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RESUMO 

 

A alface (Lactuca sativa L.) é uma hortaliça largamente consumida devido a 
quantidade de fibras e baixo valor calórico, apesar do alto risco de contaminação por 
microrganismos. A qualidade de vida está relacionada com uma boa alimentação, 
sendo alimentos de qualidade e com valor nutricional. Quanto à se ter uma 
alimentação saudável leva-se em conta a relação da higienização dos alimentos 
consumidos crus, sendo este cuidado importante para a segurança alimentar. O 
objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade microbiológica de alface (Lactuca sativa 
L.) comercializadas em uma Unidade Produtora de Alimentos no norte do Paraná. 
Avaliou-se alfaces com e sem processo de sanitização por meio da técnica dos tubos 
múltiplos para a quantificação do Número Mais Provável (NMP)  de coliformes totais 
e termotolerantes e Salmonella. Foram obtidos índices de  contaminação < 3 NMP/g 
para coliforme totais e 3,6 NMP/g para termotolerantes para amostras sanitizadas, e 
240 NMP/g para colifomes totais  e  11 NMP/g de termotolerantes amostras sem 
sanitização. Este estudo não detectou presença de E. coli e não foi comprovado a 
presença de Salmonella nas amostras sem sanitização. Conclui-se que as amostras  
sanitizadas estavam satisfatórias para consumo e atenderam as normas 
estabelecidas pela RDC nº 12, de 02 de janeiro de 2001 da Agência Nacional de 
Vigilância Sanitária (ANVISA). Houve o encontro de bactérias do grupo Enterobacter 
que habitam o trato gastrointestinal e são considerados agentes infecciosos 
oportunistas. 
 
Palavras-chaves: Hortaliças, Alimentos, Contaminação, Microrganismos. 
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PEREIRA, Amanda. Microbiological Analysis of Lettuce (Lactuta Sativa L.) from an 
Organic Growing System Served in a Food Production Unit in Northern Paraná. 42p. 
Completion of course work. Graduation in Nutrition from the Faculty of Apucarana - 
FAP. Apucarana-Pr. 2021. 
 

ABSTRACT 

Lettuce (Lactuca sativa L.) is a vegetable widely consumed due to the amount of fiber 
and low calorific value, despite the high risk of contamination by microorganisms. 
Quality of life is related to a good diet, being quality foods with nutritional value. As for 
having a healthy diet, the relationship between the hygiene of raw foods consumed is 
taken into account, and this care is important for food safety. The aim of this study was 
to evaluate the microbiological quality of lettuce (Lactuca sativa L.) sold in a Food 
Production Unit in northern Paraná. Lettuces with and without sanitization process 
were evaluated using the multiple tube technique to quantify the Most Probable 
Number (MPN) of total and thermotolerant coliforms and Salmonella. Contamination 
rates < 3 NMP/g for total coliforms and 3.6 NMP/g for thermotolerants were obtained 
for sanitized samples, and 240 NMP/g for total coliforms and 11 NMP/g for 
thermotolerant samples without sanitization. This study did not detect the presence of 
E. coli and the presence of Salmonella in samples without sanitization was not proven. 
It is concluded that the sanitized samples were satisfactory for consumption and met 
the standards established by RDC nº 12, of January 2, 2001 of the National Health 
Surveillance Agency (ANVISA). There was a finding of bacteria of the Enterobacter 
group that inhabit the gastrointestinal tract and are considered opportunistic infectious 
agents. 

Keywords: Vegetables, Food, Contamination, Microorganisms. 
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1 INTRODUÇÃO 

As mudanças de hábitos alimentares vem acontecendo devido a 

necessidade na mulher no mercado de trabalho, portanto, na economia da família, o 

que gerou novas adaptações na forma de adquirir e consumir alimentos, 

principalmente fora do domicílio (LAMBERT et al., 2005).  

O aumento da demanda de clientes em restaurantes do tipo  self 

service, está relacionado com o fato da praticidade para as pessoas que tem o 

cotidiano agitado. Pelo serviço self service o cliente escolhe se serve de acordo com 

sua preferência, sendo por quilo ou livre (VEIGA, 2018).  

Com a grande demanda dos alimentos nos estabelecimentos, a sua 

forma incorreta de pré-preparo, preparo e distribuição pode levar a contaminação por 

microrgansimos aos alimentos, que podem causar Doença Transmitida de Alimentos 

(DTA’s). Os alimentos expostos para o consumo devem estar seguros pela 

perspectiva microbiógica (NETO et  al. 2017).  

Oliveira et al., (2010) explicam que existem aproximadamente 259 

tipos de DTA’s que causam problemas de saúde pública e danos econômicos com 

alimentos. CAVALCANTE et al. (2017) relacionam os sintomas relacionados a DTA’s 

como anorexia, náuseas, vômitos e/ou diarréia que podem acorrer com ou sem 

estados febris.  

A Resolução de Diretoria Colegiada (RDC) n°. 216 de 12 de setembro 

de 2004 apresenta programas de controle de higienização, o programa Procedimentos 

Operacionais Padronizados (POP’s) tem como objetivo estabelecer as instruções de 

operações rotineiras e específicas na manipulação de alimentos, e as Boas Práticas 

de Fabricação (BPF) acompanha as operações rotineiras e específicas na produção, 

armazenamento e transportes de alimentos (ANVISA, 2004).  

A Food Safety Brazil (2016) explica que os surtos podem ser 

causados pela ingestão de alimentos contaminados por bactérias que podem  

acarretar em infecção, intoxicação ou toxinfecção.  

A contaminação de alimentos no geral está relacionada a bactérias 

patogênicas, especialmente Salmonella spp., Listeria spp., Escherichia coli e 

Estafilococos aureus. As hortaliças consumidas cruas,  além de possuírem  nutrientes 

também exibem alta atividade de água e que determinam a proliferação de 

microrganismos (MARINHO et al., 2015).  
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Deve sempre existir a preocupação e cuidados constantes com a 

qualidade de alimentos destinados a população uma vez que podem acarretar em 

DTAs. Os alimentos consumidos in natura podem veicular contaminação por 

microrganismos patogênicos que afetam a saúde, e assim determinar uma doença 

infecciosa. Neste contexto este estudo buscou conhecer a qualidade microbiológica 

de alface comercializada e destinada ao consumo humano em uma UPA a partir do 

pressuposto que a sanitização em hortaliças in natura garante a eliminação de 

microrganimos.    
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar a qualidade microbiológica de alface (Lactuca sativa  L.) var. 

crispa servida em uma UAN do Norte do Paraná.  

 

2.2 Objetivos Específicos   

 

Analisar a presença de bactérias do grupo coliformes presentes em 

amostras de alfaces crespa. 

Enumerar coliformes totais e termotolerantes presentes em alfaces 

com e sem processo sanitização. 

Utilizar placas de Petrifilm na quantificação de bactérias aeróbias 

cultiváveis. 

