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Resumo 
Objetivo – Averiguar a qualidade microbiológica de distintas variedades de alfaces comercializadas em cinco diferentes mercados 
localizados no município de São José do Rio Preto (SP), além de comparar os métodos de lavagem e desinfecção utilizados comumente 
pela população para a higienização dos alfaces. Métodos – Aleatoriamente, foram escolhidas 25g dessa amostragem (N=15) e 
submetidas a análises microbiológicas. As folhas das alfaces restantes foram submetidas a métodos de lavagem e desinfecção e 
novamente submetidas a análises microbiológicas – contagem padrão de bactérias heterotróficas pela técnica de Spread-Plate, teste 
presuntivo para coliformes totais, teste confirmatório para coliformes fecais, inoculação em meio EMB (Eosina Azul de Metileno) e 
coloração de gram. Resultados – Todas as amostras apresentaram contaminação por bactérias heterotróficas. A contagem média de 
bactérias heterotróficas encontradas antes da higienização das alfaces foi de 227UFC/mL. Já com relação a detecção de coliformes 
termotolerantes, os resultados revelaram que todas as amostras apresentaram ausência (< 1 UFC/mL) de contaminação por coliformes 
termotolerantes. Tanto o tratamento com solução de vinagre a 2%, assim como com hipoclorito de sódio a 2,5%  foram capazes de 
reduzir em 100% as contagens de bactérias heterotróficas de 40% das amostras analisadas. Conclusão – A lavagem somente com água 
não é um método seguro para manter a qualidade microbiológica das alfaces, pois ainda restarão quantidades de bactérias nesses 
alimentos, demonstrando dessa forma a necessidade dos consumidores realizarem a correta lavagem e desinfecção desses alimentos 
antes do consumo. 

Descritores: Alfaces; Lavagem; Verduras; Microbiologia de alimentos; Contaminação de alimentos; Desinfecção; Bactérias 

Abstract 
Objective – To investigate the microbiological quality of different varieties of lettuce sold in five different markets located in the 
municipality of São José do Rio Preto (SP), in addition to comparing the washing and disinfection methods commonly used by the 
population to clean lettuce. Methods – 25g of this sample (N=15) were randomly chosen and subjected to microbiological analysis. 
The remaining lettuce leaves were subjected to washing and disinfection methods and again subjected to microbiological analyzes - 
standard count of heterotrophic bacteria using the Spread-Plate technique, presumptive test for total coliforms, confirmatory test for 
fecal coliforms, inoculation in EMB medium (Eosin Methylene Blue) and gram stain. Results – All samples showed contamination by 
heterotrophic bacteria. The average count of heterotrophic bacteria found before cleaning the lettuces was 227 CFU/mL. Regarding 
the detection of thermotolerant coliforms, the results revealed that all samples showed absence (< 1 CFU/mL) of contamination by 
thermotolerant coliforms. Both treatment with 2% vinegar solution and 2.5% sodium hypochlorite were able to reduce the heterotrophic 
bacteria counts in 40% of the samples analyzed by 100%. Conclusion – Washing with water alone is not a safe method to maintain 
the microbiological quality of lettuces, as there will still be amounts of bacteria remaining in these foods, thus demonstrating the need 
for consumers to correctly wash and disinfect these foods before consumption. 

Descriptors: Lettuces; Washing; Vegetable; Food microbiology; Food contamination; Desinfection; Bacteria   

Introdução 
O consumo de fibras está aumentando cada vez 

mais, principalmente por sua ação favorável ao nosso 
organismo, como a prevenção de constipação intestinal, 
principalmente em crianças, além de diabetes, câncer 
de cólon proximal e distal, doenças cardiovasculares, 
dentre outras. Dentre os alimentos ricos em fibras 
encontramos a alface, sendo ainda fonte de vitaminas 
e outros componentes que trazem benefícios ao nosso 
organismo, este popularmente consumido no Brasil.1-5 

