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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pos-Graduacédo em Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos
Universidade Federal de Santa Maria

AVALIACAO MICROBIOLOGICA DE HORTALICAS EM RELACAO

AO TEMPO, TEMPERATURA E PRODUTOS SANEANTES
AUTORA: LAISSA BENITES MEDEIROS
ORIENTADORA: LUISA HELENA R. HECKTHEUER
Local e Data da Defesa: Santa Maria, 29 de Maio de 2014.

O objetivo desse estudo foi avaliar a microbiota de hortalicas em relagdo ao tempo,
temperatura e produtos saneantes. Foram avaliadas amostras de alface cultivadas
convencionalmente, tomate, cenoura e beterraba coletados aleatoriamente em 5
supermercados diferentes no municipio de Santa Maria, RS. As amostras de alface
e tomate foram divididas em 3 tratamentos e codificadas como: alface e tomate com
casca in natura, sem sanificacdo (SEM); higienizados com Hipoclorito de Sédio em
po (HIP), e higienizados com Agua Sanitaria (AS). As amostras de cenoura e a
beterraba foram lavadas com agua potavel, descascadas com cortador e raladas
cruas. As amostras foram incubadas em estufa B.O.D em 3 temperaturas diferentes
(10°C, 20°C e 30°C), e expostas a essas temperaturas de 1 a 4 horas para cada
amostra. Foram coletadas amostras no tempo 0 (To) indicando o nivel de
contaminacdo inicial de cada amostra e ap6s 1, 2, 3 e 4 horas de exposi¢cdo nas
temperaturas de 10°C, 20°C e 30°C (T1, T2, T3 e T4). Avaliou-se em cada amostra a
contagem total de psicrofilos para a temperatura de 10°C e a contagem total de
micro-organismos aerébios mesdfilos para as temperaturas de 20°C e 30°C. Avaliou-
se ainda a presenca de Staphylococcus Coagulase Positiva, pesquisa de Salmonella
ssp. e a determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de Coliformes Totais e
Termotolerantes. Os resultados foram expressos em Log UFC/g. As maiores médias
na contagem total de micro-organismos aerobios mesofilos nas amostras de alfaces
e tomates foram encontradas nas amostras lavadas com agua, independente da
temperatura em que foram submetidas. Na contagem total de micro-organismos
aerdbios mesofilos nas amostras de tomate as menores meédias foram encontradas
na temperatura de 10°C. As amostras de cenoura verificam-se as menores médias
de contagem foram encontradas na temperatura de exposicdo de 10°C. Em
nenhuma das amostras foram encontradas Salmonella ssp, Staphylococcus
coagulase positiva e coliformes termotolerantes. Conclui-se que independente da
temperatura, tempo e método de higienizagdo todas as amostras encontraram-se
dentro dos limites aceitaveis exigidos pela legislacdo vigente, sugerindo que esses
alimentos podem ser expostos a uma temperatura maior do que traz as legislacdes
do Brasil.

Palavras-chave: Servigos de alimentacdo. Higiene dos alimentos. Seguranca dos
alimentos. Métodos de higienizacdo. Contaminag¢ao microbiolégica. Hortalicas.



ABSTRACT
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MICROBIOLOGICAL EVALUATION OF VEGETABLES IN RELATION

TIME, TEMPERATURE AND PRODUCT SANITIZING
AUTHOR: LAISSA BENITES MEDEIROS
ADVISOR: LUISA HELENA R. HECKTHEUER
Date and Place of Defense: Santa Maria, may 29", 2014.

The aim of this study was to evaluate the microbiota of vegetables under different
conditions of time and temperature. We evaluated samples of lettuce, tomatoes,
carrots and beets randomly collected from supermarkets in Santa Maria (RS). The
samples of lettuce and tomatoes were divided in 3 treatments: Lettuce and tomato
with skin in natura without sanitizing; cleaned with powder sodium hypochlorite, and
sanitary water. We also analyzed peeled samples of carrots and beets washed with
potable water only (not sanitize). After the washing and sanitizing procedure was
performed, the samples were incubated in 3 different temperatures (10 °C, 20 °C and
30 ° C) for 4 hours. Samples were collected at time 0 (To) indicating the initial
contamination level of each sample and after 1, 2, 3 and 4 hours of exposure at the
temperatures of 10 °C, 20 °C and 30 °C (T1, T2, T3 and T4). In each sample we
evaluated the total count of psychrophilic and mesophilic aerobic, presence of
Staphylococcus positive coagulase, Salmonella ssp. and the determination of the
Most Probable Number of Total and thermotolerant coliforms. The results were
expressed as log Log UFC/g. The highest averages in the total count of mesophilic
aerobic microorganisms in samples of sanitized lettuce and tomatoes were found in
the samples washed with water, apart of the temperature in which they were
submitted. In the total count of mesophilic aerobic microorganisms in tomato samples
the lowest averages were found at 10 °C. In the samples of beet, we concluded that
in the count of mesophilic aerobic, the increase was directly proportional to the
exposure time at 30 °C. In the carrot samples we found the lowest averages at 10 °C.
In none of the samples were found Salmonella ssp, Staphylococcus positive
coagulase and thermotolerant coliforms. We conclude that apart of temperature, time
and method of sanitizing all samples were within the acceptable limits required by
law, and we highlight that these foods can be exposed to a higher temperature than
the laws of Brazil bring, without endangering consumer health.

Keywords: Food service. Food hygiene. Food Safe. Methods of cleaning.
Microbiological contamination. Vegetables.
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1 INTRODUCAO

A alimentacdo é uma das condi¢des basicas para promoc¢ao e manutencao da
saude dos individuos, desde que a producdo e a manipulacdo dos alimentos se
deem dentro de padrdes higiénico-sanitarios considerados satisfatorios (OLIVEIRA
et al., 2003).

As Doencas Transmitidas por Alimentos (DTAs) caracterizam-se pela
ingestdo de alimentos e agua contaminados (BUZBY; ROBERTS, 2009). Essas
doencas podem ser causadas por uma ampla variedade de micro-organismos
patogénicos que contaminam os alimentos nas diferentes etapas de preparacéo
(HANSON et al., 2012).

E crescente o nimero de refeicbes consumidas fora de casa, atualmente,
com isso verifica-se a importancia que o0s estabelecimentos alimenticios
desempenham neste cenario (STANGARLIN, 2008; OLIVEIRA et al., 2012a;
DANELON; SALAY, 2012). De acordo com Jones e Angulo (2006) os servicos de
alimentacdo estdo diretamente ligados com o desenvolvimento de DTAs. A
temperatura é uma das principais ferramentas no controle do crescimento
microbiano nos alimentos e, quando realizada inadequadamente, pode ser um dos
causadores da proliferagdo de micro-organismos (JAY, 2005; ADAMS; MOSS,
2008).

O manejo adequado dos alimentos é importante em todas as etapas da
preparacdo, com objetivo de garantir a estabilidade microbiologica, ofertando um
alimento com qualidade e seguranca para o consumidor (KIM et al., 2013). As
fragilidades mais comuns séo a baixa adesao aos procedimentos de higienizagao, e
principalmente, a auséncia de monitoramento dos alimentos como temperatura de
refrigeracdo inadequada (EVES; DERVISI, 2005; OSIMANI et al, 2011). A
guantidade de patégenos pode aumentar durante a distribuicdo dos alimentos se a
temperatura, em que dos alimentos sdo submetidos, favorecer o crescimento
(ZWIETERING; STEWART; WHITING, 2010).

Varios estudos realizados no Brasil e em outros paises, ja demonstraram a
dificuldade dos servigcos de alimentacdo, em adequar a temperatura dos alimentos
frios na etapa de distribuicido (MOMESSO; MATTE; GERMANO, 2005; MARINO;
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SOUZA; RAMOS, 2009; ALVES; UENO, 2010; SEO et al., 2010; CHESCA et al.,
2011; MORELLI et al., 2012; POUMEYROL et al., 2012; MEDEIROS et al., 2012,
MEDEIROS; SACCOL, 2013).

As legislacbes sanitarias e normas recomendatorias brasileiras para servicos
de alimentos preconizam que os alimentos na etapa de distribuicdo fria devem
permanecer expostos: abaixo de 5°C (BRASIL, 2004a); acima de 5°C e abaixo de
10°C por 2 horas (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2008);
abaixo de 10°C por 4 horas ou entre 10°C e 21°C por 2 horas (SAO PAULO, 2011;
SAO PAULO, 2013).

Tendo em vista que os critérios de tempo e temperatura para os alimentos
frios na etapa de distribuicdo, preconizados pelas legislacdes brasileiras, ndo estédo
ocorrendo na pratica em servicos de alimentacdo. Com isso, pretende-se
estabelecer se esses alimentos podem permanecer em uma faixa de tempo e

temperatura maior do que preconiza a legislagéo brasileira.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo desse estudo foi avaliar a microbiota de hortalicas utilizadas
frequentemente na etapa de distribuicéo fria em servigcos de alimentacdo submetidas
h& diferentes tempos, temperaturas e produtos saneantes.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar os diferentes produtos de sanificacao de hortalicas;

e Comparar o comportamento dos micro-organismos ha lavagem com agua e

com produtos saneantes em hortalicas;

e Verificar a qualidade microbiolégica de hortalicas em diferentes critérios de
tempo e temperatura de exposic¢ao.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Consumo de Hortalicas no Brasil

Segundo Proenca et al. (2005) alimentacdo é uma das atividades mais
importantes do ser humano, tanto por razdes bioldgicas quanto pelas questdes
sociais e culturais que envolvem o ato de comer. Portanto, alimentar-se engloba
varios aspectos que vao desde a producdo dos alimentos até a sua transformacéo
em refeicdes e disponibilizacdo as pessoas (PROENCA et al.,, 2005). Diante das
mudancas no perfil epidemiolégico e do padrédo alimentar da populacéo brasileira,
destaca-se a necessidade de p6r em pratica medidas para a promoc¢do da
alimentacéo saudavel (BERNARDON et al., 2009).

Uma alimentacdo saudavel é aquela que fornece agua, carboidratos,
proteinas, lipidios, vitaminas, fibras e minerais, 0os quais séo insubstituiveis e
indispensaveis ao bom funcionamento do organismo. A pratica de uma dieta
balanceada reduz a incidéncia de transtornos causados pelas deficiéncias
nutricionais, como anemia, desnutricao, obesidade, distlrbios alimentares e também
das doencgas cronicas ndo transmissiveis (BRASIL, 2006).

De acordo com a Organizacao Mundial de Saude (OMS), as doencas cronicas
nao transmissiveis sao responsaveis por cerca de 60% do total de mortes no mundo
e 46% do total de doencas que atinge a populagcdao mundial (OPAS, 2003). Estudos
em relacdo a dieta, nutricdo e prevencdo de doencas crbnicas apresentam fortes
evidéncias acerca do papel da alimentacédo na protecdo e controle de morbidades
como diabetes, doencas cardiovasculares, alguns tipos de céancer, entre outras
(WHO, 2003).

De acordo com o Ministério da Saude, de 40 a 90% dos Obitos anuais por
doencas crbnicas néo transmissiveis, de acordo com o tipo de doenca, podem ser
potencialmente evitados se a populacdo tiver garantido o acesso universal a uma
alimentacdo adequada e saudavel, incluindo hortalicas e frutas (BRASIL, 2004b).

Hortalicas sao vegetais geralmente cultivados na horta, que compreendem as

partes comestiveis das plantas tais como raizes, tubérculos, caules, flores, folhas,
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frutos e sementes. Sdo também conhecidas como verduras e legumes (ORNELLAS,
2007).

As hortalicas sao classificadas segundo a parte botanica em folhas (acelga,
alface, couve, rucula, espinafre, agrido, repolho, almeirdo, mostarda); sementes
(ervilhas, feijdes verdes, lentilhas, milho verde, soja, amendoim); tubérculos e raizes
(beterraba, cenoura, batata, mandioca, cara, nabo); bulbos (alho-poro, alho comum,
cebola); flores (brécolis, couve-flor, alcachofra); frutos (abdbora, berinjela, chuchu,
pepino, jil6, moranga, pimenta, pimentdo, abobrinha, tomate); caules (acelga, aipo,
aspargo) e parasitas (cogumelos) (ORNELLAS, 2007).