Utilizar meio de cultura cromogênico na identificação de 

enterobactérias. 

Verificar a presença/ausência de bactérias do gênero Salmonella. 

Verificar se as condições microbiológicas das amostras atendem os 

padrões exigidos pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária presente na 

Resolução-RDC nº 12, de 2 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001). 
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3 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

3.1 Alimentação Saudável 

 

Uma alimentação saudável, deve suprir a necessidade fisiológica do 

corpo.  Além, de ser rica em nutrientes, a alimentação vai além de comer, ela é baseda 

na fonte de prazer, deixar identidade cultural, familiar, sociais, afetivos e sensoriais. 

Uma alimentação de qualidade deve ser variada de várias cores e diferentes 

nutrientes, equilibrada, acessível, podendo prevenir o aparecimento de doenças, 

sendo essencial para promover e manter a saúde (DUTRA; CARVALHO, 2013; OPAS, 

2019). 

Assim, a alimentaçao interfere na saúde do indivíduo, sendo de 

maneira positiva ou negativa. Para que alimentação aja de maneira positiva na 

promoção da saúde é preciso de conscientização, informação e educação nutricional 

(GOMES; FRINHANI, 2017). 

O Ministério da Saúde publicou em 2014 como instrumento de 

orientação para alimentação saudável, direcionada a população brasileira, que aborda 

a alimentação saudável que se resume em: 

 

                                         As recomendações do Guia Alimentar foram sintetizadas de uma forma 
didática por meio dos Dez Passos para uma Alimentação Adequada e 
Saudável que preconizam: utilizar como base da alimentação os alimentos in 
natura ou minimamente processados; moderação na adição de óleos, 
gorduras, sal e açúcar nas preparações culinárias; limitar o consumo de 
alimentos processados e evitar o consumo de alimentos ultraprocessados; 
desenvolver e partilhar habilidades culinárias; planejar o uso do tempo para 
dar a alimentação o espaço que ela merece; preferir locais tranquilos e 
companhia na hora de fazer as refeições; procurar não fazer grandes 
intervalos entre refeições; optar por locais que ofereçam refeições feitas na 
hora ao alimentar-se fora de casa; ao fazer as compras, procurar locais que 
ofereçam variedade de alimentos in natura ou minimamente processados, 
como feiras agroecológicas, por exemplo, e ser crítico quanto à informações 
relacionadas à alimentação e nutrição veiculadas pela publicidade (BRASIL, 
2014). 

 

Vidal et al. (2012) citam alguns grupos alimentares funcionais que 

produzem efeitos metabólicos e fisiológicos  que consumidos diariamente nas dietas, 

são eficaz os alimentos devem, ser consumidos diariamente. Esses grupos são frutas, 

verduras, cereais integrais, carne, leite e sja, e alimentos ricos em ômega-3.  
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As substâncias encontradas nos alimentos funcionais, auxiliam na 

prevenção de doenças garantindo saúde ao individuo. Os traços epidemiológicos 

revelam que muitos alimentos funcionais ajudam a prevenir e remediar patologias. 

Ajudando na moderaçao do colesterol LDL (Low Density Lipoproteins), prevenção de 

câncer, controle da hipertensão entre outros. Sendo os alimentos funcionais de origem 

animal e vegetal (HASER, 2020). 

 

3.2 Cultivo e características da Lactuca sativa L. 

 

A cultura da alface (Lactuca sativa L.) é uma hortaliça de baixo valor 

econômico, pois são de fácil acesso para os consumidores, os brasileiros estão cada 

vez mais modificando os habitos alimentares para melhorar a saúde e estão optando 

em consumir mais  verduras e legumes (GUALBERTO et al., 2009; RUIZ et al., 2019). 

Existem alguns tipos de cultivo dessa hortaliça como, o sistema 

convencional em ambiente aberto ou pelos sistemas mais modernos com maior uso 

de tecnologia, luminosidade controlada,  irrigação, hidroponia  ou  semi-hidroponia 

(BARBOSA SILVA, 2018). 

 Entre os vários tipos de cultivos está o orgânico com demanda alta 

devido o crescimento na olericultura, com desenvolvimento de técnicas que visam a 

sustentabilidade, tais como o uso de compostos orgânicos, adubação verde, 

biofertilizantes líquidos e coberturas viva ou morta do solo (LIMA et al., 2009; SILVA 

et al., 2013). 

Galhardo, Silva e Lima (2019) estudando a certificação de produtos  

orgânicos no Brasil, descobriram o crescimento de produtos orgânicos de acordo com 

MAPA entre 2015 e 2017, sendo o maior crescimento no estado da região Sul. Já o 

sistema de certificação por auditoria (CA), apontou o crescimento maior em produtores 

certificados no Brasil, nas regiões Sudeste, Norte e Centro-Oeste. 

O plantio de alface chega cerca de 35.000 hectares no Brasil SOUSA 

et al., 2014). De acordo com o Censo Agropecuário de 2017, o número de 

estabelecimentos que produzem a alface no Brasil,  é de 108.603 unidades, que 

produzem um total de 908.186 toneladas por ano (IBGE, 2017).  

O tipo de alface mais consumido no Brasil é a crespa, totalizando 70% 

dentre as mais vendidas no mercado. Isso se deve suas características das folhas 

crespas que não formam cabeça, isso facilita seu manuseio e transporte. A produção 
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dessa hortaliça é curta e em cerca de 45 a 60 dias, está apta para a colheita e 

produção durante o ano todo, favorecendo um rápito retorno de capital ao produtor 

(TEBECHERANI; VASCONCELOS, 2020). 

Sua composição é alto valor nutricional, ao ser consumida crua forece 

benefícios para saúde. De acordo com  a Tabela Brasileira de Composição de 

Alimentos (TACO, 2004), os valores referentes a 100 gramas de alface crespa 

conforme quadro 1. 

 

Quadro 1 – Tabela de composição nutricional da alface (Latuca sativa L.) 

Nutriente Quantidade Unidade 

Calorias 10,68 Kcal 

Carboidratos 1,7 Gr 

Proteína 1,3 Gr 

Gordura 0,1 Gr 

Fibras 1,8 Gr 

Sódio 3,3 Mg 

Cálcio 37,9 Mg 

Magnésio 10,9 Mg 

Fósforo 25,8 Mg 

Ferro 0,4 Mg 

Potássio 267,1 Mg 

Cobre 0,0 Mg 

Zinco 0,2 Mg 

Vitamina A 117 Mcg 

Tiamina B1 0,1 Mg 

Roblofavina B2 0,1 Mg 

Niacina B3 1,0 Mg 

Vitamina C 15,5 Mg 

Água 96,0 Gr 

                   Fonte:  TACO, 2004 (modificada).    