A alface é normalmente consumida em sua forma 
crua, o que pode trazer alguns riscos ao consumidor. 
Se não devidamente higienizadas, podem conter 
microrganismos prejudiciais à saúde, aumentando o 
risco de transmissão de doenças através dos alimentos. 
A contaminação pode acontecer em vários estágios, 
desde seu cultivo até seu transporte e comercialização.6 

A RDC Nº 724, de 1º de julho de 2022 determinou 
normas de padrões microbiológicos impostos a toda 
cadeia de alimentos, incluindo supermercados, em que 
uma amostra de alimentos não possa apresentar 
microrganismos patogênicos. Além disso, é determi -
nado pela Instrução Normativa – IN Nº 161, de 1º de 
julho de 2022, que estabelece os padrões micro -
biológicos de alimentos a total ausência de 
microrganismos como a Salmonella e a presença de 
103m (m sendo limite de qualidade microbiológica) da 
espécie Escherichia coli quando consumido in natura, 
sendo considerado de qualidade inaceitável quando 
presente.7 

Mesmo existindo essas normas em vigor, foram 
registrados surtos de doenças transmitidas não só por 
alimentos, como também por água, mais comumente 
conhecidas como doenças de transmissão hídrica e 



alimentar (DTHA). O Ministério da Saúde realizou um 
levantamento de DTHAs que ocorreram no período de 
2013 a 2022, tendo um total de 6.523 surtos, como 
seus principais agentes etiológicos a Escherichia coli e 
Salmonella sp.8 

 Outras pesquisas demonstram a presença de Listeria 
monocytogenes em hortaliças adquiridas comercial -
mente em supermercados e feiras livres em cidades do 
estado do Rio de Janeiro, tendo como principal verdura 
contaminada a alface in natura, como também em 
Recife, no qual foram encontradas coliformes totais e 
termotolerantes em amostras de alface, demonstrando 
um alto índice de contaminações nestes locais 
comerciais.9,10 

Estes altos índices de contaminação nos mostram que 
é necessária a higienização das folhas de alface antes 
de consumi-las, sendo popularmente conhecida a 
lavagem com vinagre a 2%, além do hipoclorito a 
50ppm, o que traz um consumo mais seguro a 
população11. Dessa forma o presente estudo apresentou 
como objetivo averiguar a qualidade microbiológica de 
distintas variedades de alfaces comercializadas em cinco 
diferentes mercados localizados no município de São 
José do Rio Preto (SP), além de comparar os métodos 
de lavagem e desinfecção utilizados comumente pela 
população para a higienização dos alfaces. 

 
Métodos 
   Amostras 

O estudo foi realizado no período de fevereiro a 
março de 2024 e a coleta dos 15 alfaces foi realizada 
em cinco supermercados localizados no município de 
São José do Rio Preto (SP), sendo armazenadas a 4°C 
no máximo por 24 horas antes dos experimentos. As 
variedades de alfaces analisadas foram: mimosa, lisa, 
crespa, brunela, roxa e americana (Tabela 1). 

 
 

 
   Análises microbiológicas  

Os procedimentos metodológicos foram realizados 
no Laboratório de Análises Clínicas da Universidade 
Paulista – UNIP, campus São José do Rio Preto – SP. 
Inicialmente 500g de folhas oriundas de pelo menos 
cinco pés de alface foram colocadas em uma bacia 
plástica estéril. Em seguida, aleatoriamente, foram 

escolhidas 25g dessa amostragem e submetidas a 
análises microbiológicas. As folhas das alfaces restantes 
foram submetidas a métodos de lavagem e desinfecção 
e novamente submetidas a análises microbiológicas. 

A fim de verificar a presença de bactérias nos alfaces, 
foi utilizado o método do Número Mais Provável (NMP) 
que inclui várias etapas como a contagem padrão de 
bactérias heterotróficas pela técnica de Spread-Plate, teste 
presuntivo para coliformes totais, teste confirmatório para 
coliformes fecais, inoculação em meio EMB (Eosina Azul 
de Metileno) e técnica de coloração de gram.12  

 
   Métodos de lavagem e desinfecção  

Para avaliar a eficiência de diferentes métodos de 
lavagem e desinfecção, as alfaces serão submetidas a 
sete tratamentos. 

