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Resumo: Objetivou-se validar o processo de 
higienização de alface em restaurante comu-
nitário, avaliando-se as amostras antes e após 
a higienização, bem como as superfícies de 
contato como mãos, tábuas e facas. A valida-
ção foi realizada a cada dois meses durante o 
período de um ano, totalizando análise de 60 
amostras de pés de alfaces e 18 amostras de 
superfícies, por meio de testes microbiológi-
cos para quantificação de coliformes totais, E.
coli, mesófilos, detecção de Salmonella, além 
de testes moleculares para detecção de genes 
de enterotoxinas de estafilococos (sea, seb, sec, 
sed) e análise de parasitos patogênicos. A revi-
são e a implementação de novas práticas de 
higienização na cozinha comunitária resulta-
ram em eliminação de parasitos e significati-
va redução da carga microbiana nas amostras 
analisadas. A contagem de mesófilos em alfa-
ces higienizadas foi reduzida em aproxima-
damente 100 vezes a partir da terceira coleta. 
Além disso, não foram detectadas Salmonella 
spp. e Escherichia coli nas amostras. A higieni-
zação das mãos dos manipuladores também 
apresentou melhora, com reduções significati-
vas na contagem de aeróbios mesófilos a par-
tir da quinta coleta. Para os utensílios, como 
facas e tábuas de corte, a implementação do 
protocolo de desinfecção com imersão em so-
lução clorada mostrou-se eficaz na redução 
dos micro-organismos, a partir da terceira co-
leta. Os testes de PCR para genes codificado-
res de enterotoxinas de Staphylococcus aureus 
foram negativos para todas as amostras anali-
sadas. Esses achados reforçam a importância 
da adoção de boas práticas de higienização na 
segurança alimentar e no controle microbio-
lógico em cozinhas comunitárias. 
Palavras chave: Boas práticas de fabricação, 
Controle de qualidade, alimento seguro

INTRODUÇÃO
A alface (Lactuca sativa L.) é uma das hor-

taliças folhosas de maior relevância no Brasil. 
A disponibilidade de cultivares adaptadas às 
condições climáticas e de solo das diferentes 
regiões, aliada ao avanço das tecnologias de 
produção, possibilita seu cultivo ao longo de 
todo o ano. Esses fatores conferem à cultu-
ra uma significativa importância econômica 
(Covre et al., 2020).

É uma hortaliça amplamente consumi-
da no Brasil, sendo frequentemente presente 
nas refeições diárias da população, ao lado de 
alimentos básicos como o arroz e o feijão. No 
entanto, seu consumo in natura a torna um 
potencial veículo de transmissão de patóge-
nos (Arruda et al., 2021).

As Doenças de Transmissão Hídrica e Ali-
mentar (DTHA) são causadas pela ingestão de 
alimentos ou bebidas contaminadas por mi-
cro-organismos patogênicos, parasitas, subs-
tâncias químicas e/ou metais pesados. Entre 
2014 e 2023, o Brasil registrou 6.874 surtos de 
DTHA, resultando em 121 óbitos. A água foi 
o principal veículo de transmissão, responsá-
vel por 28% dos surtos, enquanto as hortali-
ças representaram 2,6%. Os principais agentes 
etiológicos envolvidos foram Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus e Salmonella (MINIS-
TÉRIO DA SAÚDE, 2024).

Em relação aos parasitos não há registros 
oficiais, mas pesquisas indicam sua presença 
em amostras de alfaces analisadas (Graffun-
der et al., 2019; Ferreira et al., 2020). 

A contaminação da alface pode ocorrer em 
várias etapas, desde o plantio e a colheita até 
o transporte, armazenamento e lavagem, in-
cluindo também a inadequada higienização 
dos utensílios utilizados. Por isso, é funda-
mental a adoção de Boas Práticas de Fabrica-
ção (BPF). A correta higienização dos alimen-
tos é crucial para a prevenção de doenças de 
transmissão hídrica e alimentar (DTHA). 
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Os níveis máximos de contaminantes em 
hortaliças são regulamentados pela ANVI-
SA, em que a Instrução Normativa 161 de 
01/07/2022 estabelece níveis máximos de E.
coli para hortaliças colhidas e prontas para o 
consumo (BRASIL, 2022).