 

O consumo da alface acarreta diversos benefícios para a saúde como 

fortalecer os ossos devido o teor de Vitamina K, Cálcio e Fósforo que ajudam na 

produção de osteocalcina, uma proteína do tecido ósseo que aumenta a densidade e 

força dos ossos. Tem baixo índice glicêmico que auxilia a desencadear a insulina, 

controlando o nível de glicose, além de conter o composto chamado letucarium que 

ajuda a diminuir a insônia. 

 

 

3.3 Contaminação de alimentos por microrganismos 
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Alimentos ou água podem ser um meio de transporte de organismos 

que causam doenças. As DTA podem ocorrer mediante procedimentos incorretos 

durante a manipulação dos alimentos. De acordo com Brasil (2008) as DTA podem se 

manifestar das seguintes formas: 

 

a) infecções transmitidas por alimentos: são doenças que resultam da 
ingestão de um alimento que contenha organismos prejudiciais à saúde. 
Exemplos: salmonelose, hepatite viral tipo A e toxoplasmose;  
b) intoxicações alimentares: ocorre quando uma pessoa ingere alimentos 
com substâncias tóxicas, incluindo as toxinas produzidas por 
microrganismos, como bactérias e fungos Exemplos: botulismo, intoxicação 
estafilocócica e toxinas produzidas por fungos 
c) toxinfecção causada por alimentos: são doenças que resultam da 
ingestão de alimentos que apresentam organismos prejudiciais à saúde, 
sendo que eles ainda liberam substâncias tóxicas. Exemplo: cólera. 

 

A contaminação microbiológica, se dá em diversos tipos de alimentos 

especialmente tem alimentos in natura e/ou consumidas crus. Em um estudo de 

Felinto et al. (2021) foi encontrado valores de coliformes totais e Salmonella spp. em 

amostras de maioneses. A Salmonella spp. esta associdada ao os ovos crus utilizados 

na preparação. 

Em sucos in natura como por exemplo de laranja, estudos comprovam 

contaminações por coliformes de origem fecal, estando a contaminação associada à 

falta de higienização correta de manipuladores (SILVEIRA; BERTAGNOLLI, 2012). 

 

3.4 Bactérias do Grupo Coliformes 

 

O grupo coliformes é formado por dois subgrupos, os totais e os 

termotolerantes. O grupo coliforme é formado totais é de enterobactérias capazes de 

fermentar lactose, com produção de gás ao serem incubados em temperaturas entre 

35 a 37°C. Os coliformes termotolerantes ou determinados como coliformes a 45ºC 

conforme Resolução nº 12 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (2001), é um 

subgrupo dos coliformes totais, que fermentam lactose em temperatura de 44,5ºC.. O 

grupo termotolerantes é composto por E. coli que coloniza o intestino de animais de 

sangue quente, inclusive do homem, considerada um componente do grupo coliforme 

e acatada como indicador específico de contaminação fecal, enquanto, Enterobacter, 
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Citrobacter e Klebisiella não são necessariamente realacionadas  de origem fecal 

(BELOTI et al., 2015; SILVA, 2017; CETESB, 2018). 

Os coliformes podem estar em diversos locais, desde os alimentos in 

natura ou processados, assim como Oliveira (2020) obteve o achado de E. coli e 

Salmonella spp. em amostras de queijos tipo Minas frescal. 

Águas para o consumo humano também podem estar contaminadas 

por Echerichia coli como confirmado na pesquisa realizada por Dias (2021).  

Além da contaminação de alimentos, os microrganismos podem 

ocorrer em locais onde podemos tocar e contaminar as mãos e depois, levá-las a 

boca, olhos e nariz podendo causar também doenças. Em uma pesquisa realizada em 

Maringá (PR) foi encontrado Bacillus spp., Staphylococcus spp. e bactérias gram 

negativas como Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Clostridium tetani 

e Acinetobacter spp. em transportes públicos (COSTA ; CRISTO, 2020).  

De acordo com o Ministério da Saúde (2018), os sinais e sintomas da 

infecção são náuseas, vômitos, dores abdominais, diarreia, falta de apetite, febre. 

Os tipos de sinais ou sintomas são parecidos entre as bactérias, com isso é difícil a 

identificação exata da origem da contaminação, no entanto, a  natureza do alimento 

está relacionado aos diferentes processos de conservação que podem ter relação 

direta com o agente etiológico (BERNARDES et al. 2018).  

Caldorin et al. (2013) esclarecem que a transmissão das infecções 

causadas por E. coli pode se dar de forma direta, isso é cotato com animais ou 

pessoas acometidas, e ainda por meio do consumo de alimentos contaminados, 

sobretudo carnes, embutidos, leite e seus derivados e hortaliças (GYLES, 2007). 

 

3.5 Salmonella spp. 

 

A Salmonella é uma bactéria  gram-negativa, encontrada em formas 

de bacilos, anaeróbicas facultativas, presente na família Enterobacteriaceae que 

causa infeggbções e intoxicações, exitente em duas fomas como S. enterica e S. 

bongori (ALVES, 2012). 

 

                                         “A Salmonella enterica é dividida em seis subespécies, sendo elas 
identificadas por números ou pelo nome. Dessa maneira, elas podem ser: S. 
enterica subsp. enterica (I), S. enterica subsp. salamae (II), S. enterica subsp. 
arizonae (IIIa), S. enterica subsp. diarizonae (IIIb), S. enterica subsp. 
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houtenae (IV) e S. enterica subsp. indicates (VI). Contudo, já a Salmonella 
bongori é designada como S. bongori V”  (K. R, 2013). 

 
O Ministério da Saúde (2019) adverte quanto aos alimentos que 

entrem em contato com fezes de galinhas, porcos, répteis, anfíbios, vacas, cachorros 

e gatos, podem ser contaminados por Salmonella, uma vez que estas bactérias estão 

presentes no trato intestinal desses animais.   

A contaminação se dá como salmonelose não tifóide e febre tifoide, 

a salmonelose não tifoide está associada a Doenças Transmitidas por Alimentos 

(DTA).  Alguns alimentos mais prováveis de contaminações e associados a surtos 

de DTA são: carnes, aves, ovos, leite e produtos lácteos, pescados, temperos, 

molhos de salada preparados com ovos não pasteurizados, misturas de bolo e 

sobremesas que contêm ovo cru.  

Barasuo et al. (2021) em sua pesquisa encontrou presença de 

Salmonella spp. apenas em amostras de Lactuca sativa L. do tipo orgânico. 

Gonçalves et al. (2018), também encontraram contaminações de Salmonella spp. 

em alfaces do tipo orgânica, já em alfaces de cultivo tradicional não foi encontrado. 

Os produtos de ovos e/ou derivados contém maiores índices de encontrar Salmonella 

spp. e estão envolvidos em surtos de salmonelose (SODAGARIET et al., 2019).  

 

3.6 Normativas para alimentos 

 

3.6.1 UPAe Segurança Alimentar 

 

A Unidade Produtora de Alimentos, é um espaço adequado para 

realizar refeições coletivas com qualidade para garantir a saúde das pessoas que 

cosomem o alimento. 