Foram utilizados 25 g de alfaces para cada tratamento 
descrito abaixo e estes foram conduzidos em duas 
repetições. 

 
T0 – Controle: alface sem tratamento. 
T1 – Lavagem com água tratada corrente. 
T2 – Lavagem com água tratada corrente e posterior -

mente imersão em solução de vinagre a 2%, por 
15 minutos. 

T3 – Lavagem com água tratada corrente e poste -
riormente imersão em hipoclorito de sódio a 
2,5%, com cloro ativo de 200 ppm, por 15 
minutos. 

 
Para cada tratamento, foram pesadas 25g de alface e 

acrescidas de 225mL de solução fisiológica 0,9% e 
homogeneizadas por 60 segundos. Nos tratamentos de 
T2 e T3 as folhas de alface serão novamente enxaguadas 
com água tratada corrente após terem sido submetidas 
aos tratamentos. 

 
   Contagem de bactérias heterotróficas  

A contagem de bactérias heterotróficas foi realizada 
através da técnica de Spread-Plate, onde foi semeado 
1mL da amostra previamente diluída e homogeneizada 
por 60 segundos em placas estéreis, nas quais foi 
adicionado ágar Padrão para Contagem (PCA) e 
posteriormente incubadas a 36 ± 1 °C por 48 horas. 
Ao término do período de incubação, foi observado a 
presença ou ausência do crescimento microbiano, 
sendo realizado em seguida a contagem das colônias 
com auxílio de um contador de colônias. O número 
de colônias da placa após a incubação foi dividido 
pelo volume da amostra transferida para a placa e os 
resultados obtidos foram apresentados em número de 
Colônias de Bactérias/mL ou Unidades Formadoras de 
Colônias (UFC/mL). 

  
   Teste presuntivo (coliformes totais)  

O teste presuntivo tem como finalidade a identificação 
de microrganismos pertencentes ao grupo coliformes, 
que ao serem inoculados em caldo Lauril Triptose 
produzem gás indicando um teste presuntivo positivo. 

Tabela 1 – Variedades de alfaces selecionadas nos cinco 
diferentes mercados localizados no município de 
São José do Rio Preto (SP)

Mercados Variedades de alfaces (ID* amostra)

1 
2 
3 
4 
5

Crespa (A1) 
Americana (A4) 
Americana (A7) 
Brunela (A10) 

Americana (A13)

Lisa (A2) 
Brunela (A5) 
Crespa (A8) 

Mimosa (A11) 
Lisa (A14)

Mimosa (A3) 
Roxa (A6) 
Lisa (A9) 

Roxa (A12) 
Roxa (A15)

*ID: Identificação. Fonte: Desenvolvido pela autora, 2024.
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O procedimento desse teste envolveu a inoculação 
da amostra numa série de três tubos contendo, 
respectivamente, 10mL, 9mL e 9,9mL do meio Caldo 
Lauril Triptose com 10mL, 1mL e 0,1mL da amostra 
coletada, importante ressaltar a presença do tubo de 
Durham em cada um dos tubos. Em seguida, os tubos 
foram incubados em estufa bacteriológica a 37º C, por 
48 horas. Ao realizar a observação dos tubos, a 
presença de gás no tubo de Durham indica um teste 
presuntivo positivo, sendo importante anotar o número 
de testes positivos para cada diluição. 

 
   Teste confirmatório para o grupo coliformes 
fecais  

O teste confirmatório tem como objetivo a detecção 
do grupo coliformes fecais, através da inoculação das 
amostras positivas do teste presuntivo em caldo EC, 
meio seletivo que contém lactose. O método consistiu 
em transferir através de uma alça bacteriológica o 
conteúdo de todos os tubos do teste presuntivo que 
positivaram para tubos contendo 5mL do meio EC 
contendo tubo de Durham. Os tubos foram incubados 
em estufa bacteriológica em 44,5ºC, por 48 horas. Após 
o tempo de incubação, os tubos de Durham que 
apresentaram presença de gás indicaram teste positivo 
para coliformes fecais. 

