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RESUMO 

 

 

A alface (Lactuca sativa) é a hortaliça folhosa de maior consumo no Brasil, entretanto 

pode estar associada à veiculação de micro-organismos patogênicos ao homem. O 

presente estudo teve como objetivo avaliar a qualidade microbiológica de amostras de 

alfaces variedade crespa, obtidas a partir dos sistemas de cultivo tradicional, orgânico e 

hidropônico comercializadas na cidade de João Pessoa, Paraíba e verificar a eficácia da 

lavagem com água destilada estéril e dos sanitizantes hipoclorito de sódio a 150 ppm e 

ácido acético a 1% na redução de sua carga bacteriana. Foram analisadas 60 amostras 

para cada sistema de cultivo, distribuídas igualmente entre os ensaios bacteriológicos e 

parasitológicos, perfazendo um total de 180 espécimes. Para as análises bacteriológicas, 

as amostras foram submetidas à determinação do número mais provável (NMP) de 

coliformes totais e termotolerantes, contagem total de micro-organismos aeróbios 

mesófilos e pesquisa de Salmonella sp. Na realização dos ensaios parasitológicos 

através de sedimentação espontânea, foram pesquisadas estruturas primárias de 

protozoários e helmintos. Não foi detectada Salmonella sp. nas amostras analisadas, 

independente do sistema de cultivo. Porém, os resultados evidenciaram elevada 

contaminação por bactérias aeróbias mesófilas e coliformes totais nas amostras de 

cultivo tradicional e orgânico, as quais também apresentaram contagens de coliformes 

termotolerantes acima do preconizado pela legislação brasileira em 66% e 80% das 

amostras, respectivamente. Para as amostras dos cultivos tradicional e orgânico também 

foi observada alta frequencia de enteroparasitos, incluindo as espécies patogênicas 

Taenia sp. e Entamoeba histolytica. Em contrapartida, apenas 20% das amostras de alface 

hidropônica estavam contaminadas por enteroparasitos. A higienização com água estéril 

foi suficiente para reduzir a carga bacteriana a níveis seguros apenas nas amostras 

hidropônicas, já, os sanitizantes testados foram eficazes para redução das contagens 

bacterianas em todos os cultivos. 

 

 

Palavras chave: Alface; Sanitizantes; Sistema de cultivo. 
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ABSTRACT 

 

Lettuce (Lactuva sativa) is the increased consumption of leafy vegetables in Brazil, 

however may be associated with the transmission of pathogenic microorganisms to 

human. The present study was to evaluate the microbiological quality of samples of 

curly lettuce variety, obtained from the traditional farming systems, organic and 

hydroponic sold in the city of João Pessoa, Paraiba, and verify the effectiveness of 

washing with sterile distilled water and sodium hypochlorite sanitizers 150 ppm and 1% 

acetic acid to reduce their bacterial load. We analyzed 60 samples for each cropping 

system, equally distributed between the bacteriological and parasitological tests, totaling 

180 specimens. For bacteriological analyses, the samples were subjected to the 

determination of most probable number (MPN) of total and thermotolerants coliforms, 

total counts of mesophilic aerobic microorganisms and Salmonella sp. In holding the 

tests using spontaneous sedimentation parasitological, were surveyed primary structures 

of protozoa and helminthes. Salmonella sp. was not detected in the samples analyzed, 

regardless of cropping system. However, the results showed high contamination by 

mesophilic aerobic bacteria and total coliforms in samples of conventionally grown and 

organic, which also showed fecal coliforms counts higher recommended by the 

Brazilian legislation in 66% and 80% of the samples, respectively. For samples of 

traditional and organic crops was also observed high frequency of intestinal parasites, 

including pathogenic species Taenia sp. and Entamoeba histolytica. In contrast, 

only 20% of hydroponic lettuce samples were contaminated with intestinal 

parasites. The cleaning with sterile water was sufficient to reduce the bacterial load to 

safe levels only in hydroponic samples, already tested sanitizers were effective 

in reducing bacterial counts in all crops. 

 

Keywords: Lettuce; Sanitizers; system cropping. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O consumo de hortaliças folhosas proporciona inúmeros benefícios à 

saúde, mostrando uma correlação direta com a redução de doenças crônicas como 

hipertensão, diabetes, aterosclerose e câncer, (LOPÉZ-GALVÉZ et al., 2010). No 

Brasil, dentre as hortaliças folhosas, a mais consumida é a alface (Lactuca sativa), que 

representa em torno de 40% do volume total comercializado nas centrais de 

abastecimento (FERNANDES, 2002). O consumo desta hortaliça é favorecido por ser 

fonte de fibras, minerais e vitaminas A, B1, B2, B6 e C; possuir propriedades laxativas, 

diuréticas e lenitivas, além de propiciar sabor agradável e refrescante (KESKINEN et 

al., 2009). 

A alface, entretanto, pode veicular bactérias patogênicas como 

Escherichia coli, Salmonella sp, Listeria monocytogenes, Aeromonas hydrophila e 

Staphylococcus aureus (MAGKOS et al., 2003) e enteroparasitas a exemplo da Giardia 

lamblia, Endolimax nana, Entamoeba histolytica e Strongyloides stercoralis (DARYANI 

et al., 2008), uma vez que é irrigada frequentemente com água contaminada por matéria 

fecal ou mesmo adubada com dejetos humanos e/ou animais (TAKAYANAGUI et al., 

2001). Assim sendo, torna-se essencial que os vegetais sejam sanitizados através do uso 

de procedimentos padronizados para que não confiram risco aos consumidores 

(SANT’ANA et al., 2002). 

  O cultivo da alface é praticado nos sistemas tradicional, orgânico e 

hidropônico, os quais apresentam características diferenciadas na produção, podendo 

influenciar nas propriedades desta hortaliça (MIYAZAWA et al., 2001). O método 

tradicional se caracteriza pelo cultivo da alface no solo, com uso de agrotóxicos e 

fertilização, que pode ser química. Por sua vez, o método hidropônico se caracteriza 

pelo cultivo da planta em tubos plásticos, por onde circula uma solução com 

fertilizantes químicos e nutrientes dissolvidos. Neste sistema, a hortaliça permanece 

protegida de fatores adversos do meio ambiente como chuvas, geadas, ventos fortes e 

outros fatores, favorecendo a sua produtividade (SANTANA et al., 2006). Em 

contrapartida, a agricultura orgânica surge como alternativa à agricultura altamente 

mecanizada e rica em insumos industriais como sistema de produção que evita ou exclui 

o uso de pesticidas ou agrotóxicos, fertilizantes de composição sintética, reguladores de 

crescimento, ou outros contaminantes químicos (GUADAGNIN et al., 2005).  
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Estudos realizados em diversas regiões do Brasil e do mundo indicam 

problemas de qualidade microbiológica em alfaces comercializadas, tanto por 

coliformes termotolerantes quanto por enteroparasitas nos cultivos tradicional ou 

orgânico, porém poucos são os que realizam nos três sistemas juntos (GUIMARÃES et 

al., 2003; TAKAYANAGUI et al., 2001). Condições sanitárias precárias nas áreas 

rurais e urbanas favorecem a transmissão desses patógenos, especialmente por meio da 

água de irrigação e do adubo utilizado na fertilização, que podem estar contaminados 

por dejetos animais e/ou humano (TAKAYANAGUI et al., 2001). 

A lavagem e sanitização antes do consumo é a única medida para 

redução dos riscos ocasionados pelos contaminantes biológicos em hortaliças como a 

alface (NOGUEIRA, 2005). Para sanitização dos vegetais, o cloro é amplamente 

utilizado, geralmente na forma de hipoclorito de sódio (YURI, 2004). Outro agente 

sanitizante amplamente empregado em âmbito doméstico é o ácido acético, utilizado na 

forma de vinagre, em diluições variadas (LÜCK; JAGER, 2002). 

Neste contexto, o conhecimento dos micro-organismos patogênicos 

presentes na alface oriunda de diferentes sistemas de cultivo fornece dados importantes 

sobre as condições higiênicas de sua produção, armazenamento, transporte e manuseio, 

podendo disponibilizar informações que subsidiem a tomada de medidas que permitam 

o controle das condições higiênico-sanitárias do sistema de produção (SANTANA et al., 

2006). Porém, estes dados são escassos na literatura e são poucas as informações 

comparativas sobre os níveis de contaminação da alface oriunda dos cultivos 

tradicional, orgânico e hidropônico de uma mesma região (TAKAYANAGUI et al., 

2001). 

Diante desta realidade, o presente trabalho realizou uma avaliação 

microbiológica de amostras de alface variedade crespa, provenientes dos sistemas de 

cultivo tradicional, orgânico e hidropônico, comercializadas na cidade de João Pessoa-

PB e verificou a eficiência da aplicação do ácido acético e hipoclorito de sódio na 

redução da sua carga bacteriana. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 HORTALIÇAS 

 

  

Os vegetais foram os primeiros alimentos do homem. A palavra vegetal 

originou-se do verbo em latim vegere, que significa revigorar. As hortaliças compõem 

este grupo, sendo geralmente cultivadas em hortas e compreendendo as partes 

comestíveis das plantas (raízes tuberosas, tubérculos, caules, folhas, flores, frutos e 

sementes). Popularmente são conhecidas como verduras e legumes e têm um papel 

importante na mesa do brasileiro por serem fontes de fibras, vitaminas e minerais 

(OLIVEIRA; MARCHINI, 1998; PRADO et al., 2008).  

Segundo a designação oficial (BRASIL, 2002) “Hortaliça é a planta 

herbácea da qual uma ou mais partes como tubérculos, raízes, rizomas, bulbos, talos, 

brotos, folhas, inflorescências, pecíolos, frutos, sementes e cogumelos cultivados, são 

utilizadas como alimento na sua forma natural”. CHITARRA; CHITARRA (2005) por 

sua vez afirma que “hortaliças são partes de plantas que não pertencem ao grupo de 

frutas e cereais e que são consumidas frescas, cruas ou processadas”. Enquanto PIF 

(2006) conceitua hortaliças como “diferentes partes da planta consumidas frescas como 

saladas ou preparadas de diferentes maneiras”. Assim, o termo hortaliça designa de 

forma genérica as plantas herbáceas empregadas na alimentação humana. 

Os vegetais são, por excelência, fontes de nutrientes, que são substâncias 

essenciais ao bom funcionamento do organismo humano, de modo que auxiliam a 

digestão e o funcionamento dos diversos órgãos sendo, por isso, considerados alimentos 

protetores da saúde (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Esses vegetais são muito 

utilizados na alimentação humana desde eras antigas pelo sabor que conferem tanto 

quando consumidas cruas quanto quando incorporadas a outros alimentos (OLIVEIRA; 

MARCHINI, 1998; FRÖDER, et al., 2007).  

Geralmente as hortaliças são utilizadas em acompanhamentos frios e 

quentes, além de uso em saladas (FERREIRA, 2004; SILVA et al., 2007). Segundo 

Rosa, Martins; Folly (2001) a preocupação da população com a saúde e o interesse em 

se ter uma vida saudável tem levado ao aumento do consumo de hortaliças, 

principalmente com o atual aumento da obesidade no mundo inteiro.  
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  O consumo per capita de hortaliças no Brasil apresenta a média de 27,1 

kg/ano e de suas regiões, a Sul é a que aduz os maiores valores (Quadro 1). Essas 

médias são bastante inferiores àquelas observadas em outros países, principalmente da 

Europa, Ásia e America do Norte onde o consumo per capita atinge aproximadamente 

100 a 110 kg/ano (SMANIOTO et al., 2009). Por outro lado tem-se notado um aumento 

de 6 a 10% nas quantidades consumidas pela população brasileira, que pode ser devido 

às mudanças de hábitos de vida e alimentar da população (MAROUELLI et al., 2000). 