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi 
validar o processo de higienização de alface 
em restaurante comunitário, avaliando-se a 
matéria prima pré lavada em campo e a alface 
higienizada, bem como as superfícies de con-
tato como mãos, tábuas e facas. 

MATERIAL E MÉTODOS
Os experimentos foram realizados em par-

ceria com uma propriedade rural certificada 
em produção de hortaliças orgânicas e a Co-
zinha Comunitária de Bauru/SP. Devido à 
inclusão de amostragens das mãos, o projeto 
foi aprovado pelo Comitê de Ética do Cen-
tro Universitário Sagrado Coração, Bauru/SP 
(Parecer 2.737.238). 

As amostras de alfaces foram colhidas e 
pré-lavadas na propriedade, sendo divididas 
em dois grupos: cinco pés analisados após a 
pré-lavagem (n=5 para cada coleta) e cinco 
após a higienização na cozinha comunitária 
(n=5 para cada coleta). A higienização seguiu 
protocolo com solução clorada e enxágue em 
água corrente. A validação ocorreu bimestral-
mente por um ano, totalizando 60 amostras 
de alfaces crespa e 18 amostras de superfícies 
na cozinha comunitária, incluindo faca, tábua 
e mãos higienizados (n=3 para cada coleta).

	 Realizou-se análise microbiológica em 
todas as amostras, incluindo a quantificação 
de coliformes totais, Escherichia coli e aeró-
bios mesófilos, além da detecção de Salmo-
nella spp. 

Para as análises, foram coletadas amostras 
de alfaces pré-lavadas a partir de duas folhas 
externas, duas internas e uma central, que fo-
ram picadas e pesadas (25g) sob condições hi-
giênicas para cada repetição. No caso da alfa-

ce higienizada, todas as folhas foram picadas 
após a higienização, e também foram coleta-
dos 25g por repetição.

As amostras da faca, tábua e mãos foram 
coletadas com swab estéril embebido em água 
peptonada tamponada. O swab foi deslizado 
com movimento rotatório sobre toda a super-
fície da faca (lâmina e cabo), sendo que a área 
total amostrada, considerando frente e verso, 
totalizou 100 cm². Para a tábua, utilizou-se um 
molde de alumínio autoclavado para delimitar 
duas áreas de 50 cm², totalizando 100 cm²; o 
swab foi passado suavemente nos sentidos lon-
gitudinal e transversal dentro dessa área.

Para a coleta das mãos, o swab foi passado 
da base do punho até a ponta dos dedos, co-
brindo a palma, entre os dedos e sob as unhas, 
em ambas as mãos.

As amostras de swabs foram acondiciona-
das em caixa térmica e encaminhadas ao labo-
ratório, onde as análises foram realizadas em 
triplicata.

Realizou-se também testes moleculares 
para identificação de genes de enterotoxinas 
estafilocócicas (sea, seb, sec, sed) segundo 
Johnson et al. (1991), em amostras de alfaces 
higienizadas e superfícies de mãos. Para essas 
análises as amostras foram congeladas e anali-
sadas posteriormente.

A quantificação de Salmonella spp, colifor-
mes totais e Escherichia coli foi feita em meio 
desidratado cromogênico em placas prontas 
para o uso Compact Dry® SL e Compact Dry® 
EC, respectivamente (fabricante Nissui Phar-
maceutical Co.Ltd., Tokyo, Japan), seguindo 
as orientações do fabricante, validadas inter-
nacionalmente. As placas EC possibilitam a 
contagem de coliformes totais (colônias roxas 
+ azuis) e de E. coli (colônias azuis). 