 

                                 “Unidade de Alimentação e Nutrição (UAN) – unidade gerencial onde são 
desenvolvidas todas as atividades técnico-administrativas necessárias para a 
produção de refeições, até a sua distribuição para coletividades sadias e enfermas, 
tendo como objetivo contribuir para manter, melhorar ou recuperar a saúde da 
clientela atendida” (CFN, 2018). 

 

O serviço oferecido em uma UPA tem por objetivo satisfazer o cliente, 

quanto atendimento, higienização, ambiente. Segundo Palacio e Theis (2014), a 

unidade deve atender as normas, e ter sucesso no decorrer do processo de trabalho. 

https://antigo.saude.gov.br/saude-de-a-z/doencas-transmitidas-por-alimentos
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Na UPA é fundamental ter uma equipe capacitada para a utilização de utensílios e 

para desenvolver diferentes tipos de alimentos de boa qualidade aos seus clientes 

(ARAÚJO; ALEVATO, 2011). 

Para garantir qualidade e segurança alimentar, a UPA deve seguir a 

RDC 216 referente as Boas Práticas em Serviços de Alimentação, alguns requisitos 

são indispensável na estrutura física da unidade como por exemplo, a área externa 

do estabelecimento deve sempre estar higienizada, algumas áreas devem ser 

separadas umas das outras como, as áreas de recebimento, estoque, preparo e 

distribuição dos alimentos, devem estar locais de fácil acesso, e com estratégias na 

hora da manipulçao.A área de estoque deve ficar próxima a área de recebimento sem 

ligações diretas. A área para o preparo dos alimentos deve ser separada de acordo 

com tipo de preparação, cada manipulação deve possuir sua bancada e utensílios 

para carnes, vegetais e demais alimentos. Além de conter uma pia para higienização 

dos utensílios deve haver uma pia exclusiva para que os manipuladores realizem a 

lavagem de mãos (ANVISA, 2004). 
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4 METODOLOGIA 
 

4.1 Delineamento do estudo 

 

A pesquisa se deu de forma descritiva e exploratória que tende a 

proporcionar uma visão geral de tipo aproximativo, acerca de um determinado fato. 

Constitui a primeira etapa de uma investigação mais ampla, formulando hipóteses e 

tornando o problema mais explícito (GIL, 2008). 

Este trabalho trata de uma pesquisa de campo aplicada em uma 

Unidade de Alimentação e Nutrição (UAN), e se baseia na necessidade de investigar 

a qualidade microbiológica de alfaces na procura de garantir uma melhor condição 

alimentar para pessoas que utilizam esse tipo de unidade para se alimentar.   

 

4.2 Coleta das amostras 

 

Foram seleciondas 4 amostras de alfaces de um fornecedor da UAN, 

sendo todas elas pertecentes de um mesmo lote de cultivo orgânico, e coletadas no 

mesmo dia que ocorre a entrega das hortaliças para a UAN. Duas (2) amostras foram 

coletadas após terem passado por processo de sanitização e outras duas (2) amostras 

foram coletadas sem processo de sanitização. 

As amostras foram armazenadas em sacos plásticos novos de 

primeiro uso e em seguida foram transportadas em caixa de isopor com gelo até o 

laboratório de Microbiologia da Faculdade de Apucarana (FAP) onde passaram por 

análise. 

O processo realizado para a sanitização é realizado a lavagem em 

água corrente das da alface já desfolhada do pé, depois as folhas são deixadas de 

molho por 10 minutos em solução com 20 mL de água sanitária de concentração 2 a 

2,5% de cloro ativo para cada 1 litro de água. Após o intervalo do molho, as folhas  

são enxaguadas com água corrente. A alface sanitizada é levada para exposição em 

balcão de inox refrigerado. 
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4.3 Análises Microbiológicas 

 

4.3.1 Determinação do grupo coliformes 

Utilizou-se a técnica de fermentação des tubos múltiplos para 

estimatimar o Número Mais Provável (NMP/g) de coliformes totais e coliformes 

termotolerantes/Escherichia coli, que permite avaliar a quantidade de microrganismos 

presentes em uma amostra e estimar a proporção viável metabolicamente ativa 

conforme descrito por Silva et al. (2017) com modificações. 

Foram coletados 100 g de cada amostra de alface e assepticamente 

foram fragmentadas com bisturi estéril e pesadas em uma balaça analítica. Desse 

total foi retirado 25 g de cada uma das amostras de alface com e sem sanitização e 

adicionadas em erlenmeyers com 225 mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI) (KASVI) 

para a homogeneização. A partir do homogeneizado foram preparadas diluições 

decimais até 10-3.  

O processo seguinte foi transferir 1 mL do caldo da diluição 10-1  para 

uma série de 3 tubos contendo 9 mL de caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) 

(SCHARLAU) com tubos de Durhan invertidos, todos em triplicata. Os tubos de LST 

foram incubadosem estufa bacteriológica a 35 ± 2°Cpor 24/48 horas. Neste processo 

ocorre um enriquecimento de organismos fermentadores da lactose e recuperam-se 

as células, além de detectar a presença de bactérias do grupo coliformes após a 

incubação. Esta fase determina a fase presuntiva da técnica (CETESB, 2018). 

Posterior a incubação dos tubos com LST, realizou-se a transferência 

de uma alçada de cada tubo que apresentou turvação e produção de gás, para tubos 

contendo 10 mL do caldo Bile Verde Brilhante 2% USP (KASVI) incubados a 35 a ± 

0,5°C 24/48 horas, e para os tubos de caldo E. col Broth (EC Broth) (SCHARLAU) 

incubados a 44,5 ± 0,2°C por 24/48 horas, ambos com tubos de Durham invertidos.  

A leitura dos resultados dos tubos de BVB e EC correspondem a fase 

da prova confirmativa para a presença de bactérias do grupo coliformes totais e 

termotolerantes respectivamente quando houve produção de gás nos tubos de Durhan 

devido a fermentação da lactose. 

Com os dados obtidos dos caldos VBB e EC foi calculado o NMP de 

coliformes totais e termotolerantes por grama de alimentos contido nas amostras de 

alfaces, considerando o fator de diluição aplicado (Anexo 1). 
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4.3.2 Testes para confirmação de Escherichia coli 

Para confirmação da de E. coli, tomou-se uma alçada de cada tubos 

de caldo EC que produziram gás para placas contendo ágar Eosina Azul de Metileno 

Levine (EMB) (Acumedia) e ágar MacConkey (VEGA), incubadas a 35ºC por 24 horas. 

Os ágares EMB e MacConkey são meios utilizados na diferenciação e seletividade de 

Enterobacteriaceae. 

