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INDICADORES DE QUALIDADE DE ALFACES(Lactuca sativa L.) 
PRODUZIDAS EM MUNICÍPIOS DO SERTÃO PARAIBANO: ASPECTOS 
MICROBIOLÓGICOS E PARASITOLÓGICOS. 
 
BARRETO,N.P.;RODRIGUES,O.G.;MEDEIROS,R.S. 

 
RESUMO 

 
Dentre as hortaliças mais consumidas, a alface (Lactuca sativa L.) é 
considerada a mais popular devido a vários fatores, destacando-se 
primeiramente seu sabor suave, segundo, sua produção fácil e adaptável a 
qualquer tipo de solo e, consequentemente, a sua disponibilidade no mercado 
e baixo custo. É a hortaliça folhosa mais comercializada no Brasil, e estas, 
consumidas cruas, necessitam ser puras e saudáveis. Nesse contexto, 
objetivou-se identificar agentes microbianos presentes em hortaliças cultivadas 
em diferentes cidades do sertão da Paraíba, por meio de análises 
microbiológicas e parasitológicas e em seguida avaliar o agente de sanitização 
mais eficaz no processo de higienização dessas hortaliças. Foram realizadas 
análises microbiológicas de acordo com o método padronizado pela American 
Public Health Association (APHA, 1995) e para análise parasitológica 
empregou o método baseado por Lutz,Hoffman e Foram coletadas 15 amostras 
de alface (Lactuca sativa L.), de propriedades rurais do munícipio de Teixeira-
PB e 15 amostras de alfaces no município de Patos-PB. Desse total, constatou-
se que 46,4% e 80% das alfaces analisadas, estavam contaminadas, nos 
municípios de Teixeira, PB e Patos, PB respectivamente. De acordo com a 
RDC n°12 de 02 Janeiro de 2001 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária – 
ANVISA, as hortaliças cruas devem apresentar-se livres da presença de 
Salmonella spp. em 25g de produto, sendo tolerada a presença de até 10 2 

NMP/g da amostra para coliformes termotolerantes. As amostras de ambos os 
municípios, apresentaram formas imaturas de nematódeos e protozoários, 
constatando-se contaminação por estruturas de parasitos de cães como o 
Toxocara spp. Toxoplasma, protozoários como Giardia lambria, Ancylostoma 
spp. e Ascaris. A legislação estabelece como padrão a “ausência” de parasitas 
e larvas. Nessa perspectiva o processo de higienização das hortaliças cruas 
deve garantir a segurança do consumo das mesmas, contudo verificou-se a 
eficácia do ácido acético 6,6% (vinagre) e do hipoclorito de sódio 1% (água 
sanitária) na higienização da alface (Lactuca sativa L. var. crispa) in natura,  
proveniente de feira livre da cidade de Patos, PB. Constatou-se que o 
hipoclorito de sódio foi mais eficaz como método de sanitização das folhas da 
alface. O ácido acético (vinagre) muitas vezes utilizado para a higienização da 
alface, não se mostrou totalmente eficiente, já que foram enumeradas células 
de coliformes termotolerantes, nas amostras analisadas. 
  
 
Palavras-chave: Contaminação, Higiene, Microbiota, Coliformes, Sanitizantes. 
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QUALITY INDICATORS OF ALFACE (Lactuca sativa L.) PRODUCED IN 
MUNICIPALITIES OF SERTÃO PARAIBANO: MICROBIOLOGICAL AND 
PARASITOLOGICAL ASPECTS.  
 
BARRETO, N.P.; RODRIGUES,O.G .; MEDEIROS, R.S. 
 

ABSTRACT 
 

Among the most consumed vegetables, lettuce (Lactuca sativa L.) is considered 
the most popular due to several factors, especially its mild flavor, second, its 
easy production and adaptable to any type of soil and, consequently, its 
availability in the market and low cost. It is the most traded leafy vegetable in 
Brazil, and these, eaten raw, need to be pure and healthy. In this context, the 
objective was to identify microbial agents present in vegetables grown in 
different cities of the interior of Paraíba, by means of microbiological and 
parasitological analyzes and then to evaluate the most effective sanitizing agent 
in the hygiene process of these vegetables. Microbiological analyzes were 
performed according to the standardized method by the American Public Health 
Association (APHA, 1995) and for parasitological analysis the Lutz-based 
method (NEVES, 2005) was used. Fifteen samples of lettuce (Lactuca sativa L.) 
were collected from rural properties of the municipality of Teixeira-PB and 15 
samples of lettuce in the municipality of Patos-PB. From this total, 46.6% and 
80% of the lettuces analyzed were contaminated in the municipalities of 
Teixeira, PB and Patos, PB, respectively. According to DRC No. 12 of 02 
January 2001 of the National Agency for Sanitary Surveillance - ANVISA, raw 
vegetables should be free of the presence of Salmonella spp. in 25g of product, 
the presence of up to 10 2 NMP / g of the sample for thermotolerant coliforms 
being tolerated. Samples from both municipalities showed immature forms of 
nematodes and protozoa, showing contamination by structures of parasites of 
dogs such as Toxocara spp. Toxoplasma, protozoa such as Giardia lambria, 
Ancylostoma spp. and Ascaris. The legislation establishes as the default the 
"absence" of parasites and larvae. In this perspective, the hygienic process of 
the raw vegetables should guarantee the safety of their consumption. However, 
the effectiveness of acetic acid (vinegar) and sodium hypochlorite 1% (sanitary 
water) in the hygiene of lettuce ( Lactuca sativa L. var. Crispa) in natura, from 
the free fair of the city of Patos, PB. It was found that sodium hypochlorite was 
more effective as a method of sanitizing lettuce leaves. Acetic acid (vinegar), 
often used for the cleaning of lettuce, was not fully efficient, since 
thermotolerant coliform cells were enumerated in the analyzed samples. 
 
 
Keywords: Contamination, Hygiene, Microbiota, Coliforms, Sanitizers.
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INTRODUÇÃO GERAL 

O consumo de vegetais in natura, independentemente do sistema de 

cultivo, constitui um importante meio transmissor de inúmeras doenças de 

origem alimentar (SILVA et al.,2010).A preocupação do homem com a 

qualidade e a segurança dos alimentos cresce consideravelmente a cada ano. 

É por isso que na escolha dos alimentos os consumidores cada vez mais levam 

em consideração os riscos alimentares que os produtos podem oferecer 

(CHINNICI, D’AMICO, PECORINO, 2002). 

O controle higiênico-sanitário tanto do alimento como dos manipuladores, é 

preponderante para prevenção das doenças de origem alimentar (KUHN et al., 

2012) e caso não haja uma higienização adequada das mãos a todo o 

momento em que a pessoa for ingerir algum tipo de alimento, pode ocorrer 

contaminação, carreando possíveis patologias. Contudo, a contaminação 

microbiológica e parasitológica dependerá principalmente das práticas de 

produção adotadas na propriedade e das condições ambientais, assim sendo, 

tanto os alimentos orgânicos ou hidropônicos, como os convencionais estariam 

sujeitos aos diferentes níveis de contaminação (SMITH, 1993).    

As hortaliças, sobretudo as consumidas cruas, representam um importante 

meio de transmissão de doenças infecciosas, como as intestinais, uma vez que 

helmintos, protozoários e outros patógenos podem estar presentes nas 

mesmas (TAKAYANAGUI et al., 2006).Os  vegetais  folhosos se destacam 

como um dos veículos de contaminação mais significativos, pois oferecem 

maiores condições para retenção e sobrevivência dos organismos neles 

depositados. No Brasil e no mundo relata-se a importância da alface como 
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veículo de transmissão de formas infectantes de parasitos e outros agentes 

microbianos. Estudos demonstram variação na frequência de contaminação em 

amostras de alface, devido a diferentes localidades de coleta, técnicas 

utilizadas no diagnóstico, tipos de hortaliças estudadas e formas de cultivo 

(CANTOS et al.,2004). 