 

Regiões brasileiras Consumo de hortaliça kg/ano 

Norte 19,4 

Nordeste 22,1 

Sudeste 28,0 

Sul 38,6 

Centro-oeste 26,7 

Quadro 1: Consumo alimentar per capita anual (kg) de hortaliças nas diferentes 

regiões brasileiras. 
Fonte: Pesquisa de Orçamento Familiar (POF)-IBGE/2008-2009. 

 

  No que se refere à produção de hortaliças, o Brasil é o terceiro maior 

produtor mundial da cadeia produtiva de frutas, legumes e verduras, e embora ainda seja 

uma das cadeias menos desenvolvida, este mercado possui uma perspectiva de 

crescimento muito mais favorável que os grãos (MACHADO, 2002). Em 2004 o 

mercado de hortaliças atingiu um valor de produção estimado em aproximadamente R$ 

12 bilhões.  

 

 

2.2 ALFACE 

 

  

2.2.1 Considerações, Produção, Comercialização e Consumo  

 

 

  A alface é uma hortaliça folhosa pertencente à família Asteraceae 

conhecida desde 500 anos antes de Cristo. Originária da Europa e Ásia foi trazida para o 

Brasil pelos portugueses (EMBRAPA, 2011). Seu efeito calmante se deve a lactupicrina 
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e a lactucina, sendo no Brasil a hortaliça folhosa de maior consumo. A média per capita 

de consumo é de quase dois quilos por ano, representando 40% do gasto total com 

verduras destinadas a compra da alface. A cultura da alface apresenta alto grau 

tecnológico, sendo comuns as práticas de produção em estufa, hidroponia e cultivo 

orgânico, que permitem obter vegetais de qualidade durante o ano todo (BRASIL, 

2011). 

  Botanicamente esta hortaliça caracteriza-se por ser uma planta herbácea, 

apresentando caule curto, não ramificado, ao qual se prendem as folhas. A alface possui 

formato variado, sendo as do tipo “repolhudo” as mais consumidas no Brasil. A 

coloração das folhas varia de verde escuro a verde amarelado, existindo atualmente 

também com folhas roxas. As raízes são do tipo pivotante, com ramificações finas e 

curtas, não ultrapassando os 25 cm de solo (BRASIL, 2011). 

Por ser originária de clima temperado a alface tem um bom 

desenvolvimento da fase vegetativa em condições de clima mais ameno resistindo até as 

geadas leves. Entretanto a fase reprodutiva, que se inicia com o pendoamento inicia-se 

em temperaturas mais elevadas e em dias longos (BRASIL, 2010). Vale ressaltar que o 

cultivo em temperaturas inferiores a 10°C e precipitações pluviométricas prolongadas 

retardam o crescimento e danificam as plantas (SEGOVIA et al., 1997). Por sua vez, o 

cultivo em temperaturas superiores a 25°C reduz a fase vegetativa promovendo o 

pendoamento precoce (BRASIL, 2010). As temperaturas de ar mais favoráveis ao 

crescimento e produção de alface situam-se entre 15 e 24°C, sendo a mínima de 7°C 

(SEGOVIA et al., 1997). 

  A alface é classificada nas seguintes variedades: Americana, Lisa 

Mimosa e Crespa (SAKATA, 2007). Esta última é a mais consumida, caracterizando-se 

pelo grande porte, miolos cheios, uniformes e com alto rendimento; as folhas são bem 

repicadas e de coloração verde claro ao verde escuro (CARVALHO, 2008). A alface 

americana é caracterizada por apresentar cabeça crespa, com as folhas internas cor 

creme, folhas imbricadas como as do repolho, consistentes e quebradiças, com nervura 

destacada e aspecto geral pouco delicado (MOTA et al., 2001). A variedade lisa 

caracteriza-se pelo grande porte, cabeças compactas, folhas de coloração verde claro e 

arredondada, alta uniformidade e alto rendimento no acondicionamento. A alface 

mimosa é caracterizada pela excelente uniformidade da planta, das folhas e tamanho, 

com coloração verde brilhante (SAKATA, 2007). 
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A colheita da alface ocorre entre 50 e 90 dias após a semeadura, quando 

as folhas ainda são tenras, sem início de florescimento. O corte deve ser rente ao solo, 

no final da tarde. Após a colheita eliminam-se raízes e folhas velhas e danificadas, 

procedendo então a lavagem, descartando plantas refugo (MOTA et al., 2001). 

De acordo com dados da Food and Agriculture Organization of the 

United Nations- FAO (2011), a produção mundial de alface em 2009 foi em torno de 

23,7 milhões de toneladas, distribuídas por uma superfície de 1 milhão de hectares. A 

China foi o maior produtor com cerca de 12,85 milhões de tonelada/ano, o que 

representou aproximadamente 52% de toda a produção do globo terrestre, seguido dos 

Estados Unidos com 17,3% (QUADRO 2), Europa com 15% (destacando-se a Espanha 

e Itália como principais produtores) e América do Sul com apenas 1%. 

O Brasil possui aproximadamente 35000 hectares plantados com alface, 

caracterizados pela produção intensiva, pelo cultivo em pequenas áreas e por produtores 

familiares, gerando cerca de cinco empregos diretos por hectare (COSTA; SALA, 2005) 

e sua produção gira em torno de 526 mil toneladas anuais (IBGE, 2009). Todos os 

estados do país produzem alface, porém os maiores produtores são os estados de São 

Paulo e Minas Gerais (CARVALHO, 2008).  

De acordo com o Instituto de Economia Agrícola (2007), o valor da 

produção agrícola da alface em 2005 foi de R$ 33.388.035,15 milhões, o que representa 

uma média de 1,7% sobre o PIB do Brasil em 2005 e 8,3% sobre o PIB da agricultura. 

Apesar de estes valores significarem pequena participação, quando comparados com o 

valor da produção de outras culturas, a atividade apresenta-se como uma opção 

interessante de mercado para pequenos produtores (CARVALHO, 2008). No entanto, 

devido à alta perecibilidade 19% da alface são perdidos no embalamento inadequado, 

17% no transporte e 10% no manuseio (CARVALHO FILHO et al., 2009).   

 

Países Produção (em toneladas) 

República Popular da China 12.855.000 

Estados Unidos 4.104.000 

Espanha  1.000.000 

Itália  850.000 

Índia 790. 000 

Quadro 2: Principais países produtores de alface em 2009. 

Fonte: Fao (2011). 

http://en.wikipedia.org/wiki/People%27s_Republic_of_China
http://en.wikipedia.org/wiki/United_States
http://en.wikipedia.org/wiki/Spain
http://en.wikipedia.org/wiki/Italy
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No Brasil, toda produção é comercializada por meio de feiras livres, 

mercado públicos, sacolões, mercadinhos e supermercados. De início a comercialização 

de hortaliças era preponderante em feiras-livres, porém com a participação do comércio 

varejista moderno nas vendas de produtos frescos, a procura por alfaces em feiras livres 

teve certo declínio. A comercialização de hortaliças, que a princípio, era apenas uma 

forma dos supermercados atraírem o consumidor acabou resultando numa mudança do 

hábito das pessoas onde comprar suas verduras, frutas e legumes (MACHADO, 2002). 

A alface está entre as 10 hortaliças mais consumidas in natura no Brasil, 

sendo bastante utilizada na confecção de sanduíches, decoração de pratos e saladas. Esta 

é a sexta hortaliça em importância econômica e oitava em termos de volume produzido 

(MAISTRO, 2001). Este vegetal é cultivado em quase todas as regiões do globo 

terrestre, porém apresenta-se como possuidora de uma alta perecibilidade e de baixa 

resistência ao transporte, sendo por isso cultivado próxima aos grandes centros 

consumidores (CEAGESP, 2011).  

De acordo com CAETANO et al. (2001), o mercado consumidor tem a 

preferência por alfaces da variedade crespa, a qual possui como cultivares os tipos: 

Vanda, Veneza Roxa, Vera e Verônica. A alface cultivar Verônica é considerada padrão 

e líder de mercado, com plantas de grande porte, com folhas de coloração verde claro, 

semente de coloração preta e tempo de colheita entre 60 a 70 dias. A Figura 1 apresenta 

os cultivares de alface tipo crespa (SAKATA, 2007). 
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Figura 1: Cultivares de alfaces tipo crespa: A = cultivar Vanda; B = cultivar Veneza 

Roxa; C = cultivar Vera; D = cultivar Verônica. 

 

Segundo Carlos et al. (2008) a quantidade de alface consumida 

diariamente é de apenas 3 a 4 folhas (30 g), quantidade inferior ao preconizado pelo 

Guia Alimentar para População Brasileira, elaborado pelo Ministério da Saúde, que é de 

15 folhas diárias (120 g). Na Figura 2 está representado o consumo da alface nas regiões 

do país (IBGE, 2010).  

 

 

Figura 2: Distribuição do consumo da alface nas diferentes regiões 

brasileiras 
Fonte: Pesquisa de Orçamento Familiar (POF)-IBGE/2008-2009. 

 

 

 

2.2.2 Sistemas de cultivo 

 

 

 

  O cultivo da alface é praticado nas formas tradicional ou convencional, 

orgânica e hidropônica. Métodos estes que, por sua vez, podem influenciar nas 

propriedades desta hortaliça (MIYAZAWA; KHATOUNIAN; ODENATH-PENHA, 

2001). O método tradicional se caracteriza pelo cultivo da alface no solo, com uso de 

agrotóxicos e com uma fertilização que pode ser química, sendo que a irrigação deste 

cultivo costuma ser por dispersão ou por gotejamento. 

4% 8% 

11% 

25% 

52% 

Norte

Centro-oeste
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   A Hidroponia é um sistema de cultivo, onde a planta é cultivada em 

tubos plásticos, ao invés de ser no solo, por onde circula uma solução com fertilizantes 

químicos e nutrientes dissolvidos, acondicionados em estufas (UNLUKARA et al., 

2008). Os nutrientes que a planta necessita para seu desenvolvimento e produção são 

fornecidos apenas por uma solução nutritiva com os elementos necessários nitrogênio, 

potássio, fósforo, magnésio dissolvidos na forma de sais. Basicamente, qualquer água 

potável para consumo humano serve para hidroponia (PAULUS et al., 2010). Neste 

método a hortaliça fica protegida de fatores adversos do meio ambiente como chuvas, 

geadas, ventos fortes e outros fatores, favorecendo a produtividade da planta 

(SANTANA et al., 2006). Existem diversos processos hidropônicos, porém os mais 

utilizados são o floating, aeroponia e NFT (Técnica do Fluxo laminar de Nutrientes). 

Na hidroponia a solução nutritiva tem um controle rigoroso para 

manutenção de suas características. Periodicamente é realizado um monitoramento 

do pH e da concentração de nutrientes, subsidiando o cultivo sob as melhores condições 

possíveis (SOARES et al., 2010). 