Colônias suspeitas de E. coli que se desenvolveram no ágar EMB e 

MacConkey passaram por testes bioquímicos com ágar Citrato de Simmons (KASVI), 

SIM (motilidade, H2S e indol) (KASVI), ágar Tríplice Açúcar-Ferro (TSI) (KASVI). 

 

4.4 Contagem de Aeróbios  

 

Para a contagem da população de Aeróbios foram utilizadas placas 

Petrifilm™ AC 3M™ (3M Company) que permite a contagem total de aeróbios em até 

48 horas, através de procedimento simples que consiste em inoculação, incubação e 

interpretação. A placa Petrifilm é composta de um cartão de papel quadriculado, 

revestido externamente com polietileno recoberto com substratos desidratados e um 

gel hidrossolúvel. Para esta técnica foram inoculados 1mL de cada uma das 3 

diluições iniciais das amostras de alfaces nas placas. Logo após a geleificação, as 

placas foram levadas para incubação a uma temperatura de 32-35ºC ±1ºC/48h. A 

leitura das placas Petrifilm foi realizada de acordo com o fabricante observando o 

crescimento de colônias presentes de cor vermelho pela ação do indicador vermelho 

em contraste de outras partículas opacas de alimentos, sendo apropriado a contagem 

em placas que contenham até 250 colônias. Caso esse número seja superior, deve-

se fazer a contagem estimada, isto é determinar o número médio de um ou mais 

quadrados representativos que deterteminem o número médio por quadrado e 

multiplica-se por 20 para a obtenção do da contagem total em uma placa, conforme 

recomendações do fabricante (3M/BR, 2006; 3M/BR, 2009).Após a incubação as 

colônias são enumeradas  e resultado é dado em UFC/mL. 
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4.5 Análise de Salmonella spp. 

 

Para a pesquisa do isolamento de Salmonella sp., utilizou-se o pré-

enriquecimento, o enriquecimento seletivo e o plaqueamento diferencial conforme 

preconizado por Silva et al. (2017) e Manual Analítico Bacteriológico (Bacteriological 

Analytical Manual – BAM) fornecido pela Food and Drug Administration (FDA, 2016) 

com modificações. 

Utilizou-se vidro relógio estéril para a pesagem de 25 g de das 

amostras de alface com e sem sanitização, e lâmina de bisturi estéril para o corte das 

folhas que posteriormente foram homogeneizadas em 225 mL de Caldo BHI para a 

fase de pré-enriquecimento na recuperação das células injuriadas, dando condições 

fisiológicas estáveis para seu crescimento. Após repouso de 60 minutos, os 

erlenmeyer foram levados em estufa à temperatura a 35 °C por 24 horas. Na 

sequência deu-se a fase de enriquecimento extraindo 1 mL do homogeneizado para 

tubos com caldo Tetrationato (TT) (Acumedia) incubados a 35°C/24h, e 0,1 mL para 

o caldo Rapapport Vassiliadis Soy (RSV) (KASVI) incubados a 42°C/24 h, sendo o 

procedimento realizado em duplicata. 

O passo seguinte foi retirar uma alçada de cada tubo de Tetrationato 

e Rappaport e estriar em placas com meios indicadores seletivos e diferenciais como 

o ágar Enterico Hektoen (HE) (Acumedia), ágar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) 

(KASVI) e ágar Salmonella Shigella (SS) (KASVI) em duplicata, incubadas a 

35°C/24h. 

 

4.5.1 Série Bioquímica de Salmonella spp. 

 

Decorrido o tempo da incubação e com obtenção de culturas isoladas 

e típicas nas placas de HE, XLD e SS, estas foram submetidas a provas do perfil 

bioquímico das colônias de interesse. As amostras foram coletadas no mesmo dia que 

ocorre a entrega das hortaliças para a UAN. o Citrato de Simmons (KASVI), Meio SIM 

(H2S, indol e motilidade) (KASVI), ágar Tríplice Açúcar-Ferro (TSI) (KASVI) e ágar 

Lisina Ferro (LIA) (KASVI) incubados a 35°C/18-24h e posteriormente submetidas à 

sorologia polivalente.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

A higienização dos alimentos é de total importância, pois a sua prática 

evita a ocorrência de doenças provocadas pelo consumo de alimentos contaminados. 

Na tabela 1 foram representados os resultados das análises 

microbiológicas das amostras de alface (Lactuca sativa) encontrados pela técnica dos 

tubos múltiplos. Dos tubos de caldo VB e E.C em que foram detectados presença de 

gás foram comparados com a tabela através do cálculo do Número Mais Provável 

(NMP) de microrganismos das amostras coletadas (Anexo 1).                

As amostras sanitizadas apresentaram-se negativas para a presença 

de coliformes totais, e por outro lado, positivas para coliformes termotolerantes. Esse 

resultado parece controverso, porém, mesmo não sendo notado presença de gás nos 

tubos de durhan no VBB, a metodologia não descarta a presença total de 

microrganismos presente na amostra como indicado na tabela de contagem estimada 

do NMP/g-1. A fase confirmativa do teste da amostra sanitizada foi positivo para 

contagem de coliformes termotolerantes (3,6), o que mostra que  essa contaminação 

encontrada mesmo após a sanitização da hortaliças possa ser proveniente da água 

utilizada para a higienização da hortaliça, uma vez que é indicado a lavagem da caixa 

de água a cada 6 meses para manter a qualidade microbiológica da água distribuída 

à população. Entretanto, atendeu aos padrões exigidos pela legislação vigente 

(Tabela 1).   

 

Tabela 1 – Contagem e determinação de bactérias do grupo coliformes e Salmonella 

spp. em saladas cruas comercializadas 

Amostras 
N. 

Amostras 

CT 

(NMP/g) 

CTT (45°C) 

(NMP/g) 

E. coli 

P/A 

Salmonella sp. 

P/A 

Alface com 
sanitização 

2 < 3 ( - 9,5) 3,6 ( 0.17 - 18) A A 

Alface sem 
sanitização 

2 240 (42 - 1000) 11 (3.6 - 38) A A 

Fonte: Pereira, Vilela (2021). 
Legenda: CT = Coliformes Totais; CTT = Coliformes Termotolerantes; NMP/g = Número mais provável 
por grama; P = Presença; A = Ausência; UFC/g = Unidade formadora de colônia por grama. 

 

Comparando os resultados das amostras do mesmo lote, notou-se 

que o processo de sanitização é imprescindível e necessário para garantir um 
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alimento seguro para o consumo, que pode ser representado pelo resultado da 

amostra santizada que variou entre < 3 para CT e 3,6 NMP/g estando dentro do padrão 

recomendado pela RDC 12/2001. Rodrigues et al. (2011) corroboram afirmando que 

processos de limpeza e sanificação corretas de hortaliças consumida crua são os 

meios pelos quais pode ser evitada a transmissão de diversas doenças. 

