de salmonelose relacionados ao amendoim ocorrem mais frequentemente
quando esta oleaginosa € utilizada como ingrediente em produtos como pasta de amendoim,
torrones, snacks doces e salgados. Ressalta-se ainda que surtos alimentares gerados por
ingredientes sdo um desafio a deteccdo e podem levar a contaminacdo generalizada de
diversos produtos alimentares (SHACHAR & YARON, 2006).

Diferentes surtos de salmonelose envolvendo produtos de amendoim tém sido
reportados na literatura internacional. Em 2006, nos Estados Unidos, 100 pessoas foram
contaminadas com Salmonella devido ao consumo de amendoim cozido (MARLER, 2011).
Entre o final de 2006 e inicio de 2007, também nos Estados Unidos, 627 pessoas contrairam
salmonelose ao ingerirem manteiga de amendoim (CDC, 2007). J& no maior surto ocorrido
entre 2008 e 2009, foram relatados 714 casos nos Estados Unidos, com 9 6bitos, envolvendo
0 mesmo alimento (CDC, 2011). Em 2012, ainda nos Estados Unidos, foram recolhidos
varios alimentos a base de amendoim contaminados com Salmonella (FDA, 2012). Apesar
dos surtos relatados, desconhecem-se 0s momentos criticos para a entrada da Salmonella em

alimentos a base de amendoim.

Portanto, este estudo trata-se de um trabalho inédito, que vem atender a caréncia de
informac@es sobre identificacdo de possiveis pontos de contaminacdo por Salmonella sp. ao
longo da cadeia produtiva do amendoim. Além disso, os resultados obtidos nesse trabalho
serdo utilizados pelo Comité de Higiene de Alimentos da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) junto ao Codex Alimentarius, como referéncia cientifica para embasar a
elaboracdo de um novo cddigo de praticas higiénicas para produtos de baixa atividade de

agua.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Amendoim

O amendoim (Arachis hypogea L.) é uma planta herbécea, ramificada, de porte ereto e
pequeno, da familia Fabacea. Originario da América do Sul, 0 amendoim tem como grupos
morfologicos as subespécies hypogaea e fastigiata, que apresentam habitos diferentes de
florescimento. E uma planta anual e seu ciclo varia de 90 a 120 dias conforme a cultivar. O
amendoim da subespécie hypogaea, com habito de crescimento rasteiro, tem o ciclo maior
que o da fastigiata e € comum nos Estados de Sdo Paulo e Minas Gerais, onde as condicdes
climaticas fornecem mais condi¢cdes de desenvolvimento para esta subespécie, ja a segunda,
fastigiata, que possui porte ereto, € comum da regido da Bahia, onde a disponibilidade hidrica
é mais escassa (SANTOS, 2007; KASAI & DEUBER, 2011).

De maneira geral, o amendoim, apresenta raizes com nddulos, devido as bactérias
fixadoras de nitrogénio e pode ser cultivado com diversas condi¢Ges edafoclimaticas, obtendo
seu maior rendimento em fungdo da variedade e das relagbes temperatura/disponibilidade
hidrica (SANTOS,2007). E uma leguminosa com processo especial de frutificacéo,
denominado geocarpia, que consiste na producédo de fruto subterraneo apds fecundacéo da flor
aérea (GONCALVES et al., 2004).

As cultivares comerciais apresentam teores de 6leo bruto que variam de 43 a 56% nas
sementes, além de ser uma excelente fonte de proteinas (25 a 28%), sendo considerada uma
fonte de caloria barata (MILANI et al., 2008; SANTOS et al., 2010; KASAI & DEUBER,
2011). O amendoim € um produto que pode ser consumido como alimento in natura ou
industrializado, estando associado a cadeia produtiva de doces, salgados e confeitos (KASAI
& DEUBER, 2011).

O amendoim é considerado a quarta oleaginosa mais cultivada no mundo, com cerca
de 23 milhGes de hectares plantados e com uma producdo a nivel mundial de 36 milhdes de
toneladas por ano (FAO, 2011). A China ocupa a primeira posi¢do na producdo e consumo de

amendoim sendo responsavel por cerca de 43% do montante produzido no mundo, seguido da
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india e dos Estados Unidos. Juntos os trés paises detém 80% da producdo mundial de
amendoim (USDA, 2010; FAO, 2011).

No Brasil o amendoim tem sido cultivado ha décadas, sendo uma cultura muito
explorada, tanto para comeércio interno quanto para exportacdo. O pais figurou entre os
maiores produtores mundiais com 700 mil ha plantados e uma producdo de gréos na ordem de
900 toneladas. Porém a partir da década de 70 diversos fatores promoveram o declinio da
producdo, tais como: a crise mundial do petroleo, o incentivo a producdo de soja, a falta de
tecnologia para 0 manejo adequado da cultura, problemas com ocorréncia de aflatoxinas nos
gréos, etc., ocasionando um crescente custo de producdo associado com baixos rendimentos
(FREITAS et al., 2005).

O soerguimento da cultura do amendoim no Brasil ocorreu na virada do século XXI,
com o0 aumento da area plantada que atingiu 93,9 mil ha, possibilitado pela oferta de
cultivares melhorados, investimentos em tecnologias e melhoria na qualidade dos graos
destinados ao consumo, melhorando a credibilidade do produto brasileiro frente aos mercados
nacionais e internacionais (MELO FILHO & SANTOS, 2010; CONAB, 2012). O Brasil é o
terceiro maior produtor de amendoim das Ameéricas, ficando atrds dos Estados Unidos e
Argentina. O consumo anual médio per capita brasileiro é de 0,8 Kg/habitante (ABICAB,
2013).

S&o Paulo destaca-se como o maior Estado produtor, seguido por Minas Gerais e
Parana. A regido sudeste foi a maior produtora de amendoim, no ano de 2012, com 271,3 mil
toneladas, 92% da producédo nacional, sendo destes, 75,9 mil ha (80,8%) produzidos somente
no Estado de S&o Paulo, segundo os Gltimos dados disponiveis (CONAB, 2012). O sudeste
brasileiro também é o maior consumidor de amendoim produzido por seus estados, 85% na
forma de doces e salgados. Parte é exportada in natura, com e sem pele, e também na forma
de 6leo cru (KASAI & DEUBER, 2011). O amendoim produzido na regido sudeste utiliza um
sistema de producdo bem consolidado, com padrdes de producdo pautados pela inovagéo,
insercdo de tecnologias de plantio e colheita, produtividade e qualidade do produto final
(BARBOSA et al., 2014).

A regido nordeste é o segundo maior polo consumidor de amendoim do Brasil, com
uma demanda regional que ultrapassa 50 mil toneladas de vagens/ano (SANTOS et al., 2005).
O Estado da Bahia, que é o principal produtor regional com 80% da &rea cultivada do
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Nordeste (IBGE, 2010), é o maior polo consumidor, seguido de Pernambuco (SANTOS et al.,
2007).

Para estas regides onde as adversidades climaticas sao expressivas, 0 amendoim surge
como uma alternativa agricola vidvel devido ao seu facil manejo, ciclo curto e mercado
receptivo. O cultivo de amendoim no Nordeste é praticado basicamente por pequenos
produtores, cujas atividades de manejo sdo desenvolvidas pela propria familia, que procedem
ao cultivo de forma solteira ou consorciada com o milho, no periodo das aguas (SANTOS et
al., 2005).

1.2 Sistema de producéo

A cadeia produtiva do amendoim abrange trés grandes etapas: produgdo agricola,
beneficiamento e industrializacdo. Os processos de colheita e pos-colheita compreendem as
operacdes de arranquio, enleiramento, secagem, despencamento das vagens, pré-limpeza e

ensacamento.

1.2.1 Arranquio

A primeira etapa da colheita ¢ denominada arranquio, que é caracterizada pela
passagem de equipamento arrancador/invertedor, que arranca e inverte as plantas, no caso dos
Estados de Sao Paulo e Minas Gerais, e feito de forma manual no Estado da Bahia. Esta etapa
é feita no momento em que a maioria das vagens atingiu a maturidade fisiol6gica, quando

pelo menos 70% das vagens adquirem coloracdo caracteristica (BARBOSA et al., 2014).

1.2.2 Enleiramento

Nesta etapa as plantas entdo arrancadas e invertidas formam leiras, as quais ficam com
as vagens expostas ao sol por periodo médio de 4 dias para reducdo da umidade das vagens e
grédos (BARBOSA et al., 2014). O enleiramento € uma das principais fases descrita em

manuais de boas praticas agricolas para cultivo de amendoim para se reduzir a contaminagdo
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por aflatoxinas (EMBRAPA, 2008), porém ndo existem em manuais, praticas para evitar a

contaminagdo do amendoim por bactérias patogénicas como no caso da Salmonella.

1.2.3 Despencamento, pré-limpeza e ensacamento

Nesta etapa realiza-se a colheita propriamente dita, caracterizada pelo recolhimento das
leiras por maquina recolhedora no caso do Sudeste ou de forma manual como no Nordeste. As
vagens sdo trilhadas, separadas, limpas e armazenadas no tanque graneleiro, as quais seréo
transferidas para caminhdes, antes ou depois de serem ensacadas no proprio campo e
transportadas até a industria beneficiadora (BARBOSA et al., 2014). De acordo com a
legislacdo brasileira vigente, o limite de umidade do amendoim cru descascado deve ser <
8%, enquanto que para o amendoim cru com casca o indice aceito ¢ de < 11% (BRASIL,

2003).

1.3 Beneficiamento do amendoim

Nas industrias beneficiadoras o amendoim com casca pode ser comercializado ap6s as
etapas de pré-limpeza e secagem artificial. Para a comercializacdo dos gréos sdo realizadas as
operacdes de descascamento, selecdo/classificacdo, blancheamento, torracdo, nova selecédo e
envase. O amendoim descascado pode ser comercializado cru, torrado e/ou blancheado, sendo

destinado ao comércio varejista, a extracdo de 6leo ou a industria processadora.