  A agricultura orgânica surge como alternativa de produção à agricultura 

altamente mecanizada e rica em insumos industriais, que caracterizam o cultivo 

tradicional. O cultivo orgânico pode ser definido como “sistema de produção que evita, 

ou exclui o uso de pesticidas ou agrotóxicos, fertilizantes de composição sintética, 

reguladores de crescimento, ou outros agentes químicos contaminantes (PENTEADO, 

2000). A sua viabilização é através de um conjunto de sistemas de produção, buscando a 

maximização dos benefícios sociais, a auto-sustentação, a redução/eliminação da 

dependência de insumos, energia não renovável e a preservação do meio ambiente 

através da otimização do uso de recursos naturais e sócio-econômicos disponíveis” 

(FEIDEN, 2001). 

Basicamente, a agricultura orgânica tem como sustentáculo a aplicação 

no solo de resíduos orgânicos vegetais e animais, de preferência produzidos na 

propriedade agrícola, com o objetivo de manter o equilíbrio biológico e a ciclagem de 

nutrientes (FEIDEN, 2001). Segundo Espíndola et al. (2006), a agricultura orgânica tem 

por princípio estabelecer sistemas de produção com base em tecnologias e processos, ou 

seja, um conjunto de procedimentos que envolva a planta, o solo e as condições 

climáticas, produzindo alimento sadio, que atenda às expectativas do consumidor, com 

suas características e sabor originais. Outras características importantes do cultivo 

http://www.hidrogood.com.br/glossa/glos.asp?gloss=nutritiva
http://www.hidrogood.com.br/glossa/glos.asp?gloss=floating
http://www.hidrogood.com.br/glossa/glos.asp?gloss=aeroponia
http://www.hidrogood.com.br/glossa/glos.asp?gloss=ph
http://www.hidrogood.com.br/glossa/glos.asp?gloss=concentra
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orgânico são a auto-suficiência e o uso de água de boa qualidade, sem o qual não recebe 

esta certificação (BRASIL, 2010). 

 

 

2.2.3 Importância na alimentação e valor nutricional 

 

 

 

  A alface é uma importante hortaliça e compõe parcela na dieta da 

população brasileira, tanto pelo sabor e qualidade nutritiva quanto pelo baixo custo 

(COMETTI et al., 2004). Apresenta elevado teor de pró-vitamina A nas folhas verdes, 

alcançando até 4000 UI/100g (FILGUEIRA, 2003). Estas hortaliças são espécies ricas 

em sais de ferro e cálcio e apresentam quantidades razoáveis das vitaminas B1, B2, B6 e 

C. Possuem baixo valor em calorias, sendo aconselhável nas dietas por ser de fácil 

digestão (MATTOS et al.,  2007). 

De acordo com Franco (2007) a alface da variedade crespa apresenta a 

seguinte composição centesimal para 100g: proteínas (1,20 g), lipídeos (0,25 g), 

glicídios (2,30 g), cálcio (38 mg), fósforo (42 mg), ferro (1,10 mg), retinol (21 mcg), 

tiamina (87 mcg), riboflavina (187 mcg), niacina (0,324 mg) e ácido ascórbico (10 mg), 

tudo isto com apenas 16 calorias. Ressalta-se que as folhas externas da alface (de cor 

verde mais escura) contêm aproximadamente 30 vezes mais pró- vitamina A do que as 

internas (EMBRAPA, 2011). 

Devido ao baixo valor calórico, a alface qualifica-se para diversas dietas, 

o que favorece grandemente o seu consumo de uma maneira geral, constituindo-se um 

componente imprescindível das saladas dos brasileiros (FERNANDES et al., 2002). 

  A alface também é utilizada na forma de suco para combater a insônia, 

possuindo propriedades diurética, depurativa, calmante, mineralizante, vitaminizante e 

desintoxicante, além de contribuir no combate às palpitações do coração e à prisão de 

ventre e outras desordens intestinais, devido a seu alto teor de fibras (OLIVEIRA; 

MARCHINI, 1998). Conforme Aguilar (2002) uma dieta voltada para o consumo de 

legumes e verduras, entre elas a alface, possui efeito protetor no que diz respeito ao 

risco de se desenvolver um câncer bucal.  
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2.3 CONTAMINAÇÃO POR BACTÉRIAS  

A qualidade dos vegetais, seja nutricional ou sanitária, dever ser mantida 

em todos os seguimentos, desde a produção até a comercialização, pois o produto deve 

chegar à mesa do consumidor com excelentes características organolépticas de tal forma 

a obter uma boa aceitação (PÔRTO, 2006). 

A falta de higiene nos vegetais pode ser apontada como a causa do 

desenvolvimento de toxinfecções alimentares produzidas por micro-organismos nestas 

hortaliças (ROSA; CARVALHO, 2000). A sanitização dos mesmos, 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 (SAN’TANA et al, 2002). 

Mesmo assim, há uma falta de estudos e dados sobre a ocorrência de surtos e 

toxinfecções alimentares no Brasil, assim como da qualidade do alimento (REZENDE; 

FARINA, 2001).  

Geralmente as hortaliças são consumidas cruas, e como a alface tem no 

processo de higienização o único tratamento recebido entre o cultivo e o consumo. Se os 

processos de limpeza e sanificação forem conduzidos de forma inadequada, poderá 

propiciar a transmissão de diversas doenças. Em 1991, o surgimento da epidemia de 

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

quanto pela população em geral (NASCIMENTO, 2002).  

Apesar de receber menos manipulação e tratamento vigoroso do que o 

produto ainda em plantio, após sua colheita as hortaliças recebem ainda alguns 

processos que podem afetar a sua segurança bacteriológica. Estas etapas de 

processamento envolvem necessariamente o contato humano para a imersão na água e o 

corte. Em tudo isso, existe o potencial para contaminar o produto com as bactérias 

patogênicas, assim como a possibilidade em favorecer o crescimento destes 

contaminantes (BALIONI, 2003). 

Além dos cuidados com a higienização, os vegetais utilizados no preparo 

de refeições, dependendo das suas características, podem ser submetidos a 

processamentos preliminares, denominados genericamente de pré-preparo 

(ORNELLAS, 2006). Os traumatismos que os vegetais possam sofrer durante as etapas 

do processo de produção aumentam substancialmente a suscetibilidade ao ataque de 

micro-organismos e, por isso, é necessário cuidado na manipulação (SALINAS, 2002).  

Todas as plantas verdes possuem uma microbiota residente, a qual 

subsiste com traços de carboidratos, proteínas e sais inorgânicos que estão dissolvidos 



25 

 

na água de exudação, ou condensados na epiderme do vegetal (VANDERZANT; 

SPLITTSTOESSER, 2001). 

Os micro-organismos de interesse em alimentos são encontrados em três 

grandes grupos: bactérias, bolores e leveduras. Certos tipos de vírus e de alguns 

parasitas são, também, causadores de problemas de saúde pública, sendo importantes 

porque podem ser veiculados através dos alimentos (ANDRADE, 2006). O ataque 

destes micro-organismos é causa importante nas perdas pós-colheita dos produtos 

perecíveis (CHITARRA; CHITARRA, 2005). As hortaliças apresentam atividade de 

água em torno de 0,95 ou maior, são ricos em vitaminas e sais minerais além de 

possuírem teores variáveis de macronutrientes o que facilita o crescimento de muitos 

micro-organismos (BRACKETT, 1999). 

  A capacidade de crescimento e/ou sobrevivência dos micro-organismos 

patogênicos nos alimentos dependem não só das características físicas e nutricionais dos 

alimentos, mas também de todo um conjunto de fatores extrínsecos e intrínsecos 

inerentes aos mesmos. Bactérias patogênicas e/ou suas toxinas causam a maioria dos 

surtos e casos notificados de Doenças Veiculadas por Alimentos (DVA’s). Praticamente 

todos os alimentos, de origem vegetal ou animal que não tenham sido objetos de 

processamento, podem veicular micro-organismos patogênicos, desde que, em algum 

momento, tenham sido sujeitos ao contato com material contaminante (PINTO, 2010; 

MASSAGUER, 2005). 

  A microbiota característica dos vegetais in natura é formada por micro-

organismos provenientes do próprio solo, representada principalmente por bactérias 

Gram- negativas como as do gênero Pseudomonas, Erwinia e Enterobacter, havendo 

também a presença de bactérias Gram- positivas como Bacillus spp (BRACKETT, 

1994). O acesso de micro-organismos patogênicos aos vegetais se dá quando os mesmos 

são expostos, ainda no campo, aos riscos de fertilização com dejetos humanos e de 

outros animais e à irrigação com água poluída, contribuindo para a presença de agentes 

etiológicos de diversas enfermidades infecto-contagiosas e parasitárias que 

normalmente estariam ausentes (GAGLIARDI ; KARNS, 2000).  

   A população de micro-organismos em produtos frescos como a alface 

pode variar drasticamente, mas em geral é de 10
4
/g (BRACKETT, 1988). Fatores como 

o vento, chuva, animais e insetos são responsáveis por esta variabilidade (APHA, 2001). 

  A mais baixa temperatura de crescimento de um micro-organismo 

conhecida é -34ºC; a mais alta é acima de 100ºC. Costuma-se classificar os micro-
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organismos em quatro grupos, conforme a sua temperatura de crescimento. Aqueles, 

cuja temperatura de crescimento encontra-se na faixa de 0ºC a 20ºC, com crescimento 

ótimo entre 10ºC e 15ºC, denominados psicrófilos. Aqueles que crescem a temperatura 

de 7ºC ou abaixo e possuem a temperatura ótima de crescimento entre 20º C e 30ºC são 

denominados psicrotróficos. Os micro-organismos que crescem bem entre 20ºC e 45ºC 

e possuem temperatura ótima de crescimento entre 30ºC e 40ºC são denominados 

mesófilos, enquanto os que crescem bem a 45ºC ou mais e possuem temperatura ótima 

de crescimento entre 55ºC e 65ºC são referidos como termófilos (termoresistentes) 

(FRANCO; LANDGRAF, 2005; JAY, 2005). 

Devido ao fato das hortaliças apresentarem uma elevada quantidade de 

água e nutrientes além de um pH neutro, possuem em sua microflora o desenvolvimento 

preponderante de bactérias (PATEKOSKI; PIRES-ZOTTARELLI, 2009). As bactérias 

exercem importante papel na deterioração de hortaliças cuja microflora, quando não 

processada, é dominada por bactérias pectinolíticas, além de alguns bolores que 

conseguem elaborar as mesmas enzimas, ocasionando a deterioração dos vegetais e 

influenciando na sua qualidade pós- colheita. Estas enzimas possuem a capacidade de 

degradar celulose além de pectina provocando o amolecimento do tecido vegetal e 

produzindo odor desagradável e aparência úmida, sendo o gênero Erwinia responsável 

pela podridão mole bacteriana comum em várias hortaliças, a citar a alface. O gênero 

Pseudomonas causa sintomas similares aos da Erwinia, porém, com crescimento rápido 

e ocorrente em temperaturas de refrigeração. Bacilos e Clostrídios também podem 

crescer, no entanto, lentamente abaixo de 10°C (FRANCO; LANDGRAF, 2004). 

Calcula-se que 20% das frutas e hortaliças utilizadas para o consumo humano são 

perdidas como conseqüências de alterações microbianas (JAY, 2005). 

  Segundo SORIANO et al. (2001) as hortaliças podem ser contaminadas 

por micro-organismos patogênicos durante o cultivo, colheita, pós- colheita, 

processamento e distribuição. Muitos agentes patogênicos são capazes de sobreviver às 

operações usuais de tratamento de esgotos, vindo a contaminar os mananciais de água 

para irrigação e solo com material fecal, contaminando conseqüentemente os vegetais. 