 
   Diferenciação de bactérias do grupo coliforme  

Os tubos de meio EC que apresentaram teste positivo 
foram inoculados em placas de Petri contendo ágar 
Eosina Azul de Metileno (EMB), sendo um meio 
parcialmente utilizado para isolar e diferenciar bacilos 
gram-negativos (enterobactérias e outros bacilos gram-
negativos).  Os tubos positivos foram inoculados com 
auxílio de uma alça bacteriológica, sendo a mesma, 
esterilizada continuamente após ser inserida nos tubos 
de amostra e disposta sobre as placas contendo ágar 
EMB pela técnica de esgotamento em placa. Em seguida, 
as placas foram incubadas em estufa bacteriológica na 
temperatura de 35 a 37ºC por 48 horas. Após incubação 
foi observado a presença de crescimento microbiano e 
anotado as características das colônias de bactérias. 

 
   Coloração de Gram  

A coloração de Gram é um dos procedimentos de 
coloração e classificação mais úteis, pois classifica as 
bactérias em dois grandes grupos: gram-positivas e 
gram-negativas.13 Esta metodologia fundamenta-se nas 
seguintes etapas: 

1 – Antes que os microrganismos possam ser corados, 
devem ser fixados à lâmina limpa: um filme delgado de 
material contendo as bactérias foi espalhado sobre a 
superfície da lâmina. Esse filme, o esfregaço, foi deixado 
secar ao ar. A lâmina então foi fixada pela passagem, 
várias vezes (no mínimo três), sobre a chama de um 
bico de bunsen, com o lado do esfregaço para cima. 
Aguardou-se que esfrie antes de iniciar a coloração; 

2 – Um esfregaço fixado pelo calor foi recoberto com 
um corante básico púrpura, geralmente o cristal violeta. 

Uma vez que a coloração púrpura impregna em todas 
as células, ela é denominada coloração primária; 

3 – Após um curto período de tempo (aproximada -
mente um minuto), o corante púrpura foi desprezado e 
lavado suavemente em água corrente. O esfregaço foi 
recoberto com iodo, um mordente, refazendo o 
processo anterior. Quando o iodo foi lavado, ambas as 
bactérias gram-positivas e gram-negativas aparecem 
em cor violeta escuro ou púrpura; 

4 – A seguir, a lâmina foi lavada com uma solução 
descorante (álcool-acetona). Essa solução é um agente 
descolorante que remove o púrpura das células de 
algumas espécies mas não de outras; 

5 – O álcool foi lavado e a lâmina foi então corada 
com safranina (ou fucsina), um corante básico 
vermelho, tendo o tempo de descanso menor (em torno 
de 30 segundos). O esfregaço foi lavado novamente, 
seco com papel e examinado microscopicamente. 

6 – Visualização do esfregaço em microscópio óptico 
(aumento 1000 x). 

 
   Redução microbiana  

Para avaliar a redução da contagem dos microrga -
nismos teste para cada tratamento utilizado no processo 
de lavagem e desinfecção, utilizou-se o seguinte cálculo: 

 
R = (UFC/mL no T0) – (UFC/mL no Tn) 

 
onde R é o resultado da contagem total de bactérias 
heterotróficas, T0 é o controle e Tn é cada tratamento (T1 
ao T3). A redução microbiana foi calculada separada -
mente para cada grupo de microrganismo testado. 

  
Resultados 

Nosso estudo revelou que todas as amostras (N = 15) 
apresentaram contaminação por bactérias hetero -
tróficas. A contagem média de bactérias heterotróficas 
encontradas antes da higienização (T0) foi de 
227UFC/mL, variando de 70UFC/mL a 350UFC/mL 
(Gráfico 1). Já com relação a detecção de coliformes 
termotolerantes, os resultados revelaram que antes da 
higienização das alfaces todas as amostras apresentaram 
ausência (< 1 UFC/mL) de contaminação por coliformes 
termotolerantes. 