A producdo de hortalicas no Brasil aumentou de acordo com dados do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) e da Embrapa. No ano 2000
essa producéo era de 14.685 mil toneladas, sendo que no ano de 2013 passou para
18.769 mil toneladas, um aumento em 28% de produgédo (INSTITUTO BRASILEIRO
DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2012).

Estudos demonstram que o consumo de hortalicas é baixo (FARIAS; LOPES,
2004; TORAL et al., 2006; LEAL et al., 2010; GONCALVES et al., 2012). Monticelli,
Souza e Souza (2013) verificaram em seu estudo que apenas 3,5% dos
adolescentes apresentaram consumo adequado tanto de frutas como,
especialmente, de hortalicas e legumes.

O baixo consumo de hortalicas, frutas e legumes encontra-se entre os dez
principais fatores de risco para doencas em todo o mundo. Aproximadamente 2,7
milhdes de 6bitos podem ser atribuidos a um baixo consumo de frutas e hortalicas
(OPAS, 2003).

Esses alimentos sdo importantes na composicdo de uma dieta saudavel, pois
sao fontes de micronutrientes, fibras e de outros componentes com propriedades
funcionais (VAN DUYN; PIVONKA, 2000; GOODBURN; WALLACE, 2013). Além
disso, esses alimentos possuem baixa densidade energética, isto €, poucas calorias
em relacdo ao volume do alimento consumido, o que favorece a manutencao
saudavel do peso corporal (ROLLS; ELLO-MARTIN; TOHILL, 2004).

Castro et al. (2008) verificou que cerca de 50% dos participantes de seu
estudo que as saladas e legumes crus eram consumidos com a mesma frequéncia
(2 vezes por semana) por apenas 20% e 16,5% deles, respectivamente. Ximenes et
al. (2006) verificaram que esse grupo de alimentos € o menos consumido por

adolescentes de escolas estaduais e particulares da cidade do Recife (PE).
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De acordo com Jaime e Monteiro (2005), menos da metade dos individuos no
Brasil consome frutas diariamente e menos de um terco da populagédo relata o
consumo diario. Neutzling et al. (2009) avaliaram a frequéncia do consumo de
hortalicas na populacédo adulta do Municipio de Pelotas (RS) e verificaram que esta
abaixo das recomendagdes atuais.

A Organizacdo Mundial da Saude recomenda um consumo minimo de pelo
menos cinco porc¢des diarias de frutas, legumes e hortalicas, o que equivale a 400g
ou mais por dia (WHO, 2002). Com isso politicas publicas que estimulem uma
alimentacdo saudavel sdo ainda necessérias.

Assim, a promocédo da alimentacdo saudavel € a estratégia fundamental para
reversao do atual perfil epidemiolégico mundial e prevencao dos agravos nutricionais
e de saude, em todas as faixas etarias, particularmente na infancia, quando os

hébitos alimentares sao formados (OPAS, 2003).

3.2 Doencas Transmitidas por Alimentos (DTAS)

Seguranca alimentar € definida como acesso a alimentacdo em quantidade e
qualidade suficiente ao individuo (MARONGWE et al., 2011). No entanto, seguranca
dos alimentos é empregado quando se refere a alimento seguro ou a inocuidade dos
alimentos (WHO, 2011). Alimentos seguros sdo aqueles que ndo causam dano a
saude do consumidor, ou seja, apresenta risco aceitavel para os consumidores
(FORSYTHE, 2010).

As DTAs sao caracterizadas pela ingestdo de alimentos ou agua
contaminados por micro-organismos como bactérias, virus, parasitas, toxinas, prions
e também produtos agrotoxicos, quimicos e metais pesados (BRASIL, 2004a;
BUZBY; ROBERTS, 2009).

Essas doencas afetam milhGes de pessoas a cada ano, tanto em paises
desenvolvidos e subdesenvolvidos (BEHRENS et al., 2010). Nos Estados Unidos as
DTAs sédo consideradas um importante problema de saude publica com uma
estimativa de 9,4 milhdes de doencas e 1.351 mortes por patégenos conhecidos a
cada ano (SCALLAN; MAHON, 2012).
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No Brasil, segundo dados do Ministério da Saude, ocorreram, do ano de 2000
a 2013, em torno de 8.848 surtos por DTAs, sendo que em mais de 3.446 surtos o
alimento envolvido ndo foi identificado, logo alimentos mistos foram o0s principais
causadores. Este mesmo dado revela que o agente etioldgico foi ignorado nos 4.050
surtos alimentares e a Salmonella spp. foi 0 micro-organismo presente em 1.525
ocorréncias (BRASIL, 2013). No Rio Grande do Sul (RS), foram notificados 3.200
surtos de 1998 a 2006, sendo que a maioria deles foi causada por Salmonella e
Staphylococcus aureus (RIO GRANDE DO SUL, 2008). Oliveira, Brandelli e Tondo
(2006), verificaram que no periodo de 2001 a 2002, dos alimentos envolvidos em
surtos ocorridos no RS, 30% envolveram preparagdes a base de ovos.

Enquanto as hortalicas sdo claramente consideradas como parte da
uma dieta saudavel, as DTAs relativas ao consumo  desses
alimentos sdo amplamente relatadas (LYNCH; TAUXE; HEDBERG, 2009). Estudos
no mundo inteiro ainda relatam surtos envolvendo hortalicas (GELTING et al., 2011,
BERALDO; FARACHE FILHO, 2011; MOYNE et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2012;
LEVANTESI et al., 2012). No Brasil, segundo dados do Ministério da Saude,
ocorreram, do ano de 2000 a 2013, 110 surtos envolvendo hortalicas (BRASIL,
2013).

De acordo com Kyle et al. (2010) as hortalicas folhosas ocupam o segundo
lugar entre as principais causas das DTAs nos Estados Unidos. Entre 1996 e 2004,
o Food Drug e Administration (FDA) verificou que dos 859 casos de surtos de DTAS
notificados, 14 foram causados por alimentos frescos, sendo que alfaces e tomates
foram confirmados como fonte (SMITH; DE WALL; BHUIZA, 2009).

O aparecimento das doencas, muitas vezes esta associado ao consumo de
alimentos nos servicos de alimentagdo (HAAPALA; PROBART, 2004,
GURUDASANI; SHETH, 2009). Segundo Rodrigues e Salay (2012), esses
estabelecimentos devem fornecer produtos e/ou preparacdes de qualidade para os
consumidores.

Ainda essas doencas podem ser ocasionadas pelas condigbes sanitérias
inadequadas nos servicos de alimentacdo, com destaque, ao baixo nivel de
conhecimento sobre Boas Praticas (SOUZA; SILVA, 2004). Nesse contexto, o0s
servigos de alimentacdo devem adotar programas de qualidade que tém o objetivo
de prevenir surtos alimentares (FAUSTINO et al., 2007).
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Em nivel internacional, recentemente utilizado no Brasil, 0 método de Analise
de Riscos, vem sendo aplicado para reduzir os niveis de DTAs e melhorar os
sistemas de seguranca dos alimentos tanto para industrias quanto para servicos de
alimentacédo (TONDO; BARTZ, 2012).

A andlise de riscos € composta de trés componentes: gerenciamento de
riscos; avaliacdo de riscos e comunicacdo de riscos. Esse método é sistematico e
altamente estruturado que avalia possiveis perigos e riscos presentes nos alimentos
e pode estabelecer ou ndo medidas de controle por isso € muito utilizado para
reduzir os niveis de DTAs (FAO/WHO, 2006; TONDO; BARTZ, 2012).

3.3 Boas Praticas para Servicos de Alimentacao (BPSA)

Servico de alimentacdo € o estabelecimento onde o alimento € manipulado,
preparado, armazenado e/ou exposto a venda, podendo ser ou ndo ser consumido
no local (SILVA JR., 2012). Esses estabelecimentos devem realizar rigorosas
praticas higiénicas no preparo dos alimentos, sendo essenciais para garantir a
producdo de um alimento seguro (CHOUMAN; PONSANO; MICHELIN, 2010). No
Brasil e em muitos paises, uma das principais ferramentas para proporcionar a
seguranca dos alimentos sédo as Boas Praticas (TONDO; BARTZ, 2012).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou no ano de
2004, a Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 216 que regulamenta as BPSA
no Brasil (BRASIL, 2004a). As BPSA sao procedimentos necessarios para o controle
higiénico-sanitario dos alimentos e representa uma das principais ferramentas de
qualidade, sendo que a implementacdo garante este controle (GERMANO, et al.,
2000; MARTINS; HOGG; OTERO, 2011; STANGARLIN et al., 2013).

Os itens que compbe as BPSA sao edificacéo, instalagbes, equipamentos,
moveis e utensilios; higienizagédo de instalagfes, equipamentos, méveis e utensilios;
controle integrado de vetores e pragas urbanas; abastecimento de agua; manejo dos
residuos; manipuladores; matérias-primas, ingredientes e embalagens; preparacao
do alimento; armazenamento e transporte do alimento preparado; exposicdo ao
consumo do alimento preparado; documentacdo e registro e responsabilidade
(BRASIL, 2004a).
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A Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) criou em 2008 a Norma
Brasileira (NBR) n° 15635, exclusiva para servi¢cos de alimentacdo. Esta Norma é
baseada na RDC n° 216/2004 e aplica-se a cantinas, bufés, lanchonetes, padarias,
pastelarias, bares, restaurantes, rotisserias, comissarias, confeitarias, delicatessens,
cozinhas industriais, institucionais, hospitalares e escolares. Essa especifica 0s
requisitos de BPSA e dos controles operacionais essenciais a serem seguidos para
que esses estabelecimentos possam comprovar que produzem alimentos em
condicdes higiénico-sanitarias adequadas para o consumo (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2008).

Ainda contemplando as BPSA, a Secretaria da Saude do Estado do RS,
complementa tal resolucdo com a portaria n°® 78, publicada no Diario Oficial em 30
de janeiro de 2009. Esta portaria dispde de alguns requisitos ndo especificados na
legislagéo federal (BRASIL, 2004a; RIO GRANDE DO SUL, 2009). O estado e o
municipio de S&o Paulo também dispbem de legislacdes especificas que
regulamentam as BPSA, sendo elas a Portaria CVS n°® 5 e a Portaria n°® 2619,
respectivamente (SAO PAULO, 2011; SAO PAULO, 2013).

Estudos demonstram o baixo nivel de adequacdo dos estabelecimentos
guanto aos requisitos exigidos pela legislacao brasileira, evidenciando assim a falta
de comprometimento e a dificuldade das empresas na implementacdo dessas
ferramentas (AKUTSU et al., 2005; SACCOL et al, 2009; RODRIGUES; SALAY,
2012; MEDEIROS et al., 2012). Medeiros et al. (2012) avaliaram as condicdes
higiénico-sanitarias de servicos de alimentacdo da cidade de Santa Maria (RS) de
acordo com a NBR 15635:2008 e verificaram que somente um estabelecimento foi
classificado como Bom. Alguns itens irregulares ressaltados nestes estudos estao
relacionados a preparacéo dos alimentos, principalmente a higienizagéo inadequada

de hortalicas e a temperaturas de manutencéao e distribuicao.

3.4 Higienizacgéo de hortalicas

Por serem muito manipuladas, as hortalicas podem ter sua microbiota
aumentada, alterada e, eventualmente, veicularem micro-organismos patogénicos

ocasionando as DTAs. A microbiota natural das hortalicas € variavel, e em geral &
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constituida por espécies de Pseudomonas, Alcaligenes, Flavobacterium,
Achromobacter, Micrococcus, bactérias coliformes e laticas que podem causar
deterioracdo nesses alimentos (OETTERER; REGITANO-D’ARCE; SPOTO, 2006).