Vários surtos infecciosos de febre tifóide, salmoneloses, shigueloses e hepatites 

envolvendo diversas hortaliças, entre elas a alface, podem ser creditadas a estes fatores 

(MAGKOS; ARVANITI; ZAMPELAS, 2003).  

As hortaliças podem ser colonizadas por diversos patógenos como as 

bactérias Listeria monocytogenes, Aeromonas hydrophila, Salmonella spp., Shiguella 
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spp., Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum, Bacillus cereus, Yersínia 

enterocolitica, Vibrio cholerae, Escherichia coli O 157: H7 e Campylobacter spp., vírus 

além de bolores e leveduras, possuindo condições potenciais para crescer em alface 

conservada em temperatura ambiente. Após permanecer no ambiente, os patógenos 

sobrevivem às condições de estocagem e preparo das verduras podendo causar doenças. 

(ROMEIRO, 2005).  

Outros patógenos como o Enterobacter cloacae e Klebsiella pneumoniae 

(IBENYASSINE et al., 2007; LONCAREVIC; JOHANNESSEN; RORVIK, 2005), os 

quais causam vários problemas a saúde do homem, também já foram isolados em 

alfaces. Segundo Markova, Romanenko e Dukhanina (2005) o problema causado por 

bactérias presentes em vegetais não se restringe apenas as espécies conhecidas como 

patogênicas ao homem.  

O risco de contrair uma infecção bacteriana quando se consome 

hortaliças é expressivo, pois ao contrário dos produtos de origem animal, os vegetais, 

especialmente os folhosos, são muitas vezes consumidos crus, sem um processamento 

que reduza ou elimine micro-organismos patogênicos. Além do mais, existe uma 

tendência de ocorrer um aumento da contaminação entre a horta e o consumidor, devido 

o manuseio e as condições de transporte, armazenamento e distribuição (CARRER 

FILHO et al., 2009). 

Pesquisas mostram que uma simples lavagem com água corrente nem 

sempre elimina todos os coliformes presentes na superfície das folhas de alface, 

especialmente se a carga microbiana for elevada. Entretanto o perigo causado pelas 

bactérias não se limita apenas as espécies presentes na superfície das hortaliças, estudos 

mostram que patógenos entéricos são capazes de colonizar endofiticamente (interior dos 

tecidos) as plantas, o que acaba protegendo- os durante a desinfecção (BERNSTEIN et 

al., 2007).    

Vários patógenos humanos tem se demonstrado capazes de colonizar o 

interior das plantas, desde as raízes e folhas até os frutos (RASOOLI; REZAEI; 

ALLAMEH, 2006). Esta colonização faz parte do ciclo ambiental das bactérias, ciclo no 

qual as plantas servem de hospedeiros alternativos para a sua sobrevivência e como 

veículo para recolonizar hospedam animais após serem ingeridos (CARRER FILHO et 

al., 2009). 

No ciclo ambiental, as bactérias eliminadas no solo juntamente com as 

fezes de animais e do homem terão que chegar as plantas para sobreviverem, para isto 
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contam com a ajuda dos nematóides do solo, ou da água de irrigação, ou do escoamento 

da pastagem de gado (KENNEY et al., 2006). Após o contato com a superfície do 

vegetal ocorre a internalização, processo ainda não totalmente esclarecido que ocorre 

mais rápido nas raízes danificadas. Uma vez penetrado nas raízes estes micro-

organismos poderão ser encontrados na partes aéreas da planta após cerca de 48 horas, 

estando assim mais fáceis de serem ingeridos e infectarem o homem e os animais 

(BERNSTEIN et al., 2007).     

Entre os patógenos capazes de realizar este ciclo estão a Escherichia coli, 

Listeria Monocytogenes, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae e a Salmonella 

sp., entretanto nem todos os sorotipos de Salmonella são capazes de colonizar 

endofiticamente as plantas (KLERKS et al., 2007).  

No Brasil a falta de dados sobre toxinfecções relacionadas a produtos 

frescos ainda é grande e pode ser justificada pela vida curta de prateleira, pela 

dificuldade de contra-prova, pelo grande número de fornecedores diferentes e pela 

grande distribuição de produtos frescos em curto espaço de tempo, dificultando a 

rastreabilidade de agentes patogênicos. Apesar de não serem registradas, essas doenças 

não devem ser negligenciadas (BRUGALLI; PINTO; TONDO, 2000).  

A resolução n° 20/86 do Conselho Nacional do Meio Ambiente 

(BRASIL, 1998) estabelece que para a irrigação de hortaliças que são consumidas cruas 

e de plantas frutíferas que se desenvolvem rente ao solo, as águas não devem ser 

poluídas com excrementos humanos. 

Uma das formas de avaliar a contaminação do alimento é verificando a 

presença de coliformes totais e termotolerantes (GUIRALDO et al., 2004). A Resolução 

RDC nº 12/2001 (BRASIL, 2001), atual legislação nacional que estabelece os padrões 

microbiológicos sanitários para alimentos destinados ao consumo humano, determina 

que para amostras indicativas de alface fresca “in natura”, inteira, preparada, sanificada, 

refrigerada ou congelada para o consumo direto (exceto cogumelo) deve ser realizada 

apenas a pesquisa de Salmonella (que deve estar ausente em 25 g da amostra). Não mais 

estabelecendo para amostras inteiras uma tolerância máxima para coliformes 

termotolerantes. 

Segundo Amoah et al. (2006) a Comissão Internacional em 

Especificações Microbiológicas para Alimentos recomenda um nível máximo de 1x10
3
 

coliformes termotolerantes/g de vegetal fresco. As legislações nacionais anteriores a 

RDC n° 12/2001, a exemplo da Resolução CNNPA n° 12/ 1978 e a RDC 451/1997, 
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eram mais rigorosas e estabeleciam um limite máximo de coliformes termotolerantes de 

2x10
2
 NMP/g, além da ausência de Salmonella em 25g da hortaliça.  

 

 

 2.4 CONTAMINAÇÃO POR ENTEROPARASITOS  

 

 

Hortaliças mal lavadas expõem o homem a infecções tanto por helmintos 

como protozoários (BLUMENTHAL et al., 2004). Nas alfaces, a contaminação por 

enteroparasitas também é favorecido por estas apresentarem folhas largas, justapostas, 

flexíveis e estrutura compacta, permitindo, dessa forma, maior contato com o solo 

durante seu cultivo e conseqüentemente maior fixação das estruturas parasitárias, 

propiciando, então, maior resistência aos processos de higienização (FALAVIGNA, et 

al., 2005). As parasitoses intestinais constituem-se num grave problema de saúde 

pública, sobretudo nos países de terceiro mundo, sendo um dos principais fatores 

debilitantes da população, freqüentemente associadas a quadros de diarréia crônica e 

desnutrição (GARCIA et al., 2004).  

Protozoários e helmintos são parasitas de interesse em saúde pública 

relacionados ao uso da água já utilizada em outros procedimentos. Uma importante 

característica desses organismos é a produção de um estágio de cisto ou ovo que 

facilitam sua sobrevivência (ERDROGUL; SENER, 2004). Fatores intrínsecos dos 

parasitas contribuem para a sua permanência e viabilidade nas hortaliças, 

consequentemente contribuindo para o desenvolvimento de parasitoses em indivíduos 

que ingere verduras cruas como a alface, entre estes fatores destacam-se a forte 

aderência dos ovos de helmintos às hortaliças, como ocorre com os ovos de Ascaris spp 

(FREITAS, 2004) e a elevada resistência as condições ambientais de algumas estruturas 

parasitarias. 

Os cistos de protozoários e os ovos de helmintos sobrevivem e 

permanecem infectantes durante as temperaturas de verão e do inverno. Estas formas 

parasíticas são resistentes a desinfecção por produtos químicos, como cloro e ozônio. O 

potencial para transmissão de parasitoses pela disposição de resíduos na terra é 

ampliado, porque estas formas são extremamente resistentes e podem permanecer 

infectivas por longos períodos no solo (ONO et al., 2005). 
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Atualmente as hortaliças in natura, como a alface, são amplamente 

recomendadas como parte da alimentação diária por seu grande aporte de vitaminas, 

sais minerais, fibras alimentares e baixo valor calórico, sendo amplamente utilizada em 

dietas (LOPES, 2005). Porém, ao serem atraídos pelos benefícios oferecidos pelos 

vegetais, os consumidores se expõem aos riscos de infecções por enteroparasitas uma 

vez que se consumidas cruas podem servir como via de transmissão quando 

higienizadas inadequadamente (SOARES; CANTOS, 2006). 

A falta de higiene pessoal no momento da manipulação dos alimentos 

também é um fator importante na transmissão de enteroparasitas. Indivíduos que 

manipulam alimentos podem também representar fonte de contaminação e 

disseminação, embora estejam, na maioria das vezes, na condição de portadores 

assintomáticos de enteroparasitas (CASTIÑEIRAS; MARTINS, 2006). Estudos 

realizados em algumas cidades do Brasil demonstraram elevada contaminação das 

alfaces comercializadas por enteroparasitas. Freitas et al. (2004) observaram que em 

media 57% das amostras analisadas estavam contaminadas por algum parasita, Ono et 

al. (2005) por sua vez detectaram que 50% das amostras ensaiadas encontravam-se 

contaminadas, Soares e Cantos (2006) 60%.  

  Parasitos comuns que ocorrem em vegetais frescos incluem Giardia 

lamblia, Entamoeba histolytica, Ascaris spp, Strongyloide spp, Ancylostomatidae, 

Taenia spp, Trichures trichiura e Enterobius vermiculares. Esses organismos 

normalmente têm acesso aos vegetais antes da colheita, usualmente como resultado da 

água de irrigação contaminada e práticas de higiene insuficientes (ROCHA; MENDES; 

BARBOSA, 2008). 

  

 

 

 

2.5 HIGIENIZAÇÃO E SANITIZAÇÃO DE HORTALIÇAS 

 

 

As hortaliças, particularmente as consumidas cruas, podem servir como 

via de transmissão de patógenos de origem alimentar ao homem. Nesse contexto, 

sobressai a importância de medidas preventivas capazes de levar à erradicação desses 

agentes contaminantes nos alimentos, já que na maioria das vezes faltam ao consumidor 
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informações sobre a qualidade da hortaliça disponível comercialmente (SANTOS, 

2007). O risco de toxinfecções humanas oriundas por tais vegetais pode ser reduzido 

prevenindo-se a contaminação dos alimentos, controlando o crescimento dos micro-

organismos patogênicos, removendo-os ou diminuindo-os através das lavagens e uso de 

sanitizantes (BEUCHAT, 1999; SANTOS, 2007). 

A higienização dos alimentos se caracteriza principalmente, pelos 

processos através dos quais os alimentos se tornam adequados para o consumo do ponto 

de vista salutar, utilizando-se várias técnicas de processamento, dentre estas os produtos 

de limpeza e desinfecção de alimentos (SILVA JÚNIOR, 2001; SANTOS 2007). 