Quanto as amostras não sanitizadas foi obtido o índice de 240 NMP/g 

de coliformes totais, acima do estabelecido pela Resolução vigente que é de até 102, 

e coliformes termotolerantes 11 NMP/g, mostrando resultado satisfatório. Esse 

resultado mostra que mesmo sem sanitização é possível produzir hortaliças com 

menor concentração de microrganismos, minimizando os riscos de surtos alimentares, 

conforme Brasil (2019).  

Mallet et al. (2017) analisaram amostras de beterraba, cenoura, 

tomate e alface crus servidos em restaurantes de Volta Redonda (RJ), e encontraram 

contaminação por coliformes totais variando entre 1,1 x 102 a 1,1 x104 e para 

termotolerantes entre < 3,6 a 1,1 x104 NMPg, e concluíram que as condições 

higiênicas eram insatisfatórias, podendo os índices de contaminação estar 

relacionado a forma incorreta de higienização das hortaliças. 

Teixeira et al. (2019) ao avaliar a qualidade microbiológica de alfaces 

do tipo crespa para consumo em restaurantes self-service de Belo Horizonte (MG), 

detectaram 5% das amostras contaminadas por coliformes acima do permitido pela 

legislação. 

Silva et al. (2016) analisaram amostras de alface, coentro e a água de 

irrigação das 5 hortas de 5 propriedades, e no presente estudo encontrou de 

Coliformes Termotolerantes sendo de duas para a alface e o coentro, e foi encontrado 

nas amostras de água utilizada para manejo das hortas, indicando uma possível fonte 

de contaminação de E. coli nas hortaliças. 

A  RDC nº 12, de 2 de janeiro de 2001, estabelece limites de até 

102 NMP/g-1 de coliformes totais e coliformes fecais para hortaliças que são 

consumidas cruas (BRASIL, 2001). Por outro lado, as listas de padrões 

microbiológicos para alimentos contidas na Instrução Normativa N° 60, de 23 de 

dezembro de 2019, não se estabelece o limite da carga microbiológica para coliformes 

totais em amostras vendidas “in natura”, inteiras, selecionada ou não, sendo esta 

condição restrita apenas para a Salmonella e E. coli (BRASIL, 2019).  
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Dessa forma, hortaliças in natura comercializadas para o consumo da 

população devem conter baixa carga de microrganismos para que esse alimento após 

passar por sanitização adequada venha garantir a eliminação ou a minimização da 

carga contaminante, tornando o consumo seguro.   

Para a confirmação da presença E. coli, alíquotas foram retiradas dos 

tubos de E.C com formação de gás foram estriados em ágar EMB e MacConkey. 

Após a incubação, não houve crescimento de colônias típicas de E. 

coli no ágar BEM, e colônias de cor rosa indicativas de E. coli foram encontradas no 

ágar MacConkey, as quais passaram pela realização dos testes bioquímicos (Figura 

1). 

 

Figura 1 – Colônias indicativas de E.coli em ágar MacConkey 

 

Fonte: Pereira; Vilela (2021). 

 

Por meio dos testes bioquímicos foi possível notar a degração do 

citrato pela mudança de coloração do meio de verde para o azul, a presença de 

motilidade através da turvação com crescimento além da picada central, indol negativo 

sem a formação do anel vermelho e a degração dos três açúcares do TSI (glicose, 

lactose e sacarose) visualizada pela cor amarela e formação de gás.  Com esses 

dados, não foi possível mostrar características condizentes com o comportamento 

metabólico de E. coli nas amostras de alfaces do estudo com e sem sanitização. No 

entanto, foi observado o comportamento equivalente a de outras enterobactérias 

como Enterobacter cloacae e Enterobacter aerogenes.  

Optou-se então por inocular os resultados das amostras do caldo E.C 

no ágar cromogênico Difco CHROMagarTM Orientation BD para obtenção de 

resultados mais consistentes (Figura 2).  
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Figura 2 – Resultados da inoculação do caldo E.C para o ágar CHROMagarTM Orientation 

 

Fonte: Pereira; Vilela (2021). 
 
 

Os resultados obtidos no ágar CHROMagarTM Orientation apontou a 

presença de bactérias do grupo KES que inclui Klebsiella, Enterobacter e Serratia, 

que se apresentam no meio como colônias de tamanho médio, de cor azul a azul-

escuro, com ou sem halos violetas, sendo que a primeira pode apresentar bilho 

metálico conforme a Ficha Técnica do Produto Difco CHROMagarTM Orientation BD 

(Figura 3).  

 

Figura 3 – Colônias típicas de Enterobacter cloacae no CHROMagarTM Orientation 

 
Fonte: Pereira; Vilela (2021). 

 

Diante dos resultados obtidos do meio CHROMagarTM associado aos 

testes bioquímicos do Citrato, SIM (motilidade, H2S e indol) e ágar TSI, os gêneros 

Klebsiella e Serratia foram descartados uma vez que não apresentaram as condições 

de motilidade ou degração de açúcares presentes nos meios utilizados, confirmando 

assim a presença de bactérias do gênero Enterobacter, mais precisamente 

Enterobacter cloacae. 
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Águas de irrigação também é um veículo que pode levar 

microrganismos aos alimentos, principalmente os ingeridos crus. Ao avaliar a 

qualidade microbiológica e físico-química de águas destinadas à irrigação e lavagem 

de hortaliças em propriedades rurais da região de Apucarana (PR), Vilela (2018) 

constatou a contaminação acima dos limites permitido pela legislação de E. coli e 

outros coliformes como E. cloacae e E. faecalis, considerados bactérias de origem 

fecal. 

Segundo Franco & Landgraf (1996) o indicador de contaminação 

válido para alimentos e produtos frescos como os vegetais é dado por E. coli , uma 

vez que outras espécies são de ocorrência natural em alimentos. Contudo, Klebsiella 

e Enterobacter podem ser encontradas em ambientes diversos como vegetais e solo, 

porém demonstram sobrevivência maior que outras bactérias patogênicas do trato 

intestinal (FLORES & MELO, 2015). 

Barbosa et al. (2016) encontraram 60% de alfaces de plantio 

convencional e hidropônico com teor de coliformes termotolerantes acima do que 

estabelece a legislação. Diferente desse estudo onde a hortaliça in natura adquirida 

pela UAN mostrou baixo número de coliformes termotolerantes.  

Muitas vezes a contaminação de alimentos pode estar relacionada ao 

que Doyle e Erickson (2008) explicam que a alface é cultivada perto do solo o que 

promove maior chance de contaminação quando comparada a outros vegetais que 

crescem acima do solo. 

A técnica de contagem pelo NMP é realizada pela quantificação 

estatística que fornece uma quantidade de microrganismos que provavelmente está 

inserida em uma amostra, porém outras técnicas se sobrepoem a ela quanto a se 

fazer uma contagem mais precisa da população de bactérias presentes em amostras. 

Com isso, este estudo apontou resultados da quantificação de bactérias  por meio das 

placas de Petrifilm 3M AC para contagem de aeróbios (Figura 4).  