Os resultados encontrados neste estudo demons traram 
que as amostras de alface após serem submetidas aos 
métodos de lavagem com água tratada corrente e 
desinfecção apresentaram contagens médias de bactérias 
heterotróficas de 121UFC/mL. Já com relação aos 
métodos de desinfecção com vinagre a 2% e hipoclorito 
a 2,5% apresentaram, respectiva mente, contagens médias 
de 14 UFC/mL e 10 UFC/mL (Gráfico 1). 

Todos os métodos utilizados neste estudo foram capazes 
de reduzir as contagens de bactérias heterotróficas, exceto 
para as amostras A10, A12, A13, A14 e A15 que não 
apresentaram redução frente ao tratamento T1 (lavagem 
com água tratada corrente). Tanto o tratamento T2 
(lavagem com água tratada corrente e posteriormente 
imersão em solução de vinagre a 2%, por 15 minutos) 
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como o T3 (lavagem com água tratada corrente e 
posteriormente imersão em hipoclorito de sódio a 2,5%, 
com cloro ativo de 200ppm, por 15 minutos) foram 
capazes de reduzir em 100% as contagens de bactérias 
heterotróficas de 40% das amostras analisadas. Importante 
ressaltar que a redução microbiana com o tratamento T2 
variou entre 55 a 100%, e com o tratamento T3 variou 
entre 65 a 100% (Tabela 2). 

No que diz respeito a classificação morfotintorial 
das colônias observadas em meio PCA foi possível 
identificar no T0 cocos Gram-negativos (67%) e cocos 
Gram-positivos (33%), sendo as mesmas mantidas no 
tratamento T1 e removidas em 47% dos casos tanto 
pelo tratamento T2 como T3.  
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Gráfico 1. Contagem de bactérias heterotróficas em alface antes e após os métodos de lavagem e desinfecção.

Tabela 2 – Redução (UFC/mL) nas contagens de bactérias heterotróficas em alfaces após os tratamentos.

ID amostra 
Método de 

lavagem 
e desinfecção

Redução na 
quantidade de 

bactérias 
heterotróficas 

(UFC/mL)

Redução 
(%)

ID amostra 
Método de 

lavagem 
e desinfecção

Redução na 
quantidade de 

bactérias 
heterotróficas 

(UFC/mL)

Redução 
(%)

A1 
A1 
A1 
A2 
A2 
A2 
A3 
A3 
A3 
A4 
A4 
A4 
A5 
A5 
A5 
A6 
A6 
A6 
A7 
A7 
A7 
A8 
A8 
A8 

T1 
T2 
T3 
T1 
T2 
T3 
T1 
T2 
T3 
T1 
T2 
T3 
T1 
T2 
T3 
T1 
T2 
T3 
T1 
T2 
T3 
T1 
T2 
T3 

291 
350 
350 
334 
350 
349 
185 
350 
334 
187 
338 
336 
145 
315 
330 
30 

302 
320 
20 
70 
70 
62 
70 
70

83 
100 
100 
95 

100 
99,7 

53 
100 
95 
53 

96,5 
96 
41 
90 
94 
8 

86 
91 

28,5 
100 
100 

88,5 
100 
100 

A9 
A9 
A9 
A10 
A10 
A10 
A11 
A11 
A11 
A12 
A12 
A12 
A13 
A13 
A13 
A14 
A14 
A14 
A15 
A15 
A15 

 

 

T1 
T2 
T3 
T1 
T2 
T3 
T1 
T2 
T3 
T1 
T2 
T3 
T1 
T2 
T3 
T1 
T2 
T3 
T1 
T2 
T3 
 
 

20 
116 
115 

0 
163 
200 
313 
344 
346 

0 
197 
180 

0 
95 

100 
0 

55 
65 

0 
100 
100 

 
 