A alface (Lactuca sativa L.), pertencente à família Asteraceae, como a 

alcachofra, o almeirão, a chicória e a escarola, é uma planta originária da Ásia 

e trazida para o Brasil pelos portugueses no século XVI. Atualmente, constitui o 

grupo de hortaliças folhosas de maior consumo no Brasil, sendo rica, 

principalmente, em vitaminas A, B1, B2, C e minerais como o ferro e o fósforo 

(FILGUEIRA, 2000; MENEZES, SANTOS e SCHMIDT, 2001). 

É a hortaliça folhosa mais comercializada no Brasil, sendo a sexta em 

importância econômica e a oitava em termos de volume produzido, além de ser 

muito utilizada na composição de diversas preparações. Peculiar de países que 

apresentam temperaturas amenas e devido ao melhoramento genético e cultivo 

em ambiente protegido seu cultivo se dá em todas as épocas do ano 

(ALMEIDA, 2006). Possui baixo valor calórico, o que favorece grandemente o 

seu consumo in natura (SANTANA et al., 2006), constituindo-se um 

componente imprescindível das saladas dos brasileiros. 

Considerada entre os alimentos mais implicados em surtos de doenças 

de origem alimentar no Brasil e em diversos países, envolvendo 

principalmente, a bactéria Escherichia coli e seus diferentes sorogrupos. A 

identificação de E. coli é relevante, pois além de indicar contaminação fecal 

recente, alguns sorogrupos causam enfermidades importantes no trato 
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gastrintestinal, como a E. coli O157: H7, presente em adubos e/ou água, a qual 

pode ser introduzida na alface através da raiz e migrar para a porção 

comestível do vegetal (FELTRIM  et al., 2005). 

Outros microrganismos patogênicos que podem utilizar a alface como 

veículo são: Shigella spp, Salmonella spp, Clostridium spp e Yersinia 

enterolítica. Deve-se ainda citar os enteroparasitas, que podem ser 

encontrados em alimentos: cistos de Entamoeba coli, ovos de Taenia sp, 

Ascaris sp, ovos e cercárias de Schistosoma mansoni, além de larvas de 

nematódeos de vida livre (LONCAREVIC., 2005). A capacidade desses 

microrganismos em causar doenças de origem alimentar, caracterizadas em 

geral por vômito e diarreia, está relacionada à sua virulência, carga parasitária 

ingerida, inalada ou absorvida e fatores associados como idade, estado 

nutricional, imunossupressão e outras patologias que podem favorecer o 

aparecimento de quadros patogênicos letais (DARYANI., 2008). 

No Brasil, não obstante a relevância e atualidade do problema, são 

poucos os trabalhos que avaliam a qualidade das hortaliças consumidas pela 

população. Apesar da importância deste problema para a saúde pública, a 

escassez de trabalhos desenvolvidos no Brasil e na Região Nordeste que 

assegure a qualidade das hortaliças in natura consumidas pela população é 

preocupante (SANTANA et al., 2006). A maioria dos trabalhos é oriunda das 

Regiões Sul e Sudeste, provavelmente porque aí, se concentra o maior número 

de consumidores com hábitos de ingestão de alfaces cruas em saladas e 

sanduíches. Assim, o diagnóstico laboratorial de protozoários e helmintos 

parasitas de humanos e animais e demais patógenos, como inúmeros tipos de 
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bactérias em hortaliças, é de extrema magnitude para a saúde pública, uma 

vez que fornecem subsídios acerca das condições higiênico-sanitárias 

envolvidas na produção, armazenamento, transporte e manuseio desses 

alimentos, permitindo com isso o controle retrospectivo das condições em que 

foram cultivadas (SANTANA et al., 2006). 

A qualidade e segurança de hortaliças frescas dependem de sua 

microbiota, cada etapa percorrida entre o produtor e o consumo final 

influenciará nos aspectos higiênico-sanitários do produto. Manejo, 

armazenamento, transporte e comercialização incorretos, podem comprometer 

a qualidade e segurança do alimento através do aumento da população de 

microrganismos, no entanto a adoção de práticas de produção e higiene 

adequadas contribuem para redução dos riscos sanitários desses alimentos 

(MAISTRO, 2006). 

Nesse contexto, objetivou-se identificar os agentes microbianos e 

parasitários presentes em hortaliças cultivadas em diferentes cidades do sertão 

da Paraíba, por meio de análises microbiológicas e parasitológicas e em 

seguida avaliar qual agente sanitizante é mais eficaz no processo de 

higienização dessas hortaliças. 

A presente dissertação é composta por dois capítulos. O primeiro 

capítulo objetiva avaliar a qualidade higiênico-sanitária de alfaces (Lactuca 

sativa L.) produzidas do Território Rural Serra de Teixeira e município de Patos, 

sertão Paraibano, que foi submetido à revista Acta Brasiliensis.  

O segundo capítulo tem como objetivo avaliar qual agente sanitizante é 

mais eficaz no combate aos microrganismos encontrados nas amostras de 
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alfaces (Lactuca sativa L.) provenientes de produtores da agricultura familiar, 

do sertão Paraibano, Brasil. 
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AVALIAÇÃO MICROBIOLÓGICA E PARASITOLÓGICA DE ALFACES 

(Lactuca sativa L.) PRODUZIDAS EM MUNICÍPIOS DO SERTÃO 

PARAIBANO. 

BARRETO,N.P.;RODRIGUES,O.G.;MEDEIROS,R.S. BARNABÉ, N. N. C. 
 

RESUMO 

Em decorrência das mudanças no hábito alimentar da população, 
essencialmente no que se refere à tendência de consumo de hortaliças, 
objetivou-se avaliar os índices microbiológicos e parasitológicos de alfaces 
(Lactuca sativa L.), oriundas de produtores rurais de localidades do Território 
Rural Serra do Teixeira, PB e município de Patos, PB. Coletou-se 30 amostras 
de alfaces (Lactuca sativa L.),15 de cada localidade. As amostras foram 
processadas para realização das análises microbiológicas de acordo com o 
método padronizado pela American Public Health Association (APHA, 1995), 
utilizando-se a Técnica do Número Mais Provável(NMP) e para análise 
parasitológica empregou-se a técnica de sedimentação espontânea, com 
modificação (LUTZ, 1919; HOFFMANN, PONS e JANER, 1934). Ficou 
evidenciada a contaminação de 46,4 e 80% das 30 amostras analisadas no 
Território Rural Serra do Teixeira, PB e município de Patos, PB, 
respectivamente. Apresentando-se impróprias para o consumo de acordo com 
legislação vigente, a RDC nº 12 de janeiro de 2001,da Agência Nacional de 
Vigilância Sanitária(ANVISA). 

Palavras-chave: Hortaliças, Análises, Contaminação, Consumo.  
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MICROBIOLOGICAL AND PARASITOLOGICAL EVALUATION OF ALFACES 
(Lactuca sativa L.) PRODUCED IN MUNICIPALITIES OF SERTÃO PARAIBANO. 
 
BARRETO,N.P.;RODRIGUES,O.G.;MEDEIROS,R.S. BARNABÉ, N. N. C. 
 
 
 

ABSTRACT 
 

As a result of the changes in the food habits of the population, mainly in relation 
to the tendency of vegetable consumption, the objective was to evaluate the 
microbiological and parasitological indices of lettuce (Lactuca sativa L.), 
originating from rural producers in localities of the Território Rural Serra do 
Teixeira, PB and municipality of Patos, PB. 30 samples of lettuces (Lactuca 
sativa L.), 15 from each locality, were collected. The samples were processed 
for the microbiological analysis according to the method standardized by the 
American Public Health Association (APHA, 1995), using the Most Likely 
Number Technique (NMP) and for parasitological analysis the technique of 
spontaneous sedimentation , with modification (LUTZ, 1919; HOFFMANN, 
PONS and JANER, 1934). It was evidenced the contamination of 46.4 and 80% 
of the 30 samples analyzed in the Serra do Teixeira Rural Territory, PB and the 
municipality of Patos, PB, respectively. Unfit for consumption in accordance 
with current legislation, DRC No. 12 of January 2001, of the National Agency of 
Sanitary Surveillance (ANVISA). 
 
