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Avaliacao microbioldgica de alface cultivada
sob as formas tradicional, organica e
hidroponica

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade microbioldgica de alfaces (Lactuca
sativa L.) cultivadas em trés diferentes formas de plantio: organico, hidropdnico e
tradicional. Foram analisadas 60 amostras de alface adquiridas em estabelecimentos
comerciais da cidade de Videira - SC, quanto a presenca e quantificacdo de Salmonella
spp., Listeria spp., coliformes totais e Escherichia coli. Os resultados apontaram auséncia
de Salmonella spp. para todas as amostras. A presenca e quantificacdo de Listeria spp. foi
constatada em 16,7% das amostras. As contagens de coliformes totais e Escherichia coli
variaram entre <1x10' a 2,8x10° e <1x10! a 1x103, respectivamente, sendo que todas as
amostras cultivadas sob modo tradicional e hidropdnico apresentaram contagens de
coliformes totais. A contagem de Escherichia coli foi verificada em 22,2% das amostras
cultivadas tradicionalmente, 11,1% hidroponicamente e em nenhuma das hortalicas
cultivadas organicamente. Estatisticamente, ndo foi constatada relacdo significativa entre
a contaminagdo microbioldgica e o tipo de cultivo empregado na producdo das hortaligas.
Apesar da auséncia de Salmonella spp., a ocorréncia de Listeria spp., coliformes totais e
Escherichia coli nas amostras avaliadas demonstra uma situagdo preocupante e indica a
inadequagdo higiénica e sanitdria das mesmas, denotando a necessidade de maior
controle higiénico e da inclusdo de boas praticas desde a produgdo até o momento do
consumo.

PALAVRAS-CHAVE: Lactuca sativa L., hortalica, qualidade microbioldgica, Listeria spp.,
Escherichia coli.
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INTRODUCAO

A alface, Lactuca sativa L., é uma das hortalicas folhosas mais consumidas no
Brasil sendo preparada principalmente na forma cru. Atualmente esta hortalica é
cultivada em todo territério nacional tanto em solo (sistemas organicos e
tradicionais de cultivo) como em sistemas hidroponicos (SANTOS et al., 2008;
ABREU et al., 2010; CARVALHO, KIST, POLL, 2013).

No sistema tradicional de cultivo, as hortalicas sdo plantadas em solo e os
produtores podem produzir de forma continua em uma mesma area durante o
ano, tendo ou nao rotacdo de culturas. O custo de producdo é relativamente mais
baixo quando comparado as demais formas de producdo e podem ser utilizados
agrotoxicos, desde que sejam respeitados os limites estabelecidos por lei (BRASIL,
1989; HENZ, SUINAGA, 2009).

A hidroponia é uma técnica alternativa de cultivo de plantas na qual o solo é
substituido por uma solucdo nutritiva composta de dgua e elementos minerais
(SCHMIDT et al., 2001; CASAROLI et al., 2003; SANTOS et al., 2011). Nesse tipo de
cultivo, é necessdrio fazer a desinfec¢do dos canais de cultivo e reservatérios afim
de evitar a entrada de patdgenos no sistema (MARTINEZ, BARBOSA, 1999).

O cultivo organico implica no uso responsavel do solo, ar, dgua e de todos os
recursos naturais nos quais ndo podem ser utilizados fertilizantes sintéticos
sollveis, agrotdxicos e transgénicos (SILVA et al., 2011). Devido a contaminacao
do préprio ambiente, a agricultura organica é susceptivel a contaminagbes por
micro-organismos (FAO, 2001).

As caracteristicas da maioria dos vegetais como a alface (elevada umidade e
microbiota proveniente de diversas fontes como solo, agua, ar, insetos e animais)
podem torna-la um veiculo transmissor de muitas doencas infecciosas (BYRNE et
al., 2016; FALLAH, MAKHTUMI, PIRALI-KHEIRABADI, 2016) principalmente por se
tratar de um alimento habitualmente consumido cru onde ndo sdo utilizados
tratamentos térmicos que visem a eliminagdo ou diminuicdo dos micro-
organismos presentes. Quando esses produtos chegam a mesa do consumidor os
micro-organismos patogénicos nem sempre sdao eliminados porque muitas vezes
a higienizagdo ndo é realizada de maneira correta ou com produtos adequados
(MAISTRO, 2001). Outro fator importante é que a maioria dos consumidores tem
o conhecimento de que as hortalicas podem trazer riscos a saide, mas mesmo
assim ndo utilizam produtos sanitizantes na higienizacdo (LINO et al., 2009).