A higienizacdo desempenha importante papel na qualidade dos alimentos,
diminuindo o nimero de micro-organismos (CASTRO, 2013). Assim, é necessario
avaliar os procedimentos de higienizacdo e o tempo e temperatura que estes
alimentos sao submetidos, com intuito de evitar os riscos microbiologicos durante
toda a cadeia produtiva (ABADIAS et al., 2006; ISSA-ZACHARIA et al., 2011; DING
et al. 2013).

Com isso aumenta-se a preocupacdo com a saude, principalmente, em
relacdo aos micro-organismos patogénicos, que contribuem para o aumento do
ndamero de DTAs causadas por Salmonella e Escherichia coli O157:H7 (ROSA;
MARTINS; FOLLY, 2007; STOPFORTH et al., 2008 TAUXE et al., 2010). Isso
reforca a importancia da higienizagcédo desses alimentos para evitar a contaminacao,
no qual pode ocorrer apos a lavagem ou sanificacdo e na etapa de distribuicdo
(OLIVEIRA et al., 2010). De acordo com Beuchat (2002) e Gupta, Khan e Santra
(2009) a contaminacdo de hortalicas estd relacionada principalmente com a
auséncia de procedimentos adequados de higienizacdo em servi¢os de alimentacéo.

De acordo com a Portaria n°® 78/2009, a realizagdo de um procedimento
correto de higienizacdo deve seguir as etapas: |. Selecdo dos alimentos, retirando
partes ou produtos deteriorados e sem condi¢des adequadas; Il. Lavagem criteriosa
dos alimentos um a um, com agua potavel; Ill. Desinfeccdo, com imersdo em
solugdo clorada com 100 a 250ppm de cloro livre, por 15 minutos, ou outros
produtos adequados e |IV. Enxague com agua potavel (RIO GRANDE DO SUL,
2009).

Segundo a Anvisa os produtos saneantes devem ser registrados no Ministério
da Saude, devem ser liberados para esse fim e sua diluicdo, tempo de contato e
modo de uso/aplicacdo devem obedecer as instrucdes recomendadas pelo
fabricante (BRASIL, 2004a; RIO GRANDE DO SUL, 2009). De acordo com a RDC n°
55 de 2009, podem ser utilizados em estabelecimentos alimenticios, produtos
saneantes categorizados como agua sanitaria e alvejantes a base de hipoclorito de
sédio ou hipoclorito de célcio (BRASIL, 2009).

Segundo a RDC n° 55, 4gua sanitaria € definida como uma solucdo aquosa

com a finalidade de desinfeccéo e alvejamento, cujo ativo é o hipoclorito de sodio ou
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de calcio, com teor de cloro ativo entre 2,0 e 2,5% p/p, podendo conter componentes
complementares como hidréxido de sddio ou de célcio, cloreto de s6dio ou de calcio
e carbonato de sédio ou de calcio. Ja alvejantes a base de hipoclorito € definido
como solucdo aguosa com a finalidade de alvejamento e/ou desinfeccéo, cujo ativo
€ o hipoclorito de sodio ou de calcio, com teor de cloro ativo entre 2,0 e 2,5% p/p,
podendo conter estabilizantes, corantes, fragrancias, sequestrantes e/ou tensoativos
em sua formulacéo (BRASIL, 2009).

Em muitos casos as diluicbes ndo sdo realizadas de acordo com as
recomendacdes do fabricante, o que pode contribuir ainda mais para um resultado
insatisfatorio na higienizacao. Silva Junior (2012) complementa que essa deve ser
realizada de forma que o processo bactericida ndo se torne suicida, ou seja, 0s
produtos de higienizacdo devem ser utilizados em diluicdo adequada para que nao
se tornem toxicos ao organismo humano. De acordo com a Portaria n® 78/2009 a
diluicho em solucado clorada deve ter de 100 a 250ppm de cloro livre, durante 15
minutos de imerséo (RIO GRANDE DO SUL, 2009).

Existe atualmente uma ampla variedade de sanificantes que podem ser
utilizados na higienizacdo dos alimentos (YANG; FEIRTAG; DIEZ-GONZALEZ,
2013). Porém, a eficacia desses produtos deve ser avaliada com o objetivo de
garantir a eliminacéo das bactérias patogénicas nos alimentos (ORUE et al., 2013).

Nos estabelecimentos alimenticios, os produtos a base de cloro sdo os
sanificantes mais comuns utilizados para os alimentos e para a prevencao de
contaminacgéo cruzada (STOPFORTH et al., 2008; OLMEZ; KRETZSCHMAR, 2009;
NOU et al., 2011; WATERS; HUNG, 2013; FERNANDES et al, 2014). O hipoclorito
de soédio & um eficiente sanificante para eliminar varios micro-organismos
patogénicos como, por exemplo, a Listeria monocytogenes (ANTONIOLLI et al.,
2005; NIEUWENHUIJSEN, 2005).

Segundo estudo de Nascimento et al. (2002), o hipoclorito teve melhor
resultado como sanitizante em hortali¢cas folhosas, sendo que em 10 minutos houve
uma reducdo do numero de coliformes totais e termotolerantes. Fontana (2006)
recomenda que 15 minutos em solugcdes com hipoclorito a 50 a 200 ppm sao
suficientes para eliminagédo desses micro-organismos indicadores.

De acordo com estudo realizado em Pelotas (RS), no qual avaliou-se a
eficacia da higienizagcdo na reducdo de coliformes totais e termotolerantes em

hortalicas folhosas, verificou-se que o melhor resultado foi o hipoclorito de sodio, em
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comparacao com a lavagem apenas com agua potavel (SANTOS et al., 2004). Os
produtos clorados na diluicdo de uma colher de sopa por um litro de agua (200 ppm)
€ considerado seguro para a sanitizacdo dos alimentos (BOURQUIN, 2008;
MCGLYNN, 2010).

O uso de produtos a base de cloro sdo proibidos na higienizagdo dos
alimentos, em varios paises europeus, tais como Alemanha, Holanda, Dinamarca e
Bélgica (RICO et al., 2007; ARTES et al., 2009; PEREZ-GREGORIO et al., 2011),
pois apresenta risco de formacdo de compostos indesejaveis. Artes et al. (2009)
afirmam produtos a base de cloro pode reagir com substancias naturais,
normalmente presentes na dgua para formar compostos como trihalometanos (THI).
Os THI desencadeiam a producdo de radicais livres no organismo, sdo altamente
cancerigenos, e causam danos celulares como toxicidade ao figado e rins
(NIEUWENHUIJSEN; TOLEDANO; ELLIOT, 2000). Com isso, os alimentos somente
podem ser lavados com agua potavel corrente para minimizar a contaminacdo dos
alimentos nesses paises (SELMA et al., 2008; OLMEZ; KRETZSCHMAR, 2009).

A lavagem de hortalicas folhosas em agua corrente potavel pode reduzir em
até 90% a carga microbiana (BEUCHAT et al., 2001), desde que essa esteja em
condi¢cbes adequadas (GERBA, 2009; GIL et al., 2009; HOLVOET et al., 2012). Em
estudo Allende et al. (2008) verificou-se que a qualidade agua impacta na eficacia da
reducdo de micro-organismos nos alimentos.

Gil et al. (2009) afirma que a qualidade da agua € um fator muito importante,
uma vez que podera servir como uma fonte de contaminacao cruzada. Dessa forma,
0 uso da agua potavel e em condicbes adequadas para 0 consumo COMO um
produto sanitizante no Brasil deve ser avaliado (LOPEZ-GALVEZ et al., 2010; VAN
HAUTE et al., 2013).

O uso de sanificantes nas etapas de higienizacdo dos alimentos € indicado,
pelos estudos, como um produto eficiente na reducdo da carga microbiana (ZHANG
et al.,, 2009; HOLVOET et al., 2014). Em estudo Zhang et al. (2009) verficaram a
reducdo de contaminacdo por Escherichia coli O157:H7 apdés a desinfecdo de

amostras de alfaces utilizando hipoclorito de sddio.
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3.5 Temperaturas dos alimentos na etapa de distribuicao fria

O manejo adequado dos alimentos € importante em todas as etapas da
preparacao, principalmente no momento da distribuicdo, com objetivo de garantir a
estabilidade microbioldgica, ofertando um alimento seguro ao consumidor (KIM et
al., 2013). A contagem de micro-organismos dos alimentos pode aumentar durante a
distribuicdo, se submetidos a temperaturas que favorecam este crescimento
(ZWIETERING; STEWART; WHITING, 2010).

As legislacbes e normas recomendatorias brasileiras para servicos de
alimentacdo preconizam critérios de tempo e temperatura na etapa de distribuicdo

dos alimentos frios como demonstrado no Quadro 1.

Legislagc6es e Normas

- Tempo e Temperatura dos
recomendatdérias

. S Referéncias
alimentos na etapa de distribuicao

brasileiras
RDC n° 216/2004 o
(Ambito Federal) 15°C BRASIL (2004a)
Portaria n® 78/2009 15°C
(Somente Rio Grande | Vegetais folhosos crus, higienizados e
do Sul) ndo adicionados de molho e prontos

RIO GRANDE DO SUL (2009)
para o consumo - temperatura

ambiente por no maximo 1 hora

CVS n°5/2013 Até 10°C por 4 horas
(Somente Séao Paulo) 10°C e 21°C por 2 horas SAO PAULO (2013)

Portaria n® 2619/2011
(Somente municipio de
Séo Paulo)

Até 10°C por 4 horas

10°C e 21°C por 2 horas SAO PAULO (2011)

NBR 15635:2008 ] ] ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
(N&o Obrigatoéria) 115°C & |10°C por 2 horas NORMAS TECNICAS (2008)

Quadro 1 — Critérios de tempo e temperatura na etapa de distribuicdo dos alimentos
frios para servicos de alimentagcdo de acordo com as legislagbes e norma
recomendatéria vigentes no Brasil, 2014.

As temperaturas dos alimentos demonstradas no Quadro 1, ja foram

avaliadas em diversos estudos no Brasil, e todos verificaram irregularidades na
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manutencdo dos alimentos na etapa de distribuicdo. Medeiros et al. (2012)
constataram que a temperatura dos alimentos frios, em todos os estabelecimentos
da cidade de Santa Maria (RS) encontravam-se em desacordo, e algumas dessas
preparacfes, como as saladas, estavam expostas a temperatura ambiente em 48%
(n=11) dos locais durante duas horas.

Em estudo que avaliou as temperaturas dos alimentos frios em unidades de
alimentacdo e nutricdo da cidade de Caxias do Sul (RS) verificaram que todas
estavam inadequadas (média de 20°C durante 2 horas) com o que preconiza a
legislag&o brasileira (MEDEIROS; SACCOL, 2013).

Chesca et al. (2011) avaliaram a temperatura das saladas nas refei¢cdes
transportadas de Uberaba e verificaram que todas encontravam-se erradas, com
média de 24°C. Marinho, Souza e Ramos (2009) verificaram que somente 8,6% das
saladas frias estavam dentro das temperaturas recomendadas pela legislagao. Alves
e Ueno (2010) avaliaram a temperatura dos alimentos servidos nos balcbes de
distribuicdo em restaurantes de Taubaté (SP) e verificaram que de todos os
alimentos frios, apenas um estava em adequado.

Em estudo Ri et al. (2011), verificaram que os alimentos que mais
encontraram-se fora da temperatura adequada foram as hortalicas que de 73
amostras avaliadas, apenas 4 encontravam-se abaixo de 10°C, tendo apenas 5% de
conformidade. Esse dado corrobora com o estudo realizado por Ventimiglia e Basso
(2008), no qual observaram que as hortalicas servidas em restaurantes
encontravam-se no balcéo de distribuicdo em temperatura acima de 21°C.

Com os resultados dos estudos, verificam-se que os servicos de alimentacao
tem dificuldade de adequar as temperaturas dos alimentos frios com o0s critérios
estabelecidos pelas legislacdes e normas recomendatérias brasileiras. Em estudos
que avaliaram o controle de temperatura em outros paises 0s resultados
encontrados ndo sao diferentes.