Keywords: Vegetables, Analysis, Contamination, Consumption. 
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1. INTRODUÇÃO 

Atualmente, percebe-se que em nível mundial, está ocorrendo grandes 

modificações no hábito alimentar da população, essencialmente no que se 

refere a uma tendência do consumo de hortaliças preferencialmente in natura. 

Tal fato é consequência, sobretudo, da busca de uma alimentação mais 

saudável e devido a estas possuírem sabor agradável e serem de boa 

aceitação. As hortaliças de uma maneira geral são de grande importância na 

dieta alimentar uma vez que fornecem uma considerável quantidade de 

nutrientes para o desenvolvimento e regulação orgânica do corpo humano. 

Sendo fontes de vitaminas A, B3, C, minerais (cálcio e fósforo) e fibras 

(ABOUGRAIN, 2010). 

Os vegetais como bem diz sua definição, são seres carentes da 

capacidade de transladar-se de um lugar a outro; em que os órgãos de 

nutrição, respiração etc., estão na parte externa do corpo; nos quais 

predominam, em sua composição, substâncias glicídicas que, para sua 

alimentação, utilizam matérias orgânicas do solo e da atmosfera 

(EVANGELISTA, 2001). 

As hortaliças folhosas são recomendadas na dieta alimentar de pessoas 

em tratamento da obesidade e doenças crônico-degenerativas (doenças 

cardiovasculares, diabetes mellitus e câncer) por apresentarem baixo valor 

calórico, ampliando com isso, seu mercado. A importância da alface na 

alimentação e saúde humana se destaca por ser fonte de vitaminas e sais 

minerais, constituindo-se na mais popular dentre aquelas em que as folhas são 
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consumidas. Seu consumo é feito na forma in natura, e nessas condições 

apresenta a seguinte composição média, por 100 g: água: 94%; valor calórico: 

18 Kcal; proteína: 1,3 g extrato etéreo: 0,3 g; carboidratos totais: 3,5 g; fibra: 

0,7 g; cálcio: 68 mg; fósforo: 27 mg; ferro: 1,4 mg; potássio: 264 mg; tiamina: 

0,05 mg; riboflavina: 0,08 mg; niacina:0,4 mg; vitamina C: 18,0 mg, segundo 

(SGARBIERI 1987), para alface produzida no solo (OHSE; NETO e 

MARFROM, 2001). 

A flora microbiana de vegetais retirados da terra deve ser a mesma do 

solo onde esses vegetais cresceram, embora ocorram exceções. Os 

actinomicetos (uma divisão das bactérias Gram positivas) são as bactérias 

mais abundantes em solos estáveis, embora raramente sejam encontrados em 

produtos vegetais. Por outro lado, as bactérias ácido láticas não são facilmente 

encontradas no solo, mas são uma parcela significativa da biota bacteriana de 

plantas e seus produtos. A grande exposição desses produtos ao ambiente 

proporciona uma contaminação por microrganismos. A camada protetora de 

muitas frutas e vegetais e o pH que alguns possuem, com valores abaixo do pH 

de crescimento de muitos microrganismos, são fatores importantes na 

microbiologia desses produtos (JAY, 2005). 

Visando proteção à saúde da população, a Resolução – RDC n° 12, de 

02 de Janeiro de 2001, da Agencia Nacional de Vigilância Sanitária – 

ANVISA12, estabelece padrões microbiológicos quanto à presença de 

Salmonella spp e coliformes termotolerantes. Segundo tais padrões, hortaliças 

cruas devem apresentar-se livres da presença de Salmonella spp. em  25g de 

produto, sendo tolerada a presença de até 10-2 NMP/g da amostra para 
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coliformes termotolerantes. Em relação aos enteroparasitas, a referida 

Legislação estabelece como padrão a “ausência” de parasitas e larvas.  

Nessa perspectiva objetivou-se avaliar os índices microbiológicos e 

parasitológicos de alfaces (Lactuca sativa L.), oriundos de produtores rurais de 

localidades do Território Rural Serra do Teixeira, PB e município de Patos, 

sertão da Paraíba.  

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Locais de Realização do Experimento 

A pesquisa foi realizada em propriedades rurais produtoras de hortaliças 

selecionadas no território Rural Serra do Teixeira, PB localizado a 7° 15’ 10” S 

e 37° 23' 3" O, e  município de Patos, PB localizado a 07º 01’ 28” S e 37º 16’ 

48” O. 

 

 

 

Fonte: Google 

2.2 Coleta e identificação das espécies 

As coletas das espécies foram realizadas em duas áreas, A1-Território 

Rural Serra do Teixeira, PB, e A2- Município de Patos, PB margens do Açude 

do Jatobá. Um exemplar de cada amostra coletada foi prensada e posta para 

secagem em estufa a 60 ºC para confecção das exsicatas, seguindo-se as 
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técnicas usuais para herborização recomendadas por Forman e Bridson 

(1989), e registradas no Programa Brahms. O material coletado foi depositado 

no Herbário do Centro de Saúde e Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade 

Federal de Campina Grande, UFCG, Patos-PB.  

Análises morfológicas para as identificações, descrições das espécies 

foram realizadas com auxílio de chaves analíticas, diagnoses encontradas na 

bibliografia e comparação com as exsicatas do herbário do CSTR. A grafia dos 

táxons foi verificada na base de dados do MOBOT (2012).  

 2.3 Obtenção e Processamento das Amostras 

 As amostras foram coletadas nas primeiras horas da manhã, entre os 

meses de setembro e dezembro de 2016. Foram coletadas cinco amostras de 

cada produtor, em três propriedades rurais localizadas no Território Rural Serra 

de Teixeira-PB perfazendo um total de quinze amostras. No município de 

Patos, PB, procedeu-se da mesma maneira, totalizando cinco amostras por 

produtor, resultando em quinze amostras por localidade/propriedade, 

totalizando 30 amostras ao todo. Foram colhidos aleatoriamente, cerca de 250 

g de alface (Lactuca sativa L.) nas variedades crespa e lisa, e estabeleceu-se 

como amostra o pé de alface ou touceira. 

No procedimento de coleta das hortaliças, utilizou-se sacos plásticos de 

primeiro uso contendo as informações do local de coleta, horário, data, 

espécie/variedade, nome do produtor rural e respectiva propriedade. O 

transporte ocorreu em caixa térmica evitando o atrito e possíveis danos, sob 

processo de refrigeração (gelo reciclável) não deixando que ultrapassasse os 8 
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ºC. Da chegada ao local de coleta ao início das análises durou em média duas 

horas. Em seguida as amostras foram encaminhadas ao laboratório de 

microbiologia e parasitologia da UACB, UFCG campus de Patos, PB. 

3. ANÁLISES PARASITOLÓGICAS 

Para análise parasitológica empregou-se a técnica de sedimentação 

espontânea, com modificação (LUTZ, 1919; HOFFMANN, PONS e JANER, 

1934). Foi pesado 100 gramas de hortaliça, adicionado 500 ml de água 

destilada, e em saco plástico de primeiro uso, efetuamos esfregaços, em 

seguida, com o auxílio de gaze hidrófila realizou-se a filtragem do líquido em 

cálices de sedimentação (de cada amostra foram preparados dois cálices), 

sendo estes cobertos com filme de PVC para evitar possíveis contaminações. 

Após 24 horas de repouso, seguindo o método de sedimentação espontânea, 

eliminou-se todo o sobrenadante. Com o auxílio de pipetas graduadas de vidro 

(5 ml) coletou-se uma alíquota do sedimento de aproximadamente 0,05 ml e 

colocou-se em lâmina de microscopia, foram feitas em triplicatas (três lâminas 

de cada cálice).Em seguida, cobriu-se com lamínula e observou-se com a 

utilização de microscópio óptico, com objetiva de 10X, sendo a leitura realizada 

por varredura para a identificação de parasitos ou larvas de vida livre e a 

confirmação das estruturas parasitárias foi realizada com a utilização da 

objetiva de 40X percorrido em todos os campos da lâmina.   