Todas as bactérias patogénicas podem representar riscos a saude do
consumidor, sendo que as mais relevantes em alimentos frescos sdao Listeria
monocytogenes e Salmonella spp. (MAISTRO, 2001). A infeccdo por esses micro-
organismos pode ocasionar desde leves quadros de infeccdo intestinal até
gastroenterites crénicas, podendo levar a morte em caso de individuos incluidos
em grupo de risco como criancgas, gestantes, idosos e imunodeprimidos (SILVA et
al., 2010). Apesar do risco potencial da presenca de Listeria monocytogenes em
vegetais, a Resolucdo RDC n°12, de 2 de janeiro de 2001, do Ministério da Salde
(BRASIL, 2001), preconiza apenas a auséncia de Salmonella spp./25g para
hortalicas frescas, "in natura", inteiras, selecionadas ou nao.

Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo avaliar a qualidade
microbioldgica de alfaces (Lactuca sativa L.) cultivadas em trés diferentes tipos de
plantio: organico, hidropdnico e tradicional.
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MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 60 amostras de alface (Lactuca sativa L.), sendo 20
amostras cultivadas de maneira tradicional, 20 cultivadas de modo hidropdnico e
20 cultivadas de forma organica. As hortalicas foram adquiridas de forma
aleatdria e de produtores distintos em cinco estabelecimentos comerciais da
cidade de Videira - SC, entre os meses de marco e maio de 2012. As amostras
foram mantidas em sua embalagem de origem, acondicionadas em caixas
isotérmicas e imediatamente encaminhadas para o Laboratério de Microbiologia
do Centro de Tecnologia de Carnes (CETEC) da BRF S.A. Foram realizadas as
analises qualitativas (pesquisa e isolamento) de Salmonella spp. e Listeria spp. e a
andlise quantitativa (enumeracdo) de Salmonella spp., Listeria spp., coliformes
totais e Escherichia coli. Cepas padrdo de Salmonella typhimurium (ATCC 14028),
Listeria monocytogenes (ATCC 7444) e Escherichia coli (ATCC 25922) foram
utilizadas nos ensaios como controles positivos.

Para a andlise microbiolégica quantitativa de Salmonella spp., Listeria spp.,
coliformes totais e Escherichia coli e qualitativa de Salmonella spp., pesou-se
aproximadamente 25g de amostra e a seguir acrescentou-se o diluente - Agua
Peptonada Tamponada 0,1% (Buffer Peptoned Water — BPW, Coéd. 64271,
MERCK) - na proporc¢do de 1:10 sobre o peso da amostra e essa diluicdo foi
considerada a inicial (10%).

Para a quantificacido de Salmonella spp. seguiu-se a metodologia
estabelecida pela International Organization for Standardization - 1SO -
65:79:2002/amd. 1:2007 (E) Annex D (I1SO, 2007) modificada por Franchin (2008)
utilizando a técnica do Numero Mais Provavel (NMP). A andlise quantitativa teve
inicio a partir da diluicio 10%. Foram transferidas trés por¢cdes de 10mL para trés
tubos contendo 10mL de BPW (dupla concentracgdo), trés porgdes de 1mL para
trés tubos contendo 9mL de BPW (concentragdo simples) e trés por¢des de 0,1mL
para mais trés tubos contendo 9,9mL de BPW (concentragdo simples). As séries
de tubos foram incubadas em estufa a 36°C+1°C por 18 horas. De cada tubo, 33uL
foram semeados em placas com divisdria tripla de dgar semissélido Rappaport-
Vassiliadis (MSRV - Céd. 7511, Acumedia). As placas foram acondicionadas sem
inverter em sacos pldsticos perfurados e incubadas em estufa com circulagdo
forcada de ar a 41,5°C+1°C por 24+3horas. Para a pesquisa de Salmonella spp.
adotou-se o método de Rappaport-Vassiliadis em agar semissélido modificado
descrito pela metodologia ISO 65:79:2002/amd. 1:2007 (E) Annex D (ISO, 2007)
onde a diluicdo 107 foi diretamente incubada em estufa a 36°C+1°C por 18 horas.
Apds o periodo, 100uL foram distribuidos em locais equidistantes da placa de
agar semissolido MSRV e em seguida incubadas conforme descrito anteriormente
para a analise quantitativa.