Poumeyrol et al. (2012) compararam as temperaturas dos alimentos frios com
os padrbes exigidos pela legislacdo dos Estados Unidos. Estes autores verificaram
gque as temperaturas sdo maiores do que o valor exigidos (5°C), ou seja, a média
encontrada foi de 26°C no centro geométrico do alimento. Morelli et al. (2012)
avaliaram temperaturas dos alimentos refrigerados expostos a venda de padarias de
Paris e verificaram que 68% das temperaturas estavam insatisfatérias (acima de
7°C).
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Segundo a Associacao Nacional de Restaurantes da Coréia os alimentos frios
devem ser mantidos a uma temperatura inferior a 5°C, sendo que no estudo Seo et
al. (2010) verificaram que a salada de broto de soja encontrava-se a uma
temperatura inicial de 15,2°C e depois de 3 horas em 13,2°C.

No Quadro 2 encontram-se alguns dos critérios de temperaturas na etapa de
distribuicdo dos alimentos frios preconizados por algumas legislacdes de diferentes

paises.
Temperatura dos
Legislacbes alimentos na etapa de Referéncias
distribuicao
SAFE FOOD AUSTRALIA. A Guide to the Food
Austrélia 15°C por 4 horas Safety Standards. Australian, 2nd Edition, January
2001.
. U.S. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION. Food
(o]
Estados Unidos 5°C por 4 horas Code. United States, 2009.
STATUTORY INSTRUMENTS. The food hygiene
(o}
Inglaterra 18°C por 2 horas regulations. England, n.14, 2006.
. STATUTORY INSTRUMENTS. The food hygiene
(o}
Pais de Gales 18°C por 2 horas regulations. Wales, n.31, 2006.
STATUTORY RULES OF NORTHERN IRELAND.
Irlanda do Norte 18°C por 2 horas The food hygiene regulations. Northern Irland, n.3,
2006.
Escocia 8°C por 2 horas SCOTTISH STATUTORY INSTRUMENTS. The
! P food hygiene regulations. Scotland, n.3, 2006.

Quadro 2 — Critérios de temperatura na etapa de distribuicdo dos alimentos frios
para servicos de alimentacédo de acordo com algumas legislacfes de outros paises,
2014.

Neste contexto, os estudos demonstram deficiéncias na implementacdo dos
procedimentos que envolvem a seguranca dos alimentos em servicos de
alimentagdo. As fragilidades mais comuns sdo a deficiéncia nas etapas de
higienizacéo, e principalmente, a falta de atividade de monitoramento dos alimentos
como aquecimento inadequado e praticas inseguras de refrigeracdo (EVES;
DERVISI, 2005; OSIMANI et al., 2011).
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Taylor (2001) salienta que as atividades de verificagdo para a seguranca dos
alimentos sdo comumente baseadas nos habitos, ao invés de serem baseadas em
pratica e em evidéncias que muitas vezes nao sao levadas em consideracao.
Inimeras medidas de controle podem ser aplicadas no preparo dos alimentos, com
base no monitoramento de temperatura de distribuicdo com objetivo de evitar a
proliferagao dos micro-organismos (COMMEAU; JALOUSTRE, 2013).

Nos alimentos a necessidade de determinar o controle de tempo e
temperatura depende da natureza do produto, devido as interacbes complexas dos
componentes dos alimentos. Os estudos sdo um desafio frequente que deve ser
realizado para determinar se o alimento requer tempo e temperatura que comprove
a sua seguranca (ANONIMO, 2003). Assim, estas medidas de controle ou
recomendacdes devem ser validadas, isto é, existe uma necessidade de
proporcionar evidéncia para que sejam eficazes e aplicaveis (JALOUSTRE et al.,
2012).
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4.1 Manuscrito 1

Artigo em revisao final pelos autores para submisséo ao periodico Food Control

Estruturacdo conforme respectiva Instrucéo para os autores, Anexo A

AVALIACAO MICROBIOLOGICA DE HORTALICAS EM RELACAO AO TEMPO,
TEMPERATURA E PRODUTOS SANEANTES

Resumo: O objetivo desse estudo foi avaliar a microbiota de hortalicas em relagao
ao tempo, temperatura e produtos saneantes. Foram avaliadas amostras de alface
tomate, cenoura e beterraba, todos cultivados convencionalmente coletados
aleatoriamente em 5 supermercados diferentes no municipio de Santa Maria, RS. As
amostras de alface e tomate foram divididas em 3 tratamentos e codificadas como:
alface e tomate com casca in natura, sem sanificacdo (SEM); higienizados com
Hipoclorito de Sédio em p6 (HIP), e higienizados com Agua Sanitaria (AS). As
amostras de cenoura e a beterraba foram lavadas com agua potavel, descascadas
com cortador e raladas cruas. Apés, as amostras foram incubadas em estufa B.O.D
em 3 temperaturas diferentes (10°C, 20°C e 30°C), e expostas a essas temperaturas
de 1 a 4 horas para cada amostra. Foram coletadas amostras no tempo 0 (To)
indicando o nivel de contaminacéo inicial de cada amostra e apos 1, 2, 3 e 4 horas
de exposicdo nas temperaturas de 10°C, 20°C e 30°C (T1, T2, T3 e T4). Avaliou-se
em cada amostra a contagem total de psicrofilos para a temperatura de 10°C e a
contagem total de micro-organismos aerobios mesofilos para as temperaturas de
20°C e 30°C. Avaliou-se ainda a presenca de Staphylococcus Coagulase Positiva,
pesquisa de Salmonella ssp. e a determinacédo do Numero Mais Provavel (NMP) de
Coliformes Totais e Termotolerantes. Os resultados foram expressos em Log UFC/g.
As maiores meédias na contagem total de micro-organismos aerobios mesoéfilos nas
hortalicas foram constatadas nas amostras de alface e tomate lavadas com agua,
independente da temperatura em que foram submetidas. Em nenhuma das amostras
foram encontradas Salmonella ssp, Staphylococcus coagulase positiva e coliformes
termotolerantes. Conclui-se que nas temperaturas avaliadas, todas as amostras
encontraram-se dentro dos limites aceitaveis exigidos pela legislagdo vigente,
sugerindo que as hortalicas podem ser expostas a uma temperatura ambiente pelo

tempo de 4 horas.
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Palavras-chave: Servicos de Alimentacdo; Higiene dos Alimentos; Seguranca dos
alimentos; Métodos de higienizacdo; Contaminagdo microbioldgica.

1. Introducéo

De acordo com Oliveira, Brandelli e Tondo (2003), a alimentacdo é uma das
condi¢cBes basicas para promocao e manutencéo da saude, desde que a producéo e
a manipulacdo dos alimentos estejam dentro de padrdes higiénico-sanitarios
considerados satisfatorios. A ingestdo de alimentos ou agua contaminados por
micro-organismos caracterizam as doencas transmitidas pelos alimentos (Buzby &
Roberts, 2009).

De acordo com os dados epidemiolégicos da Organizacdo Mundial de Saude,
as doencas transmitidas pelos alimentos afetam milhdes de pessoas a cada ano em
paises desenvolvidos e subdesenvolvidos (Behrens et al., 2010). Scallan e Mahon
(2012) afirmam que nos Estados Unidos essas doencas sdo consideradas um
importante problema de saldde publica com uma estimativa de 9,4 milhdes de
doencas e 1.351 mortes por patégenos conhecidos a cada ano.

No Brasil, ocorreram, do ano de 2000 a 2013, em torno de 8.848 surtos,
sendo que em mais de 3.446 surtos o alimento envolvido ndo foi identificado; a
Salmonella spp. foi 0 micro-organismo presente em 1.525 ocorréncias, e 110 surtos
envolveram hortalicas (Brasil, 2013).

O aparecimento das doencas, muitas vezes esta associado ao consumo de
alimentos nos servicos de alimentacdo (Walker, Pritchard, & Forsythe, 2003;
Haapala & Probart, 2004; Gurudasani & Sheth, 2009). Segundo Rodrigues e Salay
(2012), os servicos de alimentacdo devem fornecer preparacdes de qualidade para
0s consumidores, ndo colocando em risco sua saude.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria publicou no ano de 2004, a
Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n® 216 que regulamenta as boas préticas
para servigos de alimentacdo (Brasil, 2004). As boas praticas representa uma das
principais ferramentas de qualidade, sendo procedimentos necessarios para o
controle higiénico-sanitario dos alimentos (Germano, et al., 2000; Martins, Hogg, &
Otero, 2011; Stangarlin, Hecktheuer, Serafim, & Saccol, 2013).

Estudos demonstram o baixo nivel de adequacdo dos estabelecimentos

guanto aos requisitos exigidos pela legislacéo brasileira, evidenciando a dificuldade
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das empresas na implementacdo dessas ferramentas (Akutsu, Botelho, Camargo,
Savio, & Araujo, 2005; Saccol, Stangarlin, Richards, & Hecktheuer, 2009; Rodrigues
& Salay, 2012; Medeiros, Saccol, Delevati, & Brasil, 2012). Alguns itens de
irregularidades ressaltados nesses estudos estdo relacionados a preparacdo dos
alimentos, principalmente a higienizagcdo inadequada e a temperaturas de
manutencao e distribuicao.

De acordo com a RDC n° 216 os alimentos na etapa de distribuicdo devem
ficar abaixo de 5°C (Brasil, 2004). Estudos realizados no Brasil e em outros paises,
ja demonstraram a dificuldade dos servicos de alimentacdo, em adequar a
temperatura dos alimentos (Momesso, Matté, & Germano, 2005; Marino, Souza, &
Ramos, 2009; Alves & Ueno, 2010; Seo, Seo, Cha, & Oh, 2010; Chesca,
Bataglioni, Faria, Andrade, Silveira, & D’Angelis, 2011; Morelli, Noel, Rosset, &
Poumeyrol, 2012; Poumeyrol, Morelli, Noel, & Cornu, 2012; Medeiros, Saccol,
Delevati, & Brasil, 2012; Medeiros & Saccol, 2013).

A higienizacdo é de extrema importancia na qualidade dos alimentos, pois
diminui o nimero de micro-organismos (Castro, 2013). Assim, torna-se necessario
avaliar os produtos utilizados na higienizacéo, o tempo e a temperatura que esses
alimentos sédo submetidos, para evitar sua contaminacdo durante sua producéo
(Ding et al., 2013). Com isso, 0 objetivo desse estudo foi avaliar a microbiota de

hortalicas em relacdo ao tempo, temperatura e produtos saneantes.

2. Material e Métodos

2.1 Amostras

Foram avaliadas amostras de alface (Lactuca sativa L.), tomate
(Lycopersicum esculentum), cenoura (Daucus carota L.) e beterraba (Beta vulgaris
esculenta) cultivados convencionalmente, coletados aleatoriamente em 5
supermercados diferentes no municipio de Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil,
no periodo de abril a novembro de 2013.

As amostras de alface e tomate foram divididas em 3 tratamentos e
codificadas como: alface e tomate com casca in natura, sem sanificacdo (SEM);
higienizados com Hipoclorito de Sodio em p6 (HIP), e higienizados com Agua
Sanitaria (AS), contendo hipoclorito de sodio, cloreto de sodio e agua. O Ultimo
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tratamento avaliado foi considerado para veriricar o comportamento microbiano
utilizando os dois produtos mais usuais.

As amostras de alface e tomate foram higienizadas conforme os requisitos
exigidos pela Portaria n® 78, contemplando as seguintes etapas: 1) selecionaram-se
os alimentos, retirando partes deterioradas e sem condi¢bes adequadas; 2) lavagem
criteriosa dos alimentos um a um, com agua potavel corrente; 3) imersdo no produto,
por 15 minutos, sendo este adequado para este fim e com registro no Ministério da
Saude e diluido de acordo com as indicacGes do fabricante, com concentracao de
200 ppm; 4) Apds 15 minutos, os alimentos foram lavados com agua potavel para
retirar os residuos do produto (Rio Grande do Sul, 2009).