 

 

 

Figura 4 – Contagem de aeróbios mesófilos em amostras de alfaces com utilização de 

placas Petrifilm AC 
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Fonte: Pereira; Vilela (2021). 

 

A contagem da amostra com sanitização só foi possível a partir da 

diluição 10-3, enquanto para a amostra sem sanitização não foi possível fazer a 

contagem de colônias.  

Conforme tabela 2 foram obtidas elevadas contagens de aeróbios 

mesófilos nas amostras de alfaces sanitizadas e não sanitizadas.  

 

Tabela 2 – Contagem de aeróbios mesófilos em amostras de alfaces com utilização de 

placas Petrifilm AC 

Amostra N. amostras 
AC Petrifilm 

UFC/mL 

Alface com 
sanitização 

2 12 x103 

Alface sem 
sanitização 

2 Incontável  

                        Fonte: Pereira; Vilela (2021). 

 

Em comparação com os dados obtidos por tubos múltiplos notou-se 

que a contagem em placa Petrifilm foi superior na recuperação de microrganismos 

contidos na amostra. Isso pode estar relacionado a recuperação de bactérias que 

anaeróbias facultativas. 

Silva, Cavalli, e Oliveira (2006), declaram que estudos como de 

Anderson et al. (1980) e Evans et al. (1981) fizeram críticas relacionadas ao método 

dos tubos múltiplos, porém, ao longo do tempo, a técnica se firmou como padrão, 

ainda que durante o processo possam ocorrer interferências como “presença de 

bactérias antagonistas e de inibidores naturais do meio seletivo, uso de alta 
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temperatura de incubação e competição entre bactérias não coliformes por lactose”. 

Os autores comparando a eficiência das técnicas dos tubos múltiplos e Petrifilm EC 

na detecção de coliformes totais e E. coli em queijo Minas, lingüiça frescal, hortaliças 

e fubá chegaram a conclusão que considerando como limite máximo para E. coli no 

Petrifilm o mesmo estabelecido para coliformes a 45ºC, como foi feito para a análise 

dos resultados obtidos com as amostras de queijo, 13 amostras de linguiça 

consideradas adequadas para o consumo humano pelos tubos múltiplos seriam 

condenadas pelo Petrifilm EC. 

Existe a possibilidade de aeróbios gram positivos terem se 

desenvolvido nas placas de Petrifilm. Com isso, Logan e De Vos (2009) esclarecem 

que Bacilus cereus é um bastonete gram-positivo pertence à família Bacillaceae, e é 

caracterizado pela formação de esporos apresentado, além de ser uma das principais 

batérias causadora de intoxicação alimentar encontrada em produtos alimentícios 

industrializados ou in natura (VAN der AUWERA; TIMMERY; HOTON, 2007).  

Pens et al. (2020) ao analisar a contaminação de aeróbios mesófilos 

em sushis de buffets de Porto Alegre (RS) informaram que o alimento ficava exposto 

por mais de 4 horas, e associaram o achado a fatores como manipulação, temperatura 

e pH exercendo influencia na elevação da carga de microrganismos nos alimentos. 

Hoel, Jakobsen e Vadstein (2017) comprovaram que a contaminação por Aeromonas 

sp., Enterobacteriaceae e bactérias ácido-láticas em sushis eram provenientes de 

vegetais crus. 

Conforme Silva et al. (2011) deve haver rigor no controle rda 

qualidade microbiológica da água de irrigação de alimentos que se desenvolvem 

acima do solo que são ingeridos in natura, e em conformidade com o indicado pelas 

Resoluções CONAMA 357/2005 e CONAMA Nº 396 de 2008. 

Quanto a procura de Salmonella spp. Nas amostras de alfaces 

analisadas, a legislação brasileira através da RDC nº 12, de 2 de janeiro de 2001 

estabelece que a bactéria Salmonella esteja ausente  em 25 gramas de hortaliças 

consumidas frescas, refrigeradas ou congeladas, consumidas cruas (BRASIL, 2001). 

Os resultados do processo das análises da presença/ausência de 

Salmonella nos meios seletivos e diferenciais estão representados nas figuras 5 e 6. 

 

Figura 5 – Representação do crescimento bacteriano nos meios seletivos e diferenciais 

para isolamento de Salmonella spp. 
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                 Fonte: Pereira (2021). 
                 Legenda: SS: Ágar Salmonella Shigella, Ágar XLD: e Ágar Hectoen  

 

O meio SS é altamente seletivo para o isolamento de Salmonella spp. 

e algumas espécies de Shigella a partir de amostras clinicas e de alimentos. Os 

microrganismos gram positivos e os coliformes são inibidos por componentes 

seletivos como o verde brilhante, sais biliares, tiossulfato de sódio e o citrato. A 

diferenciação dos microrganismos é obtida através da adição da lactose no meio. As 

bactérias fermentadoras de lactose causam acidificação, e com a presença do 

vermelho neutro formam colônias vermelhas. Os microrganismos não fermentadores 

ao invés de formarem colônias vermelhas formam colônias incolores. O tiossulfato de 

sódio em combinação com o ferro age como indicador da produção de H2S causando 

o escurecimento do centro da colônia (KASVI, 2016). 

O Agar XLD é um meio seletivo utilizado para o isolamento de 

Salmonella e Shigella a partir de amostras clínicas e alimentos, como recomendado 

pela ISO 6579: 2002. A recuperação de Salmonella e Shigella não é ocultada pelo 

crescimento de outras espécies, sendo ideal para a análise de amostras que 

contenham flora mista e com suspeita de abrigar patógenos entéricos como 

emprodutos alimentícios. Colônias vermelhas (núcleos negro) falso-positivo podem 

ocorrer com algumas espécies de Proteus e Pseudomonas, conforme instruído pelo 

fabricante do meio ( KASVI, 2013). 

O meio Hecktoen é um meio seletivo para isolamento e diferenciação 

de bacilos gram negativos entéricos, isolando e diferenciando Salmonella e Shigella. 

Os coliformes, que são principalmente fermentadores rápidos de lactose-sacarose-

salicina, desenvolvem colônias vermelho-salmão cercadas por uma zona de 

precipitação de bile (ACUMEDIA, 2008). 



34 

 

Conforme Costa Leal et al. (2016), os testes bioquímicos são 

utilizados para a identificação de bactérias de acordo com as diferentes vias 

metabólicas de obtenção de energia e diferentes enzimas específicas usadas para 

degradar substratos utilizados pelos microrganismos como fonte de energia. Desse 

modo, cada colônia indicativa de Salmonella presente nos meios utilizados (XLD, 

Hektoen e SS) foram testados bioquimicamente com agar Citrato, SIM, TSI e Lisina e 

posteriormente submetidas à sorologia polivalente.   