4. ANÁLISES MICROBIOLÓGICAS 

As análises microbiológicas foram fundamentadas na determinação do 

número mais provável, pela técnica de fermentação em tubos múltiplos de 
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acordo com as recomendações da Associação Brasileira de Normas Técnicas 

(ABNT, 1991) e American Public Health Association (APHA,1995). Foram 

realizadas as análises exigidas pela RDC nº 12, de 02 de janeiro de 2001, ou 

seja, contagem de coliformes termotolerantes a 45ºC (coliformes fecais) e 

Salmonella spp (ANVISA,2001). A pesquisa de Salmonella spp foi executada 

segundo metodologia preconizada pela American Public Health Association 

(APHA, 1992).  

4.1  Preparo das Amostras para Análises Microbiológicas 

Cerca de 115g da amostra coletada foi assepticamente pesada, 

excluindo partes deterioradas e talos, transferiu-se 25 g para um erlenmayer 

contendo 225 ml de solução salina peptonada a 0,1% estéril e incubou-se em 

estufa bacteriológica a 35º C durante 48 horas para análise de Salmonela. Para 

as análises de coliformes totais, fecais e Escherichia coli, transferiu-se 10g da 

amostra para um erlenmayer  contendo 90 ml de água peptonada à 0,1%, 

obtendo-se a diluição 10-1, sendo realizadas diluições subsequentes (10-2, 10-3, 

10-4, 10-5). Foi transferido 1mL das diluições para os tubos de ensaio com tubos 

de Duhan invertidos e caldo lactosado esteril, em serie de três tubos para 

proceder a determinação de coliformes totais e fecais, seguindo de incubação 

em estufa bacteriológica durante à 37 ºC por 24 - 48 horas.  

4.2 Técnica do Número Mais Provável (NMP) de Coliformes 

Termotolerantes Coliformes Totais 

Essa técnica consta de duas fases distintas: o teste presuntivo, onde se 

busca detectar a presença de microrganismos fermentadores de lactose e onde 



 

19 
 

é possível recuperar células injuriadas; e o teste confirmativo, onde se 

determina a população real de coliformes termotolerantes a 45ºC (CTT) e 

coliformes totais (CT) (APHA, 1995). 

Para a prova presuntiva foram utilizados as diluições de 10-1 à 10-5, 

sendo semeadas alíquotas de 1 ml em uma série de 3 tubos contendo Caldo 

Lauril Sulfato Triptose (CLST). Incubou- se os tubos a 37 ºC ± 1ºC por 48 h e 

verificou-se o crescimento dos microrganismos através da produção de gás nos 

tubos de Duhan e/ou turvação do meio. Figura 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Procedimento para prova presuntiva de coliformes pelo método 

do Número Mais Provável. 

Dos tubos positivos, foi realizado o teste para a confirmação de CT. Para 

tanto, os tubos positivos do caldo LST foram repicados para série de três tubos 

contendo caldo Verde Brilhante Lactose Bile 2% (CVBLB), os quais foram 

incubados a 37 ºC ± 1ºC por 48 h. Para a prova confirmatória de CF, foram 

repicados os tubos positivos do caldo LST para tubos contendo caldo E. coli 

(EC) incubando-se por 45 ºC ± 0,2ºC por 48 h, em banho-maria com agitação. 



 

20 
 

A presença de gás indicou a positividade do tubo para a presença de CF 

conforme demostra figura 3 (ABNT, 1991).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 – Procedimento para prova confirmatória de coliformes pelo 

método do Número Mais Provável. 

OBS: A- Tubo com resultado negativo para coliformes fecais. B- Tubo com 

resultado positivo para coliformes fecais, evidenciado pela turvação do meio de 

cultura e formação de gás no interior do tubo de Duhan. 

O cálculo do NMP/g foi determinado com auxílio da tabela de NMP- séries 

de três tubos. 

Também foram realizados testes bioquímicos para isolamento de 

Escherichia coli e outras enterobactérias. A partir dos tubos positivos do Caldo 

EC estriou-se, com alça de platina, em placas de Petri contendo meio Ágar 

Eosina Azul de Metileno (EMB) e em seguida incubadas a 35 ºC/24 h. Após o 

crescimento de Unidades Formadoras de Colônia (UFC) características, 

A-NEGATIVO   B- POSITIVOS 
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nucleadas com centro negro e brilho verde metálico, estas foram transferidas 

(três a cinco UFC de cada placa de Petri), com auxilio de alça bacteriológica, 

para tubos inclinados contendo Ágar Padrão para Contagem (PCA) que foram 

incubados a 35 ºC/18-20 h.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Placa de Petri, contendo meio EMB, após crescimento de 

Unidades Formadoras de Colônia (UFC) características, nucleadas com centro 

negro e brilho verde metálico e tubos de ensaio contendo PCA e seus 

respectivos resultados positivo e negativo. 

Depois de incubados transferiram-se alíquotas da cultura do PCA, por meio 

de alça bacteriológica para meios de cultura adequados para realização de 

provas bioquímicas para a identificação de E. coli. Os testes realizados foram: 

teste do Indol; teste de Voges-Proskauer; teste do Vermelho de Metila e teste 

do Citrato (IMViC). 

 

 

A-NEGATIVO   B- POSITIVO 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Foram realizadas descrições morfológicas através de chaves de 

identificação botânica das espécies em estudo, permitindo assim avaliar o grau 

de contaminação microbiológica e parasitária das amostras de alfaces (Lactuca 

sativa L.) variedades crespa e lisa produzidas no território Rural  Serra do 

Teixeira e município de Patos, sertão da Paraíba. 

As alfaces do tipo crespa e lisa apresentaram contaminação em ambos os 

municípios, sendo o nível de contaminação maior identificada no município de 

Patos, PB, apresentando um percentual de contaminação de 80% das 

amostras analisadas (12/15), com relação as amostras de alface do Território 

Rural Serra do Teixeira, PB o nível de contaminação foi de 46,4% das 

amostras analisadas (7/15).Gráfico 1. 

Gráfico 1. Percentual de estruturas parasitárias encontrados nas amostras 

de alfaces (Lactuca sativa L.) no Território Rural Serra do Teixeira, PB. 

 

 

 

 

iva L.) no Território Rural Serra do Teixeira,  

 

 

 

0

1

2

3
Giardia

Toxocara

Ascaris

Toxoplas
ma

Alface lisa

0
5

10
15
20

Alface
Crespa

Giardia

Toxocara

Ascaris

Toxoplas
ma



 

23 
 

No Território Rural Serra do Teixeira 46,4% das amostras de alface 

analisadas  estavam contaminadas  e impróprias para o consumo de acordo 

com a legislação vigente.Gráfico 1 

Gráfico 2. Percentual de estruturas parasitárias encontrados em amostras 
de alfaces (Lactuca sativa L.) no município de Patos, PB. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 No município de Patos, 80% das amostras de alfaces em estudo, 

apresentaram contaminação e impróprias para o consumo. Dentre as formas 

parasitárias encontradas destacamos as seguintes estruturas: cistos de Giardia 

lambria, ovos e oocistos de Áscaris lumbricoides, Toxocara, Toxoplasma. 
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 Percentuais de contaminação parasitária mais elevada foram observados 

por Santos  et al. (2009) e por Quadros et al. (2008), os quais verificaram uma 

frequência de contaminação nas amostras de alface crespa in natura 

analisadas de 90,0% e de 88,5%, nos estados da Bahia e de Santa Catarina, 

respectivamente.  

Segundo Gelli  et al. (1979), a estrutura do vegetal interfere com o grau de 

contaminação que possa apresentar. Assim, hortaliças com folhas múltiplas, 

com grande área de contato, permitem maior fixação de formas parasitárias. 

Além da estrutura vegetal, alface, repolho e outras folhosas têm maiores 

contaminações por estarem por um tempo maior em contato com o solo e, 

dessa forma, continuamente exposta à contaminação (ERDOGRUL e SENER, 

2005). 

A contaminação de hortaliças por agentes patogênicos verifica-se, 

principalmente, por meio de água contendo material fecal de origem humana 

ou animal, utilizada na irrigação de hortas ou ainda contaminação do solo por 

uso de adubo orgânico com dejetos fecais. Em um estudo realizado por Arbos 

et al. (2010) identificaram a presença de estruturas parasitárias em todas as 

amostras de alface de cultivo orgânico de diferentes produtores. 