As amostras de cenoura e a beterraba foram lavadas com agua potavel,
descascadas com cortador e raladas cruas tendo em vista que é dessa maneira que

s&o0 mais comumente consumidas em servigos de alimentagao.

2.2 Andlises Microbiologicas

As amostras foram incubadas em estufa B.O.D em 3 temperaturas diferentes,
ou seja, 10°C, 20°C e 30°C, e expostas a essas temperaturas de 1 a 4 horas para
cada amostra. As amostras utilizadas nas temperaturas de 10°C, 20°C e 30°C foram
de lotes diferentes.

As amostras de alface foram incubadas inteiras (sem cortes), o tomate picado
em cubos, e a cenoura e beterraba raladas cruas. Foram coletadas 25 gramas de
cada amostra em sacos plasticos estéreis com 225 mL de solucdo peptonada
tamponada a 0,1%. Foram coletadas amostras no tempo 0 (To) indicando o nivel de
contaminacgdo inicial de cada amostra e apés 1, 2, 3 e 4 horas de exposi¢cdo nas
temperaturas de 10°C, 20°C e 30°C (T1, T2, T3 e T4).

Avaliou-se em cada amostra a contagem total de psicrofilos para a
temperatura de 10°C e a contagem total de micro-organismos aerébios mesofilos
para as temperaturas de 20°C e 30°C. Avaliou-se ainda a presenca de
Staphylococcus Coagulase Positiva, pesquisa de Salmonella ssp. e a determinacao
do Numero Mais Provavel (NMP) de Coliformes Totais e Termotolerantes (Brasil,
2003).

As andlises foram realizadas no Laboratério de Microbiologia de Alimentos, do
Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos, da Universidade Federal de

Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil, conforme a Instrucdo Normativa n° 62



136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154

155
156
157

158
159
160
161
162

30

(Brasil, 2003). Os resultados foram expressos em Log Unidade Formadora de
Coldnia - UFC/g e comparados com os padrdes microbioldgicos estabelecidos pela
RDC n° 12 (Brasil, 2001).

2.3 Andlise estatistica
Os resultados obtidos foram avaliados no software Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS), versao 19.0. Os dados foram analisados através de

estatistica descritiva simples (média + desvio padrao).

3. Resultados e Discussao

Na Tabela 1, estdo demonstradas as contagens totais de psicrofilos (Log
UFC/g) nas amostras de alface e tomate submetidas a temperatura de 10°C.
Verifica-se que as maiores meédias, foram constatadas nas amostras lavadas apenas

com agua em ambas as hortalicas.

Tabela 1 — Contagem total de psicréfilos (Log UFC/g) em amostras de alfaces e
tomates submetidas a temperatura de 10°C e a diferentes métodos de sanificagéo,
Santa Maria, RS, Brasil, 2014.

ALFACE TOMATE
SEM HIP AS SEM HIP AS
Med. + DP Med. + DP Med. + DP Med. + DP Med. + DP Med. + DP
TO 4.25x0.18 2.46 +0.20 2.80 +0.07 3.63 +0.45 2.48 +2.85 3.24+0.34
Tl 432+0.58 2.57+£0.08 277+0.29 4.60 £ 0.46 2.39+£0.30 3.34+£0.84
T2 444 +0.56 2.79+0.16 278 £0.09 5.63 £0.80 3.06 £ 0.47 3.40+0.16
T3 4.48+0.59 2.82+0.17 298 +£0.53 5.60 £ 0.46 3.11+0.78 3.78 £0.43
T4 477x0.74 2.81+0.16 3.22+0.53 6.97£0.72 3.20 £ 0.46 4.30 £ 0.47

HIP: Hipoclorito de Sédio; AS: Agua Sanitaria; SEM: Sem higienizar

Velazquez, Barbini, Escudero, Estrada, e Guzman (2009) avaliaram a
contagem total de micro-organismos mesofilos em alfaces in natura e verificaram
valores mais altos (7,30x0.25) quando comparados com os resultados do presente
estudo no qual as amostras ndo higienizadas obtiveram as maiores contagens

desses micro-organismos.
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A RDC n° 12 da Anvisa nao prevé limites para a contagem de micro-
organismos aerobios mesofilos para hortalicas frescas in natura (Brasil, 2001), mas
sabe-se que esses sdo utilizados como indicadores para avaliar a qualidade
sanitaria dos alimentos (Jay, 2005; Matsubara et al., 2011; Silva Jr., 2012).

Dartora (2013) que avaliou amostras de tomate submetidas a diferentes
métodos de higienizagdo e verificou que as amostras que ndo foram higienizadas
obtiveram os maiores valores de contaminacdo por micro-organismos aerobios
mesodfilos (8.25 log UFC/g) corroborando com o presente estudo. Esses resultados
reforcam a importéncia da utilizagdo de sanitizantes na higienizacao de hortalicas,
demonstrando que a realizacdo dessa etapa € fundamental para a diminuicdo da
carga microbiana nos alimentos.

Quando comparado o método de sanificacdo com hipoclorito de sédio em po
em relacdo a temperatura de exposi¢do a 10°C, constata-se que esse tratamento foi
0 mais eficiente, mantendo a carga microbiana do alimento em niveis mais baixos
quando comparado aos demais tratamentos na mesma temperatura, tanto para as
amostras de alface quanto para as amostras de tomate (tabela 1).

Verifica-se também na tabela 1, que apds 2 horas de exposi¢cdo das amostras
de alface, a contagem de micro-organismos psicréfilos aumentaram (To = 2,46+ 0.20
e Tl = 2,57 + 0.08). Isso evidencia que sua exposi¢cdo apds esse tempo nessa
temperatura com as amostras higienizadas com hipoclorito, pode aumentar a carga
microbiana dos alimentos, como verificado no presente estudo nas amostras de
alface.

De acordo com a CVS n° 5, do estado de S&o Paulo, os alimentos na
distribuicdo podem ficar expostos a uma temperatura de 10°C a 20°C por no maximo
duas horas (Sao Paulo, 2013). Em estudo Medeiros, Saccol, Delevati, e Brasil
(2012) verificaram que as temperaturas dos alimentos frios, em servigos de
alimentacdo, encontravam-se em desacordo, sendo que as saladas ficavam
expostas a temperatura ambiente (18°C a 25°C) em 48% dos locais.

Na figura 1 esta demonstrada a contagem total de micro-organismos aerdbios
mesofilos nas amostras de cenoura e beterraba lavadas apenas com agua potavel e

submetidas a temperatura de 10°C.
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Temperatura 10°C

5
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Figura 1 — Contagem total de psicréfilos (Log UFC/g) em amostras de cenoura e beterraba

submetidas a temperatura de 10°C, Santa Maria, RS, Brasil, 2014.

Verifica-se que na temperatura de 10°C as amostras de cenoura a partir do T1
obtiveram maiores médias de contagem total de psicrofilos sendo observado um
aumento com o passar do tempo de exposi¢ao (figura 1). Ja para as amostras de
beterraba verifica-se esse aumento se da a partir do T2, mantendo-se praticamente
constante no decorrer das demais horas de exposigao (figural).

Abadias et al. (2012) enfatiza a importancia de um rigoroso controle de
temperatura dos alimentos prontos para o consumo, incluindo principalmente, na
etapa de distribuicdo. Cararo e Hautrive (2013) avaliaram as temperaturas das
saladas em dois supermercados, e verificaram que no supermercado “A” as
temperaturas de exposicao variaram de 8.27°C a 11.10°C e no supermercado “B”
entre 13.40°C a 17.87°C. Oliveira et al. (2011) verificaram a contaminagcdo de
saladas de cenoura em escolas, sendo que esses alimentos estavam expostos em
temperatura inadequada no momento da distribuicao.

Temperaturas inadequadas durante a distribuicdo para preparacdes frias
também foram verificadas em unidades de alimentacdo e nutricdo da cidade de
Caxias do Sul (RS), sendo que as preparacgdes ficavam expostas em média de 20°C
durante 2 horas (Medeiros & Saccol, 2013). Chesca, Bataglioni, Faria, Andrade,
Silveira, e D’Angelis (2011) avaliaram a temperatura das saladas verificaram que
todas encontravam-se erradas, com meédia de 24°C com exposicao de 4 horas.

Marinho, Souza e Ramos (2009) verificaram que somente 8,6% das saladas
frias estavam dentro das temperaturas recomendadas pela legislagcéo. Alves e Ueno
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(2010) avaliaram a temperatura dos alimentos servidos nos balcdes de distribuicao
em restaurantes de Taubaté (SP) e verificaram que de todos os alimentos frios,
apenas um estava em adequado. Em estudo Ri, Figueira, Souza, Basso, e Medina
(2011), verificaram que os alimentos que mais encontraram-se fora da temperatura
adequada foram as saladas que de 73 amostras avaliadas, apenas 4 encontravam-
se abaixo de 10°C, tendo apenas 5% de conformidade.

De acordo com a Portaria n° 78, os vegetais folhosos crus, corretamente
higienizados e ndo adicionados de molho, maionese, iogurte, creme de leite ou
demais ligas, preparados e prontos para o0 consumo, mantidos em temperatura
ambiente por no maximo 1 hora ou conservados sob refrigeracdo por periodos
maiores (Rio Grande do Sul, 2009).

Na Tabela 2, estdo demonstradas as contagens totais de micro-organismos
aerébios mesofilos (Log UFC/g) nas amostras de alface e tomate submetidas a
temperatura de 20°C. Verifica-se que as maiores meédias, foram constatadas nas

amostras lavadas apenas com agua em ambas as hortalicas.

Tabela 2 — Contagem total de micro-organismos aerdbios mesdfilos (Log UFC/g) em
amostras de alfaces e tomates submetidas a temperatura de 20°C e a diferentes

métodos de sanificacdo, Santa Maria, RS, Brasil, 2014.

ALFACE TOMATE
SEM HIP AS SEM HIP AS
Med. + DP Med. + DP Med. + DP Med. + DP Med. + DP Med. + DP
TO 552+0.57 3.17 + 0.46 2.42 +0.30 7.32+0.54 3.92 + 0.66 4.96 + 0.52
T1 5.47 + 0.50 3.28+0.31 2.48£0.22 7.54+0.20 4.36 + 0.66 5.05+0.95
T2 553+051 3.26 £0.32 2.54+0.28 7.91+0.64 4.48 +0.40 5.28 £ 0.49
T3 5.60 £ 0.45 3.30+£0.41 2.66 £ 0.22 8.04+£0.13 451+0.48 5.37+£0.92
T4 6.25+0.38 3.61+£0.20 2.71+£0.15 8.61+0.27 4.85+0.39 554 +0.41

HIP: Hipoclorito de Sédio; AS: Agua Sanitaria; SEM: Sem higienizar

Quando avaliado os métodos de sanificagdo utilizados, constatou-se que a
agua sanitaria o foi mais eficiente em comparacao ao hipoclorito de sédio em p6 na
temperatura de exposicdo de 20°C, pois apresentaram as menores meédias nas
amostras de alface (tabela 2). Verificou-se também que as amostras de alface em
temperatura de exposi¢do de 20°C higienizadas com agua sanitaria, apresentaram a

menor média inicial (To) (tabela 2).
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Em estudo que avaliou alfaces higienizadas com hipoclorito de sodio foi
verificado que houve uma reducdo microbiana de 1 a 2 log UFC/g em 10 min.
(Pereira, Rodrigues, & Ramalhosa, 2013). Na industria de alimentos e nos servigos
de alimentac&o o hipoclorito é o produto mais utilizado como sanitizante devido seu
custo e conveniéncia (Fontana, 2006). De acordo com Pangloli e Hung (2013) as
hortalicas higienizadas com &gua clorada contendo 200 ppm foram os que obtiveram
menor contagem total de micro-organismos comparadas as amostras lavadas
apenas com agua.