Os testes bioquímicos fornecem características que permitem 

observar a mudança de pH e alteração de coloração dos meios de cultura, quando 

houver crescimento bacteriano. O meio SIM determina se os microrganismos têm 

motilidade ou não por meio de uma picada introduzida verticalmente no centro do tubo 

contendo meio. As bactérias móveis crescem além dos limites da picada central 

deixando o meio turvo e as imóveis crescem apenas nos limites da picada. O meio 

SIM ainda distingue a produção de H2S pelas bactérias quando o meio fica enegrecido 

e Indol negativo, isto é, sem formação de um anel vermelho ou rosa na superfície do 

tubo, quando adicionado o reativo de Kovacs (BRASIL, 1995).    

Na prova do ágar Citrato, a bactéria é considerada positivo quando 

ocorre mudança da coloração inicial verde para o azul mostrando a sua capacidade 

de utilizar citrato como única fonte de carbono para seu metabolismo e negativo o 

meio permanece inalterado em sua cor (Figura 6). 

 

Figura 6 – Testes bioquímicos com as colônias presuntivas de Salmonella spp. 
presentes nas amostras de alfaces sanitizadas e não sanitizadas 

 
Fonte: Pereira; Vilela (2021). 
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A descarboxilação da lisina ocorre quando base e ápice do meio 

permanecem cor púrpura discreta ou acentuada devido promover retirada de CO2 dos 

aminoácidos (aa) do meio e a amina produzida alcaliniza o meio. Quando o aa não é 

utilizado, o meio adquire cor amarela nítida nos seus 2/3 inferiores ficando acidificado. 

Considera-se o teste positivo sempre que o meio não estiver amarelo. 

Nas provas com o meio TSI são avaliadas a fermentação de lactose, 

glicose, sacarose, produção de H2S e dióxido de carbono (KASVI, 2014). 

Quando isolados de Salmonella spp. inoculados no meio TSI ocorre a 

fermentação de glicose com produção de H2S. São negativas para fermentação da 

sacarose, e para lactose podem mostrar diferentes reações em diferentes espécies 

de um gênero, como também se mostram positivas para descarboxilação da Lisina, 

positiva para Citrato, móvel, produção de H2S e negativas para indol. 

Após incubação das amostras não sanitizadas não foi observado 

crecimento além da picada no meio SIM indicando que a bactéria não era móvel. Um 

característica típica de Salmonella é ser móvel. No mesmo meio, não foi evidenciada 

a produção de H2S, indol, Citrato ou prova TSI positivos para Salmonella. Apenas a 

lisina foi descarboxilada. Por outro lado, a amostra sanitizada foi positiva para 

mobilidade e formação de H2S, porém, sem formação de indol. Apresentou Citrato 

positivo, lisina negativo e TSI negativo, uma vez que acidificou o meio pela 

degradação dos três acúcares presentes (Figura 6).  

Os resultados para análise em amostras de alfaces com e sem 

sanitização foram negativas para presença de Salmonela spp.. Mesmo embora com 

a ausência de Salmonella, os testes bioquímicos determinaram enterobactérias como 

E.cloacae e E. aerogenes que também podem ocasionar infecções em determinadas 

condições sendo considerados patógenos oportunistas. 

Frente aos resultados não se descarta a possibilidade do uso de 

colônias isoladas em um período superior a 24 horas visto que a partir deste período, 

o metabolismo bacteriano pode ficar comprometido e a leitura de alguns parâmetros 

podem consequentemente ficar defasados ou até mesmo não ocorrer, assim como a 

utilização de sobrecarga de inóculo ( LABORCLIN, 2019). 
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De acordo com Lázaro et al. (2008), “assim como consegue se 

multiplicar no meio Salmonella por possuir a enzima tetrationato-redutase, algumas 

bactérias como Proteus spp., também a produzem, multiplicado-se no meio e podendo 

atuar como inibidores de Salmonella spp.”. 

As amostras demonstraram ter condição satisfatória para consumo 

nesse quesito, e esteve em conformidade com a RDC nº 12/2001.  

Vieira et al. (2018), na busca de conhecer a a qualidade 

higienicossanitária de hortaliças cruas servidas em restaurante institucional da 

Baixada Santista (SP) obtiveram ausência de Salmonella nas amostras analisadas. 

Teixeira et al. (2019) também não observaram presença de Salmonela spp. em 

amostras de alfaces do tipo crespa servidas para consumo em restaurantes self-

service de Belo Horizonte (MG).  

Da mesma forma que nesse estudo, Silva (2021) em sua pesquisa, 

ao analisar hortaliças cruas servidas em restaurantes self-service de Recife (PE) não 

identificaram a presença de Escherichia coli e Salmonella sp. em nenhuma das 

amostras.  

Beltrão, Pereira e Gonzalez (2017) ao avaliar a qualidade 

microbiológica do repolho branco cru, servido em um restaurante self-service, nas 

diferentes etapas do processamento, obtiveram após o processo de higienização  um 

declínio da carga microbiana aeróbia, porém, nas etapas seguintes de resfriamento, 

fatiamento e distribuição, a carga microbiana apresentou aumento significativo. 

Parte importante para que as DTAs sejam minimizadas é necessário 

fazer uso das boas práticas de manipulação dos alimentos. Conforme a Food Safety 

Brazil (2021) a legislação vigente, orienta que a higienização de hortaliças consumidas 

cruas deve ser realizada da seguinte forma: fazer a seleção e lavagem manual das 

folha individualmente para retirada de larvas, insetos ou parasitas presentes nas 

folhas. O passo seguinte é destinado a desinfecção, aplicando hipoclorito de sódio 

com concentração entre 2,0 e 2,5% na proporção de 1 colher de sopa rasa para cada 

1 litro de água deixa as hortaliças nessa solução por pelo menos 15 minutos para que 

bactérias e outros microrganismos presentes sejam reduzidos a um número aceitável. 

O último passo é fazer o enxágue para retirada do resíduo do produto. 

 

6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
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As  amostras de alfaces analisadas neste estudo apresentaram 

resultados negativos para presença de E. coli e Salmonella spp. estando em 

conformidade com a RDC 12/2001 pela técnica dos tubos múltiplos.  

Vale lembrar que outras enterobactérias foram identificadas nas 

amostras e que também são relacionadas a infecções mesmo que oportunistas. 

Portanto, a sanitização de alimentos ingeridos in natura é a forma 

ideal e necessária para diminuir ou eliminar a contaminação por microrganismos que 

causam as DTAs, e devem ser realizadas corretamente. 

A obtenção de um alimento seguro se faz por meio da profilaxia que 

compete a adoção de cuidados fazendo uso das boas práticas realizadas durante a 

manipulação dos alimentos que são comercializados para a população. 
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ANEXO A – Tabela NMP - Tubos Múltiplos 

Número Maia provável por grama ou mL, para série de 3 tubos com inóculos de 

0,1. 0,01 e 0,001 g ou mL e respectivos intervalos de confiança de 95%.  
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