A torracdo € responsavel pelo desenvolvimento de flavour caracteristico do produto e
pela reducdo da carga microbiana. O bindmio tempo-temperatura utilizado varia de acordo
com as caracteristicas finais desejadas e o tipo de técnica empregada. A torracdo a seco em
estufas ou fornos emprega temperaturas ao redor de 160 °C por 25 a 60 min, ja a torracdo por
imersdo em ¢6leo utiliza temperatura entre 138 e 140 °C por 3 a 10 min (WOODROOF, 1983).
O blancheamento, etapa de retirada da pelicula que recobre o grdo, pode ser realizado em
associacao a torracdo ou em etapa posterior por processo a seco (utilizando jatos de ar ou

rotacdo em tambor) ou eventualmente por processo imido (EPA, 1995).
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No mercado brasileiro h& diversos produtos industrializados & base de amendoim,
dentre eles: manteiga, pasta, doces (doce de amendoim, pagoca, pé-de-moleque, torrone),
confeitos doces e salgados tipo snack. Os processos empregados pela industria variam de
acordo com o produto final a ser obtido, podendo incluir as etapas de mistura, moagem em
um ou dois estagios, pasteurizagdo, com temperatura entre 71 e 77 °C/20min, resfriamento,
envase e desaeracdo (MA et al., 2009).

1.4 Qualidade sanitaria do amendoim

A deficiéncia de qualidade sanitaria do amendoim pode comprometer a saude dos
consumidores, através da veiculacdo de patdgenos e toxinas. A acdo dos agentes
microbioldgicos pode ocorrer, praticamente, em todas as etapas da cadeia produtiva do
amendoim. Durante a pré-colheita, fatores como a contaminacéo do solo, 0 uso de esterco ou
composto ndo curtido de forma adequada e o uso de &gua contaminada na irrigacdo sao

algumas fontes potenciais para contaminagéo da cultura (ICMSF, 2011).

Durante a pos-colheita, a presenca de animais e vetores, a higiene inadequada durante
a manipulacdo do produto, dos equipamentos e utensilios seriam fontes adicionais para
veiculacdo da contaminacdo com o patdgeno. Ja no beneficiamento, devido a baixa atividade
de &gua do produto, o processo térmico ao qual o amendoim é submetido pode ndo ser
suficiente para eliminar ou reduzir a niveis seguros uma eventual contaminacdo ocorrida nas
etapas anteriores. Durante a industrializacdo, as possiveis fontes de contaminacdo dos
produtos sdo matéria-prima, ingredientes, ambiente de processo e manipuladores (PODOLAK
et al., 2010). A possibilidade de contaminacdo cruzada resultante de falhas em programas de
controle de qualidade, entretanto, ndo é desprezivel, e micro-organismos podem ser
veiculados pelo ar, poeira, agua, equipamentos e transito de pessoal (CHEN et al., 2009;
BEUCHAT et al., 2013; CHANG et al., 2013).

Na literatura cientifica ainda ndo existem dados referentes a presenca de Salmonella
sp. em amostras coletadas a campo e de etapas iniciais de beneficiamento de amendoim, os
dados existentes sdo apenas relacionados com amostras coletadas em mercados. Os resultados
destes levantamentos apontaram baixa incidéncia e baixo nivel de contaminagdo. Bansal et al.
(2010) observaram Salmonella sp. em 0,97% da amostras de amendoim analisadas, com nivel

de contaminacdo entre 1,2 e 15,5 NMP/100g. Little et al. (2010) isolaram Salmonella sp. em
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0,95% de amostras de uma mistura de castanhas com amendoim, o nivel de contaminacéao
encontrado foi <1 NMP/100g. A anélise de amostras de amendoim com casca provenientes de
um recolhimento do produto do mercado varejista norte-americano apontou contaminacgéo de
38% das amostras, com nivel de contaminacdo variando de <0,03 a 2 NMP/g (KIRK et al.,
2004).

Os baixos niveis de contaminacdo encontrados ndo excluem, contudo, o perigo de
ocorréncia de surtos de salmonelose, prova disto sdo os varios relatos de salmonelose
envolvendo produtos a base de amendoim. Na maioria dos casos, 0s surtos foram epidémicos,
disseminados geograficamente e atingiram um grande nimero de pessoas, principalmente

criangas.

1.5 Seguranca de alimentos

A busca dos humanos por alimentos seguros vem desde a antiguidade, ainda em suas
atividades de caca e coleta de alimentos. Apos deixarem de serem ndmades e fixarem seus
povoados, houve o inicio das lavouras, das colheitas e assim a necessidade de aprender a
armazenar e conservar 0os alimentos para consumo por periodos maiores. Primeiramente
surgiu a necessidade de armazenagem de grdos e cereais, que eram as culturas mais
promissoras da época. A producdo de cevada teve inicio no Vale do Nilo h4d mais de 18 mil
anos e gerou a necessidade de preservar 0s gréos secos para evitar a deterioracdo por fungos e
a prevencao da deterioracdo de alimentos mais pereciveis, por meio de secagem, pode ter sido
desenvolvida concomitante a isso. Além disso, a conservacdo por mel, azeite de oliva e sal

também sdo outras formas muito antigas de conservacdo de alimentos (FORSYTHE, 2013).

O primeiro método cientifico de conservacdo de alimentos por meio de calor data de
1795, apbs a realizacdo de um concurso do governo francés que oferecia uma generosa
guantia para quem desenvolvesse um novo método de conservacao de alimentos. O prémio foi
dado ao parisiense Nicholas Appert, que era confeiteiro. O método por ele desenvolvido,
denominado apertizagdo, consistia num vidro de boca grande, que era vedado com uma tampa
e colocado sob fervura por cerca de seis horas, esse método € ainda muito comum de ser
utilizado, principalmente em producdes artesanais, em produtos que mantém a caracteristica
colonial, como geleias, compotas e conservas (HARTMANN, 1997; FORSYTHE, 2013).
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Apesar dos pesquisadores e estudos anteriores, foi Louis Pasteur quem iniciou a
ciéncia da microbiologia. Ele comprovou por seus estudos entre 1854 e 1864 que as bactérias
eram os agentes da deterioracdo em alimentos e causadoras de doencas, a consequéncia disso
foi a adocdo pela industria francesa da préatica de aquecer o vinho para matar 0s organismos
deteriorantes que podiam estar presentes, antes da inoculagdo das leveduras desejaveis para 0
processo de fermentacdo. Na sequéncia o processo de pasteurizacdo foi aplicado também a
outros alimentos, como o leite visando a elimina¢do de micro-organismos patogénicos. O
inicio da ciéncia da microbiologia também esta relacionada com o alemdo Robert Koch, que
foi o pioneiro no desenvolvimento de método para multiplicacdo para culturas puras de micro-
organismos e também em 1884, foi o primeiro pesquisador a isolar a bactéria Vibrio cholerae,
e esses estudos até hoje tem sido uma atividade importante para os microbiologistas
(HARTMANN, 2007).

A partir desses primeiros passos, a microbiologia e 0os métodos de garantia de
seguranca de alimentos, assim como o0s programas de garantia de qualidade foram
amplamente desenvolvidos. Os programas de Boas Préaticas de Fabricacdo (BPF), programa
de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) sdo alguns exemplos mais
conhecidos das maneiras de garantir a seguranca durante a producdo de alimentos. Na area de
conservacao 0 uso novas tecnologias e tecnologias limpas para aumento da vida atil dos
produtos, como ultrassom, micro-ondas, entre outras, sdo tecnologias emergentes que vem

somando para melhorar o consumo seguro de alimentos no Brasil e no mundo.

1.6 Doencgas Transmitidas por Alimentos (DTA’s)

As doencas transmitidas por alimentos sdo um dos maiores e mais frequentes
problemas de saude publica no mundo contemporaneo. Sao causadas por agentes etiolégicos,
principalmente micro-organismos que penetram no organismo humano através da ingestéo de
agua e alimentos contaminados (NOTERMANS & HOOGENBOOM-VERDEGAAL, 1992;
AMSON et al., 2006). Estes agentes podem ser quimicos, como pesticidas e metais toxicos ou
biolégicos, como micro-organismos patogénicos. Doencas causadas pela ingestdo de plantas
toxicas e micotoxinas sao também consideradas DTA’s. Alimentos contaminados por agentes

bioldgicos sdo, entretanto, a maior causa das enfermidades.
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As doengas alimentares microbianas sdo originadas por uma variedade de micro-
organismos com diferentes periodos de incubacdo, duracdo e sintomas. Bactérias como a
Salmonella e a Escherichia coli O157:H7 sdo bastante conhecidas pelo publico em geral,
contudo existem virus e toxinas fungicas que foram relativamente pouco estudados e, no
futuro, poderdo ter sua contribuicdo melhorada e mais reconhecida no estudo das doencas
alimentares (NOTERMANS & HOOGENBOOM, 1992; FORSYTHE, 2013).

As classes menos favorecidas da populacdo geralmente sdo as mais afetadas pela
contaminacdo alimentar, devido aos habitos culturais da alimentacdo e a necessidade de optar
por produtos com menor preco, geralmente de pior qualidade e mais contaminados
(BALBANI & BUTUGAN, 2001). As regides Norte e Nordeste do Brasil sdo as que
apresentam as maiores taxas de incidéncia de casos de DTA internados, comparadas com as
outras regides. De acordo com o Sistema de Informacdo sobre Mortalidade (SIM), de 1999 a
2002, ocorreram 25.281 6bitos por DTA no Brasil, com uma média de 6.320 6bitos por ano.
De 1999 a 2004, foi uma média de cerca de 570 mil casos por ano, com cerca de 3.400.000
internacbes (CARMO et al., 2005; WELKER et al., 2010).