Lépez-Fernandez, Rial-Otero e Simal-Gandara (2013) avaliaram a
higienizagdo de alfaces e verificaram que o uso de produtos contendo cloro reduziu
a contagem de micro-organismos totais mais do que a agua corrente. Santos et al.
(2012) avaliaram amostras de alfaces comercializadas em Teresina (Pl), e
verificaram uma diminui¢cdo significativa na contagem total de bactérias mesdfilas
apos 15 minutos de imersdo em solugcédo clorada a 200 ppm em comparacdo as
amostras lavadas somente com agua.

Nas amostras de tomates verifica-se que as higienizadas com hipoclorito de
sédio em po obtiveram as menores médias de micro-organismos aerdbios mesofilos,
conforme demonstrado na tabela 2, diferindo da alface na mesma temperatura.
Esses resultados corroboram com Fernandes, S&o José, Zerdas, Andrade,
Fernandes, e Silva (2014) no qual avaliaram a eficiéncia dos procedimentos de
sanitizacdo, e verificaram que produtos a base de cloro foram mais eficiente (p
<0,05) para as amostras de tomate. Em estudo Dartora (2013) avaliou amostras de
tomate higienizadas com hipoclorito a 200 ppm e verificou uma reducdo de mais de
dois ciclos microbianos em relacdo as amostras néo higienizadas.

Em estudo Allende, Selma, Lopez-Géalvez, Villaescusa, e Gil (2008),
observaram que, a contagem total de bactérias foi maior em alimentos lavados
somente com agua potavel, comparado com as amostras higienizadas com produtos
clorados. Keskinen e Annous (2011) afirmam que o uso de produtos saneantes pode
diminuir a carga bacteriana em torno de 3 log UFC/g, de acordo com a concentracao
e o0 tempo de contato dos produtos. Em contrapartida, na lavagem em agua corrente
essa reducdo atinge no maximo de 1 logUFC/g (Doménech, Botella, Ferrus, &
Escriche, 2013).

Outros autores também afirmam que a lavagem com agua e o uso de

solucdes desinfetantes podem reduzir as contagens iniciais de micro-organismos
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mesofilos em torno de 1 e 3 log UFC/g em hortalicas respectivamente (Beuchat,
Adler, & Lang, 2004; Gonzalez, Luo, Ruiz-Cruz, & McEvoy, 2004; Inatsu, Bari,
Kawasaki, Isshiki, & Kawamoto, 2005; Ukuku, Bari, Kawamoto, & Isshiki, 2005;
Allende, Martinez, Selma, Gil, Suarez, & Rodriguez, 2007; GOmez-Lopez,
Devlieghere, Ragaert, & Debevere, 2007; Selma, Allende, Lépez-Gélvez, Conesa, &
Gil, 2008).

Na figura 2 esta demonstrada a contagem total de micro-organismos aerobios
mesofilos nas amostras de cenoura e beterraba lavadas apenas com agua potavel e

submetidas a temperatura de 20°C.

Temperatura 20°C

5 453 4,86

<, 1372 41727

6-, 4 1 ///'

o 280 410
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=23 | 3,51 ’

o —Beterraba
2

TO T1 T2 T3 T4
Tempo de Exposicao

Figura 2 — Contagem total de micro-organismos aerdbios mesoéfilos (Log UFC/g) em amostras de
cenoura e beterraba submetidas a temperatura de 20°C, Santa Maria, RS, Brasil, 2014.

Verifica-se que as amostras de cenoura apresentaram maiores contagens de
micro-organismos aerobios mesofilos na temperatura de 20°C (figura 2). Em estudo
realizado sobre a microbiota presente em vegetais constatou-se que a cenoura
ralada foi a que apresentou resultados com contagens mais altas (aerobios totais)
em comparacao com outras hortalicas (Abadias et al., 2008).

Na Tabela 3, estdo demonstradas as contagens totais de micro-organismos
aerobios mesofilos (Log UFC/g) nas amostras de alface e tomate submetidas a
temperatura de 30°C. Verifica-se que as maiores médias, também foram

constatadas nas amostras lavadas apenas com agua em ambas as hortalicas.
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Tabela 3 — Contagem total de micro-organismos aerdbios mesofilos (Log UFC/g) em
amostras de alfaces e tomates submetidas a temperatura de 30°C e a diferentes

métodos de sanificacdo, Santa Maria, RS, Brasil, 2014.

ALFACE TOMATE
SEM HIP AS SEM HIP AS
Med. + DP Med. + DP Med. + DP Med. + DP Med. + DP Med. + DP
TO 5.08+0.71 2.74 +0.59 3.41+0.18 7.71+0.77 3.37 + 0.60 455+ 0.58
T1 545%0.14 3.80 + 0.08 441 +0.64 8.83+0.19 3.41+0.36 5.07 +0.43
T2 5.68+0.62 3.74+0.21 4.53+0.19 9.13+0.50 3.77+0.18 5.47 £ 0.65
T3 6.90+0.18 3.87+£0.39 4.62+0.24 9.81+0.21 3.85+0.94 5.92 £ 0.90
T4 6.96+0.22 3.93+0.57 4.65+0.71 9.88 +£0.12 3.80+0.18 6.49 £ 0.42

HIP: Hipoclorito de Sédio; AS: Agua Sanitaria; SEM: Sem higienizar

Verifica-se na tabela 3 que as amostras higienizadas com hipoclorito de sédio
em po6 foram as que obtiveram as menores médias de micro-organismos aerébios
mesofilos em ambas as hortalicas avaliadas.

Alguns autores sugerem que a lavagem de hortalicas folhosas com produtos
clorados reduz a contagem inicial de mesoéfilos totais, mas esse numero pode
aumentar se durante o armazenamento o0s alimentos forem submetidos em
temperaturas inadequadas (Gonzalez, Luo, Ruiz-Cruz, & McEvoy, 2004; Beltran,
Selma, Tudela, & Gil, 2005; Gémez-Lopez, Devlieghere, Ragaert, & Debevere,
2007). O armazenamento em temperaturas altas (em torno de 20°C) aumentou a
probabilidade de crescimento, de bactérias patogénicas em alfaces em estudos
realizados por Abadias, Alegre, Usall, Torres e Vifias (2011) e Robin, LeBlanc,
Rodriguez e Delaquis (2014).

Na figura 3 esta demonstrada a contagem total de micro-organismos aerdbios
mesofilos nas amostras de cenoura e beterraba lavadas apenas com agua potavel e

submetidas a temperatura de 30°C.
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Figura 3 — Contagem total de micro-organismos aerdbios mesofilos (Log UFC/g) em amostras de

cenoura e beterraba submetidas a temperatura de 30°C, Santa Maria, RS, Brasil, 2014.

Verifica-se na figura 3 que as amostras de cenoura obtiveram um aumento
na contagem de micro-organismos aerdbios mesofilos com o passar do tempo de
exposicdo a temperatura de 30°C, sendo esse maior que a contagem de micro-
organismos nas amostras de beterraba. Os micro-organismos mesofilos
(temperatura de crescimento entre 25 e 40°C) sdo 0s mais comumente encontrados,
e possuem temperatura Otima de crescimento em torno de 37°C. Os mesobfilos
incluem a maioria dos micro-organismos deteriorantes e patogénicos (Jay, 2005).

Em relagcdo a NMP de termotolerantes, constatou-se que todas as amostras
avaliadas, independente da temperatura e tratamento realizado, apresentaram-se
dentro do limite permitido pela legislacdo sanitaria vigente (Brasil, 2001). Isso
demonstra que independente do tipo de tratamento realizado, as hortalicas néo
apresentaram risco em relagcédo ao crescimento microbiano acima do padrao exigido
pela legislacdo brasileira. Vale ressaltar também, que n&o foi evidenciada a
presenca de Escherichia coli nas amostras avaliadas.

Coliformes termotolerantes foram detectados em 25% das amostras de
cenoura, sendo que nas amostras de tomate avaliadas nao apresentaram (Arbos et
al.,, 2010). Estudo realizado por Foley, Euper, Caporaso, e Prakash (2004)
verificaram a eficiéncia do uso de sanitizantes a base de cloro na reducgédo de
Escherichia coli O157:H7. Os mesmos resultados foram encontrados por Behrsing,
Winkler, Franz, e Premier (2000) em amostras de alfaces higienizadas com produtos

a base de cloro.
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A higienizag&o de hortalicas com sanitizante também reduziu a contaminagéo
por Escherichia coli O15:H7 de alfaces em servicos de alimentacao (Pangloli, Hung,
Beuchat, King, & Zhao, 2009). Esses resultados corroboram com o presente estudo
no qual ndo foi constatado contaminacdo apds a higienizacdo das amostras de
alface e tomate.

Pangloli e Hung (2013) verificaram que a sanificacdo utilizando agua sanitaria
a 200 ppm foi mais eficiente para a inativagdo Escherichia coli O157:H7. Niemira
(2007) também constatou que o hipoclorito de sédio a 300 ou 600 ppm foi
significativamente mais eficiente do que a dgua na reducdo desse micro-organismo
em espinafres.

Estudos realizados por Yarahmadi et al. (2012) avaliaram a eficacia da
remocado de coliformes totais e termotolerantes, pelo método de desinfeccao
proposto pelo Ministério da Saude do estado do Ird. Os autores verificaram que a
lavagem somente com agua reduziu em 78.1% e 79.6% a presenca de coliformes
totais e termotolerantes respectivamente em compara¢do com o uso de um produto
clorado (98.3% e 100%).

Verificou-se nesse estudo que as amostras de tomate apresentaram-se
dentro do limite permitido pela legislacao sanitaria vigente em relacao a coliformes
totais. Esse resultado corrobora com Dartora (2013), que apdés analise de coliformes
totais e termotolerantes em amostras higienizadas com hipoclorito e com agua,
todas encontravam-se dentro do limite permitido pela legislacdo. Teixeira, Santos,
Moreira, Sousa, e Nunes (2013) verificaram a presenca de coliformes totais em
todas as amostras de tomate avaliadas, e coliformes termotolerantes em 37.5%. A
lavagem com agua foi capaz de remover de 1 a 2 logs de Escherichia coli O157:H7
em amostras de tomate (Venkitanarayanan, Lin, Bailey, & Doyle, 2002).

Segundo estudo de Nascimento, Mouchrek Filho, Bayma, e Marques (2002) e
Santos, Balioni, Soares, e Ribeiro (2004), o hipoclorito teve melhor resultado como
sanitizante na reducdo do numero de coliformes totais e eliminagdo dos
termotolerantes. Lund, Petrini, Aleixo, e Rombaldi (2005), também observaram em
seu estudo que esse produto se mostrou mais eficiente, reduzindo a contaminacao
dos coliformes termotolerantes, destacando-se assim seu efeito sanitizante.

As bactérias do grupo coliformes sdo comuns nos alimentos, pois se originam
do solo de cultivo, porém a Escherichia coli enteropatogénicas (EPEC), Escherichia

coli enterotoxigénicas (ETEC), Escherichia coli enteroinvasivas (EIEC) e Escherichia
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coli enterohemorragicas (EHEC), onde se inclui Escherichia coli 0157:H7 ndo devem
estar presentes nos alimentos, pois sdo consideradas patogénicas (Fallah, Pirali-
Kheirabadi, Shirvani, & Saei-Dehkordi, 2011).

Neste sentido os alimentos devem ser cultivados em solo sem contaminacéo
fecal, com &gua de boa qualidade e com boas praticas de manipulacdo (Fallah,
Pirali-Kheirabadi, Shirvani, & Saei-Dehkordi, 2011). Os coliformes termotolerantes
sao micro-organismos indicadores de contaminacao de origem fecal, que implica no
contato dos alimentos com as fezes humanas ou dos animais (Oliveira, Brandelli, &
Tondo, 2006).

Outro aspecto importante a ser destacado €é que independente da
temperatura todas as amostras encontraram-se dentro dos limites aceitaveis
exigidos pela legislacdo vigente (coliformes fecais: valores menores ou iguais a 102
NMP/g) (Brasil, 2001), sugerindo que esses alimentos podem ser expostos a uma
temperatura maior do que traz as legislagdes do Brasil.