As análises microbiológicas de aeróbios 
mesófilos foram realizadas por meio de pla-
queamento em superfície em Ágar Padrão 
para Contagem (PCA), conforme Silva et al. 
(2010). Os resultados foram expressos UFC.
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g1 e log UFC.g⁻¹. Para Salmonella spp, os re-
sultados foram expressos como presença ou 
ausência em 25 g de amostra. 

Os dados microbiológicos das amostras de 
alfaces foram comparados com a Instrução 
Normativa 161/22, que estabelece ausência de 
Salmonella em 25 g e um limite máximo de 3 
log UFC/g para Escherichia coli em alfaces co-
lhidas e 2 log UFC/g para alfaces higienizadas. 
O limite para aeróbios mesófilos foi conside-
rado como 6 log UFC/g, conforme proposto 
por Morton (2001). 

A contagem microbiológica de superfícies 
(faca e tábua) foi expressa em log UFC/cm², 
enquanto para as mãos dos manipuladores em 
log UFC/mão. Os resultados foram compra-
dos com as normativas colombiana (Tóbon 
Ospina et al., 2024) e International Commis-
sion on Microbiological Specifications for 
Foods (ICMSF, 2011).

A detecção molecular dos genes de entero-
toxinas de Staphylococcus aureus foi realizada 
por PCR. A extração de DNA utilizou o kit 
GFX Genomic Blood DNA Purification® (GE 
Healthcare®), seguindo as instruções do fabri-
cante. Os primers utilizados para a detecção 
dos genes foram específicos para cada entero-
toxina: EEA (SEA1, SEA2), EEB (SEB1, SEB2), 
EEC (SEC1, SEC2) e EED (SED1, SED2), con-
forme descrito por Johnson et al. (1991). Água 
ultrapura foi usada como controle negativo 
em todas as reações de PCR, enquanto ce-
pas toxigênicas de referência internacional de 
Staphylococcus aureus foram utilizadas como 
controles positivos: ATCC 13565 (sea), ATCC 
14458 (seb), ATCC 19095 (sec) e ATCC 23235 
(sed). A amplificação do DNA foi realizada em 
um termociclador Mastercycler Pro - Eppen-
dorf®, utilizando inicialmente os parâmetros 
descritos por Johnson et al. (1991), com adap-
tações propostas por Cunha et al. (2006). A 
eficiência das amplificações foi avaliada por 
eletroforese em gel, e o tamanho dos produtos 
amplificados foi comparado com um padrão 

molecular. Os resultados foram visualizados e 
registrados em um transiluminador UV Ma-
jor Science®.

A pesquisa de parasitos patogênicos em 
amostras de alfaces foi realizada por meio de 
análise microscópica para identificar formas 
evolutivas do parasito como cistos, larvas e 
ovos, utilizando o método de centrífugo-se-
dimentação (Sloss et al., 1999). Para pesqui-
sa dos oocistos de Cryptosporidium spp, nas 
amostras de alfaces, foram confeccionadas 
lâminas em duplicata com o sedimento, e co-
radas com a técnica de coloração por Ziehl-
-Neelsen modificada (Henriksen&Pohlenz, 
1981).

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Inicialmente, as folhas de alface não eram 

lavadas em água corrente antes da imersão em 
solução clorada, e havia falhas no processo de 
cloração, no que se refere à solubilização do 
cloro e concentração do ativo, além de falhas 
na higienização das mãos e dos utensílios.

Em resposta a essas observações, os proce-
dimentos operacionais foram modificados a 
partir da terceira coleta. As novas práticas in-
cluíram a lavagem das folhas em água corren-
te, com fricção manual, antes da imersão em 
solução clorada. Ademais, a concentração de 
cloro foi ajustada conforme a recomendação 
do fabricante e o processo de solubilização do 
cloro foi ajustado. Essa alteração visou otimi-
zar a eficácia do procedimento de cloração.