Um estudo avaliando a ocorrência de enteroparasitas em hortaliças 

comercializadas na Região Metropolitana de São Paulo revelou que todas as 

variedades de hortaliças analisadas apresentaram elevado percentual de 

contaminação por helmintos. Segundo os autores, os valores encontrados 

refletem as condições e práticas de cultivo inadequadas do ponto de vista 
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higiênico-sanitário (OLIVEIRA e GERMANO,1992). No Paraná, (Garcia et al., 

2004) avaliaram amostras de hortaliças de Umuarama-PR e observaram 

Ascaris sp.,Ancilostomatideos ,Enterobius vermicularis, Strongyloides sp, 

Entamoeba sp e Giardia sp em amostras de alface crespa, alface lisa e 

chicória. 

Os trabalhos citados inferem que a contaminação parasitária em hortaliças 

ocorre por vários fatores que permeiam desde o cultivo até a pós-colheita, 

sendo assim, é de grande importância observar os processos de cultivo, 

adubação, transporte, estocagem e manipulação em geral. 

Nos resultados das análises microbiológicas pode-se observar uma carga 

microbiana elevada nas amostras analisadas, conduzindo em perigo à 

população consumidora, uma vez que, muitas das amostras foram 

classificadas como impróprias para consumo, segundo a RDC Nº 12/2001. 

Os resultados das análises para coliformes termotolerantes, coliformes  

totais e  Salmonella spp,   das amostras analisadas por município encontram-

se nas tabelas de 1 e 2. 
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Tabela 1. Resultados das análises dos microrganismos Coliformes Totais, 

Coliformes Termotolerantes e Salmonella spp. pesquisados em Alfaces 

(Lactuca sativa L.) no Território Rural Serra do Teixeira, PB. 

AMOSTRAS 
 

 Coliformes 
Totais NMP/g 

Coliformes 
Termotolerantes 

Salmonella  RDC 12/2001 
(ANVISA) 

Produtor 1     
1        11,0      > 24  Ausência em 25g Impróprio 

p/consumo 
2         2,0      2,0 Ausência em 25g Impróprio 

p/consumo 
3        24,0      9,3 Ausência em 25g Impróprio 

p/consumo 
4        0,93     0,93 Ausência em 25g Impróprio 

p/consumo 
5          4,6     0,43 Ausência em 25g Próprio                     

p/ consumo 
Produtor 2     
1       >240      > 240 Ausência em 25g Impróprio    

p/consumo 
2         2,4         2,4 Ausência em 25g Próprio                     

p/ consumo 
3         0,04        0,23 Ausência em 25g Próprio                     

p/ consumo 
4          2,4        0,03 Ausência em 25g Próprio                     

p/ consumo 
5         >24         2,4 Ausência em 25g Próprio                     

p/ consumo 
Produtor 3     
1         24           < 0,3 Ausência em 25g Impróprio  

p/ consumo 
2       >24           0,12 Ausência em 25g Impróprio  

p/ consumo 
3       11,0          < 0,03 Ausência em 25g Próprio                     

p/ consumo 
4       11,0          < 0,03 Ausência em 25g Próprio  

p/ consumo 
5       0,28          < 0,03 Ausência em 25g Próprio  

p/ consumo 
Fonte: A  autor 
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Tabela 2. Resultados das análises dos microrganismos Coliformes Totais, 

Coliformes Termotolerantes, Salmonella spp. pesquisados em Alfaces (Lactuca 

sativa L.) no município de Patos, PB. 

Amostras  Coliformes 
Totais NMP/g 

Coliformes 
Termotolerantes 

Salmonella RDC12/2001 
(ANVISA) 

Produtor 1     
1 
  

       0,93          0,93 Ausência em 25g Impróprio                 
p/ consumo 

2        24         < 0,3 Ausência em 25g Impróprio                 
p/ consumo 

3        2,4         0,09 Ausência em 25g Próprio                     
p/ consumo 

4        0,04        <  0,03 Ausência em 25g Próprio                     
p/ consumo 

5        110           2,8 Ausência em 25g Impróprio                 
p/ consumo 

Produtor 2     
1         46          9,3 Ausência em 25g Impróprio      

p/ consumo 
2        110          0,9 Ausência em 25g Impróprio  

p/ consumo 
3      > 24         0,12 Ausência em 25g Impróprio                 

p/ consumo 
4     > 240        > 240 Ausência em 25g Impróprio                 

p/ consumo 
5       0,03       < 0,03 Ausência em 25g Próprio                     

p/ consumo 
Produtor 3     
1         28           3 Ausência em 25g Impróprio                 

p/ consumo 
2        110         0,9 Ausência em 25g Impróprio  

p/ consumo 
3        24,0         9,3 Ausência em 25g Impróprio                 

p/ consumo 
4        2,0         2,0 Ausência em 25g Impróprio                 

p/ consumo 
5       11,0        < 24 Ausência em 25g Impróprio                 

p/ consumo 
     Fonte : A autora 

Os resultados das amostras analisadas foram classificados em próprio e 

impróprio para consumo de acordo os padrões da legislação vigente, RDC nº 

12 de Janeiro de 2001 (ANVISA), onde estabelece como limite de tolerância de 

contaminação das amostras a diluição 10-2. Quadro 1.  
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Segundo as tabelas 1 e 2, foram encontrados 46,6% e 80% de positividade 

na detecção de coliformes termotolerantes e coliformes totais nas amostras 

analisadas do Território Rural Serra do Teixeira, PB e município de Patos, PB  

respectivamente. Embora não existam padrões para contagem de coliformes 

totais para hortaliças in natura, segundo RDC 12/2001(ANVISA), os resultados 

evidenciam a higiene precária e insatisfatória no processo de produção e 

distribuição das hortaliças, representando um grande risco biológico ao 

consumidor.  

Pacheco et al.(2002), quando estudaram diversos vegetais comercializados 

na Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de São Paulo – CEAGESP, 

de Sorocaba-SP, encontraram 87,5% das amostras de alface contaminadas 

por coliformes termotolerantes.  

Em outra pesquisa realizada na cidade de São Paulo, 42% de 133 amostras 

de hortaliças prontas para o consumo, continham população de 

Enterobacteriaceae entre 5 e 6 log UFC.g-1 e 73% e apresentaram contagens 

de coliformes termotolerantes maiores do que 2 log UFC.g-1. Além disso, o 

autor também encontrou Salmonella em 4 amostras de alface, agrião, escarola 

e salada mista composta por beterraba, cenoura, alface, almeirão e repolho 

roxo (FRODER, 2005). 

Não foi detectada a presença de Salmonella spp. em nenhuma das 

amostras analisadas. Esse resultado apresenta uma indicação de que a 

incidência de Salmonella spp. em hortaliças produzidas no semiárido paraibano 

é baixa.  
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Resultados semelhantes foram obtidos em estudo realizado por (Souza e 

colaboradores 2006) que, analisando alfaces em diferentes sistemas de cultivo 

na cidade de Rio Branco, AC, onde constataram também ausência de 

Salmonella spp. em todas as amostras analisadas, estando assim, em 

conformidade com o que preconiza a Resolução n°12 de 2001/ANVISA. 

Outros estudos realizados no norte da Espanha com 63 amostras de 

alfaces convencional e 56 amostras de alfaces orgânicas, e na Noruega em 

179 amostras de alfaces cultivados organicamente não detectaram a 

Salmonella spp.  

Santos et al., (2001) avaliando a presença de Salmonella sp. em alfaces 

(Lactuca sativa L.) comercializada na cidade de Pará de Minas, MG, mostrou 

ausência desse microrganismo em todas as amostras, validando assim, essa 

pesquisa, onde constatou-se que as amostras de alfaces dos municípios em 

estudo, estão  de acordo com a legislação vigente (BRASIL, 2001). 

