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RESUMO
A alimentação fora do domicílio é uma tendência que vem
crescendo nos centros urbanos. Dessa forma, a preocupação
com a segurança dos alimentos aumenta, uma vez que a in-
gestão de alimento contaminado por microrganismos pato-
gênicos pode causar doenças transmitidas por alimentos. As
hortaliças consumidas in natura constituem fontes prováveis
desses microrganismos. Logo, é imprescindível a garantia da
qualidade higienicossanitária dos alimentos a serem oferta-
dos crus. Portanto, o estudo teve por objetivo avaliar a qua-
lidade microbiológica de hortaliças folhosas in natura servi-
das em uma Unidade de Alimentação e Nutrição de grande
porte localizada na cidade do Rio de Janeiro. Foram avalia-
dos coliformes totais, coliformes termotolerantes e Salmo-
nella sp./25g. Do total de 30 amostras analisadas, 27 (90%)
apresentaram níveis de contaminação para coliformes ter-
motolerantes acima do limite máximo estabelecido pela le-
gislação brasileira. Em todas as amostras, não foi observada
a presença de Salmonella sp./25g. Desta forma, as hortaliças
analisadas estavam em condições sanitárias insatisfatórias e,
portanto, impróprias para o consumo humano. Uma das
possíveis causas da contaminação dessas hortaliças analisa-
das é a contaminação cruzada. A limpeza e desinfecção ade-
quada de superfícies que entram em contato com alimentos
são meios eficazes de prevenir a contaminação cruzada e de-
vem ser realizadas de forma criteriosa.

PALAVRAS-CHAVE: Análise microbiológica, verduras,
alimentação coletiva, coliformes, doenças transmitidas por ali-
mentos.

ABSTRACT
Eating away from home is a trend that is growing in urban areas,
therefore, increases the concern for food safety, a public health
issue, since consumers can eat any type of food contaminated by

pathogenic microorganisms. The vegetables that are consumed
in natura are likely sources of these microorganisms and deserve
special attention. Therefore, it is essential the warranty of the
high hygienic-sanitary quality of food being offered, especially
when raw. This study aimed to evaluate the microbiological
quality of raw leafy vegetables served on a Food and Nutrition
Unit located in the Rio de Janeiro city. Total and thermotolerants
coliforms and Salmonella sp./25g were evaluated. From the 30
samples analyzed, 27 (90%) presented contamination for ther-
motolerant coliforms above the maximum limit established by
Brazilian legislation. It was not observed the presence of Salmo-
nella sp./25g. These vegetables are in unsatisfactory sanitary
conditions and is therefore unsuitable for human consumption
in accordance with current legal microbiological standards. One
of the possible causes of contamination of the raw leafy vegeta-
bles analyzed in this study is cross-contamination. The cleaning
and disinfecting properly the surfaces that get in touch with the
food are the best ways to prevent the cross-contamination and
must be realized in a careful manner.

KEYWORDS: Microbiological analysis, vegetables, collec-
tive feeding, coliforms, foodborne diseases.

1. INTRODUÇÃO
A tendência de aumento da alimentação fora do domi-

cílio em regiões urbanas é observada mundialmente e é
uma característica marcante de transição alimentar em
muitos países¹,². No Brasil, a participação dos gastos com
esse tipo de alimentação aumentou de 24% para 31% em
seis anos, entre 2002/03 e 2008/09³. Diante desse cresci-
mento torna-se imperioso discutir não só a expansão da
alimentação coletiva e a qualidade nutricional dos alimen-
tos oferecidos, mas também a garantia da qualidade higi-
enicossanitária desses alimentos4.
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Segundo dados da Vigilância Epidemiológica do Mi-
nistério da Saúde, entre os anos de 2000 e 2015, houve
mais de 10.000 surtos alimentares e que os serviços de
alimentação, como restaurantes e padarias, representaram
cerca de 15% dos locais de ocorrência destes surtos. Den-
tre as regiões do Brasil, aproximadamente 40% dos surtos
por Doenças Transmitidas por Alimentos (DTA) ocorre-
ram na região Sudeste5.