A lavagem dos vegetais é a prática mais utilizada para obter um produto 

mais seguro, no entanto, a operação de lavagem pode ser aumentada acrescentando 

soluções sanitizantes, objetivando a redução e ou eliminação de micro-organismos 

presentes nestes alimentos (BERBARI et al., 2001). A lavagem em água corrente de boa 

qualidade pode reduzir em até 74% a carga microbiana dos vegetais, porém, não é 

suficiente para manter a contaminação em níveis seguros, sendo essencial à aplicação de 

uma etapa de desinfecção com agentes antimicrobianos (TAKEUSHI; FRANK, 2001; 

SANTOS, 2007). Leitão et al. (1981), complementam que a pré-lavagem em água 

corrente é um requisito essencial para remoção da matéria orgânica na superfície das 

hortaliças, reduzindo assim a inativação dos sanitizantes químicos utilizados 

posteriormente na etapa da sanitização. 

A desinfecção eficiente não quer dizer que necessariamente ocorra à 

destruição completa de todas as formas vivas como na esterilização, mas sim a redução 

a níveis seguros da carga microbiana presente (MEYER, 1994). A sanitização deve ser 

realizada por meio de procedimentos químicos ou físicos aplicados de forma adequada. 

A sanitização inadequada, tanto para equipamentos, alimentos e ambientes podem 

comprometer todo um lote de produto que não poderá ser comercializado. O processo 

físico de sanitização geralmente consiste na utilização de vapor, raios gama, radiação 

ultravioleta (UV) e ozônio, ao passo que o processo químico emprega o uso de agentes 

químicos como o cloro, ácidos orgânicos, agentes umectantes, quaternário de amônia e 

compostos iodados (BARI et al., 2003; SILVA et al., 2006; BACHELLI, 2010). 

A atividade antimicrobiana dos sanitizantes depende de vários fatores, 

entre estes, concentração, tempo, temperatura, pH,  espécie e população do micro-

organismo que se pretende destruir (BEUCHAT et al., 2001). De acordo com a 

“Association of Official Analytical Chemists” (AOAC, 1995), um agente sanitizante 



32 

 

para ser considerado eficiente deve ser capaz de provocar uma redução da contagem 

bacteriana igual ou superior a 5 ciclos logarítmicos, ou seja, uma eliminação maior ou 

igual a 99,9% da população microbiana inicial.  

  Os produtos clorados, como os sais de hipoclorito, constituem o grupo de 

compostos sanitizantes mais utilizado nas indústrias de alimentos, por ser eficiente e de 

baixo custo. No Brasil, o hipoclorito de sódio é o único agente sanitizante permitido 

pela legislação e vem sendo utilizado nos produtos vegetais para manter sua qualidade 

microbiológica. (BERBARI et al., 2001). Os compostos à base de cloro são agentes 

bactericidas que reagem com as proteínas da membrana da célula microbiana, 

interferindo no transporte de nutrientes e promovendo a perda de componentes celulares 

(DYCHDALA,2001). 

  Métodos de sanitização química á base de compostos clorados, 

especialmente os sais hipoclorito sob a forma de água clorada, tem sido amplamente 

utilizados na sanitização de água da rede de abastecimento e residuária, de alimentos 

como frutas, hortaliças, utensílios e equipamentos nas indústrias de processamento. 

Compostos á base de cloro são considerados de baixo custo e relativamente eficientes 

na ausência de excessiva matéria orgânica. Na forma de imersão ou aspersão, o 

hipoclorito tem sido o sanitizante mais utilizado no controle da contaminação 

microbiana de frutas e hortaliças, reduzindo o número de doenças relacionadas á 

alimentação (BEUCHAT, 1999; KIM et. al., 1999; FRANCIS; O´BEIRNE, 2007). 

  Concentrações de 50 a 200 mg L
-1 

de cloro são geralmente, utilizadas 

para sanificar frutas e hortaliças frescas, porém, tratamentos inadequados com soluções 

de cloro podem não reduzir, efetivamente, a população de micro-organismos 

deteriorantes e/ou patogênicos (BEUCHAT et al., 1998). Um importante passo para a 

redução da população microbiana dos vegetais consiste na lavagem dos mesmos, 

seguido de sua imersão em soluções antimicrobianas. A lavagem com água, contendo 

cloro livre, em uma concentração de 100 mg L
-1

, tem sido utilizada em folhas de alface 

para reduzir o número de bactérias, em até 100 vezes (FRANCIS; O´BEIRNE, 2007). 

   Fatores como pH, temperatura, matéria orgânica  e concentração do 

sanificante determinam a eficiência da solução à base de cloro (DYCHDALA, 2001). A 

manutenção do pH da solução entre 6,5 e 7,5 é de extrema importância  para o sucesso  

da etapa de sanificação (MORETTI, 2007). O pH próximo a 7,0 mantém o cloro na sua 

forma ativa de ácido hipocloroso (BEUCHAT, 1999). Considerando que o pH da água 
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possui impacto significativo sobre a atividade do cloro, torna-se muito importante seu 

ajuste na água que será utilizada junto ao sanificante. 

Os produtos a base de cloro permitidos para desinfecção dos alimentos 

vegetais são hipoclorito de sódio a 2,0-2,5% na concentração de 100 a 250 ppm, 

hipoclorito de sódio a 1% na concentração de 100 a 250 ppm; e cloro orgânico na 

concentração de 100 a 250 ppm (SÃO PAULO, 1999). Ressalta-se que, de acordo com 

a Resolução RDC nº216 (BRASIL, 2004), a higienização com solução clorada somente 

é necessária quando os vegetais são consumidos crus. 

O hipoclorito de sódio é eficaz em reduzir a população de bactérias, 

fungos, vírus e nematóides e, em água, origina hidróxido de sódio (NaOH) e ácido 

hipocloroso (HCl). O agente germicida refere-se ao ácido hipocloroso, que se dissocia 

em H
+
 e no íon OCl

- 
(BACHELLI, 2010). Comprovadamente, o ácido hipocloroso 

exerce maior ação desinfetante que o íon hipoclorito (OCL
-
), o que se explica pela 

maior facilidade de penetração do ácido através da parede celular, por ser uma molécula 

pequena e neutra (BACHELLI, 2010). 

 Os ácidos orgânicos de cadeia curta, embora não sejam considerados 

sanitizantes, têm sido muito utilizados em estudos de redução de população bacteriana 

em alimentos (NASCIMENTO et al., 2003). Ao longo da história, os ácidos orgânicos 

têm sido empregados como aditivos e preservativos alimentares, prevenindo a 

deterioração alimentar e prolongando a vida de prateleira de produtos perecíveis 

(RICKE, 2003). Nos últimos anos, o interesse da indústria alimentícia pelo uso destes 

compostos antimicrobianos reside no fato de estarem naturalmente presentes como 

constituintes de alimentos ou serem adicionados aos produtos através de formulações 

alimentares (NAZER et al., 2005).  

              De acordo com JAY (2005), Os ácidos orgânicos fracos, a exemplo dos 

ácidos acético, láctico, cítrico, benzóico e sórbico, fazem parte do grupo de aditivos 

químicos geralmente reconhecidos como seguros ou “General Recognized as Safe” 

(GRAS). Alguns destes ácidos têm ocorrência natural em alimentos e são comumente 

utilizados como preservativos em sistemas de conservação para inibir o crescimento de 

bactérias e fungos (FORSYTHE, 2002; NAKAI; SIEBERT, 2003).  Os principais 

ácidos orgânicos de uso em alimentos, bem como suas faixas de concentração para 

inibição microbiana e Ingestão Diária Aceitável (IDA) estão descritos no Quadro 3. 

  A ação antimicrobiana primária e esperada dos ácidos orgânicos sobre as 

células dos micro-organismos fundamenta-se na relação dose-efeito com conseqüente 
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ocorrência de fenômenos que agem sobre o DNA, síntese protéica, atividade enzimática, 

membrana celular, parede celular e mecanismos de transporte de nutrientes (LÜCK; 

JAGER, 2002; RICKE, 2003).  

   Os efeitos da inibição microbiana são mais efetivos em baixos níveis de 

pH ( 4,5), característica esta comum à maioria dos conservantes alimentares. Nestas 

condições, as moléculas do ácido em seu estado não-dissociado são livremente 

permeáveis à membrana plasmática e capazes de penetrar no citoplasma, onde se 

dissociam liberando prótons (íons de hidrogênio) e ânions que se acumulam e 

difundem-se no interior da célula forçando-a a desviar energia (ATP) para expulsar os 

prótons acumulados e manter a homeostase do pH intracelular (FORSYTHE, 2002).  

 

Quadro 3: Aspectos gerais de uso de alguns ácidos orgânicos com ação antimicrobiana 

utilizados como conservadores alimentares 

Ácidos 

Concentração 

em alimentos 

(% ou g) 

Ingestão Diária 

Aceitável - IDA 

(mg/kg)** 

Alimentos 

empregados 

Acético 0,25% - 9,0% Ilimitada 

Maioneses, temperos, 

cremes para salada, 

bebidas, produtos à base de 

carnes e vegetais 

Láctico > 0,5% Ilimitada 

Maioneses, temperos, 

cremes para salada, 

bebidas, produtos à base de 

carnes e vegetais 

Benzóico 

0,1% 

ou 

*0,005 – 0,3g / 

100g ou mL 

0 - 5 

Margarina, extrato de 

tomate, temperos em 

conserva, refrigerantes, 

molhos 

Sórbico 

0,2%  

ou 

*0,01 – 0,20g / 

100g ou mL 

0 - 25 

Queijos duros, molhos para 

salada, geléias, bolos 

Propiônico 

0,32%  

ou 

*0,20 – 0,40g / 

100g ou mL 

Ilimitada 

Produtos de panificação 

(pão, bolo), picles, queijos, 

chocolates 

*Valores máximos permitidos pela legislação brasileira 

**Quantidade de um aditivo medido em mg / Kg de peso corpóreo, que pode ser ingerido diariamente 

sem trazer complicações ao longo de toda a vida. 

   Como conseqüência, diversos efeitos ocorrem sobre a célula microbiana 

causando restrição do seu crescimento. Estes incluem: toxidade pelo acúmulo de ânions, 

interferência no transporte de nutrientes (especialmente aminoácidos), danos à 

membrana citoplasmática resultando em extrusão e ruptura da permeabilidade da 
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membrana externa, influência na síntese de macromoléculas por inibição de reações 

metabólicas essenciais e estresse sobre a homeostase do pH intracelular 

(DIMITRIJEVIĆ et al., 2007; RICKE, 2003). Na indústria de alimentos estes ácidos são 

empregados como acidulantes para inibir o crescimento de bactérias Gram-positivas e 

Gram-negativas (RUSSELL, 1991). 

   Dentre os ácidos orgânicos, o acético (Figura 3) é o mais empregado na 

conservação de alimentos, aromatizante natural e acidulante (SANTOS, 2007). 

Procedimentos como a imersão de carnes, pescados e hortaliças em soluções contendo 

vinagre, uma das formas de sua utilização, estão entre os métodos de conservação mais 

antigos já praticados (LÜCK; JAGER, 2002).       

   A eficácia do ácido acético como sanitizante ou antimicrobiano varia 

amplamente com o tipo e concentração da população bacteriana presente (BRENES, 

2002). É um composto com características lipofílicas solúveis em sua forma não 

dissociada, o que permite sua entrada na célula, interferindo na fosforilação oxidativa, 

inibindo o transporte de elétrons e a produção da adenina dinucleotídeo reduzido 

(NADH). Esse comprometimento da atividade metabólica em combinação com a 

acidificação do conteúdo celular resulta na lise da célula (NASCIMENTO, 2002). A 

atividade antimicrobiana do ácido acético pode ser classificada em duas categorias: ação 

bacteriostática, inibindo o crescimento bacteriano e a ação bactericida, que seria a 

redução do número de células viáveis (BJORNSDOTTIR, 2005; SANTOS, 2007). 