O impacto econbémico negativo através das DTA’s alcanca niveis cada vez mais
preocupantes, acarretando grandes perdas para as industrias, o turismo e a sociedade
(NASCIMENTO, 2000). No Brasil, os custos com os casos internados por DTA, de 1999 a
2004, foram estimados em 280 milhdes de reais, com média de 46 milhdes de reais por ano
(CARMO et al. 2005). Porém, a maioria dos casos de DTA ndo é notificada, visto que muitos
micro-organismos patogénicos presentes nos alimentos causam sintomas brandos, fazendo
com que a vitima ndo busque auxilio médico (COSTALUNGA & TONDO 2002;
FORSYTHE 2002). Os sintomas mais comuns incluem dor de estdmago, nausea, vomitos,
diarréia e febre (FORSYTHE 2002, RODRIGUES et al., 2004; CARMO et al., 2005;
MURMANN et al., 2008). Entre as causas mais freqiientes de contaminagédo dos alimentos,
destacam-se a manipulacdo e a conservacao inadequadas dos mesmos, além da contaminacgéo
cruzada entre produtos crus e processados (COSTALUNGA & TONDO 2002; SANTOS et
al., 2002; NADVORNY et al., 2004; CARMO et al., 2005; MURMANN et al., 2008).
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1.7 Indicadores microbiol6gicos de seguranca dos alimentos

Para refletir a qualidade microbiol6gica de alguns alimentos em relacdo a vida atil ou
a seguranca biologica, no ultimo caso devido a presenca de patogenos indesejados, sdo usados
os chamados micro-organismos indicadores, esse termo pode ser aplicado a qualquer grupo
taxondmico, fisioldgico ou ecoldgico de organismos cuja presenca ou ndo, permitem uma
evidéncia indireta referente a uma caracteristica especifica da histéria da amostra
(FORSYTHE, 2013). Os micro-organismos indicadores podem ser usados para fins
diferentes: indicar a qualidade de produtos, principalmente para predizer a vida de prateleira e
como indicadores de seguranga de alimentos, que visam confirmar a sanidade e qualidade dos
alimentos (JAY, 2005). Geralmente, os indicadores utilizados sdo os de origem intestinal,
contudo outros grupos podem ser utilizados em diversas situacées (FORSYTHE, 2013). Neste
trabalho serdo destacados os indicadores de seguranca de alimentos, visando identificar

micro-organismos patogénicos, como no caso, Salmonella sp.

Um bom indicador microbiolégico deve apresentar uma série de caracteristicas
importantes: ser facil e rapidamente detectavel; ser facilmente distinguido dos outros
membros da microbiota do alimento; ter um historico de frequéncia associada com o do
patdgeno em questdo; sempre estar presente quando o patdégeno buscado estiver; ter seu
namero relacionado com as contagens do patégeno de interesse; necessidades e taxa de
crescimento semelhante ao patdgeno; taxa de sobrevivéncia paralela a taxa de morte do
patdgeno e de preferencia sobreviver por mais tempo que o mesmo; estar ausente em
alimentos livre do patdgeno, exceto quando este estiver presente em pequenas concentracoes;
devem ocorrer apenas em ambientes intestinais, ocorrendo em alto nimero nas fezes e
encontradas em altas diluicdes e por fim devem ser de facil e rapida deteccdo, mesmo quando
presentes em baixas quantidades. Todos os critérios apresentados podem ser utilizados a
muitos alimentos que podem ser veiculos de agentes patogénicos que tem origem alimentar
(JAY, 2005).

1.7.1 Coliformes totais

Os coliformes sdo bastonetes Gram-negativos, ndo esporulados, que fermentam a

lactose no periodo de 48 horas em temperaturas de 35-37° C com producgdo de &cido e gas
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(FRANCO & LANDGRAF, 1996; HITCHINS et al., 1998; JAY, 2005; FORSYTHE, 2013).
Este grupo € composto pelas bactérias da familia Enterobacteriaceae, desse grupo fazem
parte predominantemente as bactérias que pertencem aos géneros Escherichia, Enterobacter,
Citrobacter e Klebsiella. Destes apenas a Escherichia coli tem como habitat primario o trato
gastrointestinal do homem e de animais, os demais podem ser encontrados também em outros
ambientes, como vegetais e solo, onde estes conseguem resistir por um tempo maior que
algumas bactérias patogénicas como Salmonella e Shigella. Por consequéncia disso, a
presenca de coliformes totais ndo indica necessariamente a presenca de enteropatdgenos de
origem alimentar (FRANCO & LANDGRAF, 1996; JAY, 2005).

1.7.2 Coliformes termotolerantes e Escherichia coli

Os micro-organismos pertencentes a esse grupo correspondem aos coliformes totais
que tem a capacidade de continuar a fermentar a lactose mesmo em temperaturas superiores
(44-45,5° C). A pesquisa de coliformes termotolerantes e E. coli nos alimentos permitem
avaliar com maior seguranca as condi¢fes higiénico-sanitarias as quais o produto foi
submetido e presenca de provavel patdégeno de origem alimentar (FRANCO & LANDGRAF,
1996).

Como regra, em alimentos e vegetais frescos o Unico indicador considerado valido
para contaminacdo fecal é a E. coli, pelo fato de que os demais indicadores sdo encontrados
naturalmente nesse tipo de alimento. Em alimentos frescos de origem animal, a ocorréncia
elevada de enterobactérias pode indicar falta de cuidados com as boas praticas de fabricacédo
(FRANCO & LANDGRAF, 1996).

1.8 Bactérias patogénicas de origem alimentar

As doencas de origem alimentar sdo originadas por alimentos que em geral nao
possuem odores ou sabores anormais, tornando-se dificil a percep¢do pelo consumidor
levando facilmente a surtos epidémicos. Por passarem despercebidos esses alimentos acabam
sendo dificeis de rastrear, uma vez que o consumidor dificilmente se lembra de quais

alimentos poderiam estar inadequados no momento da sua ultima refeigdo. Essas doencas sdo
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causadas por Varios micro-organismos, e o periodo de incubacédo e de duracdo da doencga varia
de modo consideravel conforme o agente causador (FORSYTHE, 2013).

1.8.1 Escherichia coli

Na tentativa de isolar o agente etioldgico da colera em 1885, Escherich isolou e
estudou um micro-organismo que hoje é chamado de Escherichia coli, uma bactéria Gram-
negativa, ndo formadora de esporos e anaerdbia facultativa. Inicialmente este foi chamado de
Bacterium coli commune devido a sua presenca em diarreias de todos o0s pacientes
examinados (JAY, 2005; FORSYTHE, 2013). As linhagens de E. coli, causadoras de doencas
séo divididas e 5 ou 6 grupos com base nos fatores de viruléncia e patogenicidade: EPEC (E.
coli enteropatogénica classica); EIEC (E. coli enteroinvasiva); ETEC (E. coli
enterotoxigénica); EHEC (E. coli enterro-hemorragica) e EAggEC (E. coli enteroagregativa)
(FORSYTHE, 2013).

O principal reservatorio de amostras de E. coli produtoras de toxina Shiga € o trato
gastrointestinal de bovinos, a ocorréncia de infec¢do por este patdgeno em animais jovens
pode levar ao desenvolvimento de quadros diarreicos com consequente colonizagéao intestinal
assintomatica. Embora os surtos envolvendo E. coli produtoras de toxina Shiga estejam
amplamente relacionados ao consumo de carnes mal-passadas, tem-se destacado sua presenca
em alimentos de origem vegetal (NATARO & KAPER, 1998; QUESADA et al., 2003).

Um surto com repercussao mundial recente envolvendo E. coli chamou atencdo para
essa bactéria no ano de 2011, que acabou ficando conhecida de E. coli “alema”, embora se
suspeitasse que a contaminacao havia partido de pepinos de origem espanhola. Posteriormente
confirmou-se que o surto teve origem a partir da contaminacdo de brotos pela E. coli
0104:H4, essa estirpe também é capaz de produzir a toxina shiga-like, que pode levar ao
desenvolvimento da sindrome urémico-hemolitica que nos casos mais graves causa diarreias
com sangue, insuficiéncia renal e eventualmente a morte. A Alemanha foi o pais mais afetado

pelo surto com inumeros casos confirmados e cerca de 48 mortes (CDC, 2011).

Embora tenha chamado a atencdo no ano de 2011, muitos surtos de E. coli com
desenvolvimento de sindrome urémico-hemolitica ja haviam sido relatados anteriormente em

produtos de origem vegetal. No ano de 2006 um surto envolvendo espinafre fresco foi
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relatado nos Estados Unidos, onde 199 pessoas foram infectadas e 3 morreram a partir da
infeccédo pela estirpe de E. coli O157:H7 (CDC, 2006). No ano de 2009, vinte e trés pessoas
foram infectadas com E. coli O157:H7 em 9 Estados e a fonte foi a carne distribuida pela
empresa “JBS Swift Beef”, em 2010 um surto envolvendo queijos afetou 38 pessoas, com um
caso de sindrome urémico-hemolitica, sem nenhuma morte (CDC, 2009; 2010). Em 2013
foram 33 pessoas afetadas num surto envolvendo E. coli O157:H7 que contaminou saladas
prontas para consumo, os dois Ultimos surtos relatados sdo do ano de 2014, onde a E. coli
O157:H7 afetou 12 pessoas ap0s o consumo de carne moida e a E. coli 0121 afetou 19

pessoas e o surto foi relacionado a brotos de alfafa (CDC, 2013, 2014).

No Brasil, os dados fornecidos pelo Ministério da Salde sobre surtos de origem
alimentar sdo limitados. Ha informacGes referentes aos anos entre 2000 e 2014, porém sdo
dados nao detalhados de investigacdo, ndo sendo informado o alimento envolvido ou sua
origem (vegetal/animal). Os surtos envolvendo E. coli que mais apresentaram pessoas
infectadas pela bactéria foram no ano de 2005, com 65 casos, 2012 e 2011 com 57 e 50
pessoas infectadas, respectivamente e o Gltimo relato € de 2014 com 14 pessoas infectadas por
E. coli (BRASIL, 2014). Embora ndo tenha relato diretamente na literatura envolvendo E. coli
em surtos a partir de amendoins, pela sua prevaléncia em produtos de origem vegetal, ndo se

descarta a possibilidade de que possam ocorrer.