Assim, para garantir a seguranca do alimento em relacédo as temperaturas de
exposicdo e também da realizacdo correta do procedimento exigido pelas
legislacdes outras recomendacdes devem ser testadas, assim como O presente
estudo. Segundo Jaloustre, Guillier, Morelli, Noé&l e Delignette-Muller (2012), as
temperaturas de distribuicdo dos alimentos ou recomendacdes devem ser validadas,
isto €, existe uma necessidade de proporcionar evidéncia para que sejam eficazes e
aplicaveis.

Na avaliacdo a Salmonella ssp em 25 gramas de amostras de alface, tomate,
cenoura e beterraba constatou-se que todas apresentaram auséncia, 0 que
demonstra também conformidade com os padrdes microbioldgicos estabelecidos
pela legislacao (Brasil, 2001).

Em estudo Velazquez, Barbini, Escudero, Estrada e Guzman (2009) nao
encontravam contaminagdo por Salmonella ssp em alfaces higienizadas com
hipoclorito de sédio em pé, o que concorda com os resultados desse estudo. Dartora
(2013) nao encontraram a presenca de Salmonella ssp em tomates higienizados
com hipoclorito, somente nas amostras que ndo foram higienizadas. Uma reducao
de Salmonella spp. de 1,0 log apés lavagem de tomates com 200 ppm de cloro livre
foi verificada em estudo de Weissinger, Chantarapanont e Beuchat (2000).

Estudos demonstram que a contaminacao dos alimentos por Salmonella ssp é

comum. Santos, Cunha, Bittencourt, Rego e Leite (2011) avaliaram a presenca de
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Salmonella em hortalicas, e constataram que de 241 amostras avaliadas, 7 delas
foram positivas sendo identificadas como causa de surtos na cidade de Salvador
(BA). A salmonelose, também tem sido associada com o consumo de vegetais crus
como tomate e cenoura (Islam et al., 2004; Barak & Liang, 2008).

A presenca de Salmonella sp. foi verificada em 25% das amostras de cenoura
em estudo realizado por Arbos et al. (2010). A Salmonella spp. é um micro-
organismo entérico amplamente difundido na natureza, sendo o homem e animais
seus principais reservatorios. As gastroenterites causadas por Salmonella,
geralmente estdo associadas a ingestdo de alimentos manipulados com condi¢des
inadequadas de higiene e o consumo de ovos e derivados, carne de bovinos e aves
e vegetais contaminados e/ou mal higienizados, assim como de alimentos
consumidos crus ou mal cozidos (Jay, 2005).

Em relacdo a Staphylococcus coagulase positiva, constatou-se que todas as
amostras avaliadas, independente da temperatura e do tratamento n&o
apresentaram contaminacdo. Resultado esse esperado, pois as amostras desse
estudo ndo foram coletadas de servigcos de alimentacédo, onde seriam manipuladas.

O Staphylococcus esta presente nas vias nasais e na garganta, além do
cabelo e na pele. Segundo Tondo e Bartz (2012), cerca de 30 a 40% dos humanos
sdo portadores assintomaticos de Staphylococcus aureus. Soares, Almeida,
Cerqueira, Carvalho e Nunes (2012), constataram a presenca de Staphylococcus
coagulase positiva em 53% dos manipuladores de alimentos. Acikel, Ogur, Yaren,
Gocgeldi, Ucar e Kir (2008), constataram a presenca desse micro-organismo em
95% dos manipuladores.

A intoxicacdo causada por alimentos contendo enterotoxinas de
Staphylococcus aureus € um dos tipos mais comuns de doencgas transmitidas por
alimentos no mundo (Pigott, 2008). Os manipuladores de alimentos séao,
normalmente, as principais fontes de contaminagéao dos alimentos, quando ha surtos
Staphylococcus aureus (Forsythe, 2010). Por isso ressalta-se a importancia das
atividades que o manipulador desempenha nos servigos de alimentacao, pois esse
estd em contato direto com o produto. Wang, Zhu, Xu e Zhou (2012) destacam que
0s manipuladores de alimentos sdo considerados requisitos problematicos nas
empresas alimenticias.

Em estudo Soon, Baines e Seaman (2012), demonstraram que o0S

manipuladores de alimentos, apresentam baixo conhecimento em relacdo a
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higienizacdo em servicos de alimentacao, principalmente quanto a higiene pessoal,
0 que pode levar a contaminacéo dos alimentos.

Através de evidéncias da literatura, pode-se contatar que mesmo que O
alimento passe por um adequado procedimento de higienizacdo, se o manipulador
nao tiver cuidados nas etapas seguintes, ele pode contaminar novamente o produto
que ja foi higienizado. Por esse motivo que Soares, Garcia-Diez, Esteves, Oliveira, e
Saraiva (2013) reforcam a importancia das capacitacbes para a manutencao das
condicBes higiénico-sanitarias dos estabelecimentos alimenticios.

Embora a escassez de dados na literatura dificulte comparacdes, situacdes
semelhantes as encontradas nesse trabalho podem estar ocorrendo em servicos de
alimentacdo do Brasil. Isso faz com que estudos de intervencdo sejam
desenvolvidos com objetivo de melhorar as condi¢cdes higiénico-sanitarias dos
alimentos, proteger a saude do consumidor e estar em conformidade com as

legislacdes sanitarias.

4. Conclusao

Desta forma pode-se concluir que as maiores médias na contagem total de
micro-organismos aerdébios mesofilos nas hortalicas, foram constatadas nas
amostras lavadas apenas com agua conforme o esperado, independente da
temperatura em que foram submetidas.

Em relacdo ao NMP de termotolerantes e a presenca de Salmonella ssp.,
constatou-se que todas as amostras avaliadas, independente da temperatura e
tratamento realizado, apresentaram-se dentro do limite permitido pela legislacéo
sanitaria vigente. Nenhuma das amostras avaliadas contatou-se Staphylococcus
coagulase positiva.

Independente da temperatura todas as amostras encontraram-se dentro dos
limites aceitaveis exigidos pela legislacdo vigente, sugerindo que esses alimentos
podem ser expostos a uma temperatura maior do que traz as legislacdes do Brasil.

Sugere-se também que outros estudos sejam realizados avaliando em outros
alimentos a qualidade microbiologica em diferentes binbmios de tempos e
temperaturas de exposicdo com objetivo de garantir a qualidade higiénico-sanitéria
do alimento e a protecdo da saude do consumidor.
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5 CONCLUSAO GERAL

Com base nos resultados desse estudo pode-se concluir que:

- As maiores médias na contagem total de micro-organismos aerobios
mesofilos das alfaces e dos tomates, foram constatadas nas amostras

lavadas apenas com agua;

- O hipoclorito de sodio em p6é em relacdo a temperatura de exposicdo a
10°C foi o tratamento mais eficiente, mantendo a carga microbiana do

alimento em niveis mais baixos;

- As maiores médias foram encontradas na temperatura de 30°C para as
amostras de alface e tomate, independente do tratamento utilizado, faixa

de temperatura é considerada critica para o0 crescimento de micro-

organismos aerobios mesdfilos;

- Na contagem total de micro-organismos aerdobios mesofilos nas amostras
de tomate com casca, cenoura e beterraba descascadas as menores

médias foram encontradas na temperatura de 10°C.

- Em relacdo ao NMP de termotolerantes e a presenca de Salmonella ssp.,
constatou-se que todas as amostras avaliadas, independente do tempo e
temperatura apresentaram-se dentro do limite permitido pela legislacao

sanitaria vigente;

- Nenhuma das amostras avaliadas contatou-se Staphylococcus coagulase

positiva;

- Independente da temperatura todas as amostras encontraram-se dentro

dos limites aceitaveis exigidos pela legislacdo vigente, sugerindo que as
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hortalicas podem ser expostas a uma temperatura ambiente maior do que

traz as legislacdes do Brasil;

Assim, para garantir a seguranca do alimento em relacdo as temperaturas
de distribuicdo exigidas pelas legislacbes outras recomendacdes devem
ser testadas e validadas, assim como o presente estudo.

Sugere-se também que outros estudos sejam realizados avaliando com
outros alimentos a qualidade microbiolégica em diferentes binémios de
tempo e temperatura na distribuicdo com objetivo de garantir a qualidade

higiénico-sanitaria do alimento e a protecédo da saude do consumidor.
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ANEXO A —Guide of authors — Periédico Food Control

Introduction

Food Control is an international journal that provides essential information for those involved
in food safety and process control.

Food Control covers: Microbial food safety and antimicrobial systems, Mycotoxins Hazard
analysis, HACCP and food safety objectives, Risk assessment, including microbial risk
assessment, Quality assurance and control, Good manufacturing practices, Food process
systems design and control, Food Packaging Rapid methods of analysis and detection,
including sensor technology Environmental control and safetyCodes of practice, legislation
and international harmonization, Consumer issues, Education, training and research needs.

The scope of Food Control is comprehensive and includes original research papers,
authoritative reviews, short communications, comment articles that report on new
developments in food control, and position papers.

The work described should be innovative either in the approach or in the methods used. The
significance of the results either for the science community or for the food industry must also
be specified. Contributions that do not fulfil these requirements will not be considered for
review and publication.

Types of paper

Original high-quality research papers (preferably no more than 7000 words, including tables
and illustrations).

Major review articles, up to 10,000 words Short communications of up to 3000 words (not
including references), describing work that may be of a preliminary nature but which merits
immediate publication.

Short reviews on topical subjects, up to 6000 words.

Comment articles not exceeding 2000 words. Authoritative position papers from expert
groups are also welcome.

Food Control also publishes book reviews, Letters to the Editor, conference reports and a
calendar of forthcoming events.

The Editor-in-Chief has the right to decline formal review of a manuscript when it is deemed
that the manuscript is 1) on a topic outside the scope of the Journal; 2) lacking technical
merit; 3) of insuficiente novelty for a wide international readership; 4) fragmentary and
providing marginally incremental results; or 5) is poorly written.

All contributions deemed suitable for review are read by two or more referees to ensure both
accuracy and relevance, and revisions to the script may thus be required. On acceptance,
contributions are subject to editorial amendment to suit house style. When a manuscript is
returned for revision prior to final acceptance, the revised version must be submitted as soon
as possible after the author's receipt of the referees' reports. Revised manuscripts returned
after four months will be considered as new submissions subject to full re-review.

Contact details for submission

Submission to this journal proceeds totally online. Use the following guidelines to prepare
your article.

Via the homepage of this journal http://ees.elsevier.com/foodcont you will be guided stepwise
through the creation and uploading of the various files.
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BEFORE YOU BEGIN

Ethics in publishing

For information on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication see
http://www.elsevier.com/publishingethics and http://www.elsevier.com/journal-authors/ethics.

Conflict of interest

All authors are requested to disclose any actual or potential conflict of interest including any
financial, personal or other relationships with other people or organizations within three years
of beginning the submitted work that could inappropriately influence, or be perceived to
influence, their work. See also http://www.elsevier.com/conflictsofinterest. Further information
and an example of a Conflict of Interest form can be found at:
http://help.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/286/p/7923.

Submission declaration and verification

Submission of an article implies that the work described has not been published previously
(except in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis or as
an electronic preprint, see http://www.elsevier.com/postingpolicy), that it is not under
consideration for publication elsewhere, that its publication is approved by all authors and
tacitly or explicitly by the responsible authorities where the work was carried out, and that, if
accepted, it will not be published elsewhere in the same form, in English or in any other
language, including electronically without the written consent of the copyright-holder. To
verify originality, your article may be checked by the originality detection service CrossCheck
http://www.elsevier.com/editors/plagdetect.

Changes to authorship

This policy concerns the addition, deletion, or rearrangement of author names in the
authorship of accepted manuscripts:

Before the accepted manuscript is published in an online issue: Requests to add or remove
an author, or to rearrange the author names, must be sent to the Journal Manager from the
corresponding author of the accepted manuscript and must include: (a) the reason the name
should be added or removed, or the author names rearranged and (b) written confirmation
(e-mail, fax, letter) from all authors that they agree with the addition, removal or
rearrangement. In the case of addition or removal of authors, this includes confirmation from
the author being added or removed. Requests that are not sent by the corresponding author
will be forwarded by the Journal Manager to the corresponding author, who must follow the
procedure as described above. Note that: (1) Journal Managers will inform the Journal
Editors of any such requests and (2) publication of the accepted manuscript in an online
issue is suspended until authorship has been agreed. After the accepted manuscript is
published in an online issue: Any requests to add, delete, or rearrange author names in an
article published in an online issue will follow the same policies as noted above and result in
a corrigendum.