Essa estimativa provavelmente é subestimada, visto
que a maioria dos casos de DTA, não é notificada, pois
muitos microrganismos patogênicos presentes nos ali-
mentos causam sintomas brandos não sendo necessário
atendimento médico6,7. Os sintomas mais comuns in-
cluem dor de estômago, náusea, vômitos, diarreia e febre.
No entanto, dependendo do agente etiológico envolvido,
o quadro clínico pode ser extremamente sério, com desi-
dratação grave, diarreia sanguinolenta, insuficiência renal
aguda e insuficiência respiratória7,8,9,10.

A preocupação com a qualidade e segurança dos ali-
mentos é uma questão de saúde pública, uma vez que os
consumidores podem ingerir algum tipo de alimento con-
taminado por microrganismos patogênicos. Dessa forma,
as hortaliças que são consumidas in natura constituem
fontes prováveis desses microrganismos e merecem aten-
ção especial11.

Vegetais folhosos são importantes componentes de
uma alimentação saudável, pois são fontes de fibras ali-
mentares, vitaminas e minerais12. O seu consumo é incen-
tivado e recomendado por agências governamentais de sa-
úde nacionais e internacionais por auxiliarem na preven-
ção de doenças crônicas não transmissíveis, tais como as
doenças cardiovasculares, diabetes, obesidade e alguns ti-
pos de câncer13. Entretanto, esses vegetais podem ser ex-
postos à contaminação microbiana em vários estágios de
produção, como pré-colheita, colheita, embalagem, pro-
cessamento, armazenamento ou durante a distribuição.
Portanto, intervenções, que colaborem para a redução da
contaminação, devem ser implementadas em cada etapa
de preparação desses alimentos14.

A técnica de higienização e processamento de alimen-
tos, sobretudo das hortaliças, realizada em uma Unidade
de Alimentação e Nutrição (UAN) de maneira incorreta
e/ou por pessoas inabilitadas propicia a contaminação dos
mesmos, seja por agentes químicos, físicos e/ou biológi-
cos, elevando o risco de aparecimento de DTA15.

A importância de avaliar a qualidade microbiológica
de hortaliças vem sendo reforçada por alguns estudos,
como uma pesquisa realizada em restaurantes self-service
na cidade de Niterói, RJ, cujo objetivo foi verificar a con-
taminação bacteriológica em 30 amostras de alfaces pro-
cessadas. Foi constatado nesse estudo contaminação por
coliformes a 45 ºC/g acima do limite máximo permitido
em 16 (53%) amostras, indicando a necessidade da orien-
tação dos manipuladores quanto à higienização adequada
no preparo de hortaliças16.

Outro estudo conduzido em três restaurantes do tipo
self-service no centro de Teresina, PI, verificou que 100%
das amostras de saladas cruas analisadas apresentaram co-
liformes a 45 °C/g acima dos padrões legais vigentes e em
11,1% presença de Salmonella sp./25 g. Estes resultados
também demonstraram a necessidade da higienização
adequada do alimento, bem como do manipulador17.

Considerando que a condição higienicossanitária de
uma refeição é influenciada por inúmeros fatores, dentre
eles a qualidade da matéria-prima, a higiene dos alimen-
tos, dos utensílios utilizados e de manipuladores envolvi-
dos, torna-se fundamental o monitoramento do processa-
mento de alimentos e a análise do produto final, a fim de
garantir refeição segura para o consumo humano, evi-
tando as DTA. Nesse contexto, o presente estudo teve por
objetivo avaliar a qualidade microbiológica de hortaliças
folhosas in natura servidas em uma UAN de grande porte
localizada na cidade do Rio de Janeiro.

2. MATERIAL E MÉTODOS

Coleta de amostra
A análise microbiológica foi realizada, no período de

maio a julho de 2015, em uma UAN de grande porte, lo-
calizada na cidade do Rio de Janeiro, que serve em média
3800 refeições entre almoço e jantar.

A pesquisa foi realizada em hortaliças folhosas cruas,
dentre elas chicória, alface, acelga e rúcula. As amostras
foram coletadas do balcão de distribuição com auxílio do
pegador de salada, acondicionadas em sacos plásticos es-
téreis, identificadas e imediatamente transportadas sob re-
frigeração ao Laboratório de Microbiologia de Alimentos
do Instituto de Nutrição da Universidade do Estado do
Rio de Janeiro. As coletas foram realizadas três vezes por
semana, entre almoço e jantar, totalizando 30 amostras.
Todos os folhosos foram minimamente processados no lo-
cal pelos manipuladores de alimentos.