Para o isolamento e quantificacdo de Listeria spp. adotou-se a metodologia
descrita pela ISO - 11290-2:1998/Amd.1:2004 (ISO, 2004). Para a andlise
qualitativa, 25g das amostras foram pré-enriquecidas em 225mL de caldo
Universidade de Vermont (UVM - Cdd. 7409, Acumedia) e incubadas a 30°C+1°C
por 24 horas. Apds o periodo, 100uL foram transferidos para tubos contendo
10mL de caldo de enriquecimento seletivo e diferencial FRASER (Cdd. 7502,
Acumedia) que foram incubados a 35°C+1°C por 24-48 horas. As amostras que
apresentaram escurecimento do caldo FRASER foram repicadas para agar Listeria
Ottaviani e Agosti (ALOA - Cod. 64271, MERCK) e posteriormente foram
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incubadas a 35-37°C por 24-48 horas. Todas as col6nias caracteristicas foram
submetidas a coloragdo de Gram segundo Brasil (2003) e a prova bioquimica da
motilidade onde uma al¢ada foi transferida para tubos contendo agar S.I.M (Cdd.
CMA435B, Oxoid) e incubados a 222C+19C por 2 a 5 dias. O crescimento movel foi
observado em forma de guarda-chuva. Para a identificacdo das espécies, foi
utilizado o kit API Listeria (Biomérieux) conforme as instrucdes do fabricante
(BIOMERIEUX, 2007). A andlise quantitativa teve inicio a partir da dilui¢do 10
(enriquecida com caldo BPW 0,1%) na qual uma aliquota de 200uL foi transferida
para placas de agar ALOA. As placas foram incubadas e utilizaram-se os
procedimentos citados anteriormente.

Para as analises de coliformes totais e Escherichia coli utilizou-se a contagem
em Petrifilm EC (3M Company), que possibilita a contagem desses dois micro-
organismos em uma Unica placa. A partir da amostra enriquecida com caldo BPW
0,1% (considerada diluicdo 10?) foram realizadas diluicdes 102 e 103,
procedimento obtido transferindo 1 mL da diluicdo anterior para tubo de ensaio
contendo 9 mL de solugdo salina 0,1% (Pancreatic digest of gelatin, cod. 7182,
Acumedia e cloreto de sddio P.A, céd. 319290, Nuclear) com posterior agitacdo
dos tubos. A partir das diluicGes realizadas, seguiu-se a metodologia descrita em
Official Methods of Analysis - Método 991.14 (AOAC, 2000) onde 1 mL da
amostra das respectivas diluicdes foi depositado em placas Petrifilm EC e em
seguida foram incubadas horizontalmente com a lamina para cima, a 36+12C por
2442 horas. Foram contadas nas placas as col6nias consideradas caracteristicas
para coliformes totais e Escherichia coli e o resultado expresso como UFC.g* de
coliformes totais e UFC.g* de Escherichia coli.

Para verificar se existiam diferencas significativas entre os tipos de cultivos
avaliados foi realizada uma analise de variancia (ANOVA) seguida do Teste de
Tukey a 5% utilizando o Software Statistica 7.0 (STATSOFT, 2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise qualitativa ndo foi encontrada presenga de Salmonella spp. nas 60
amostras analisadas e na analise quantitativa obteve-se resultados <0,3 NMP.g*
ficando de acordo com o que estabelece a Resolugdo RDC n°12, de 2 de janeiro
de 2001, do Ministério da Saude (BRASIL, 2001). Em acordo com estes
resultados, Santana et al. (2006) ndo encontraram presenca de Salmonella spp.
em 180 amostras de alface analisadas provenientes de cultivo organico,
tradicional e hidroponico e Bobco et al. (2011) também observaram auséncia de
Salmonella spp. em 15 amostras de alface in natura provenientes do comércio da
cidade de Erechim - RS. De acordo com Sant’Ana et al. (2012), apesar da principal
fonte de contaminagdo de vegetais frescos por Salmonella spp. provir do campo,
as condicOes e praticas adotadas durante o transporte e exposicdo para a venda
sdo decisivos para a qualidade microbioldgica final. Isso indica que as amostras
avaliadas possivelmente ndo tiveram contato com esse patégeno na fase de
cultivo e que provavelmente as etapas de transporte e comercializacdo nao
expuseram o produto a fontes de contaminag¢do cruzada com esse patégeno.