Com relação a presença de Escherichia coli, nas amostras de alfaces 

analisadas, foram identificadas um percentual de 10% (3/30) de contaminação 

nos municípios estudados. A  E. coli  O157: H7 tornou-se o agente etiológico 

bacteriano mais comum em surtos envolvendo  alface e outras hortaliças 

verdes, o que torna-se preocupação para a saúde pública devido à gravidade 

de doenças agudas gastrointestinais e sobretudo às consequências que estas 

podem causar. Considerando que a contaminação da alface possa ocorrer 

desde a fazenda à mesa do consumidor, a exposição à água de irrigação, solo, 

alterações do solo, animais, manuseio por parte dos trabalhadores de campo e 
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equipamentos, fazem parte das etapas de produção no campo tornando-se 

iminente risco para E. coli O157:H7 (YANG et al., 2012). 

Pesquisas realizadas mundialmente mostram elevadas contagens de 

indicadores de qualidade higiênico-sanitária em hortaliças minimamente 

processadas.  

Szabo et al., (2000) analisaram 120 amostras de alface pronta para o 

consumo e encontraram em 76% das amostras contagens entre 5 e 7 log 

UFC.g-1 de coliformes termotolerantes, sendo que os valores obtidos na 

pesquisa variaram entre 3 e 9 log UFC.g-1 de coliformes termotolerantes.  

Previdi  et al.,(2000) identificaram ao analisar 112 amostras de vegetais 

minimamente processados embalados individualmente ou mistos, 56,25% de 

contagem total ao redor de 7 log UFC.g-1, sendo que 19,64% das amostras 

ultrapassaram os limites estabelecidos pela legislação francesa (7,7 log UFC.g-

1). Entretanto, 95,54% das amostras apresentaram contagens de E. coli <1 log 

UFC.g-1, diferentemente do encontrado na presente pesquisa.  

Doenças entéricas ligadas ao consumo de produtos frescos têm aumentado 

(SCALLAN et al., 2011), sendo que a E. coli O157: H7 tem sido associada em 

múltiplos surtos ligados ao consumo de frutas e hortaliças frescas 

minimamente processadas (CDC,2006).  

Silva et al., (2007) avaliaram 56 amostras de vegetais minimamente 

processados comercializados na cidade de Porto Alegre,RS e confirmaram a 

presença de Escherichia coli em oito amostras. 
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De acordo com Smanioto  et al. (2006) em sua pesquisa, identificaram um 

percentual de 6,7% do total das amostras de couve, foi constatada a presença 

de coliformes termotolerantes  acima do permitido, sendo confirmada a 

presença de Escherichia coli. 

Para a International Commission on Microbiological Specifi cations for 

Foods – ICMSF, a presença de coliformes em alimentos indica manipulação 

inadequada durante o processamento, uso de equipamentos em más 

condições sanitárias ou ainda utilização de matéria-prima contaminada. 
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6. CONCLUSÃO 

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que, as amostras de alfaces 

(Lactuca sativa L.) analisadas produzidas no Território Rural Serra do Teixeira, 

PB e município de Patos, PB, respectivamente estavam impróprias para o 

consumo de acordo com a RDC 12/01/2001/ANVISA. 
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_____________________________________________________________________________ 

RESUMO 

As hortaliças constituem alimentos importantes na dieta alimentar da população, devido 

ao teor de nutrientes necessários ao funcionamento adequado do organismo, como sais 

minerais, fibras alimentares e vitaminas, além de apresentarem ação antioxidante. A 

lavagem dos vegetais é a prática mais comum para se obter um produto mais seguro, 

entretanto, a eficácia da operação de lavagem pode ser aumentada acrescentando-se 

soluções sanitizantes, com o intuito de reduzir e/ou eliminar os microrganismos 

presentes nestes alimentos. Com o objetivo de  avaliar qual agente de sanitização é mais 

eficaz no processo de higienização de alfaces (Lactuca sativa L.) consumidas in natura. 

Realizou-se análises microbiológicas de acordo com o método padronizado pela 

American Public Health Association (APHA, 1995).Coletou-se 1 amostra de alface 

(Lactuca sativa L.),em feira livre no município de Patos, PB. Verificou-se a eficácia do 

ácido acético 6,6% (vinagre) e do hipoclorito de sódio 1% (água sanitária) na 
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higienização da alface (Lactuca sativa L. var. crispa) in natura. Constatou-se que o 

hipoclorito de sódio foi mais eficaz como agente de sanitização das folhas da alface. O 

ácido acético (vinagre) muitas vezes utilizado para a higienização da alface, não se 

mostrou totalmente eficiente, já que foram enumeradas células de coliformes 

termotolerantes, nas amostras analisadas. 

Palavras-chave: Antioxidantes, Coliformes, Hipoclorito, Hortaliças, Sanitizantes.  

ABSTRACT 

Vegetables are important foods in the diet of the population, due to the content of 

nutrients necessary for the proper functioning of the body, such as minerals, dietary 

fibers and vitamins, in addition to having antioxidant action. Washing the vegetables is 

the most common practice to obtain a safer product, however, the effectiveness of the 

washing operation can be increased by adding sanitizing solutions, in order to reduce 

and / or eliminate the microorganisms present in these foods. With the objective of 

evaluating which sanitizing agent is most effective in the lavage process of lettuce 

(Lactuca sativa L.) consumed in natura. Microbiological analyzes were carried out 

according to the method standardized by the American Public Health Association 

(APHA, 1995). A sample of lettuce (Lactuca sativa L.) was collected at a fair in the 

municipality of Patos, PB. The efficacy of acetic acid (vinegar) and sodium 

hypochlorite 1% (bleach) in the hygiene of lettuce (Lactuca sativa L. var. Crispa) in 

natura was evaluated. It was found that sodium hypochlorite was more effective as a 

sanitizing agent for lettuce leaves. Acetic acid (vinegar), often used for the cleaning of 

lettuce, was not fully efficient, since thermotolerant coliform cells were enumerated in 

the analyzed samples. 

Key words: Antioxidants, Coliforms, Hypochlorite, Vegetables, Sanitizers. 
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INTRODUÇÃO 

As hortaliças constituem alimentos de grande importância na dieta alimentar da 

população, devido ao teor de nutrientes necessários ao funcionamento adequado do 

organismo, como sais minerais, fibras alimentares e vitaminas, além de apresentarem 

ação antioxidante (SILVA et al., 2005, ESTEVES e FIGUEIRÔA, 2009).  

Contudo, de acordo com Azevedo (2008), o aumento no consumo destes 

alimentos tem gerado uma preocupação em relação à higienização recebida por estes 

vegetais, visto que as hortaliças apresentam um alto potencial para crescimento de 

microrganismos patogênicos, independentemente de como são cultivadas, e dessa 

forma, se tornam importantes veículos de transmissão de várias doenças infecciosas. 

Dentre esses alimentos, segundo Lotto (2008), as hortaliças folhosas se destacam como 

um dos meios mais propícios à contaminação. 

Usualmente consumida crua, a alface tem no processo de higienização o único 

tratamento recebido entre o cultivo e o consumo. Em 1991, o surgimento da epidemia 

de cólera no Brasil despertou o interesse pelo assunto, tanto pelas autoridades sanitárias 

quanto pela população em geral. Sua utilização requer atenção quanto aos aspectos 

higiênico-sanitários, visto que podem trazer graves consequências à saúde dos 

consumidores. Diversas pesquisas relatam a possibilidade de infecção via consumo 

inadequado, sejam por contato com água, mãos, dejetos fecais ou ainda por falta de 

assepsia, transporte e manejo (VOLLKOPF et al., 2006). 

Nas ultimas décadas, têm-se observado um aumento de DTA’S (Doenças 

Transmitidas por Alimentos), sejam elas de origem bacterianas, virais, fúngicas ou 

parasitárias, estando relacionadas a fatores como: desenvolvimento econômico, 



 

42 
 

globalização do comércio de alimentos, intensificação da urbanização e modificações 

dos hábitos alimentares dos consumidores. Com referência a este último fator, destaca-

se o consumo de alimentos frescos ou in natura, prontos ou semiprontos, e de refeições 

fora do domicílio. Esses hábitos são apontados como favorecedores do surgimento de 

novos casos (ORLANDI et al., 2004). 