De acordo com a Resolução RDC nº 12, de 02 de ja-
neiro de 200118, que aprova o Regulamento Técnico sobre
padrões microbiológicos para alimentos, foram pesquisa-
das as ocorrências de Salmonella sp./25 g e coliformes a
45 °C/g. Como indicadores auxiliares de segurança e qua-
lidade, foram analisados coliformes a 35 °C. As análises
foram realizadas seguindo o protocolo da American Pu-
blic Health Association19.

Determinação de coliformes a 35 °C e a 45 °C
A determinação de coliformes a 35 °C/g e a 45 °C/g

foi realizada por meio da Técnica do Número Mais Pro-
vável (NMP), também conhecida como Técnica dos Tu-
bos Múltiplos. O ensaio foi conduzido em três séries de
três tubos cada (3x3) apresentando meio de cultura em tu-
bos de ensaio contendo tubos de Durhan invertidos.

Foram pesados 25 g de unidade analítica de cada
amostra e homogeneizados, em Stomacher, em 225 mL
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de água peptonada a 0,1%, obtendo-se a diluição 10-1. A
partir desta, foram realizadas as subsequentes diluições
decimais seriadas até a diluição 10-3.

O Teste Confirmativo de coliformes a 35 °C/g consis-
tiu-se na inoculação de uma alíquota de 1 mL das dilui-
ções 10-1, 10-2 e 10-3 em caldo Verde Brilhante Bile 2% e
incubação a 35 ± 2 °C/24 a 48 h. O Teste Confirmativo de
coliformes a 45 º C consistiu-se na inoculação de uma al-
çada de cada tubo positivo em caldo Verde Brilhante Bile
2% para tubos contendo caldo Escherichia coli (caldo EC)
e incubação a 44,5 ± 0,2 °C/24 a 48 h. Foi considerado
como tubo positivo aquele que apresentou turvação e pro-
dução de gás. Os resultados foram expressos como
NMP/g do produto, utilizando a tabela de Hoskins.

Detecção de Salmonella sp./25 g
A detecção de Salmonella sp./25 g foi realizada pelo

método cultural clássico de presença/ausência. Este mé-
todo qualitativo consistiu em três etapas, pré-enriqueci-
mento em água peptonada a 1%, enriquecimento seletivo
em caldos Selenito Cistina e Rappaport Vassiliadis e pla-
queamento seletivo diferencial em Agar Salmonella Shi-
gella (Agar SS) e Agar Xilose Lisina Desoxicolato (Agar
XLD) para detecção de colônias típicas. Os resultados fo-
ram expressos como presença/ausência de Salmonella sp.
em 25 g das hortaliças folhosas cruas.

Foram pesados 25 g de unidade analítica de cada
amostra, homogeneizados, em Stomacher, em 225 mL de
água peptonada a 1% e incubados a 35 ± 2 °C/24 h. Alí-
quotas de 1 mL da cultura pré-enriquecida incubada fo-
ram inoculadas em caldos Selenito Cistina e Rappaport
Vassiliadis seguidos de incubação a 35 ± 2 °C/18 a 24 h e
42-43 °C/18 a 24 h, respectivamente. Uma alçada de cada
caldo foi estriada em Agar SS e XLD, incubados a 35 ±
2 °C/18 a 24 h.

Análise de dados
Os dados obtidos das análises microbiológicas foram

analisados e expressos em NMP/g para coliformes e em
presença/ausência de Salmonella sp. em 25 g do produto.
Os resultados foram descritos em percentuais e compara-
dos com os padrões estabelecidos pela Resolução RDC nº
12, de 02 de janeiro de 200118.