1.8.2 Salmonella sp.

A Salmonella é um importante agente etiolégico de doencas de origem alimentar
conhecida mundialmente, sendo uma causa significativa de morbidade, mortalidade e perdas
econdmicas. Este patdgeno é considerado uma ameaca importante e inaceitavel para a saude
publica tanto em paises desenvolvidos quanto em subdesenvolvidos (European Food Safety
Authority (EFSA) (EFSA, 2010; FORYSTHE, 2013). A Salmonella é uma bactéria Gram-
negativa, anaerdbia facultativa, ndo formadora de endosporos e tem a forma de bastonetes
curtos (1 a 2 pm). A maioria das espécies € movel e se locomovem através de flagelos
peritriquos. E uma bactéria capaz de fermentar a glicose produzindo &cido e gés, porém ndo é
capaz de metabolizar a lactose e sacarose, sua temperatura 6tima para multiplicacdo é de cerca
de 35-37° C, a minima fica por volta de 5° C e a maxima de 47° C, o pH 6timo para
multiplicacdo das salmonelas fica proximo de 7,0 sendo que, valores superiores a 9,0 e

inferiores & 4,0 sdo bactericidas. Em relacdo a atividade de &gua, a inbi¢do do crescimento de
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Salmonella ocorre em valores abaixo de 0,94 (FRANCO & LANDGRAF, 1996; JAY, 2005;
FORSYTHE, 2013).

Ha apenas duas espécies de salmonelas, Salmonella enterica e Salmonella bongori,
que sdo divididas em 8 grupos (BOYD, et al., 1996), porém essa classificacdo € pouco Uutil
para as investigacOes epidemioldgicas e, portanto, necessita de uma caracterizacdo mais
detalhada. Felizmente, existem mais de 2.400 sorotipos (ou sorovares) e eles agora sao
utilizados como base para nomenclatura de Salmonella. Como exemplo, temos S. enterica
sorovar Typhimurium gue antes era conhecida como Salmonella typhimurium, parecendo que
“typhimurium” era uma espécie, e ndo o sorovar da S. enterica, que é o correto (FORYSTHE,
2013).

Os sorovares de Salmonella sdo diferenciaveis por seus antigenos O (antigeno
somatico), H (flagelares) e Vi (capsulares), por meio do esquema de Kaufmann-White
(BRENNER, 1984; EWING, 1986; FRANCO & LANDGRAF, 1996; LE MINOR, 1988) e
esses sorovares sdo subdivididos em sorogrupos de acordo com os fatores antigénicos comuns
(FORYSTHE, 2013). O antigeno O se localiza na fracdo de lipopolissacaridios (LPS) na
membrana externa. Essa fracdo € constituida de um lipideo, denominado lipideo A e €
responsavel pelo efeito toxico que o LPS apresenta (endotoxina). A porcdo polissacaridica do
cerne, que a por¢do intermediaria, € a mesma em todas as Salmonella, mas as cadeias laterais
sdo bastante especificas para diferentes sorovares, determinando o antigeno O de cada
sorovaresde Salmonella. Alguns sorovares ndo possuem o antigeno O, ndo podendo ser
sorotipadas, recebendo a denominagao “ndo-tipaveis” (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

Os antigenos H sdo de natureza proteica, sdo termolabeis e também néo séo espécies-
especificos. Os antigenos O e Vi sdo termorresistentes, ndo sendo destruidos pelo
aquecimento a 100° C por duas horas. Para determinacdo do sorotipo de uma Salmonella, o0s
antigenos H que recobrem a célula precisam ser eliminados pelo aquecimento (FRANCO &
LANDGRAF, 1996).

A salmonelose representa uma importante doenca de origem alimentar e continua
sendo uma ameaca para a saude publica. A infeccdo por Salmonella € varidvel e vai depender
dos fatores envolvidos como: estilo de vida e comportamento humano; mudangas na indUstria;
novas tecnologias; importacdes e exportagdes e viagens (FOLEY, LYNNE & NAYAK,

2008). Os sorotipos de Salmonella s&o muito comuns na natureza e podem ser encontrados no



27

trato gastrointestinal de todas as espécies animais, 0 que resulta em grandes fontes de
contaminacéo por Salmonella sp. (ALLERBERGER et al., 2002; CARRASCO, et al., 2012).

Em geral a salmonelose acontece quando células de Salmonella sdo introduzidas nas
areas de preparacdo de alimentos. Varios fatores contribuem para a disseminacdo da
Salmonella em alimentos, como temperaturas de estocagem inadequadas, cozimento
insuficiente e contaminacdo cruzada, levando a surtos de salmonelose (RYAN, WALL &
GILBERT, 1996; TODD, 1997).

Na Unido Europeia sorovares de Salmonella Enteritidis e Typhimurium séo relatados
como 0s maiores agentes etioldgicos de salmoneloses que se adaptaram aos humanos. Nos
Estados Unidos, S. Enteritidis e S. Typhimurium representam os agentes mais reportados pelo
Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) (CDC, 2006). Na Australia a
disseminacdo de Salmonella varia geograficamente, enquanto que S. Typhimurium era o
sorotipo mais relatado em 2008, S. Enteritidis era a maior causa de doengas, apesar de néo ser
endémica na Austrélia (YATES, 2011). Enquanto S. Enteritidis est4 ligada ao consumo de
frango e ovos, S. Typhimurium esta mais ligada a uma série de animais como, aves, suinos,
bovinos e ovinos. S. Enteritidis era um sorovar raro até meados da década de 80, quando foi
ligada a causa de salmoneloses em paises da Europa e de todo o mundo (COGAN &
HUMPHREY, 2003; POPPE, 1999), na década seguinte acabou substituindo a S.
Typhimurium como o sorotipo mais comum de salmonelose (COGAN & HUMPHREY,
2003; TSCHAPE et al., 1999; ANGULO & SWERDLOW, 1999;). Australia e Nova Zelandia
tém, no entanto, um ndmero de salmoneloses a partir de S. Typhimurium relativamente maior
em comparacdo com Canada, Estados Unidos e os paises da Unido Europeia (DALTON et al.,
2004). O grande movimento continuo de pessoas pelo mundo facilita a disseminacdo desse
agente permitindo a introducdo de sorotipos Salmonella de em paises importadores
(CARRASCO etal., 2012).

1.9 Salmonella em produtos de baixa atividade de agua

Acredita-se que espécies de Salmonella estejam presentes em qualquer tipo de
produto, pois esse patdgeno € amplamente difundido na natureza. Diversas espécies sao

capazes de sobreviver durante semanas em agua e por anos no solo, se as condicOes
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ambientais como temperatura, umidade e pH (TODAR, 2008) forem favoraveis ao se

desenvolvimento.

Nozes e sementes podem ser naturalmente contaminadas com Salmonella, devido ao
seu cultivo e/ou processos de colheita. Um grande numero desses produtos alimenticios tém
sido recolhidos por contaminagdo com Salmonella (PODOLAK et al., 2010). Contaminacao
cruzada e recontaminagdo também podem contribuir para contaminacdo de produtos de
amendoim por Salmonella. Adicionalmente, se os ingredientes ndo sdo armazenados, tratados
e/ou armazenados contaminados, sem analise prévia, podem ser agentes de contaminacéo de
produtos processados. Durante o processo de investigacdo de um surto nos Estados Unidos, a
FDA declarou que o armazenamento improprio do amendoim e as oportunidades de

contaminacdo cruzada seriam as causas plausiveis do surto (FDA, 2009).

A baixa atividade de agua representa uma barreira para a multiplicacdo de muitos
micro-organismos, incluindo Salmonella (BETTS, 2007). Alimentos como, leite em pd,
chocolate, manteiga de amendoim e alguns alimentos infantis desidratados sédo produtos
caracteristicos de baixa atividade de dgua que ndo deveriam estar comumente relacionados a
surtos de salmonelose, pelo fato do micro-organismo ter necessidades de disponibilidade de
agua de em média 0,94. Investigacdes epidemioldgicas e de dados ambientais indicaram que a
contaminagdo cruzada desempenha um papel importante na contaminacdo desses produtos
(SMITH et al., 2004) e a bactéria apds essa contaminacdo tem a capacidade de sobreviver em
alimentos secos por longos periodos (JUVEN et al., 1984; HIRAMATSU et al., 2005;
JANNING, in VELD, NOTERMANS & KRAMER, 1994).

Além disso, tem sido relatada que a combinacdo de baixa atividade de agua e alto teor
de gorduras, como nos amendoins, pode ter um efeito sinérgico na sobrevivéncia da
Salmonella no amendoim e produtos derivados (SHACHAR & YARON, 2006). Alguns
autores revisaram diversas fontes e fatores de risco para contaminacGes por Salmonella,
analisaram a sobrevivéncia, persisténcia e resisténcia da bactéria ao calor em produtos de
baixa atividade de agua e a concluséo foi que praticas pobres de saneamento, instalacfes
precérias, falta de design dos equipamentos e manutengdo inadequada, continuam a ser a
causa de contaminacao pos processamento por Salmonella em alimentos de baixa atividade de
agua (PODOLAK et al, 2010).
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O controle de Salmonella em alimentos de baixa atividade de agua e teores elevados
de gordura ainda representa varios desafios para os fabricantes desses produtos. Nos Estados
Unidos a “Associag¢ao dos Supermercados” publicou um documento que orienta os fabricantes
e os distribuidores estabelecendo sete elementos de controle de contaminacao por Salmonella:
1) impedir formas de entrada de Salmonella em instalacGes de processamento; 2) aumentar o
rigor com as préaticas de higiene; 3) Aplicacdo de controle higiénico durante os projetos de
planejamento de uso de equipamentos e instalacdes; 4) prevenir e reduzir o crescimento de
Salmonella nas instalacbes distribuidoras; 5) estabelecer programa de controle de
ingredientes; e 7) estabelecer procedimentos para verificacdo e analise de Salmonella assim
como se necessario planejar agdes corretivas (CARRASCO et al., 2012).