Por conseguinte, a sanidade das hortaliças que são consumidas cruas é fator 

relevante à saúde devendo ser garantida também pela desinfecção com produtos 

químicos que tenham ação eficaz na eliminação, redução e ou remoção de microbiota 

presente (GERMANO et al.,2008). Sabe-se que estes vegetais podem veicular algumas 

doenças intestinais, pois muitas vezes são transportadores de microrganismos, 

protozoários, helmintos e artrópodes. Isto se deve principalmente às condições 

insalubres de cultivo como, por exemplo, água de irrigação contaminada, uso de adubos 

com substâncias contaminadas por dejetos fecais e outros fatores como animais 

domésticos presentes na área de plantio (GERMANO,2008).  

Métodos de limpeza e sanitização de hortaliças envolvem a aplicação de água, 

detergentes e tratamento mecânico das superfícies por escovas ou sprays seguidos por 

enxágue com água potável. O passo de enxágue pode incluir um tratamento de 

sanitização. É importante assegurar que a água utilizada seja de boa qualidade para não 

se tornar um veículo de contaminação (ANTUNES, 2009). Dentre os produtos 

permitidos para desinfecção dos alimentos  estão, o hipoclorito de sódio ou cálcio a 2,0 

–2,5%, hipoclorito de sódio a 1% e cloro orgânico, que são utilizados em concentrações 

variando de 100 a 250 ppm. Tais produtos devem estar regularizados no órgão 

competente do Ministério da Saúde, além disso, devem ser aplicados de forma a evitar a 

presença de resíduos no alimento preparado (BRASIL, 2004). 



 

43 
 

Os sanitizantes mais utilizados são os compostos clorados como o hipoclorito 

(água sanitária), por serem considerados mais baratos e eficazes, todavia pode ser 

utilizado outro produto desinfetante como o vinagre, mas um dos preconceitos mais 

comuns ao uso do vinagre é o de ser apenas, um condimento, no entanto, este pode ser 

utilizado como agente sanitizante (FONTANA, 2006).  

Nesse contexto, objetivou-se avaliar qual agente de sanitização é mais eficaz no 

processo de higienização de alfaces (Lactuca sativa L.) consumidas in natura. 

 

 MATERIAL E MÉTODOS 

 Coleta e identificação das espécies 

A coleta foi realizada na feira livre, no centro da cidade de Patos, PB, nas 

primeiras horas da manhã, onde produtores rurais de cidades circunvizinhas 

comercializam seus produtos.  

Um exemplar da amostra coletada foi prensada e  posta para secagem em estufa 

a 60 ºC para confecção das exsicatas, seguindo-se as técnicas usuais para herborização 

recomendadas por Forman e Bridson (1989), e registradas no Programa Brahms. O 

material coletado foi depositado no Herbário do Centro de Saúde e Tecnologia Rural 

(CSTR) da Universidade Federal de Campina Grande, em Patos-PB.  

Análises morfológicas para as identificações, descrições das espécies foram 

realizadas com auxílio de chaves analíticas, diagnoses encontradas na bibliografia e 

comparação com as exsicatas do herbário do CSTR. A grafia dos táxons foi verificada 

na base de dados do MOBOT (2012).  
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 Obtenção e Processamento das Amostras 

Coletou-se uma unidade amostral de alface (Lactuca sativa L. var crispa), 

adquirida em feira livre localizada no centro da cidade de Patos,PB, no mês de 

dezembro de  2017. 

A unidade amostral foi o “pé” de alface (Lactuca sativa L.), variedade “crespa”, 

independentemente de peso e tamanho, cultivada pelo método tradicional de cultivo. 

No procedimento de coleta da hortaliça, utilizou-se saco plástico de primeiro uso 

contendo as informações do local de coleta, horário, data, espécie/variedade. O 

transporte ocorreu em caixa térmica evitando o atrito e possíveis danos, sob processo de 

refrigeração (gelo reciclável) não deixando que ultrapassasse os 8 ºC. Do local de coleta 

ao início das análises durou em média duas horas. Em seguida a amostra foi 

encaminhada ao Laboratório de Microbiologia da UACB, UFCG, para prosseguimento 

das análises microbiológicas. 

Primeiramente as folhas da alface foram separadas, pesadas e distribuídas 25 g 

em cada um dos três recipientes contendo 200ml  de água destilada. No primeiro 

recipiente foram adicionados 25g de folhas de alface sem lavagem (grupo controle 

positivo); no segundo recipiente adicionou-se 200ml de água destilada e 50 ml de ácido 

acético (vinagre) e 25g de folhas de alface; no terceiro recipiente  adicionou-se 200ml 

de água destilada e  25g de folhas de alface e 3 ml de  hipoclorito de  sódio (uma colher 

de sopa por litro de água), de acordo com a Portaria nº 1.210 (SÃO PAULO, 2006) e no 

quarto recipiente adicionou-se 200ml de água de torneira e 25g de folhas de alface. 

Após trinta minutos foram realizadas as análises microbiológicas da água dos 

recipientes onde estavam as folhas da alface, utilizando-se a técnica do Número Mais 

Provável (NMP) para a enumeração de coliformes termotolerantes. 
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Figura1. Métodos de higienização utilizados na amostra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Acervo próprio 

 

 ANÁLISES MICROBIOLÓGICAS 

As análises microbiológicas foram fundamentadas na determinação do número 

mais provável, pela técnica de fermentação em tubos múltiplos de acordo com as 

recomendações da Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 1991) e 

American Public Health Association (APHA,1995). Foram realizadas as análises 

exigidas pela RDC nº 12, de 02 de janeiro de 2001, ou seja, contagem de coliformes a 

45ºC termotolerantes e coliformes totais (ANVISA, 2001).  

  Preparo das Amostras para Análises Microbiológicas 

Para realização das análises de coliformes totais, coliformes fecais e Escherichia 

coli, transferiu-se 90g da amostra para um erlenmayer contendo 90 ml de caldo 

lactosado estéril, em seguida replicou-se para os tubos de ensaio com tubos de Duhan 
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invertidos, para proceder a contagem de coliformes totais e fecais, obtendo-se desta 

forma a diluição 10-1. Dessa diluição (10-1) foram realizadas diluições subsequentes (10-

2, 10-3, 10-4, 10-5) três tubos para cada diluição, levamos os tubos em estufa 

bacteriológica durante 24 - 48 horas.  

 Técnica do Número Mais Provável (NMP) de Coliformes Totais e Fecais 

Essa técnica consta de duas fases distintas: o teste presuntivo, onde se busca 

detectar a presença de microrganismos fermentadores de lactose e onde é possível 

recuperar células injuriadas; e o teste confirmativo, onde se determina a população real 

de coliformes totais (CT) e coliformes fecais (CF) (APHA, 1995). 

Para a prova presuntiva foram utilizados as diluições de 10-1 à 10-5, sendo 

semeadas alíquotas de 1 ml em uma série de 3 tubos contendo Caldo Lauril Sulfato 

Triptose (LST).  Incubou-se os tubos a 36ºC ± 1ºC por 48 h e verificou-se o crescimento 

dos microrganismos através da produção de gás nos tubos de Duham e/ou turvação do 

meio. Figura 2. 

 

 

 

 

Figura 2. Procedimento para prova presuntiva de coliformes pelo método do 

Número Mais Provável. 
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 Dos tubos positivos, foi realizado o teste para a confirmação de CT. Para tanto, 

os tubos positivos do caldo LST foram repicados para três séries de três tubos contendo 

caldo Verde Brilhante Lactose Bile 2% (CVBLB), os quai s foram incubados a 36ºC ± 

1ºC por 48 h. Para a prova confirmatória de CF, foram repicados os tubos positivos do 

caldo LST para tubos contendo caldo E. coli (EC) incubando-se por 45ºC ± 0,2ºC por 

24-48 h, em banho-maria com agitação. A presença de gás indicou a positividade do 

tubo para a presença de CF. O cálculo do NMP/g foi determinado com auxílio da tabela 

de NMP- séries de três tubos. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 – Procedimento para prova confirmatória de coliformes pelo método do 

Número Mais Provável. 

OBS: A- Tubo com resultado negativo para coliformes fecais. B- Tubo com 

resultado positivo para coliformes fecais, evidenciado pela turvação  do meio de cultura 

e formação de gás no interior do tubo de Duhan. 