3. RESULTADOS
A avaliação microbiológica revelou concentração ele-

vada de coliformes a 35 °C/g e a 45 °C/g, indicando estes
últimos, contaminação de origem fecal (Tabela 1). Apesar
de não haver padrão para coliformes a 35 °C para hortali-
ças in natura, segundo a Resolução RDC n° 12/200118, os
resultados encontrados demonstraram indicação de conta-
minação durante o processamento mínimo e distribuição
desses alimentos, evidenciando condições higienicossani-
tárias inadequadas20. Do total de 30 amostras analisadas,

27 (90%) apresentaram níveis de contaminação para coli-
formes a 45 °C acima do limite máximo permitido pela
legislação brasileira. Entretanto, em todas as amostras
analisadas, não foi observada a presença de Salmonella
sp./25g.
Tabela 1. Análises microbiológicas de hortaliças folhosas in natura ser-
vidas em uma UAN de grande porte localizada na cidade do Rio de Ja-
neiro, RJ, Brasil, 2015

Amostras

Microrganismos
Coliformes a

35 ºC/g
(NMP/g)

Coliformes a
45 ºC/g

(NMP/g)

Salmonella
sp./25 g

A1 >1,1 x 10³ >1,1 x 10³ Ausência
A2 >1,1 x 10³ >1,1 x 10³ Ausência
A3 4,6 x 10² 4,6 x 102 Ausência
A4 >1,1 x 10³ >1,1 x 10³ Ausência
A5 2,4 x 10² 2,4 x 102 Ausência
A6 1,1 x 10³ 1,1 x 10³ Ausência
A7 >1,1 x 10³ >1,1 x 10³ Ausência
A8 2,4 x 10² 2,4 x 102 Ausência
A9 >1,1 x 10³ >1,1 x 10³ Ausência

A10 >1,1 x 10³ >1,1 x 10³ Ausência
A11 >1,1 x 10³ >1,1 x 10³ Ausência
A12 >1,1 x 10³ 4,6 x 10² Ausência
A13 1,5 x 10² 9,3 x 10 Ausência
A14 >1,1 x 10³ >1,1 x 10³ Ausência
A15 1,1 x 10³ 1,1 x 10³ Ausência
A16 >1,1 x 10³ >1,1 x 10³ Ausência
A17 >1,1 x 10³ >1,1 x 10³ Ausência
A18 >1,1 x 10³ >1,1 x 10³ Ausência
A19 1,1 x 10³ 2,4 x 102 Ausência
A20 >1,1 x 10³ >1,1 x 10³ Ausência
A21 >1,1 x 10³ 1,1 x 10³ Ausência
A22 9,2 9,2 Ausência
A23 >1,1 x 10³ >1,1 x 10³ Ausência
A24 >1,1 x 10³ >1,1 x 10³ Ausência
A25 2,4 x 10² 2,4 x 102 Ausência
A26 >1,1 x 10³ >1,1 x 10³ Ausência
A27 2,9 x 10² 1,5 x 102 Ausência
A28 1,5 x 10² 1,5 x 102 Ausência
A29 >1,1 x 10³ 2,9 x 102 Ausência
A30 2,4 x 10² 9,3 x 10 Ausência

Valor máximo
permitido
(RDC nº

12/2001)*

------ 10² Ausência

*Resolução RDC nº 12 de 02 de janeiro de 2001 da Agência Nacional
de Vigilância Sanitária18

A1 a A30 = hortaliças folhosas cruas analisadas
NMP/g - Número Mais Provável por grama

Em vista do exposto, 90% das hortaliças foram consi-
deradas impróprias para o consumo de acordo com os pa-
drões microbiológicos legais vigentes18, pois estavam em
condições sanitárias insatisfatórias.

4. DISCUSSÃO
Resultados semelhantes foram encontrados em um es-

tudo realizado em um restaurante universitário de Brasília
que avaliou a qualidade microbiológica de saladas cruas
servidas e verificou que das 15 amostras coletadas, 66,7%
indicaram presença de coliformes a 45 ºC acima do per-
mitido pela legislação vigente e 100% das amostras apon-
taram coliformes a 35 ºC acima de 1,1 x 10³ 21.
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Em uma pesquisa realizada em sete restaurantes do
município de Limeira, SP, verificou-se que das 35 amos-
tras obtidas, 88,6% apresentaram níveis elevados de coli-
formes a 35 ºC, com variação entre 10² NMP/g e 105

NMP/g22. Em relação aos coliformes a 45 ºC, 40% das
amostras apresentaram contaminação superior a 10²
NMP/g. Nenhuma das amostras revelou-se positiva para
Salmonella sp./25 g. Esses resultados diferem do estudo
realizado em seis restaurantes tipo self-service no municí-
pio de São Bernardo do Campo, SP, que avaliou a pre-
sença de coliformes a 45 ºC em 30 amostras de saladas
verdes cruas e não observou valores superiores ao permi-
tido pela legislação vigente, variando de < 3 a 28 NMP/g23.