1.10 Salmonella em produtos de amendoim

Embora historicamente nédo estejam associados com doencas de origem alimentar, 0s
surtos que vem ocorrendo nos Ultimos anos colocam o amendoim no centro das atengdes no
que diz respeito a salmoneloses (CHANG, et al., 2013). Amendoins sdo consumidos em todo
o mundo na forma de dleo, manteiga, amendoim assado, torrado e como ingrediente. E uma
fonte boa e barata de energia, que provoca saciedade e aumento do gasto energético que faz
com gue seu consumo ndo contribua significantemente para aumento de peso corporal e por
isso, tendo em vista seu beneficio para consumidor, é importante que estes tenham o direito de
desfrutar de um produto microbiologicamente seguro (MATTES, KRIS-ETHERTON &
FOSTER, 2008).

O primeiro surto com manteiga de amendoim ocorreu em 1996 na Australia causado
por Salmonella Mbandaka (SCHEIL et al., 1998). Dez anos mais tarde, o primeiro surto de
manteiga de amendoim ocorreu nos Estados Unidos, o surto multiestado causado por S.
Tennessee foi atribuido a umidade provocada por um vazamento em uma usina de
processamento de Sylvester, GA. No total, 628 pessoas foram infectadas em 47 Estados. O
fabricante foi notificado e medidas de controle foram implantadas. Um surto complexo em
varios Estados dos Estados Unidos em 2009 foi causado por Salmonella Tiphymurium
associado com manteiga de amendoim e produtos de amendoim produzidos por um fabricante
de amendoins da Georgia (CDC, 2009). O primeiro produto suspeito foi uma marca de
manteiga de amendoim produzida na Georgia, essa manteiga foi usada como ingrediente em

varios produtos a base de amendoim. No total mais de 3900 produtos foram recolhidos entre
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mais de 200 empresas. O surto envolveu 714 pessoas em 46 Estados e 1 no Canada, 171
internacdes e 1 6bito (CDC, 2009).

Em um surto internacional ocorrido em 2001 com 109 casos registrados na Austrélia,
Canada e Reino Unido a fonte de contaminacdo foi identificada como amendoim torrado
(KIRK et al., 2004). Os surtos mais recentes que foram relacionados a manteiga de amendoim
ocorreram nos Estados Unidos. A manteiga apresenta umidade de 1% e atividade de agua
inferior a 0,30 (PARK et al., 2008). No surto ocorrido entre 2006 e 2007 foram reportados
425 casos, sem notificacdo de 6bito. Neste surto, Salmonella Tennesse foi isolada do produto
final e das instalagBes da industria processadora (CDC, 2007). O ultimo surto relatado ocorreu
em 2012 e acometeu 42 pessoas em 20 Estados. Durante a inspecéo p6s-surto, as autoridades
de saude encontraram Salmonella sp. em quatro amostras de produto acabado e uma amostra
de amendoim cru sem casca. Além disso, o patdgeno foi isolado de diferentes pontos da linha
de processamento (CDC, 2013).

No Brasil, dados de ocorréncia de surtos sdo bastante limitados. Entre os anos de 2010
a 2014, foram notificados 128 casos de infec¢do por Salmonella sp. conforme os dados do
Ministério da Saude (BRASIL, 2014) porém ndo sdo especificados as fontes de origem do

patégeno.

O amendoim como ingrediente pode e deve ser considerado também um perigo devido
aos Gltimos surtos mundiais, sabendo que surtos com ingredientes contaminados sdo mais
dificeis de serem identificados. Um surto associado a um ‘“snack” a base de amendoim
importado em 1994, teve 27 casos reportados, dos quais 26 eram criancas da Inglaterra e Pais
de Gale. Nessa mesma época um surto com a mesma espécie (Salmonella Agona) estava
ocorrendo também em Israel. As amostras positivas variavam de 2-45 UFC/pacote
(KILLALEA et al., 1996).

O maior surto envolvendo amendoim como ingrediente foi relacionado a um
fabricante de amendoim nos Estados Unidos em 2009. Além de manteiga, a fabrica produzia
amendoins torrados que eram utilizados em cookies, biscoitos, cereais, doces, entre outros
produtos. No periodo o FDA investigou a planta processadora e verificou que as boas préaticas
de fabricacdo eram falhas, os equipamentos sujos, havia falta de cuidados no armazenamento
do amendoim processado e presenca de goteiras no teto que caiam sobre o produto. Todos 0s

produtos que estavam estocados proximos a rachaduras nas paredes e no piso estavam
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contaminados com Salmonella. Foram notificados 714 casos, com 9 ébitos em 46 Estados
(CDC, 2009).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Determinar a ocorréncia de Salmonella sp. e enterobactérias ao longo da cadeia
produtiva do amendoim nos Estados de Sdo Paulo, Minas Gerais e Bahia, desde a colheita a

campo até o final do beneficiamento industrial.

2.2 Objetivos especificos

¢ Isolar Salmonella e avaliar a presenca enterobacteérias e E. coli nas etapas de cultivo e

beneficiamento do amendoim;

e Verificar se as enterobactérias e E. coli presentes nas etapas de cultivo e
beneficiamento do amendoim podem ser consideradas bons indicadores para a

presenca de Salmonella sp. na cadeia produtiva do amendoim;

e Auvaliar se ha influéncia dos tipos de cultivo do amendoim nos diferentes Estados

avaliados, sobre a presenca de Salmonella sp. e demais enterobactérias;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

O estudo investigou a presenca de Salmonella sp., Escherichia coli, coliformes e
enterobactérias totais em 120 amostras coletadas em diferentes fases ao longo da cadeia
produtiva do amendoim. Na primeira etapa foram analisadas 60 amostras, sendo 40 da
subespécie hypogaea coletadas durante as etapas de pds-colheita nos Estados de Sdo Paulo e
Minas Gerais e 20 da subespécie fastigiata coletadas no Estado da Bahia. Na segunda foram
avaliadas 60 amostras, ambas da subespécie hypogaea, provenientes do beneficiamento do

amendoim a partir de plantas beneficiadoras do Estado de S&o Paulo.

3.2 Procedimento experimental

3.2.1 Coleta das amostras

Na primeira fase, as amostras de amendoim foram oriundas de quatro produtores
rurais, sendo um do Estado da Bahia (D), um de Minas Gerais (C) e dois de S&o Paulo (A e
B). A partir de cada propriedade foram analisadas amostras de amendoim com casca
proveniente de cada uma das etapas de pds-colheita: arranquio (20), enleiramento (20) e

despencamento (20) das vagens.

Na segunda fase, as amostras analisadas foram de duas plantas beneficiadoras
localizadas no Estado de S&o Paulo e nestas foram analisadas amostras que envolvem as
etapas de beneficiamento do amendoim essas etapas geralmente envolvem: secagem (20),
debulhamento (15), selecdo/classificacdo (20), blancheamento (5), além da etapa de torracéo

que ndo foi pesquisada devido o beneficiador nao utilizar este processo.

No caso das industrias beneficiadoras utilizadas neste trabalho, algumas néo possuiam
todas as etapas para serem amostradas. Nos beneficiadores A e C, além da propria plantacéo,
a industria recebe amostras oriundas de outros produtores e ambos (A e C) ndo realizam etapa
de blancheamento, visto que depois da selecdo os amendoins geralmente sdo vendidos a

industria de doces e confeitos. A etapa de blancheamento também ndo era adotada pelo
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produtor D. Somente o produtor B tem producdo de doces, salgados e confeitos a base de
amendoim, sendo o Unico a apresentar a etapa de blancheamento, que é muito importante
principalmente na producdo de pé-de-moleque. Nenhum dos beneficiadores analisados
possuia a etapa de torracdo. No total 60 amostras de campo e 60 amostras de beneficiamento

foram coletadas, sendo a amostragem feita em quintuplicada de 500 g.

Para a analise de Salmonella, a amostragem foi realizada de acordo com as
recomendacdes da ICMSF (2011). Foram coletadas 5 amostras de 500 g de cada etapa que
posteriormente foram pesadas e divididas em 10 unidades analiticas de 25g, totalizando 250g
de produto analisado/amostra (Figura 1). Os demais ensaios microbioldgicos foram realizados
a partir de unidade analitica Unica de 25g oriunda da amostra inicial.

Figura 1: Figura 1: Esquema da amostragem para andlise de Salmonella sp. em 250 g
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3.2.2  Analise microbioldgica

Os procedimentos experimentais foram realizados no Laboratério de Microbiologia do
Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL) localizado na cidade de Campinas, Sdo Paulo,

Brasil.

3.2.3 Contagem de enterobactérias totais

Para determinacdo de enterobactérias totais utilizou-se o método de contagem em
placa, usando &gar Vermelho Violeta Bile com Glicose (VRBG) com sobrecamada e
incubagdo a 35°C por 24h. O resultado foi expresso em logaritmos de unidades formadoras de
col6énias por grama (log UFC/g) (KORNACKI & JOHNSON, 2001).

3.2.4 Contagem de coliformes totais e Escherichia coli

A contagem de coliformes totais e E. coli foi conduzida em Petrifilm™ 6404 (3M),
com incubacdo a 35°C por até 48h. As coldnias vermelhas ou azuis com producdo de gas
foram consideradas coliformes totais e apenas as col6nias azuis com producdo gas foram
contabilizadas como E. coli. O resultado foi expresso em logaritmos de unidades formadoras
de coldnias por grama (log UFC/g) (AOAC, 2009).

3.2.5 Salmonella sp.

A determinacdo de Salmonella sp. foi feita através do método imunolégico no sistema
Mini-Vidas (BioMeriéux®, Franca). Dez porcdes de aproximadamente 25 g foram
homogeneizadas em agua peptonada tamponada (BPW), na dilui¢do 1: 10 (25 g em 225 mL),
em seguida adicionou-se a cada amostra 1 mL do suplemento para Salmonella sp. do kit
comercial (BioMeriéux®, Franca) as amostras. Apos uma nova homogeneizagdo, as amostras
foram incubadas a 41,5 °C por 18-24h conforme indicacdo do fabricante. Apds a incubacéo,
foi realizada a compostagem das 10 porgcdes de cada amostra realizada por meio da
transferéncia de 1 mL de cada por¢do para um tubo estéril com posterior homogenizagdo em

Vortex. Em seguida, transferiu-se 500 pL de cada compostagem para barretes do kit Vidas UP
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Salmonella (SPT) (BioMérieux®, Francga), os quais foram previamente aquecidos em chapa
de aquecimento por 5 min a 131 °C e resfriados a temperatura ambiente por 10 min e ap6s
inseridos no equipamento Mini-Vidas (BioMérieux®, Franca). O equipamento expressa 0
resultado como presenca ou auséncia de Salmonella sp. por unidade analitica, sendo o limite
utilizado para anélise de 0,004 NMP/g.