A presenca e contagem de Listeria spp. foi constatada em 10 amostras -
16,7% do total analisado, sendo seis amostras provenientes de cultivo tradicional,
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duas de cultivo hidroponico e duas de cultivo organico como pode ser verificado
na Tabela 1. Duas espécies foram identificadas: L. ivanovvi e L. seeligeri. Nao foi
verificada diferenca significativa (p>0,05) entre os tipos de cultivo em relacdo a
esse género microbiano.

Tabela 1: Amostras positivas para anélise quantitativa e/ou qualitativa de Listeria spp. em
alface in natura.

Amostra Tipo de Cultivo Andlise Analise Espécie
Positiva Quantitativa Qualitativa Identificada
(UFC.g?) (em 25 gramas)

01 Tradicional 1x10? Auséncia Listeria ivanovii
02 Tradicional <5x10! Presenca Listeria seeligeri
03 Tradicional 19x10? Presenca Listeria spp.
04 Tradicional <5x10* Presenca Listeria seeligeri
05 Tradicional <5x10* Presenca Listeria spp.
06 Tradicional 5x10? Presenca Listeria spp.
07 Hidropdnico <5x10* Presenca Listeria spp.
08 Hidroponico <5x10* Presencga Listeria spp.
09 Organico <5x10* Presencga Listeria spp.
10 Organico 27x10? Presencga Listeria spp.

Fonte: Os Autores

A presenca L. ivanowvi e L. seeligeri denota uma situacdo preocupante. O
potencial para sobrevivéncia e crescimento de Listeria em hortalicas depende do
tipo de hortalica, nimero de células vivas do patdgeno, procedimento adotado
no processamento, temperatura e atmosfera de armazenamento (COSTA,
VANETTI, PUSCHAMANN, 2009). Assim, se houve possibilidade de
desenvolvimento destas espécies nao patogénicas para humanos poderia
também haver a presencga de Listeria monocytogenes uma vez que as condi¢des
de contaminagdo e desenvolvimento sdo praticamente as mesmas (SILVA et al.,
2010).

Na analise quantitativa, duas amostras apresentaram contagens de Listeria
spp. estimadas em 19x10? UFC.g! e 27x10? UFC.g'. A presenca do micro-
organismo através da analise qualitativa, no entanto, foi constatada em nove
amostras.

O método qualitativo permite a determinacdo de micro-organismos que se
encontram abaixo do limite de deteccdo da contagem em placas. A etapa de
enriquecimento desse método permite inibir o crescimento da microbiota
competidora, permitindo que o micro-organismo estudado consiga se
desenvolver (SILVA et al., 2010). Por esse motivo é perfeitamente possivel que a
andlise qualitativa resulte em “presencga” e a andlise quantitativa resulte em
<5x10! UFC.g como nas amostras 02, 04, 05, 07, 08 e 09. Por outro lado, como
se trata de um produto heterogéneo, o ponto de contamina¢do onde se encontra
0 micro-organismo alvo pode nao estar uniformemente distribuido no alimento
(FORSYTHE, 2013), fato que pode explicar a contagem de 1x10? UFC.g! e

pagina | 86 auséncia em 25 gramas na anadlise qualitativa na amostra 01. Estes fatos
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associados ressaltam a importancia de realizar em conjunto as andlises
qualitativas e quantitativas a fim de obter resultados consistentes.

As contagens de coliformes totais e Escherichia coli variaram entre <1x10! a
2,8x10° UFC.gt e <1x10' a 1x10® UFC.g?, respectivamente. As contagens de
coliformes totais ocorreram em 96,3% das amostras e 11,1% dessas
apresentaram crescimento de Escherichia coli. A ocorréncia de coliformes totais
nos cultivos tradicional e hidropdnico foi de 100% e em 88,9% das hortalicas
cultivadas organicamente. A contagem de Escherichia coli ocorreu em 22,2% das
amostras cultivadas tradicionalmente, 11,1% hidroponicamente e em nenhuma
das hortalicas cultivadas organicamente (resultados <1x10%). Cabe ressaltar que
as amostras cultivadas de forma organica ndao obtiveram contagens de
Escherichia coli, porém, poderiam estar presentes em contagens menores que a
sensibilidade do método (1x10%). Ndo foram verificadas diferencas significativas
(p>0,05) entre os tipos de cultivos para os micro-organismos apontados.