    A-NEGATIVO        B- POSITIVOS 
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O cálculo do NMP/g foi determinado com auxílio da tabela de NMP- séries de três 

tubos. 

Em seguida realizou- se os testes bioquímicos para isolamento de Escherichia coli e 

outras enterobactérias. A partir dos tubos positivos do Caldo EC estriou-se, com alça de 

platina, em placas de Petri contendo meio Ágar Eosina Azul de Metileno (EMB) e em 

seguida incubadas a 35ºC/24 h. Após o crescimento de Unidades Formadoras de 

Colônia (UFC) características, nucleadas com centro negro e brilho verde metálico, 

estas foram transferidas (três a cinco UFC de cada placa de Petri), com auxilio de alça 

bacteriológica, para tubos inclinados contendo Ágar Padrão para Contagem (PCA) que 

foram incubados a 35ºC/18-20 h. Depois de incubados transferiu-se alíquotas da cultura 

do PCA, por meio de alça bacteriológica para meios de cultura adequados para 

realização de provas bioquímicas para a identificação de E. coli. Os testes realizados 

foram: Teste do Indol; Teste de Voges-Proskauer; Teste do Vermelho de Metila e Teste 

do Citrato (IMViC). Os resultados obtidos foram comparados com os padrões da 

legislação vigente, RDC 12/2001 (ANVISA, 2001). 

Figura 4. Placa de Petri, contendo meio EMB, após crescimento de Unidades 

Formadoras de Colônia (UFC) características, nucleadas com centro negro e brilho 

verde metálico e tubos de ensaio contendo PCA e seus respectivos resultados positivo e 

negativo. 

 

 

 

    

A-NEGATIVO   B- POSITIVOS 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO  

De acordo com os resultados dos testes realizados, o teste com o hipoclorito de 

sódio para descontaminação das folhas de alface apresentou resultados negativo para 

coliformes termotolerantes e coliformes totais. O teste que utilizou água com vinagre 

apresentou coliformes termotolerantes, observando-se contagens aceitáveis conforme 

preconiza a legislação brasileira (1,1x102 NMP/g) (BRASIL, 2001). Contudo os testes 

representados pelo grupo controle positivo sem nenhum método de higienização e o 

grupo que utilizou apenas água de torneira apresentaram um nível de contaminação 

considerável de coliformes termotolerantes, apresentando contagem acima do permitido 

pela legislação brasileira(1,1x102  NMP/g) (BRASIL,2001)Tabela 1. 

Tabela1. Resultado das análises microbiológicas para determinação de coliformes totais 

e coliformes termotolerantes (NMP/g) na amostra de alface de cultivo tradicional e das 

etapas de higienização. 
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PROCEDIMENTOS COLIFORMES 

TOTAIS  NMP/g 

  COLIFORMES  

TERMOTOLERANTES 

RDC12/2001 

ANVISA 

 

SEM  LAVAGEM 

       1100            210 Impróprio 

p/consumo 

H20+VINAGRE         >24            0,93 Próprio                      

p/ consumo 

H20+HIPOCLORITO           00             00 Próprio                      

p/ consumo 

H20 TORNEIRA        >2400            093 Impróprio 

p/consumo 

Fonte: A autora 

Adami e Dutra (2011) ao estudar o efeito do vinagre na eliminação de 

coliformes termotolerantes presentes na alface verificaram que as amostras após a 

sanitização apresentaram uma redução na quantidade de coliformes, entretanto não de 

forma satisfatória, pois as amostras ficaram fora do padrão estabelecido pela legislação 

brasileira (BRASIL, 2001). 

Nascimento e Alencar (2014) analisaram a eficácia da solução do hipoclorito de 

sódio a 1%, e do ácido acético a 6,6% (vinagre) na higienização das hortaliças in natura 

alface (Lactuca sativa L. var crispa), couve manteiga (Brassica oleracea), repolho 

(Brassica oleracea var. capitata) e coentro (Coriandrum sativum), e constataram que a 

solução de hipoclorito de sódio a 1% e a solução de ácido acético a 6,6% apresentaram 

ação antiparasitária similares evidenciando-se uma discreta eficiência da solução de 

hipoclorito de sódio em relação à solução de ácido acético. 

Corroborando com a presente pesquisa, Oliveira (2005), ao analisar os métodos 

de higienização de vegetais empregados em restaurantes de Porto Alegre- RS, após os 

tratamentos com hipoclorito de sódio, durante 30 minutos, verificou que houve um 
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decréscimo nas contagens de coliformes termotolerantes, em relação à população inicial 

das amostras de alface analisadas, comprovando a eficácia desse método sanitizante.       

 Nascimento e Silva (2010) obtiveram resultados parecidos ao analisar a eficácia 

do cloro a 200 ppm na higienização de uvas, onde todas as suas amostras demonstraram 

a diminuição de coliformes termotolerantes comparados a contagem inicial. 

De acordo com Vitti e colaboradores (2004), tem sido preconizado que 

alimentos com contagens microbianas de psicrotróficos acima de 105 UFC/g podem ser 

considerados impróprios para consumo humano pela perda do valor nutricional, 

alterações organolépticas e riscos de contaminação. O risco de contaminação por 

patógenos psicrotróficos está associado à presença de microrganismos como Listeria 

monocytogenes. 

Gomes et al., (2011) avaliou metodologias para a higienização de hortaliças de 

diferentes fontes de adubação, utilizando ácido acético e hipoclorito. Com isso ele pode 

concluir que o desinfetante mais eficiente na remoção de parasitas em alfaces foi o 

hipoclorito de sódio, sendo 100% eficaz para todos os tipos de adubação (GOMES et 

al., 2011) 

É importante ressaltar que muitos microrganismos deterioradores são 

psicrotróficos e a presença elevada desse grupo de microrganismos pode contribuir para 

redução da vida de prateleira de alimentos minimamente processados e indicar também 

que as operações de limpeza e sanitização empregadas durante o processamento não 

foram eficientes. O uso de sanificantes na água de lavagem, ao mesmo tempo em que 

reduz a carga microbiana inicial de 1-2 ciclos logarítmicos, pode favorecer o 

crescimento do patógeno pela diminuição da microbiota competitiva (ZAGORY, 2001). 
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A falta de eficácia do sanificante usado para descontaminar a superfície de frutas 

e vegetais crus tem sido amplamente atribuída à inabilidade dos componentes ativos da 

solução em inibir ou inativar as células microbianas (BEUCHAT, 2002).  

Outros fatores, como a concentração do sanitizante e o tempo de contato com a 

superfície a ser desinfetada, também contribuem para a eficiência ou não do processo de 

limpeza e sanitização (REGO; FARO, 2001).  

Para Sant’Ana e colaboradores (2002), a sanitização de frutas e vegetais, sob o 

ponto de vista da segurança alimentar, é considerada etapa crítica do processamento, 

assim como os aspectos de higiene pessoal na manipulação do produto. 

Takayanagui et al., (2006) afirmaram que a contaminação de hortaliças ocorre de 

um modo geral, na horta, por meio da utilização de água de irrigação ou adubos 

contaminados, além da manipulação inadequada nos pontos de venda e transporte 

desses produtos. A lavagem dos vegetais é a prática mais comum para se obter um 

produto mais seguro, entretanto, a eficácia na operação de lavagem pode ser aumentada 

acrescentando-se soluções sanitizantes, objetivando a redução e/ou eliminação de 

microrganismos presentes nestes alimentos (BERBARI et al., 2001). 

As pesquisas realizadas para averiguar a qualidade higiênico-sanitária das 

hortaliças, incidem em sua maioria nos locais de distribuição e comercialização das 

mesmas. Sendo assim são raros os estudos desenvolvidos durante o cultivo e cadeia 

produtiva, que representam uma boa parcela de contaminação, devido às condições que 

essas hortaliças estão expostas (SANTOS, 2007). 
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CONCLUSÃO 

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que, entre os testes de higienização 

de hortaliças avaliados, o mais eficaz foi o grupo com a solução de hipoclorito de sódio 

a 1%, onde foi possível observar ausência da carga microbiana na amostra analisada. 
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ANEXOS 