A confirmacdo das amostras positivas foi feita de acordo com o método da Food and
Drug Administration (FDA) pela técnica do Numero Mais Provavel (NMP). O pré-
enriquecimento foi realizado em BPW, com incubacdo a 37 °C/ por 22-24h. Em seguida,
realizado enriquecimento em caldos Rappaport-Vassiliadis e Tetrationato. Ap6s incubacéo
por 24h a 37 °C, foi executado o plaqgueamento em &gar Entérico de Hecktoen (HE) e agar
Xilose Lisina Desoxicolato (XLD). A confirmacdo bioquimica foi realizada primeiramente
em agar Triplice Acucar Ferro inclinado (TSI) e agar Lisina Ferro inclinado (LIA). As
colbnias que apresentarem reacdes tipicas em um ou ambos os testes, foram entdo submetidas
a confirmacdo soroldgica e a provas bioquimicas complementares (teste de urease, Vogues-
Proskauer, indol e B-galactosidase). O resultado foi expresso como NMP/g (ANDREWS &
HAMMACK, 2007).

3.2.6 Analise de atividade de agua e pH

Para a verificacdo do pH, amostras de 10 g foram maceradas e homogeneizadas com
100 mL de agua deionizada em shaker por 20 min e leitura feita com o auxilio de um

potenciémetro devidamente calibrado (1AL, 2008).

A atividade de agua foi determinada em duplicata diretamente em um medidor de
atividade de agua (Aqualab, Decagon Device, EUA).
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Os resultados da determinacéo da atividade de agua e pH das amostras analisadas sdo

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Atividade de agua (Aw) e pH por Estado produtor das amostras de pés-colheita do

amendoim a campo

Estado N Etapa Aw pH
A 5 Arranquio 0,994 + 0,01 6,33 +0,20
5 Enleiramento 0,966 + 0,02 6,31+£0,15
5 Despencado 0,840 + 0,03 6,84 £ 0,09
B 5 Arranquio 0,997 £ 0,00 6,44 £ 0,17
5 Enleiramento 0,983 = 0,00 6,58 £ 0,24
5 Despencado 0,664 = 0,04 7,02 £0,04
C 5 Arranquio 0,999 + 0,00 6,31 +0,15
5 Enleiramento 0,985 + 0,01 6,11 + 0,19
5 Despencado 0,812 + 0,03 6,73+0,18
D 5 Arranquio 0,991 + 0,00 6,00 + 0,13
5 Enleiramento 0,981 + 0,01 6,33+0,34
5 Despencado 0,991 + 0,00 6,16 £ 0,12

A e B= Sao Paulo, C= Minas Gerais, D= Bahia

Nos Estados analisados, a atividade de agua inicial foi de 0,99 em todas as amostras e,

em média, no enleiramento de 0,90, valores estes que permitem a multiplicacdo de micro-

organismos patogénicos. Este fator junto com a disponibilidade de nutrientes que o amendoim

fornece, predispde a permanéncia/sobrevivéncia de Salmonella por longos periodos no solo

mesmo apods a colheita. Alguns estudos demonstram que diversas espécies de Salmonella sdo

capazes de sobreviver durante semanas em agua e por anos no solo, se as condicdes

ambientais como temperatura, umidade e pH forem favoraveis ao seu desenvolvimento

(TODAR, 2008).



38

Conforme Embrapa (2006), para as Boas Praticas Agricolas para amendoim,
recomenda-se que depois do enleiramento haja a reducdo da umidade inicial das vagens de
35-40% para aproximadamente 10% (EMBRAPA, 2006), essa informacdo leva em
consideracdo a prevencdo da possivel contaminagdo por aflatoxinas. Porém essa reducdo da
atividade de agua também pode ser utilizada para restringir a multiplicacdo de bactérias
patogénicas. Assim a reducdo rdpida da atividade de &gua torna-se um fator importante de

controle para diminuir a populacéo inicial por Salmonella no amendoim.

O pH das amostras analisadas variou entre 6,00 e 7,02 (Tabela 1) ndo sendo limitante
ao desenvolvimento de Salmonella, ja que essa bactéria prefere pH préximo a neutralidade
(FRANCO & LANDGRAF, 1996; JAY, 2005), havendo também de desenvolvimento de
Salmonella em pH variavel, desde em torno de 3,99 até 9,85 (LI et al, 2013).

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos nas analises microbiologicas de
enterobatérias, coliformes totais e E. coli das amostras de amendoim coletadas em diferentes
etapas de pds-colheita nos Estados de Séo Paulo, Minas Gerais e Bahia.

Tabela 2: Contagens de enterobactérias, coliformes totais e Escherichia coli por Estado
produtor, das amostras das etapas de pos-colheita do amendoim.

Estado N Etapa Enterobactérias Coliformes E. coli
(log UFC/g) (log UFC/g) (log UFC/q)
A 5 Arranquio 5,38 a 7,68* 4,49 a751* <1*
5 Enleiramento 6,20a7,21 3,52a5,00 <1
5 Despencado 7,11a7,91 2,00a6,73 <1
B 5 Arranquio 6,81a7,98 540a6,71 <1
5 Enleiramento 4,61 a6,61 1,70 a 6,51 <1
5 Despencado 3,18a4,76 2,90a 3,53 <1
C 5 Arranquio 6,46 a9,18 3,71a8,51 <1
5 Enleiramento 6,03 a 8,96 3,18a7,71 <1
5 Despencado 6,45a7,83 548a6,41 <la4
D 5 Arranquio 5,79a9,34 5,10a 8,91 <1
5 Enleiramento 8,07 a 8,89 4,95 a 8,08 <la?
5 Despencado 5,38a9,53 4,83a7,95 <1

A e B= Sao Paulo, C= Minas Gerais, D= Bahia

*LOD: 1 log UFC/g
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As amostras apresentaram altas contagens de enterobactérias, sobretudo nas amostras
oriundas da Bahia (D) (5,79 a 9,53 log UFC/g), seguidas pelas amostras de Minas Gerais (C)
(6,03 29,18 log UFC/g) e Sao Paulo (A e B) (3,18 a 7,11 log UFC/g). O mesmo foi observado
para coliformes totais que apresentaram contagens entre 4,83 e 8,91 log UFC/g para as
amostras da Bahia, entre 3,18 e 8,45 log UFC/g em Minas Gerais e entre 1,70 e 7,95 log
UFC/g em Sdo Paulo. Somente uma amostra da etapa de despencamento coletada em Minas
Gerais apresentou E. coli (4,00 log UFC/g). A legislacdo brasileira permite contagens
méximas de 10° (3 ciclos logaritmicos) para coliformes a 45 °C em amendoins crus, inteiros
ou descascados (BRASIL, 2001).

Os produtores avaliados nesse estudo de Sao Paulo e Minas Gerais ndo faziam uso de
adubacdo organica, porém, em um ponto de coleta da Bahia o produtor utilizava desse recurso
durante a producdo primaria do amendoim. Durante a adubacdo organica, fatores como a
contaminacdo do solo, 0 uso de esterco de animais e de composto ndo curtido de forma
adequada para adubacgdo e/ou aplicacdo de &4gua contaminada na irrigagdo sdo consideradas
fontes importantes de contaminacdo fecal (ICMSF, 2011), o que poderia justificar a alta
contagem de coliformes totais. Além disso, a presenca de animais e vetores préximos ao local
do cultivo, a higiene inadequada de manipuladores e/ou dos equipamentos e utensilios
utilizados durante o processamento podem ser consideradas fontes adicionais para veiculacao
de patdgenos bacterianos.

A presenca de E. coli nos produtores C e D pode ser considerada um fator de risco
guando o amendoim é comercializado cru, in natura como acontece comumente no Estado da
Bahia (D). Na Bahia os ambulantes vendem amendoins grosseiramente higienizados, expondo

0s consumidores a riscos de adquirirem uma doencga de origem alimentar.

E. coli estd amplamente ligada a surtos com alimentos frescos de origem vegetal que
ndo sofrem tratamentos adequados de sanitizacdo. Desde 2011 E. coli tem sido um problema
frequentemente relacionados a morangos nos Estados Unidos. Foi demonstrado que o micro-
organismo foi capaz de sobreviver no solo por longo periodo de tempo, recuperando-se 4,27
log UFC/g e nos morangos 3,37 log UFC/g apds contaminacdo inicial (STONE, 2011).
Considerando-se que o nivel de contaminacdo foi similar ao observado neste estudo, ressalta-
se a importancia de um adequado controle de enterobactérias e E. coli em amendoins in natura

como forma de prevenir a exposi¢ao do consumidor a este patogeno.
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A 4gua de irrigacdo contaminada podem ser um dos vetores mais comum de
transmissdo de E. coli O157: H7 em produtos dentro do campo ( BEUCHAT, 1996;
ACKERS et al., 1998; CARMICHAEL et al., 1999; BRANDL, 2006; BUCK et al., 2003;
ARUSCAVAGE et al., 2006; LYNCH et al., 2009).

O solo é outro vetor comum associado como fonte de transmissdo de contaminagdes
de produtos de origem vegetal (SOLOMON et al., 2002). A persisténcia de E. coli O157: H7
no solo ocorre devido ao intimo contato com a planta, sobretudo em periodos de chuva,
irrigacdo aérea ou poeiras transportadas pelo vento. Gagliardi e Karns (2000) relataram que
poros do solo podem ser obstruidos devido a chuva, e E. coli O157: H7 pode descer abaixo da
camada superior no solo para o sistema radicular mais de 2 meses ap06s a aplicacdo inicial.
Estes resultados suportam a hipotese de que se em solo de um produtor ha contaminacao por
E. coli, numeros viaveis do patdgeno provavelmente persistirdo durante todo o periodo de

crescimento, aumentando o risco de contaminacdo nas as plantas (SHAW et al., 2015).