Diversos estudos mostraram que alguns fatores podem
estar associados à contaminação das hortaliças cruas, tais
como: higienização inadequada do alimento, contamina-
ção cruzada durante o pré-preparo e pelos manipuladores
de alimentos ou por equipamentos, bem como durante a
distribuição dos alimentos no balcão pelos comen-
sais24,25,15.

No presente trabalho foi realizado um estudo piloto,
onde foram coletadas amostras de folhosos após o pro-
cesso de higienização e após o corte dos mesmos, ainda
no setor de pré-preparo. O resultado das análises microbi-
ológicas demonstrou que, após o processo de higienização,
as hortaliças apresentaram valores de coliformes a 45 ºC
abaixo do valor máximo permitido pela legislação. Entre-
tanto, após o corte, os valores de coliformes a 45 ºC esta-
vam acima dos padrões legais vigentes, demonstrando
que a contaminação microbiológica encontrada nessa uni-
dade ocorreu provavelmente na etapa de corte das horta-
liças e não no balcão de distribuição.

Equipamentos e utensílios com higienização defici-
ente têm sido responsáveis, isoladamente ou associados a
outros fatores, por DTA26. As falhas nos procedimentos
de higienização permitem que os resíduos aderidos às su-
perfícies transformem-se em uma potencial fonte de con-
taminação, favorecendo a formação de biofilmes. Os
biofilmes são matrizes poliméricas produzidas pelas
bactérias capazes de alterar a susceptibilidade dessas
bactérias à agentes exógenos, dificultando, por exemplo,
a ação dos sanificantes químicos27.

Uma das possíveis causas da contaminação das horta-
liças folhosas cruas analisadas no presente estudo é a con-
taminação cruzada entre hortaliças não higienizadas e fo-
lhosos prontos para o consumo. Isto pode ocorrer por
meio de tábuas de polipropileno utilizadas para corte dos
vegetais ou, dependendo da hortaliça, por processador de
legumes. Foi possível notar, a partir de observação direta,
que alguns manipuladores de alimentos não realizavam a
devida higienização dos utensílios tais como tábua de
corte e facas, bem como de equipamentos e mãos entre os
processamentos mínimos dos alimentos, favorecendo a
contaminação cruzada dos mesmos.

Estudos demonstram que várias bactérias sobrevivem

em mãos, roupas e utensílios durante horas ou dias depois
do contato inicial com o microrganismo28,29. De acordo
com Kramer, Schwebke & Kampf30, Staphylococcus au-
reus pode sobreviver em superfícies secas por até sete me-
ses, Escherichia coli pode permanecer viável por até 18
meses, Klebsiella spp. se mantém ativa por até 30 meses
e Salmonella Thyphimurium pode persistir por até quatro
anos após o contato inicial.

A limpeza e desinfecção adequada de superfícies, que
entram em contato com alimentos, são meios eficazes de
prevenir a contaminação cruzada, sendo fundamental que
seja realizada de forma criteriosa a higienização princi-
palmente de tábuas e de equipamentos como cortadores e
homogeneizadores utilizados no preparo de alimentos31.

5. CONCLUSÃO
Os resultados obtidos indicaram que as hortaliças es-

tudadas foram carreadoras de microrganismos considera-
dos indicadores, os quais podem estar associados a agen-
tes patogênicos causadores de surtos alimentares na co-
munidade. Acredita-se que os alimentos folhosos devem
ter seu consumo estimulado para a promoção de uma ali-
mentação saudável e, consequentemente, não podem ser
veículo de microrganismos causadores de DTA.

Cabe ressaltar que foram enviados laudos das análises
microbiológicas na forma de relatórios para o setor de
qualidade da UAN estudada, para que medidas de con-
trole do processo de higienização e/ou manipulação das
hortaliças fossem revistas, bem como ações corretivas e
treinamento dos manipuladores de alimentos fossem rea-
lizados.

Encontra-se em andamento a continuidade desse es-
tudo pelo nosso grupo de pesquisa, no qual estão sendo
verificadas as condições sob o ponto de vista sanitário das
hortaliças servidas na UAN após a adoção das medidas
corretivas, visando a avaliação de sua eficácia.
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