  Lück; Jager (2002) referem que o emprego do ácido acético como conservante 

alimentar pode ocorrer na forma de vinagre (5 a 10%) ou solução aquosa sintética de 25 

a 80%, tendo seu espectro de ação contra bactérias, leveduras e fungos filamentosos.  

                  

 

                                            
Figura 3: Estrutura química clássica e tridimensional do ácido acético. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

O presente trabalho foi conduzido e delineado no campus I da UFPB, 

utilizando a infra-estrutura dos laboratórios de Microbiologia de Alimentos do 

Departamento de Engenharia dos Alimentos do Centro de Tecnologia e no de 

Parasitologia Clínica do Departamento de Ciências Farmacêuticas do Centro de 

Ciências da Saúde. 

 

 

3.1 DELIAMENTO EXPERIMENTAL E AMOSTRAGEM 

 

 

O presente estudo foi aduzido em duas etapas. Na primeira, foi realizado 

um estudo transversal de caráter descritivo, onde foi avaliada e investigada a qualidade 

higiênico-sanitária das alfaces em suas três formas de cultivo. Na segunda etapa, foi 

realizado um estudo experimental, com o intuito de avaliar a influência de diferentes 

métodos de higienização na redução da carga bacteriana de amostras de alfaces.  

Os locais escolhidos para coleta das amostras de alface da variedade 

crespa nas formas de cultivo tradicional, orgânica e hidropônica foram 2 hipermercados 

de duas grandes redes, situados na cidade de João Pessoa (Paraíba, Brasil).  

O período de análises foi de 12 meses, com início no mês de maio de 

2010 e término em abril de 2011. Foram utilizadas 60 amostras de cada sistema de 

cultivo, sendo 30 destinadas às análises bacteriológicas e 30 para as parasitológicas, 

perfazendo um total de 180 espécimes. Estabeleceu-se como unidade amostral, um pé 

ou cabeça de alface, independentemente do seu peso ou tamanho, adotando-se como 

critério que cada amostra apresentasse boa qualidade e características organolépticas 

visuais próprias. 

  A coleta ocorreu no período da manhã retirando-se, aleatoriamente, uma 

amostra de alface fresca, in natura, inteira, do lote de hortaliças a venda, segundo cada 

sistema de cultivo. As amostras em seus respectivos invólucros foram acondicionadas 

individualmente em sacos de polietileno de primeiro uso, sem contato manual, 

devidamente identificadas e transportadas aos laboratórios para análise em bolsa térmica 

munida de gelo. 
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3.2 PREPARO DAS SOLUÇÕES SANITIZANTES 

 

 

Uma solução na concentração de 1.0 % (v/v) foi preparada a partir de 

ácido acético P.A. (Reagen), em água destilada estéril, com posterior medida do seu pH. 

Para a solução de hipoclorito de sódio, uma solução em água destilada estéril na 

concentração de 150 ppm de cloro livre foi obtida a partir do produto concentrado 

(Focor), e o pH  ajustado para 7,0. (PORTO; EIROA, 2006). 

 

 

3.3 ENSAIOS DE HIGIENIZAÇÃO 

 

 

Cada pé de alface foi desfolhado manualmente, observando uso de luvas, 

máscaras e toucas descartáveis durante a manipulação. Em seguida, porções de 25 g 

foram submetidas à higienização com água destilada estéril (250 mL) por imersão em 

recipiente previamente esterilizado, com auxilio de pincel também estéril. O Tratamento 

1 (H1) incluiu amostras assim higienizadas; H2 amostras higienizadas e imersas em 225 

mL de solução de ácido acético 1 % por 15 min, e H3 amostras higienizadas e imersas 

em 225 mL de solução de hipoclorito de sódio 150 ppm, por 15 min. O controle incluiu 

amostras sem qualquer  higienização. 

Os resíduos remanescentes da imersão na solução de ácido acético (H2) 

foram neutralizados em 225 mL de tampão fosfato pH 7,0. A neutralização dos resíduos 

do H3 foi conduzida pela adição de 2,0 mL de tiossulfato de sódio 10 % na mesma 

solução contendo o hipoclorito de sódio (PORTO; EIROA, 2006). 

Feita a sanitização, as frações correspondentes aos tratamentos e controle 

foram individualmente homogeneizadas em liquidificador estéril, durante 2 min a 2000 

rpm com 225 mL de água peptonada 0,1 %. Cada porção homogeneizada constituiu a 

diluição inicial (10
-1

) dos tratamentos, a partir da qual foram realizadas as diluições 

decimais sucessivas (10
-2 

- 10
-5

). 
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3.4 ANÁLISES BACTERIOLÓGICAS 

 

 

Os tratamento e o controle das amostras foram submetidas à 

determinação do número mais provável (NMP) de coliformes totais e termotolerantes, 

contagem total de micro-organismos aeróbios mesófilos e pesquisa de Salmonella sp. 

 

 

3.4.1 Determinação do NMP de coliformes totais e termotolerantes 

 

 

Na técnica do NMP foram realizados os testes presuntivo e confirmativo, 

utilizando três tubos por diluição. No teste presuntivo, empregaram-se tubos contendo o 

caldo Lauril Sulfato Triptose (LST), onde foram incubados a 35 1°C por 48 ±2h em 

estufa bacteriológica. Posteriormente, fez-se o teste confirmativo por transferência de 

uma alçada dos tubos com produção de gás no caldo LST, para tubos com caldo verde 

brilhante bile 2% lactose (VB) e caldo Escherichia coli (EC). Os tubos com caldo VB 

foram incubados a 35 ±0,5°C por 48 ±2h, em estufa bacteriológica, enquanto que os 

tubos com caldo EC a 45,5 ±0,2°C por 24 ±2h, em banho termostatizado com circulação 

contínua da água (Vanderzant; Splittstoesser, 2001a). 

Os tubos que apresentaram crescimento com produção de gás no caldo 

VB foram considerados positivos para coliformes totais, e os do caldo EC, positivos 

para coliformes termotolerantes. A sequência de tubos positivos de cada diluição foi 

registrada e o cálculo de coliformes totais e termotolerantes foram determinados com 

auxílio da tabela de Hoskins e expressos pelo Logaritmo do Número Mais Provável por 

grama (log10 NMP/g). 

 

 

3.4.2 Contagem padrão em placas de bactérias aeróbias mesófilas 

 

A contagem padrão em placas de bactérias aeróbias mesófilas foi 

realizada empregando o sistema de semeadura por profundidade nas diluições de 10
-3

 a 

10
-5

. Em cada placa adicionou-se 1 ml de cada diluição no centro das placas de petri, 
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para posteriormente aditar aproximadamente 20 ml de Plate Count Agar (PCA) fundido 

e resfriado a 46°C e depois incubadas a 35°C por 24-48h. Após incubação, foram 

utilizadas as placas que apresentaram colônias entre 25-250 Unidades Formadora de 

Colônia por grama (UFC/g) para quantificação (OLIVEIRA et al., 2010). Os resultados 

foram expressos pelo Logaritmo de Unidade Formadora de Colônia por grama (log10 

UFC/g) de hortaliça. 

 

3.4.3 Pesquisa de Salmonella sp. 

 

 

 

Para a pesquisa de Salmonella sp. o preparo e sanitização das amostras 

foi similar ao descrito em 3.6, onde decorrido esta etapa  transferiu-se as 25 gramas para 

frascos contendo 225 mL de caldo lactosado (pré-enriquecimento), que foi incubado a 

35 0,5°C durante 18 2h. Posteriormente, a partir da amostra pré-enriquecida, foram 

transferidas alíquotas de 0,1 mL para tubos contendo 10 mL de caldo Rappaport - 

Vassiliadis (1:100) e 1 mL para os de caldo Tetrationato e Verde Brilhante (1:10), os 

quais foram incubados a 42 ±0,2°C durante 24±2h em banho termostatizado 

(VANDERZANT; SPLITTSTOESSER, 2001b). Decorrido este período, realizou-se o 

plaqueamento diferencial utilizando os Agares Hectoen Enteric e o Salmonella-Shigella 

pela técnica de esgotamento por estrias sucessivas, com posterior incubação a 

35 ±1°C por 24h. Transcorrido este espaço de tempo, selecionou-se duas colônias com 

características de Salmonella (lactose negativas e produtoras de H2S) para serem 

submetidas à triagem bioquímica com provas de crescimento em Citrato de Simmons, 

motilidade e produção de indol em meio Sulfito Indol Motilidade, produção de H2S e 

gás em ágar tríplice açúcar ferro; descarboxilação da lisina e hidrólise da uréia 

(VANDERZANT; SPLITTSTOESSER, 2001b). 

 

 

 

3.5 ANÁLISE PARASITOLÓGICA 

 

 

A análise parasitológica das hortaliças foi realizada conforme descrito 

por Takayanagui et al. (2007). As partes deterioradas foram desprezadas e as amostras 
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submetidas ao desfolhamento tendo cada folha abluída com pincel n° 16 em um 

refratário estéril de vidro, contendo 250 mL de água destilada estéril. Ao final desta 

etapa, a água foi filtrada em gaze de 8 dobras e recolhida em cálices de fundo cônico, a 

fim de ser repousada por 24 h, para exame de sedimentação espontânea (BAILENGER, 

1962). Decorrido este período, cada cálice foi examinado de forma independente, sendo 

0,1 mL do sedimento obtido analisado em microscópio óptico, em aumento de 10x e 

40x, após ser acrescentado lugol sobre a lâmina.  

 

 

3.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

Todas as análises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos 

como média dos três ensaios paralelos. As análises estatísticas foram realizadas 

utilizando-se testes de estatística descritiva (média e desvio padrão) e inferencial (teste t 

de Student e teste de Tukey) para determinação de diferenças estatisticamente 

significantes (p<0,05) entre os tratamentos aplicados. Para o tratamento estatístico 

utilizou-se o software Sigma Stat. 3.5. 
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Abstract  

This study aimed to evaluate the microbiological quality of 180 lettuce samples 

(Lactuca sativa) iceberg variety from different cropping systems and to verify the 

effectiveness of two sanitizers in reducing bacterial load. Salmonella sp. was not 

detected in any of the samples analyzed, regardless of the cropping system. The results 

showed high contamination by mesophilic aerobic bacteria in traditionally grown and 
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organic samples, which also showed thermotolerant coliforms above levels 

recommended by law in 66% and 80% of samples, respectively. Traditionally grown 

and organic samples also showed a high frequency of intestinal parasites, including 

pathogenic species Taenia sp. and Entamoeba histolytica. In contrast, only 20% of 

hydroponically grown lettuce samples were contaminated with parasites and showed 

counts of thermotolerant coliform bacteria below limits established by law. Sodium 

hypochlorite and acetic acid at concentrations 100 mg L
-1

 and 1%, respectively, were 

effective, reducing bacterial counts, even in samples with high contamination levels.  

Keywords: Lettuce; Sanitizers; Cropping systems. 