Embora o numero de surtos associando E.coli com bagas de vegetais seja
relativamente baixo, acredita-se que haja uma lacuna no nosso conhecimento (CDC,
2011). Sao limitadas as informacGes no que se refere a capacidade da E. coli sobreviver
durante as fases de crescimento de plantas, sendo ainda mais restritas se for considerada a
quantidade limitada de estratégias de pés-colheita e de intervencdo para eliminar E. coli em
bagas, junto com a escassez de publicacdes sobre a sobrevivéncia do patégeno em bagas e
frutos. Desse modo uma melhor compreensdo de seu comportamento e sobrevivéncia pré-
colheita é fundamental para o desenvolvimento de estratégias para prevenir futuros surtos de
origem alimentar (SHAW et al., 2015).

A Tabela 3 demonstra que em seis das 60 amostras analisadas apresentaram
contaminacdo por Salmonella sp., sendo uma amostra da etapa de arranquio de Sdo Paulo
(0,064 NMP/g) e cinco da etapa de despencamento (uma de Sdo Paulo — 0,004 NMP/g e trés
de Minas Gerais - 0,037 a 0,092 NMP/g). Néo foi detectada Salmonella sp. nas amostras
oriundas da Bahia, onde houve altas contagens de enterobactérias, portanto, estas neste caso,
ndo atuaram como bons indicadores microbioldgicos para contaminacdo por Salmonella no

amendoim (Tabela 3).

Sa0 escassos os dados na literatura determinando a contaminagéo por Salmonella sp.

em amendoim. Este € o primeiro estudo e, como consequéncia, os primeiros dados gerados
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sobre a ocorréncia de Salmonella durante as etapas de obtencdo do amendoim (colheita). Os
baixos niveis de contaminagdo por Salmonella obtidos no presente trabalho se assemelham
aos relatos de baixos valores de contaminacdo pelo patdégeno em surtos descritos tendo o
amendoim como alimento envolvido. Bansal et al. (2010) observaram presenca de Salmonella
sp. em apenas 0,97% das amostras de amendoim descascados analisadas, com nivel de
contaminacdo entre 0,012 e 0,155 NMP/g. A anélise de amostras de amendoim com casca
provenientes de um recolhimento do produto do mercado varejista norte-americano apontou
contaminacdo acima da encontrada no presente estudo, 38% de positividade, com nivel de
contaminacéo variando de <0,03 a 2 NMP/g (KIRK et al., 2004).

Tabela 3: Resultados da pesquisa de Salmonella sp. por Estado produtor das etapas de pos-
colheita do amendoim

Salmonella
Estado Etapa Amggtras
N positivas Contagem (NMP/qg)
(25009)

A Arranquio 10 0 <0,004*
Enleiramento 10 0 <0,004
Despencamento 10 1 <0,004 a 0,004

B Arranquio 10 1 <0,004 a 0,064
Enleiramento 10 0 <0,004
Despencamento 10 1 <0,004 a 0,004

C Arranquio 10 0 <0,004
Enleiramento 10 0 <0,004
Despencamento 10 3 0,037 a 0,092

D Arranquio 10 0 <0,004
Enleiramento 10 0 <0,004
Despencamento 10 0 <0,004

A e B= Sao Paulo, C= Minas Gerais, D= Bahia
*LOD: 0,004 NMP/g

Embora o maior nimero de amostras contaminadas tenha ocorrido apdés o

despencamento das vagens, o patdgeno também foi detectado em uma amostra de arranquio,
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sugerindo que a Salmonella sp. ja pode entrar na cadeia produtiva do amendoim em etapas
precoces da producao.

A capacidade de sobrevivéncia de Salmonella sp. por longos periodos em produtos de
baixa atividade de agua ja foi relatada em varios trabalhos (TAMMINGA et al., 1976;
KOMITOPOULOU & PENALOZA, 2009; MANN & BEUCHAT 2011; BEUCHAT et al.,
2013) e seria um dos fatores contribuintes para a ocorréncia de surtos neste tipo de produto.
Uesugi et al. (2006) nao observaram reducéo significativa no indculo de Salmonella sp. apos
550 dias de estocagem de améndoas a - 20 e 4 °C. Ap6s 0 mesmo periodo a 23 °C obtiveram
taxa de redugdo de 0,30 log UFC/g/més. Em um estudo realizado com manteiga de
amendoim, Burnett et al. (2000), partindo de um indculo inicial de Salmonella de 5,68 log
UFC/g, obtiveram contagens de 1 e 2 log UFC/g ap6s 24 semanas de estocagem a 21 e 4 °C,
respectivamente. Park et al. (2008) detectaram Salmonella Tennessee artificialmente
inoculada em manteiga de amendoim até 2 semanas de estocagem a 22 °C.

O levantamento epidemioldgico de surtos de salmonelose envolvendo produtos de
baixa atividade de agua como castanhas, amendoim e chocolate confirma que a dose
infectante é extremamente baixa, chegando a 0,04 NMP/g (LEHMACHER et al., 1995;
WEBER et al., 2005). Esta dose esta associada a alta porcentagem de gordura, a qual confere
protecdo contra o &cido gastrico, permitindo a colonizacgdo do intestino e a producédo de sinais
clinicos (D’AOUST, 1977). A contaminacdo das amostras de amendoim no surto no ano de
2001 que ocorreu na Australia, no Canada e no Reino Unido foi de <0,03 a 2 UFC/g (KIRK et
al., 2004), portanto sendo importante evitar a contaminacao dessa oleaginosa ja no campo.

Mesmo que a presenca deste patdgeno seja muitas vezes relacionada a presenca de um
manipulador portador, no presente estudo a Salmonella s6 foi detectada nas amostras
despencadas mecanicamente, indicando o importante papel da higienizacdo dos equipamentos
para prevencao da contaminacao.

Em algumas regifes produtivas de amendoim, além da escassez de sementes
melhoradas, 0 aumento do uso de equipamentos e maquinas agricolas adaptadas ao cultivo do
amendoim por pequenos produtores para operacdes de colheita e pos-colheita contribuiriam
para 0 aumento da produtividade da cultura (FAGUNDES, 2002). Essa pratica mecanizada de
colheita do amendoim € utilizada nos Estados A, B e C, onde no processo sdo utilizadas
maquinas de arranquio e despencamento, principalmente. Nota-se que nessas etapas foi onde
observou-se a presenca de Salmonella, ao contrario do Estado D onde a colheita como um
todo ¢é feita de forma manual e ndo houve contamina¢Ges em nenhuma das etapas analisadas,

até mesmo quando era utilizado adubo orgénico no solo. Salienta-se assim, que ao investir em
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mecanizacdo agricola, devem-se seguir quesitos de boas praticas de manutencdo e
higienizacdo de maquinas e equipamentos, além dos caminhdes utilizados no transporte do
amendoim do campo para a industria beneficiadora que também devem passar por esse
processo, garantindo assim a higiene da matéria-prima.

A ICMSF (2000; 2011) considera essencial a verificacdo rotineira da presenca de
Salmonella sp. na matéria-prima, no ambiente de processo e no produto final. Apesar da
Salmonella sp. ser o principal alvo bacteriano em uma investigacao analitica, a presenca de
outros enteropatégenos como Escherichia coli deve ser monitorada. Anélises de
Enterobacteriaceae totais e coliformes sdo consideradas ferramentas adicionais para fornecer
informacdo sobre as condi¢fes higiénico-sanitarias de produtos e processos. Esses micro-
organismos sao amplamente utilizados na industria de alimentos como indicadores de higiene
e podem ser monitorados em paralelo para verificar as condi¢cBes gerais de eficacia de
processo. Entretanto, ndo podem substituir o monitoramento direto de Salmonella sp., uma
vez que baixos niveis de Enterobacteriaceae totais ou coliformes ndo asseguram a auséncia
deste patdgeno (CORDIER, 2008).

Beuchat et al. (2013) afirmam que ha a necessidade de conhecimento detalhado das
possiveis fontes e rotas de contaminacdo de Salmonella sp. em produtos de baixa atividade
de &gua. S6 assim poderdo ser estabelecidas medidas de controle suficientemente robustas
para gerenciar riscos incomuns e inesperados. Segundo Doyle e Buchanan (2013) ndo ha
dados publicados sobre avaliacdo de risco para as praticas de cultivos, colheita e secagem de
castanhas, nozes e amendoim. Os dados existentes sdo escassos e predominantemente

relacionados a investigacdo de surtos.
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4.2 Amostras de beneficiamento

Os resultados das anélises de atividade de 4gua e pH sdo mostrados na Tabela 4.