Concomitantemente, para as superfícies, 
como faca e tábua de corte, foi implementa-
da a desinfecção em água clorada, mantendo 
os itens submersos por 15 minutos antes do 
enxágue para remoção do cloro residual. A 
higienização dos utensílios passou a ser rea-
lizada diariamente, com desinfecção no início 
do expediente e higienização ao final do dia. 
Em relação à higienização das mãos houve 
orientação e curso de capacitação, segundo 
recomendação da ANVISA (BRASIL, 2004).
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Essas ações refletiram na conduta dos ma-
nipuladores, o que refletiu em menor con-
taminação das alfaces, superfícies de mão e 
utensílios. 

Os resultados das amostras de alface higie-
nizadas (Figura 1) permaneceram dentro do 
limite estabelecido por Morton (2001) em to-
das as coletas. Com a implementação das me-
lhorias no processo de higienização, a partir 
da terceira coleta, a carga microbiana foi re-
duzida em aproximadamente 100 vezes (equi-
valente a 2 ciclos log) (Figura 2). O uso de clo-
ro como sanitizante na desinfecção de alfaces 
geralmente promove reduções microbianas 
entre 1 e 2 ciclos logarítmicos (Van Haute et 
al., 2013) se utilizado adequadamente, respei-
tando as orientações do fabricante em relação 
à solubilização, concentração e tempo de con-
tato.

Figura 1  Contagem de mesófilos em alfaces  
pré-lavadas e higienizadas. Bauru-SP.
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Figura 2 - Quantificação da redução mesófilos 
após a higienização de folhas de alface em 

relação às folhas pré-lavadas. 

Em relação à Escherichia coli, os resultados 
das seis coletas para a alfaces pré lavadas e hi-
gienizadas permaneceram abaixo do limite da 
IN 161 (BRASIL, 2022). Para as amostras que 
não apresentaram crescimento nos meios de 
cultura, o resultado foi expresso como < 1 × 
101 UFC.g-1 (Tabela 1). Ressalta-se que a legis-
lação vigente não estabelece limites específi-
cos para coliformes totais e a contagem máxi-
ma em alfaces higienizadas foi 3,0x103.

Coletas

E. coli
(UFC.g-1)

Coliformes Totais 
(UFC/.g-1)

Pré -La-
vada

Higieniza-
da

Pré-La-
vada

Hi g i e n i -
zada

1 <1x101 <1x101 1,4x104 2,3x103

2 <1x101 <1x101 2,3x104 1,3x103

3 9,8x101 <1x101 6,3x105 3,0x103

4 1,9x101 <1x101 5,9x104 7,0x102

5 7,8x101 <1x101 1,6x104 6,8x101

6 <1x101 <1x101 2,7x103 1,0x102

Tabela 1 - Contagem de E. coli e Coliformes 
Totais em amostras de alface.

Todas as amostras de alfaces pré lavadas 
e higienizadas ao longo das seis coletas apre-
sentaram ausência de Salmonella spp. em 25 g 
de amostra, conforme preconiza a Instrução 
Normativa nº 161/22 (Brasil, 2022).

Em relação à contagem de micro-organis-
mos nas mãos e superfícies dos utensílios não 
foi detectada a presença de Salmonella spp. 
nem de E. coli, apenas coliformes totais e me-
sófilos. No Brasil, não há padrões microbio-
lógicos para mãos e superfícies. Entretanto, 
a regulamentação colombiana para a amos-
tragem microbiológica de superfícies e das 
mãos dos operadores classifica a eficácia de 
um procedimento de limpeza e desinfecção de 
acordo com a contagem de micro-organismos 
mesófilos aeróbios, na qual as áreas são con-
sideradas limpas (2–10 UFC/cm²), aceitáveis 
(11–100 UFC/cm²), sujas (> 100 UFC/cm²) e 
fora de controle (101–1000 UFC/cm²) (Tóbon 
Ospina et al., 2024).
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A Comissão Internacional de Especifica-
ções Microbiológicas para Alimentos reco-
menda a ausência de coliformes em manipu-
ladores como indicador de higiene adequada, 
destacando que a ausência de coliformes, es-
pecialmente E. coli, é um critério fundamental 
para boa higiene pessoal e prevenção da con-
taminação cruzada. Essa recomendação tam-
bém se aplica às superfícies de utensílios, uma 
vez que a presença desses micro-organismos 
indica falha na limpeza e aumento do risco 
de contaminação dos alimentos, tornando-se 
prática recomendada que superfícies críticas 
estejam livres de coliformes (ICMSF, 2011)

De acordo com o exposto, a higienização 
das mãos foi considerada inadequada, uma 
vez que coliformes foram detectados em to-
das as coletas, contrariando a recomendação 
internacional. Embora tenha sido observada 
uma redução significativa desses micro-orga-
nismos a partir da terceira coleta (Figura 3), a 
presença contínua evidencia falhas no proces-
so de higienização.