 

1. Introduction 

  The consumption of leafy green vegetables provides numerous health benefits, 

showing direct relationship with the reduction of chronic diseases like hypertension, 

diabetes, atherosclerosis and cancer (Lopéz-Galvéz et al., 2010). In Brazil, among leafy 

vegetables, lettuce iceberg variety is the most consumed (Lactuca sativa), which 

represents about 40% of the total volume traded in central supply companies (Oliveira 

et al., 2010). This vegetable is a source of fibers, minerals and vitamins A, B1, B2, B6 

and C; has laxative, diuretic and lenitive properties and a pleasant and refreshing taste 

(Keskinen, Burke & Annous, 2009). However, since leafy green vegetables are 

frequently consumed raw, it may involve the transmission of pathogenic 

microorganisms and/or their toxins, being a vehicle for foodborne illness (DTAS) 

caused by bacteria (Escherichia coli, Salmonella sp, Listeria monocytogenes, 

Aeromonas hydrophila, Staphylococcus aureus) (Magkos, Arvaniti & Zampelas, 2003), 

or by intestinal parasites (Giardia lamblia, Taenia sp., Entamoeba histolytica, 

Strongyloides stercoralis) (Daryani et al., 2008). Thus, a proper and standardized 
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sanitizing process is essential for its consumption not to bring risks to consumers (Lee, 

Costello & Kang, 2004).  

  The cultivation of lettuce is performed through traditional, organic and 

hydroponic systems. The traditional method is characterized by the cultivation of lettuce 

in the soil with the use of fertilizer and pesticide, mostly of chemical nature. The 

hydroponic method is characterized by the cultivation of plants in plastic tubes 

containing a solution with dissolved nutrients and chemical fertilizers. In this system, 

the vegetable remains protected from adverse environmental factors such as rain, frost 

and strong winds, which favors its productivity (Chaves et al., 2000). Organic 

agriculture has emerged as an alternative to highly mechanized agriculture rich in 

industrial inputs, characterized as a production system that avoids or excludes the use of 

pesticides, agrochemicals, synthetic fertilizers, growth regulators or other chemical 

contaminants (Lopes et al. 2004; Guadagnini, Rath & Reyes, 2005).  

  Previous studies have shown microbiological quality problems in leafy green 

vegetables, including lettuce, due to contamination by thermotolerant fecal coliforms 

and intestinal parasites, especially in traditional and organic systems (Niemira, 2007). 

Poor sanitary conditions in rural and urban areas favor the transmission of these 

pathogens, which occurs primarily through irrigation water and fertilizers contaminated 

by animal and / or human fecal waste (Amoah et al., 2007).  

  Washing and sanitizing before consumption, regardless of cropping system, is 

the only measure taken to reduce the risk of contamination by vegetables like lettuce 

(Trinette, Morgan & Linton, 2010). Chlorine is the active ingredient commonly used in 

the form of sodium hypochlorite (Fukumoto, Toivonem & Delaquis, 2002). Another 

widely used sanitizing agent is acetic acid, often used in the form of vinegar in various 

dilutions (Lück & Jager, 2002).  
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  In this context, knowing the pathogenic microorganisms present in lettuce from 

different cropping systems provides important data on the hygienic conditions regarding 

production, storage, shipping and handling and can provide information for the decision 

making to control the hygienic and sanitary conditions of the production system 

(Johannessen et al., 2004). However, data are scarce in literature and there is little 

comparative information on the contamination levels of lettuce from traditional, organic 

and hydroponic systems of the same region (Lopes et al., 2004).  

  The aim of this study was to perform a microbiological evaluation of lettuce 

samples iceberg variety from different cropping systems and verify the efficiency of 

acetic acid and sodium hypochlorite to reduce bacterial counts.  

 

2. Material and methods 

2.1. Sampling 

  Lettuce samples, iceberg variety, from traditional, organic and hydroponic 

cropping systems were purchased in two hypermarkets in the city of Joao Pessoa, 

Brazil. Samples were collected from May 2010 to April 2011, on a weekly basis. The 

sampling unit established was a head of lettuce, regardless of weight or size, 60 samples 

per cropping systems, 30 of these were used for bacteriological analyses and 30 for 

parasitological analyses, in a total of 180 specimens. The samples were properly 

identified and individually wrapped in polythene bags, without manual contact, and 

transported to the laboratory in thermal bags.  

 

2.2. Preparation of the sanitizing solutions  

  A solution at concentration of 1% (Reagen, Rio de Janeiro) containing acetic 

acid in sterile distilled water was prepared with subsequent pH measurement. For the 
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sodium hypochlorite solution (Gota química, São Paulo), a solution in sterile distilled 

water at concentration of 150 mg L
-1

 of free chlorine was obtained from the 

concentrated product and the pH was adjusted to 7.0 (Porto & Eiroa, 2006).  

 

2.3. Sanitizing tests of lettuce samples  

  Each head of lettuce was manually defoliated using disposable gloves, masks 

and caps during handling. Then, 25 g portions were submitted to washing with sterile 

distilled water (250 mL) by immersion in previously sterilized container, with the help 

of sterile brush. Sanitizing Treatment 1 (H1) included samples submitted to washing 

only; H2 included samples washed and immersed in 225 mL of 1% acetic acid for 15 

min, and H3 included samples washed and immersed in 225 mL of sodium hypochlorite 

at 150 mg L
-1

 for 15 min. Control included samples without any type of sanitizing 

treatment. 

  The waste remaining from immersion in acetic acid (H2) was neutralized in 225 

mL of phosphate buffer (pH 7.0). 2 mL of 10% sodium thiosulfate were added to the 

sodium hypochlorite solution for neutralization of residues in samples submitted to 

procedure H3 (Porto & Eiroa, 2006).  

  After the sanitization process, the fractions corresponding to the different 

treatments were individually homogenized in sterile blender for 2 min at 2000 rpm with 

225 mL of 0.1% peptone water. Each homogenized portion was the initial dilution (10
-1

) 

of treatments, from which, successive decimal dilutions were performed (10
-2

 - 10
-5

).  
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2.4. Bacteriological analysis  

  In samples submitted to different sanitizing treatments, the most probable 

number (MPN) of total and thermotolerant coliforms was determined, as well as total 

count of mesophilic aerobic microorganisms and Salmonella sp.  

  In the MPN technique, presumptive and confirmatory tests were performed 

using three tubes per dilution. In the presumptive test, tubes containing Lauryl Sulfate 

Tryptose broth (LST) were used, which were incubated at 35°C for 48 h in 

bacteriological incubator. Later, confirmatory test was performed by transferring tubes 

with gas production in LST broth to tubes with brilliant green bile broth 2% lactose 

(BG) and Escherichia coli broth (EC). BG broth tubes were incubated at 35°C for 48 h 

in bacteriological incubator, while the EC broth tubes were incubated at 45°C for 24 h 

in a thermoregulated bath with continuous water circulation. Tubes showing growth 

with gas production in BG broth were considered positive for total coliforms, and those 

of EC broth were positive for fecal coliforms. The sequence of positive tubes for each 

dilution was recorded and the MPN calculation of total and thermotolerant coliforms 

was determined with the aid of Hoskins table (Vanderzant; Splittstoesser 2001a).  

  For determination of mesophilic aerobic microorganisms, the Plate Count Agar 

was used (PCA) with incubation at 35°C for 24-48 h. The results were expressed by the 

Logarithm of Colony Forming Units per gram (log 10 CFU / g) of vegetables (Oliveira et 

al., 2010).  

  For the search of Salmonella sp, pre-enrichment was performed in Lactose broth 

at 35°C for 18 h with subsequent enrichment in selective medium composed of 

Tetrathionate broth with Brilliant Green (1:10) and Rappaport - Vassiliadis (1:100) with 

incubation at water bath for 24 h at 42°C. The differential plating was conducted in 

Hectoen Enteric Agar and Salmonella-Shigella Agar and incubated at 35°C for 24 h. 
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Characteristic Salmonella colonies (lactose negative and H2S production) were 

submitted to biochemical screening with evidence of growth in Simmons Citrate, 

motility and indole production in sulfide-indole-motility medium, H2S and gas 

production in triple sugar iron agar, lysine decarboxylation and urea hydrolysis 

(Vanderzant; Splittstoesser, 2001b).  

 

2.5. Parasitological analysis 

  The parasitological analysis of vegetables was performed as described by 

Takayanagui et al. (2007). The damaged parts were discarded and samples were 

submitted to defoliation, where each leaf was washed with brush size 16 in a sterile 

glass container containing 250 ml of sterile distilled water. At the end of this stage, the 

water was filtered through eight-fold gauze and collected in conical bottom cups and 

left to rest for 24 h for spontaneous sedimentation examination (Bailenger, 1962). After 

this period, each cup was examined independently, and 0.1 mL of the sediment obtained 

was analyzed in optical microscope at 10x and 40x magnification, after adding lugol on 

the slide. 

 

2.6. Statistical analysis  

  All tests were performed in triplicate and the results expressed as the mean of 

three trials. Statistical analysis was performed using the Student t test and Tukey's test 

to determine significant differences between means, considering p <0.05. The statistical 

analyses were carried out using the Sigma Stat. 3.5 software. 
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3. Results and discussion  

  The average values for mesophilic aerobic bacteria in lettuce samples grown in 

traditional, organic and hydroponic systems ranged from 6.48 to 8.08 log10 CFU/g, 6.85 

to 8.30 log10 CFU/g and 4.35 to 6.24 log10 CFU/g, respectively (Table 1).  

 

Table 1 

Counting range of microorganisms found in samples of lettuce under different cropping 

systems, sold in the city of João Pessoa (Brazil) 

Cropping 

systems  
Mesophilic

 

(log10 CFU/g) 
Total Coliforms 
(log10 MPN/g) 

Thermotolerant 

Coliforms 
 (log10 MPN/g) 

Traditional 
 

6,48 – 8,08 
 

2,32 – > 3,38 1,36 – 2,66 

Organic 
 

6,85 – 8,30 
 

2,66 – > 3,38 1,63 – 2,66 

Hydroponic 
 

4,35 – 6,24
 

 
           1,63 – 2,38  0,95 – 1,63 

Presented as mean values of three replicates for each sample. Different medium in the differ by 

Tukey's test, considering (p≤ 0,05). 

 

  The Brazilian legislation has no maximum acceptable levels established for 

mesophilic aerobic microorganisms in vegetables consumed raw; however, Solberg et 

al. (1990) reported that values greater than 5.0 log10 CFU/g indicate improper food, 

since most pathogenic bacteria are mesophilic. In the present study, all samples from 

traditional and organic cropping systems showed counts greater than 5.0 log10 CFU/g, 

while in the hydroponic system, only 20% (n=6) had counts above this value. The 

average values observed for mesophilic aerobic microorganisms in the traditionally 

grown samples (6.48 log10 CFU/g) differ from those reported by Soriano et al. (2000), 

who found counts of 6.95 log10 CFU/g. For the organic system, the average count (7.56 

log10 CFU/g) was similar to results obtained by Wießner et al. (2009) for lettuce grown 

in an organic cropping system in Germany. In turn, hydroponically grown samples 
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showed an average mesophilic aerobic bacteria count (5.10 log10 CFU/g) higher than 

that found by Favaro-Trindade et al. (2007).  

  In samples from the three cropping systems analyzed in this study, the presence 

of Salmonella sp was not detected. The absence of this pathogen in lettuce grown in 

traditional and organic systems was also reported in previous studies (Oliveira et al., 

2010, Oliveira et al., 2011). These results are in agreement with the RDC Resolution No 

12/2001 (Brasil, 2001), which establishes the absence of Salmonella sp in 25 g of fresh 

vegetables.  