Tabela 4: Atividade de &gua (Aw) e pH das amostras de amendoim por beneficiador
coletadas nas etapas de beneficiamento do amendoim

Beneficiador Etapa N Aw pH

A Secagem 5 0,558 + 0,04 6,55 + 0,34
Debulhado 5 0,604 + 0,04 6,27 + 0,04
Selecéo 5 0,604 + 0,01 6,75+ 0,24
Blancheado - - -

B Secagem 5 0,483 £ 0,01 6,35+ 0,25
Debulhado - - -
Selecéo 5 0,491 + 0,01 6,77 £ 0,15
Blancheado 5 0,442 + 0,02 6,93+ 0,05

C Secagem 5 0,546 + 0,01 6,75+ 0,20
Debulhado 5 0,632 + 0,06 6,59 + 0,24
Selecéo 5 0,568 = 0,01 6,45+ 0,18
Blancheado - - -

D Secagem 5 0,500 + 0,00 6,22 £ 0,03
Debulhado 5 0,494 + 0,01 6,15+ 0,15
Selegdo 5 0,473+0,01 6,48 + 0,23
Blancheado - - -

A Tabela 5 apresenta os valores obtidos de contagens de enterobacteérias, coliformes
e E. coli nas etapas de beneficiamento das industrias do Estado de Sdo Paulo. Os resultados
das andlises de enterobactérias variaram entre 1,30 a 7,98 log UFC/g e coliformes de <1 a

7,32 log UFC/g. N&o houve amostras com presenca de E. coli.
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Beneficiador  Etapa N Enterobactérias  Coliformes E. coli
(log UFC/g) (log UFC/g) (log UFC/g)

A Secagem 5 411a7,84* 3,08 a7,32* <1*
Debulhado 5 2,58 a4,75 1,00a 1,70 <1
Selecéo 5 1,30a 2,86 <la?2,26 <1l
Blancheado - - - -

B Secagem 5 5,23a7,37 2,63a5,49 <1
Debulhado - - - -
Selecéo 5 3,57 a 4,62 <1a3,78 <1
Blancheado 5 1,71a2,81 1,00 a 1,60 <1

C Secagem 5 1,90 24,03 1,002 2,85 <1
Debulhado 5 2,85a4,85 2,26 a 3,49 <1
Selecéo 5 2,23 a 4,06 <laz2,20 <1
Blancheado - - - -

D Secagem 5 4,72 a 5,29 2,11a2,52 <1
Debulhado 5 1,30a2,94 <la2,23 <1
Selecéo 5 1,30 a 3,09 <la2115 <1
Blancheado - - - -

*LOD: 1 log UFC/g

As altas contagens de enterobactérias e coliformes, principalmente de produtor B, se

referem a etapa de secagem. Esses resultados podem ser oriundos de praticas inadequadas

durante a manipulacdo da matéria-prima recebida do produtor, assim como a falta de

manutencdo e controle de temperatura de secagem dos fornos, podendo essas etapas ser

consideradas como criticas para o controle durante as etapas de beneficiamento do amendoim,

podendo indicar presenca de possivel patégeno.

Na Tabela 6 sdo apresentados os resultados da ocorréncia de Salmonella em etapas de

beneficiamento do amendoim.
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Tabela 6: Resultados da pesquisa de Salmonella sp. por beneficiador nas etapas de
beneficiamento do amendoim.

Salmonella
Beneficiador ~ Etapa N Amostras
positivas (250g)  Contagem (NMP/g)

A Secagem 10 0 <0,004
Debulhado 10 0 <0,004
Selecéo 10 0 <0,004
Blancheado - - -

B Secagem 10 2 0,004 a 0,004
Debulhado - - -
Selecdo 10 0 <0,004
Blancheado 10 0 <0,004

C Secagem 10 0 <0,004
Debulhado 10 0 <0,004
Selecéo 10 0 <0,004
Blancheado - - -

D Secagem 10 0 <0,004
Debulhado 10 0 <0,004
Selecdo 10 0 <0,004
Blancheado - - -

*LOD: 0,004 NMP/g

De uma maneira geral os amendoins que sdo beneficiados ndo sdo considerados fonte
de risco para doencas de origem alimentar e surtos de salmoneloses, principalmente por
sofrerem tratamentos que reduzem a atividade de agua para valores proximos a 0,28, se
tornando uma barreira para multiplicacdo de patdgenos, se as condigdes sanitarias adequadas
forem mantidas (WOOFDROOF, 1983). Porém, existem relatos de alguns surtos e estes estdo
relacionados com amendoins beneficiados e ocorreram devido as boas praticas de fabricacdo

precarias e tratamentos térmicos inadequados (CHANG et al., 2013).

Os resultados deste trabalho evidenciaram a presenca de Salmonella ainda que em
baixas concentracOes, apenas em amostras de secagem (Tabela 6). Woodroof (1983)

considera a etapa de secagem ao forno em torno de 130 °C um ponto critico devido a possivel
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sobrevivéncia de micro-organismos patogénicos em alimentos secos e de baixa umidade, além
da capacidade de algumas bactérias patogénicas como a Salmonella resistirem a essa barreira
de controle principalmente em amendoins devido ao seu alto teor de gordura (SHACHAR &
YARON, 2006; PODOLAK et al., 2010; ICMSF, 2011).

De acordo com Mazzotta (2001) seria necessario um tratamento térmico de 71 °C/3seg
para reducdo de 5 log UFC/g deste micro-organismo em suco de laranja. Contudo, em noz
pecan o tratamento a 120 °C por 20min reduziu apenas 1 ciclo logaritmico da populacdo de
Salmonella sp. (BEUCHAT & MANN, 2011). Estudos realizados nos Estado Unidos
evidenciam o risco de permanéncia do patdgeno mesmo apos tratamento térmico elevado
(>80 °C). Shachar e Yaron (2006) verificaram reducdo de Salmonella sp. de 3,2 log UFC/g
apos aguecimento de manteiga amendoim a 90 °C por 50min. Ma et al. (2009) detectaram a
presenca do micro-organismo em manteiga de amendoim mesmo ap6s tratamento térmico a
90 °C por 30min.

Sirsat et al. (2011) considera que o emprego de uma etapa de processo térmico sub-
letal ao invés de reduzir a populacgéo inicial de Salmonella sp. poderia induzir a mecanismos
de resposta ao estresse aumentando assim a resisténcia do patégeno. O Food and Drug
Administration (FDA) recomenda a validacdo de processo térmico em industrias que utilizam
amendoim ou derivados como ingredientes, estabelecendo como critério a capacidade de
reducdo de Salmonella sp. em 5 ciclos logaritmicos (FDA, 2009).

Nota-se que a Salmonella apenas estava presente em uma amostra oriunda da etapa
anterior a secagem, levando ao pressuposto que se nas etapas seguintes a Salmonella seja
eliminada. Alguns autores tém estudado a existéncia de contaminagdo cruzada e
recontaminacdo apontando esses fatores como as principais causas de surtos de doencas de
origem alimentar (CARRASCO et al., 2012). Os surtos que estdo relacionados aos produtos
de amendoim, principalmente com manteiga e pasta de amendoim, reforcam a hipdtese dos
autores sobre recontaminacdo e contaminagdo cruzada pos-processamento principalmente por
manutengdo inadequada de amendoins blancheados ou torrados que serdo utilizados como
ingredientes na fabricacdo desses produtos.

A contaminagdo cruzada ¢ o termo geral que se refere a “transferéncia direta ou
indireta de bactérias ou virus de um produto contaminado para um produto contaminado” ¢ a
recontamina¢do ¢ definida como a “contaminacdo de alimentos depois que o mesmo foi
submetido a um processo de inativagio de micro-organismos” (PERZ-RODRIGUEZ, et al.,
2008).
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De acordo com a Organizacdo Mundial da Satde (OMS) (1992), 25% dos surtos estdo
relacionados com a contaminacdo cruzada e eventos que envolvem praticas de higiene
deficientes, equipamentos contaminados, contaminacdo por manipuladores de alimento,
processamento e armazenamento inadequados. Quando a sobrevivéncia de Salmonella é
permitida pela contaminacdo cruzada e recontaminagdo, varios fatores como a temperatura
inadequada durante a preparagdo de alimentos, bem como a sobrevivéncia devido ao mau

cozimento ou cenarios de manipulacéo criticos estdo envolvidos (CARRASCO et al., 2012).

Os pesquisadores estdo cada vez mais estudando sobre a sobrevivéncia de Salmonella
em produtos de baixa atividade de agua e estudos sobre a possibilidade dessa bactéria
colonizar diferentes superficies inertes que ficam em contato com alimentos formando
biofilmes e atuando como uma forma continua de contaminacdo e causa de surtos
principalmente pelos produtos ja acabados, assim como esses estudos também irdo suprir as
lacunas do nosso conhecimento sobre a sobrevivéncia de patégenos alimentares em bagas e
produtos de origem vegetal fundamentando o desenvolvimento de estratégias de prevencdo
(CARRASCO et al., 2012; SHAW et al., 2015).

Embora a Salmonella seja um dos patdgenos alimentares mais estudados, ainda ha
muitas questdes a serem elucidadas, principalmente em produtos de baixa atividade de &gua,

sobretudo de origem vegetal.
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5 CONCLUSAO

Durante o estudo foi encontrada Salmonella tanto nas amostras de campo quanto nas
de beneficiamento do amendoim. Nas amostras de campo houve presenga do patdgeno em
amostras de despencamento das vagens nos Estados de Sdo Paulo e Minas Gerais, e em
ambos a etapa era feita de forma mecanizada, sendo importante adocdo de medidas para
prevencdo da contaminacdo do alimento ja em etapas precoces de obtencao.

As altas contagens de enterobactérias e E. coli, principalmente nas etapas de campo,
sugerem condicBes sanitarias de manipulacdo ndo eficientes, porém ndo foram parametros
decisivos para apontar a presenca de Salmonella, sendo que por vezes houve altas contagens e
0 patégeno ndo foi identificado na amostra, assim como o tipo de cultivo do amendoim,
rasteiro ou ereto, que ndo influenciou diretamente nas contagens de enterobactérias e de
Salmonella, pois em ambos os Estados analisados houve contagens elevadas sobretudo nas

etapas de pos-colheita em ambas cultivares.

Nas etapas de beneficiamento analisadas foi encontrada Salmonella apenas na etapa de
secagem, isto sugere que devido a existéncia de surtos relacionados aos produtos acabados de
amendoim, a contaminacdo cruzada e re-contaminacdo possuem papel fundamental,
ressaltando-se a importancia de maiores estudos para se definir as etapas criticas para o

retorno do patdégeno na cadeia de processamento de produtos a base de amendoim.



50

6 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo fornece dados novos a literatura sobre a prevaléncia de Salmonella na
cadeia produtiva do amendoim e serve como alicerce para mais estudos com produtos de
origem vegetal e principalmente em produtos de baixa atividade de &gua. Mais estudos
relacionados com a sobrevivéncia do patdgeno e sobre sua presenca nos produtos acabados a
base de amendoim se tornam necessarios a fim de elucidar a rota de contaminagdo completa
da Salmonella e fornecer dados mais precisos sobre questdes de re-contaminagdo e

contaminacgéo cruzada por esse micro-organismo.
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