Copyright
This journal offers authors a choice in publishing their research: Open Access and
Subscription.

For Subscription articles

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing
Agreement’ (for more information on this and copyright, see
http://www.elsevier.com/copyright). An e-mail will be sent to the corresponding author
confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement' form or a
link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts
for internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for
resale or distribution outside the institution and for all other derivative works, including
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compilations and translations (please consult http://www.elsevier.com/permissions). If
excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must obtain written
permission from the copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has
preprinted forms for wuse by authors in these cases: please consult
http://www.elsevier.com/permissions.

For Open Access articles

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete an 'Exclusive License
Agreement' (for more information see http://www.elsevier.com/OAauthoragreement).
Permitted reuse of open access articles is determined by the author's choice of user license
(see http://www.elsevier.com/openaccesslicenses).

Retained author rights

As an author you (or your employer or institution) retain certain rights. For more information
on author rights for: Subscription articles please see http://www.elsevier.com/journal-
authors/author-rights-and-responsibilities. Open access articles please see
http://www.elsevier.com/OAauthoragreement.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research
and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in
study design; in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report;
and in the decision to submit the article for publication. If the funding source(s) had no such
involvement then this should be stated.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors whose articles
appear in journals published by Elsevier, to comply with potential manuscript archiving
requirements as specified as conditions of their grant awards. To learn more about existing
agreements and policies please visit http://www.elsevier.com/fundingbodies.

Open access

This journal offers authors a choice in publishing their research:

Open Access

* Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse
* An Open Access publication fee is payable by authors or their research funder

Subscription

 Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient
groups through our access programs (http://www.elsevier.com/access)

* No Open Access publication fee All articles published Open Access will be immediately and
permanently free for everyone to read and download. Permitted reuse is defined by your
choice of one of the following Creative Commons user licenses

Creative Commons Attribution (CC BY): lets others distribute and copy the article, to
create extracts, abstracts, and other revised versions, adaptations or derivative works of or
from an article (such as a translation), to include in a collective work (such as an anthology),
to text or data mine the article, even for commercial purposes, as long as they credit the
author(s), do not represent the author as endorsing their adaptation of the article, and do not
modify the article in such a way as to damage the author's honor or reputation.

Creative Commons Attribution-NonCommercial-ShareAlike (CC BY-NC-SA): for
noncommercial purposes, lets others distribute and copy the article, to create extracts,
abstracts and other revised versions, adaptations or derivative works of or from an article
(such as a translation), to include in a collective work (such as an anthology), to text and data
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mine the article, as long as they credit the author(s), do not represent the author as
endorsing their adaptation of the article, do not modify the article in such a way as to damage
the author's honor or reputation, and license their new adaptations or creations under
identical terms (CC BY-NC-SA).

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND): for
noncommercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a
collective work (such as an anthology), as long as they credit the author(s) and provided they
do not alter or modify the article. To provide Open Access, this journal has a publication fee
which needs to be met by the authors or their research funders for each article published
Open Access. Your publication choice will have no effect on the peer review process or
acceptance of submitted articles. The publication fee for this journal is $3000, excluding
taxes. Learn more about Elsevier's pricing policy:
http://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to
eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English
may wish to use the English Language Editing service available from Elsevier's WebShop
(http://webshop.elsevier.com/languageediting/) or visit our customer support site
(http://support.elsevier.com) for more information.

Submission

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through
the creation and uploading of your files. The system automatically converts source files to a
single PDF file of the article, which is used in the peer-review process. Please note that even
though manuscript source files are converted to PDF files at submission for the review
process, these source files are needed for further processing after acceptance. All
correspondence, including notification of the Editor's decisionand requests for revision, takes
place by e-mail removing the need for a paper trail. Authors must provide and use an email
address unique to themselves and not shared with another author registered in EES, or a
department.

Referees

Please submit, with the manuscript, the names, addresses and e-mail addresses of three
potential referees. Note that the editor retains the sole right to decide whether or not the
suggested reviewers are used.

PREPARATION

Use of word processing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most
formatting codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not
use the word processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold
face, italics, subscripts, superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid,
use only one grid for each individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use
tabs, not spaces, to align columns.

The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional
manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier:
http://www.elsevier.com/guidepublication). Note that source files of figures, tables and text
graphics will be required whether or not you embed your figures in the text. See also the
section on Electronic artwork. To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use
the 'spell-check' and 'grammar-check’ functions of your word processor.
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Every page of the manuscript should be numbered. Lines must be numbered consecutively
throughoutthe manuscript, not per page.

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be
numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section
numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the
text'. Any subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on its own
separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed
literature survey or a summary of the results.

Material and methods
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published
should be indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with
in the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section
represents a practical development from a theoretical basis.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined
Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion
of published literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which
may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and
equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eqg. (A.2), etc.; in a
subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig.
A.1, etc.

Essential title page information

* Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

* Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double
name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the
actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript
letter immediately after the author's name and in front of the appropriate address. Provide the
full postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail
address of each author.

» Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. Ensure that phone numbers (with
country and area code) are provided in addition to the e-mail address and the
complete postal address.
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Contact details must be kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the
article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address')
may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author
actually did the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic
numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of
the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented
separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References
should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or
uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their
first mention in the abstract itself.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points
that convey the core findings of the article and should be submitted in a separate file in the
online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet
points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). See
http://www.elsevier.com/highlights for examples.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling
and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, ‘and’, 'of').
Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be
eligible. These keywords will be used for indexing purposes.

Chemical compounds

You can enrich your article by providing a list of chemical compounds studied in the article.
The list of compounds will be used to extract relevant information from the NCBI PubChem
Compound database and display it next to the online version of the article on ScienceDirect.
You can include up to 10 names of chemical compounds in the article. For each compound,
please provide the PubChem CID of the most relevant record as in the following example:
Glutamic acid (PubChem CID:611). The PubChem CIDs can be found via
http://www.nchbi.nIm.nih.gov/pccompound. Please position the list of compounds immediately
below the 'Keywords' section. It is strongly recommended to follow the exact text formatting
as in the example below: Chemical compounds studied in this article

Ethylene glycol (PubChem CID: 174); Plitidepsin (PubChem CID: 44152164); Benzalkonium
chloride (PubChem CID: 15865). More information is available at:
http://www.elsevier.com/PubChem.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first
page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined
at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations
throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or
otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g., providing
language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Units
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Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units
(SI). If other units are mentioned, please give their equivalent in SI.

Database linking

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving their readers
oneclick access to relevant databases that help to build a better understanding of the
described research. Please refer to relevant database identifiers using the following format in
your article: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). See
http://www.elsevier.com/databaselinking for more information and a full list of supported
databases.

Math formulae

Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the solidus (/)
instead of a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to
be presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number
consecutively any equations that have to be displayed separately from the text (if referred to
explicitly in the text).

Matematical and technical settings

Use the appropriate number of significant figures to express your data - they should be
justifiable and reflect the necessary level of accuracy of the method. A normal maximum
should be 3 - e.g. 37.1, 2.53). Detailed mathematical discussion should be placed in an
appendix. Equations and formulae should be typewritten. Equations should be numbered
consecutively with Arabic numerals in parentheses on the right hand side of the page.
Special symbols should be identified in the margin, and the meaning of all symbols should be
explained in the text where they first occur. If you use several symbols, a list of definitions
(not necessarily for publication) will help the editor. Type mathematical equations exactly as
they should appear in print. Journal style for letter symbols is as follows: italic (indicated by
underlining); constants, roman type; matrices and vectors, bold type (indicated by wavy
underlining).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article,
using superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text, and
this feature maybe used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the
text and present the footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include
footnotes in the Reference list.

Table footnotes Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Artwork

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Embed the used fonts if the application provides that option.

* Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman,
Symbol, or use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

* Size the illustrations close to the desired dimensions of the printed version.

» Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given
here.
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Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint,
Excel) then please supply 'as is' in the native document format. Regardless of the application
used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is finalized, please 'Save as'
or convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for
line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below): EPS (or PDF): Vector
drawings, embed all used fonts. TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones),
keep to a minimum of 300 dpi. TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line
drawings, keep to a minimum of 1000 dpi. TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped
line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of 500 dpi.

Please do not:

» Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically
have a low number of pixels and limited set of colors;

* Supply files that are too low in resolution;

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or
PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted
article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that
these figures will appear in color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless
of whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color
reproduction in print, you will receive information regarding the costs from Elsevier
after receipt of your accepted article. Please indicate your preference for color: in print or
on the Web only. For further information on the preparation of electronic artwork, please see
http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Please note: Because of technical complications
which can arise by converting color figures to 'gray scale' (for the printed version should you
not opt for color in print) please submit in addition usable black and white versions of all the
color illustrations.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the
figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the
illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and
abbreviations used.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes
to tables below the table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid
vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do
not duplicate results described elsewhere in the article.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and
vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results
and personal communications are not recommended in the reference list, but may be
mentioned in the text. If these references are included in the reference list they should follow
the standard reference style of the journal and should include a substitution of the publication
date with either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of a reference as
'in press' implies that the item has been accepted for publication.

Web references
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As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source
publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after
the reference list) under a different heading if desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any
citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

This journal has standard templates available in key reference management packages
EndNote  (http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference Manager
(http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to wordprocessing packages,
authors only need to select the appropriate journal template when preparing their article and
the list of references and citations to these will be formatted according to the journal style
which is described below.

Reference style

Text: Citations in the text should follow the referencing style used by the American
Psychological Association. You are referred to the Publication Manual of the American
Psychological Association, Sixth Edition, ISBN 978-1-4338-0561-5, copies of which may be
ordered from http://books.apa.org/books.cfm?id=4200067 or APA Order Dept., P.O.B. 2710,
Hyattsville, MD 20784, USA or APA, 3 Henrietta Street, London, WC3E 8LU, UK. List:
references should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be
identified by the letters 'a’, 'b', 'c', etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication: Van der Geer, J., Hanraads, J. A. J., & Lupton, R. A.
(2010). The art of writing a scientific article. Journal of Scientific Communications, 163, 51—
59.

Reference to a book: Strunk, W., Jr., & White, E. B. (2000). The elements of style. (4th ed.).
New York: Longman, (Chapter 4).

Reference to a chapter in an edited book: Mettam, G. R., & Adams, L. B. (2009). How to
prepare an electronic version of your article. In B. S. Jones, & R. Z. Smith (Eds.), Introduction
to the electronic age (pp. 281-304). New York: E-Publishing Inc.

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations:
http://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwa/.

Video data

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with
their article are strongly encouraged to include links to these within the body of the article.
This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or animation
content and noting in the body text where it should be placed. All submitted files should be
properly labeled so that they directly relate to the video file's content. In order to ensure that
your video or animation material is directly usable, please provide the files in one of our
recommended file formats with a preferred maximum size of 50 MB. Video and animation
files supplied will be published online in the electronic version of your article in Elsevier Web
products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com.
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Please supply 'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or
make a separate image. These will be used instead of standard icons and will personalize
the link to your video data. For more detailed instructions please visit our video instruction
pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation
cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for both the
electronic and the print version for the portions of the article that refer to this content.

AudioSlides

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published
article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online
article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in
their own words and to help readers understand what the paper is about. More information
and examples are available at http://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this journal
will automatically receive an invitation e-mail to create an AudioSlides presentation after
acceptance of their paper.

Supplementary data

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific
research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting
applications, highresolution images, background datasets, sound clips and more.
Supplementary files supplied will be published online alongside the electronic version of your
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