 Em relação à contagem de micro-organis-
mos mesófilos aeróbios, apenas a quinta e a 
sexta coletas apresentaram níveis aceitáveis, 
com menos de 100 UFC/mão (Figura 3), valor 
comumente utilizado como referência prática 
para indicar higiene satisfatória (Tóbon Ospi-
na et al., 2024; Alves, et al. 2021).
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Figura 3 - Contagem de Coliformes Totais e 
Mesófilos em Swabs estéreis aplicados nas 
mãos de manipulador das alfaces higienizadas 

Recomenda-se a realização de uma ava-
liação criteriosa do fornecedor do sabonete 
utilizado na higienização das mãos, uma vez 

que, apesar da adesão adequada às práticas de 
higienização pelos colaboradores, a detecção 
contínua de coliformes indica uma possível 
ineficácia do produto, comprometendo a se-
gurança microbiológica.

Na faca, a contagem de mesófilos manteve-
-se aceitável em todas as coletas, com redução 
significativa na contagem a partir da terceira 
coleta. Coliformes não foram encontrados a 
partir da terceira coleta (Figura 4).
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Figura 4- Contagem de Coliformes Totais 
e Aeróbios Mesófilos em Swabs estéreis 
aplicados em faca utilizada no preparo de 

alfaces higienizadas 

A contagem de micro-organismos mesófi-
los na tábua de corte excedeu o limite apenas 
na segunda coleta. Coliformes não foram de-
tectados a partir da terceira coleta (Figura 5).
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Figura 5- Contagem de Coliformes Totais 
e Aeróbios Mesófilos em Swabs estéreis 
aplicados em tábua utilizada no preparo de 

alfaces higienizadas 

A higienização adequada é essencial para 
prevenir a formação de biofilmes, pois super-
fícies comumente utilizadas na área alimentar 
podem abrigar micro-organismos. Quando 
esses organismos atingem altas concentrações 
(entre 10⁴ e 10⁵ UFC.cm-²), podem se aderir 
às superfícies e iniciar o processo de formação 
do biofilme (Andrade et al., 2008)

Em relação à detecção dos genes codifi-
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cadores das enterotoxinas sea, seb, sec e sed, 
os resultados foram negativos para todos os 
genes de Staphylococcus aureus em todas as 
amostras, incluindo a partir de swabs estéreis 
aplicados nas mãos de manipuladores e folhas 
de alface higienizadas.

Em relação às análises parasitológicas as 
amostras de alface não revelaram a presença 
de parasitos patogênicos para o ser humano, 
porém foi identificada a presença de cistos de 
Entamoeba spp. nas amostras referentes a pri-
meira e segunda coleta. Também não foram 
identificados a presença de oocistos de Cryp-
tosporidium spp nas amostras analisadas.

CONCLUSÃO
Os ajustes realizados nos procedimentos 

de higienização das alfaces, utensílios e mãos 
dos manipuladores resultaram em eliminação 

de parasitos patogênicos e redução significa-
tiva na contagem de micro-organismos, em-
bora tenha persistido falhas nas mãos mani-
puladores, indicando necessidade de controle 
mais rigoroso de higiene.

 Todas as amostras de alface analisadas 
após a higienização estavam em conformi-
dade com os limites estabelecidos pela IN nº 
161/22. Adicionalmente, todas as amostras de 
alface foram negativas para os genes sea, seb, 
sec e sed de Staphylococcus aureus.
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