16 
96,7 
95,8 

0 
81,5 
100 

89 
98 

98,8 
0 

98,5 
90 

0 
95 

100 
0 

55 
65 

0 
100 
100 

 
 

Fonte: Desenvolvido pela autora, 2023



Discussão 
A preocupação de manter uma dieta através do 

consumo de alimentos saudáveis visa no impacto da 
saúde sendo de importância indiscutível. No avanço 
dos dias a população fica ainda mais ciente dos 
benefícios do consumo de alimentos in natura e suas 
ações diretamente sobre a saúde, principalmente para 
evitar doenças crônicas.14  

Diante a preocupação de se manter saudável e a 
demanda crescente por este tipo de alimento, faz 
necessário elevada rigidez em boas práticas de produção, 
do cultivo à prateleira de ponto comercial.15,16 

Segundo a legislação brasileira Instrução Normativa 
nº 60, de 23 de dezembro de 2019 (BRASIL, 2019) 
regida pela ANVISA, que dispõe a respeito de padrões 
microbiológicos em alimentos, informa um 
contaminante pelo grupo coliformes termotolerantes 
máximo de 10² g-1 para hortaliças e frutas, no entanto 
não aborda sobre a contagem de bactérias hetero -
tróficas, mas sabe-se que altas contagens de bactérias 
podem oferecer riscos aos seus consumidores.17 

Os resultados do presente estudo revelaram que antes 
da higienização das alfaces todas as amostras 
apresentaram ausência de contaminação por coliformes 
termotolerantes, dado que corrobora com o estudo 
realizado em uma cidade do sul do Brasil.11 Quanto à 
pesquisa de bactérias heterotróficas, a contagem média 
de bactérias heterotróficas encontradas antes da 
higienização foi de 227UFC/mL. A maior contaminação 
das hortaliças pode ser evidenciada devido ao seu 
cultivo rasteiro, tornando propício a maior grau de 
contaminação no período do cultivo do alimento, sendo 
visto números semelhantes em contagem de alimentos 
folhosos.18,19 

Diversos estudos tem evidenciado relações entre o 
aumento de surtos de doenças de transmissão alimentar 
(DTA’s), com o aumento no consumo de produtos 
frescos como é o caso das frutas e hortaliças.18,20,21 
Há preocupações de que a irrigação com uma água de 
má qualidade esteja relacionada com a contaminação 
desses alimentos, além do controle higiênico no 
transporte e manuseio desses alimentos ser deficiente.22 

Alguns estudos abordam sobre a facilidade de 
contaminação, principalmente de hortaliças, além do 
fato de que alimentos minimamente processados 
mesmo possuindo etapas de sanitização, também 
podem apresentar este tipo de contaminação, quando 
estas se mostram ineficientes, pois quanto maior a 
contaminação do alimento, menor a eficácia do 
sanitizante.15,18,23  No presente estudo tanto o 
tratamento com solução de vinagre a 2%, assim como 
com hipoclorito de sódio a 2,5%  foram capazes de 
reduzir em 100% as contagens de bactérias 
heterotróficas de 40% das amostras analisadas, redução 
esta que variou entre 55 a 100%  com a utilização do 
vinagre a 2%, e entre 65 a 100% com o hipoclorito a 
2,5%, dado que difere do estudo realizado no Agreste 
Pernambucano, que apresentou uma redução 
microbiana considerável após o uso de sanitizantes a 
base de cloro, onde variou entre 92,3 a 94,4%.19 

Conclusão 
Os dados do presente estudo permitem concluir que 

a lavagem somente com água não é um método seguro 
para manter a qualidade microbiológica das alfaces, 
pois ainda restarão quantidades de bactérias nesses 
alimentos. Desse modo, esses resultados são 
preocupantes, pois todas as amostras analisadas antes 
da higienização estavam contaminadas por bactérias 
heterotróficas, demonstrando a necessidade de os 
consumidores realizarem a correta lavagem e 
desinfecção desses alimentos antes do consumo. 
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