  Total and thermotolerant coliforms were found in all lettuce samples analyzed; 

however samples grown in the traditional and organic cropping systems had higher 

counts than those obtained through the hydroponic system (Table 1). The presence of 

coliforms in vegetables indicates negligence on cultivation and/or production, which 

can lead to unsatisfactory hygienic conditions (Wießner et al., 2009, Soriano et al., 

2000). Although the counts of total coliforms were high (Table 1), their presence in 

water and food has less impact compared to thermotolerant coliforms or E. coli, and 

there is no standard in the Brazilian legislation proposing limit counts for vegetables. 

Values considerably higher than those found in this study for total coliforms in lettuce 

have already been reported (Amoah et al., 2006).  

  On the other hand, for thermotolerant coliform bacteria, the maximum limit 

established by Brazilian legislation is 2.0 log10 MPN / g (Brasil, 2001). Based on this 

standard, among the lettuce samples grown in traditional and organic cropping systems, 

66% (n=20) and 80% (n = 24), respectively, showed counts above the recommended 

limit, while all hydroponically grown samples had counts below this limit. These data 

confirm previous reports that the contamination with thermotolerant coliform bacteria is 

higher in vegetables grown in the traditional system when compared to organic and 
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hydroponic cropping systems (Lee, Costello & Kang, 2004; Park et al., 2008). 

Presumably, this difference is related to the soil contact, which is characterized as an 

important source of microbial contamination in traditional and organic cropping 

systems. Moreover, the practice of irrigation with untreated water and application of 

manure as fertilizer, especially in the organic system can contribute to a higher 

contamination level. 

  Considering the effect of different types of washing and sanitizing procedures on 

the counts of mesophilic aerobic bacteria in lettuce from the different cropping systems, 

it was observed that the use of sodium hypochlorite (150 mg L
-1

) was more effective, 

reducing to 5.38 log10 CFU/g, 5.55 log10 CFU/g and 3.53 log10 CFU/g the counts of 

traditional, organic and hydroponic lettuce, respectively (Table 2). These results are 

higher than those previously reported by Soriano et al. (2000), who found reduction of 

2.37 log10 CFU/g in the counts of lettuce leaves treated with sodium hypochlorite at 150 

mg L
-1

. Porto & Eiroa (2006) reported that sodium hypochlorite at 100 mg L
-1

 was able 

to reduce L. monocytogenes by 1.9 log 10 CFU/g in experimentally inoculated lettuce.  

 

 

Table 2 

Effect of cleaning and sanitizing treatments on the count of mesophilic aerobic bacteria in 

lettuces obtained from different cropping systems 

Treatments 
Traditional  

(log10 CFU/g) 
Organic 

(log10 CFU/g) 
Hydroponic 

 (log10 CFU/g) 

Control 7,21 (±0,49) 
a 7,56 (±0,57) 

a 5,10 (±0,56)
 a 

H1 6,41(±0,33) 
b 6,78 (±0,59)

 b 4,17 (±0,49) 
b 

H2 2,33 (±0,52) 
c 2,93 (±0, 58)

 c 1,88 (±0,46)
 c 

H3 1,83 (±0,47) 
c 2,01 (±0,36)

 c 1,57 (±0,44)
 c 

Values presented as mean and standard deviation. Different letters in the same column showed 

diferance by Tukey’s test, p ≤ 0.05. H1: samples cleaned with sterile distilled water, H2: 

samples cleaned and treated with acetic acid, H3: samples cleaned and treated with sodium 

hypochlorite. 
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  The application of acetic acid (1.5%) caused reduction in the counts of 

mesophilic aerobic bacteria of 4.88 log10 CFU/g, 4.63 log10 CFU/g and 3.22 log10 

CFU/g in samples of lettuce grown in traditional, organic and hydroponic systems, 

respectively. Porto & Eiroa (1996) used vinegar at 6%, which corresponds to 0.25% 

acetic acid for the sanitation of lettuce grown in the traditional system and found 

reductions below 1 log10 CFU/g. Entani et al. (1998) used acetic acid at concentration 

ten times higher (2.5%) and found reductions of up to 8 log10 CFU/g in the population 

of E. coli O157: H7 in traditionally grown lettuce.  

  As expected, the use of washing with distilled water (H1) showed lower 

efficiency, reducing on average 0.80 log10 CFU/g in the traditional system, 0.78 log10 

CFU/g in the organic system and 0.93 log10 CFU/g in the hydroponic system. According 

to Berbari, Pascholiano & Silveira (2001), washing with water causes a reduction of 

microbial load, probably of soil microorganisms, but this reduction is not satisfactory, 

requiring the addition of sanitizing solutions.  

  The application of acetic acid (H2) and sodium hypochlorite (H3) in lettuce 

samples resulted in products with counts of thermotolerant coliform bacteria within 

limits recommended by Brazilian legislation (<2 log10 MPN/g), regardless of the 

cropping system (Table 3). These results agree with previous reports on reductions in 

the number of thermotolerant coliform bacteria in lettuce by the use of sodium 

hypochlorite at 150 mg L 
-1

 (Soriano et al. 2000; Odumeru et al., 2003, Parish et al., 

2003) and 1% acetic acid (Pirovani et al., 1998).  

  The parasitological analysis of lettuce samples revealed the occurrence of 

intestinal parasites in all samples from traditional and organic systems, and 20% of 

samples from the hydroponic system (Table 4). These samples are considered of poor 

quality, according to the RDC Resolution No 12 / 1978 (Brasil, 1978), which proposes 
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the absence of dirt, parasites and worms. This reinforces the occurrence of 

contamination, especially in samples from the organic cropping system detected in 

bacteriological analyses. 

   

Table 3 

Effect of cleaning and sanitizing treatments on enumeration (log10 MPN/g) of Total Coliforms 

(TC) and thermotolerant (TTC) in lettuces grown in different cropping systems 

Values presented as mean and standard deviation. Different letters in the same column showed 

diferance by Tukey’s test, p ≤ 0.05. H1: samples cleaned with sterile distilled water, H2: 

samples cleaned and treated with acetic acid, H3: samples cleaned and treated with sodium 

hypochlorite. 

 

Entamoeba coli and Endolimax nana were the most prevalent protozoa in samples 

from the three cropping systems analyzed. Although not pathogenic, both parasites are 

indicators of fecal contamination of human and / or animal origin in vegetables (Slifko, 

Smith & Rose, 2000). These findings are similar to those obtained by Robertson & 

Gjerde (2001) for lettuce samples from traditional and hydroponic cropping systems. 

The helminth found in lettuce samples from all cropping systems was Strongyloides 

stercoralis (Table 4). According to Ingham et al. (2004) the importance of its detection 

is related to clinical manifestations caused in immunodepressed hosts such as bleeding, 

swelling and intestinal ulceration. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Treatments Traditional       Organic 
 

Hydroponic 
TC TTC TC TTC TC TTC 

Control        > 3,38
a 

2,38
a 

   > 3,38
a 

2,51
a 

   1,83
a 

  0,95
 

H1 2,66
a 

1,63
a 

      3,04
a 

1,97
a 

   0,95
a 

< 0,48 

H2 1,36
b 

  < 0,48
b 

 1,36
b 

0,95
a 

< 0,48
a 

< 0,48 
H3 1,36

b 
  < 0,48

b 
 1,20

b 
 < 0,48

b 
< 0,48

a 
< 0,48 
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Table 4 

Frequency of intestinal parasites in samples of lettuce, curly variety, according to different 

cropping systems, marketed in the city of João Pessoa (Brazil) 

 
Parasitic forms 

 Traditional  
 

 Organic 
 

 Hydroponic  

 N %  N %  N % 

Endolimax nana  15 50  18 60  3 10 

Entamoeba coli  21 70  23 76,7  4 13,3 

Entamoeba histolytica  10 33,3  15 50  3 10 

Giardia lamblia  - -  5 16,7  - - 

Iodamoeba butschlii  3 10  - -  - - 

Ancylostomatidae  - -  3 10  - - 

Ascaris lumbricoides  3 10  6 20  - - 

Strongyloides stercoralis  18 60  21 70  1 3,3 

Taenia sp  2 6,7  3,3 5  - - 

Trichostrongylus sp  - -  3 10  - - 

 

  Entamoeba histolytica cysts were detected in lettuce samples from the three 

cropping systems studied, which is the parasitic agent responsible for amebiasis, a 

major cause of death by parasitic diseases worldwide (Erdogrul & Sener, 2005). The 

identification of Taenia sp eggs in lettuce samples from traditional and organic cropping 

systems is also important, since this agent can cause neurocysticercosis, considered the 

most severe pathogenesis caused by helminths (Slifko, Smith & Rose, 2000). Although 

the results of parasitological analyses obtained in this study agree with data from 

previous studies, variations in the frequency of intestinal parasites and species detected 

in vegetables may be related not only to the type of cropping system, but also with the 

methodology used in the parasitological examination (Baré et al. , 2009; Kozan et al., 

2005). Although the relevance of the contamination in vegetables by enteric protozoa 

and helminths is recognized, previous studies reporting contamination levels in fresh 

lettuce for consumption in its different cropping systems are still scarce.  
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4. Conclusion  

  Lettuce samples from traditional and organic cropping systems showed poor 

hygiene and sanitary quality, evidenced by the high contamination by mesophilic 

aerobic bacteria and total and thermotolerant coliforms. These systems also present 

contamination by intestinal parasites, including Entamoeba histolytica cysts and of 

Ascaris lumbricoides and Taenia sp eggs. In general, samples from the organic system 

were the most contaminated both by bacteria and intestinal parasites. On the other hand, 

the lowest contamination level was observed in hydroponically grown lettuce. The 

results showed that washing with sterile water was sufficient to reduce the bacterial load 

to safe levels for human consumption in hydroponically grown lettuce, but not sufficient 

for samples from traditional and organic systems. Sodium hypochlorite at 150 mg L 
-1

 

and 1% acetic acid showed an effective sanitizing effect for reducing bacterial 

contamination of lettuce samples from the three cropping systems tested. Given that 

lettuce is usually consumed in the fresh form, these results suggest that the use of acetic 

acid and sodium hypochlorite for sanitation is an effective alternative for reducing 

microbial contamination.  
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

As amostras de alface oriundas dos cultivos tradicional e orgânico 

apresentaram baixo padrão higiênico, evidenciado pela elevada contaminação por 

bactérias aeróbias mesófilas, bem como coliformes totais e termotolerantes. Estes 

cultivos, ainda afiguraram prócera contaminação por enteroparasitos, incluindo cistos de 

Entamoeba histolytica e ovos de Ascaris lumbricóides e Taenia sp. De maneira geral, as 

amostras do cultivo orgânico foram as mais contaminadas tanto por bactérias como por 

enteroparasitos. Em contrapartida o menor nível de contaminação para ambos foi 

observado na alface de cultivo hidropônico. Nas amostras de alface analisadas não foi 

encontrada Salmonella sp, independente do sistema de cultivo. Os resultados 

evidenciaram que a higienização com água estéril é suficiente para reduzir a carga 

bacteriana a níveis seguros para consumo humano em alface de sistema hidropônico, 

porém não é suficiente para amostras dos sistemas tradicional e orgânico. O hipoclorito 

de sódio e o ácido acético demonstraram um interessante efeito sanitizante eficaz para 

redução da contaminação bacteriana das amostras de alface dos três cultivos testados. 

 Considerando que a alface geralmente é consumida em sua forma in natura, 

estes resultados sugerem que o emprego do ácido acético e hipoclorito de sódio para 

sanitização é uma alternativa eficaz para redução da contaminação microbiana.  
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