Santana et al. (2006) compararam os sistemas de cultivo hidroponico,
organico e tradicional de alfaces e observaram presenca de coliformes totais e
Escherichia coli em todas as amostras analisadas e Alves, Neves e Costa (2007)
ndo encontraram diferenca significativa nas contagens de Escherichia coli em
alfaces cultivadas de maneira organica e tradicional. A presenca de coliformes
nas amostras, principalmente de Escherichia coli, denota um risco potencial a
salde dos consumidores ja que este grupo microbiano estd presente na
microbiota intestinal de humanos e animais, sendo, portanto, um indicador de
contaminacdo fecal (SILVA et al., 2010; YAMADA-OGATTA et al., 2015). Assim
como a contaminagdo por esse micro-organismo pode ter sido proveniente do
campo, mas praticas adotadas no transporte e comercializacdo também podem
propiciar o desenvolvimento e a contaminacdo do produto (LOPES et al., 2007).
Portanto, os resultados obtidos nesse estudo também se relacionam,
provavelmente, com contaminagdes cruzadas decorrentes da inadequagdo
higiénica e sanitdria dos manipuladores, dgua e utensilios utilizados pelo
produtor ou pelo comerciante, evidenciando contato das hortaligas com material
fecal, direta ou indiretamente, sugerindo a possivel presenga de outros
enteropatdgenos, incluindo outras bactérias e virus enteropatogénicos.

Diante dos resultados encontrados e confrontados com outros estudos,
observa-se que os problemas ndo sdo atuais e nem limitados a regido de Videira -
SC, pois varios trabalhos desenvolvidos ha mais de uma década e em regides
distintas encontraram resultados similares. Em funcao disso, fica clara a exigéncia
de um controle maior relativo ao processo produtivo de hortalicas, evidenciando
a necessidade de implantacdo de normas de procedimento fundamentadas em
programas de boas praticas de fabricacdo e manipulacdo de alimentos. Ressalta-
se ainda a importancia, por parte do consumidor, de higienizar as hortalicas antes
do consumo, independente do tipo de processo de cultivo empregado. Todos
esses procedimentos sdo necessarios e indispensaveis para que estes produtos
nao representem um risco para a salide do consumidor.
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CONCLUSOES

Apesar da auséncia de Salmonella spp., a presenca de Listeria spp. e
coliformes totais verificada nas trés formas de cultivo de alfaces avaliadas
(organico, hidropdnico e tradicional) indicam condi¢cdes higiénico-sanitarias
inadequadas. Dessa forma, é importante salientar que todas as formas de cultivo
podem apresentar contamina¢dao por micro-organismos oriundos do campo,
transporte ou exposicdao a venda e que, portanto, as boas prdaticas devem ser
seguidas desde o plantio até o momento do consumo.
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Microbiological lettuce quality evaluation
from traditional, organic and hydroponic
growing process

ABSTRACT

Objective of the study: to evaluate the microbiological quality of lettuce (Lactuca sativa
L.) in three different cultivation: organic, hydroponic and traditional. Sixty lettuce samples
commercialized in Videira — SC were analyzed. Microorganisms investigated: Salmonella
spp., Listeria spp., total coliforms e Escherichia coli. The results showed the absence of
Salmonella spp. for all samples. Present of Listeria spp. was found in 16,7% of the
samples. Total coliforms e Escherichia coli count varied from <1x10? - 2,8x10° and <1x10*
- 1x103, respectively. Traditional and hydroponic farming lettuce samples presented 100%
of total coliforms. Escherichia coli analysis occurred in 22,2% of the samples traditional
farming, 11,1% hydroponic farming and none in organic farming vegetables. Statistically,
we found no significant relation between microbiological contamination and king of
growing used in the vegetables production. The strains of the Listeria, total coliforms and
Escherichia coli found in the samples indicated hygienic and sanitary quality and so it is
important that good hygiene practices are taken from the manufacturing process until
the moment of consumption.

KEYWORDS: Lactuca sativa L., vegetables, microbiological quality, Listeria spp.,
Escherichia coli.
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