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Resumo 

Os hortícolas frescos são regularmente incluídos nas refeições fornecidas por 

unidades de alimentação e nutrição (UAN), por forma a corresponder às 

alterações nos hábitos alimentares e no estilo de vida dos consumidores. A 

associação de hortícolas crus com doenças de origem alimentar tem conduzido a 

maior consciencialização do consumidor e das empresas de restauração para os 

conceitos de segurança alimentar, incluindo da lavagem/higienização destes 

alimentos. No entanto, estudos sobre métodos de higienização com potencial de 

utilização em UAN e seu impacto na qualidade microbiológica de alface sujeita a 

diferentes tempos e temperaturas de exposição e armazenamento são ainda 

escassos, nomeadamente em contexto real. O objetivo deste estudo foi avaliar a 

qualidade microbiológica de alface após lavagem/higienização por dois métodos 

assim como após armazenamento e exposição em mesas de saladas em duas 

UAN. Para tal, foram analisadas 96 amostras (4 semanas) de alface preparadas 

por dois métodos de lavagem/higienização, hipoclorito de sódio (90ppm/5min) e 

água da torneira, e armazenadas/expostas sob refrigeração. A colheita das 

amostras ocorreu em diferentes momentos que incluíram após higienização (t0) e 

início e final da exposição em mesas de saladas em cada refeição (almoço-t1 e 

t2; jantar-t3 e t4; ceia-t5 e t6). A qualidade microbiológica foi determinada pelos 

métodos de referência internacionais para a contagem de Microrganismos a 30ºC, 

Enterobacteriaceae a 37ºC, Listeria spp, Escherichia coli, Clostridium perfringens, 

Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Staphylococcus coagulase positivo 

assim como a pesquisa de Salmonella. A comparação de métodos nos diversos 

tempos foi efetuada através de testes estatísticos não paramétricos, utilizando um 

intervalo de confiança de 95%. Os resultados das amostras de t0 mostraram 

cargas de microrganismos a 30ºC e Enterobacteriaceae menores com o método 

de hipoclorito de sódio do que o método de lavagem com água, para além de 



 

 

maior número de amostras aceitáveis (37,5% vs 12,5% e 100% vs 62,5%, 

respetivamente). Na refeição do almoço (t1 e/ou t2) as cargas de microrganismos 

a 30ºC e Enterobacteriaceae foram significativamente menores nas amostras 

higienizadas com hipoclorito de sódio comparativamente com as lavadas com 

água (p<0,05), resultando em maior número de amostras aceitáveis (43,8% vs 

12,5% e 100% vs 25%, respetivamente). Após o momento t3 (t3-t6), as cargas 

desses parâmetros apresentaram-se significativamente mais elevadas (p<0,05) 

independentemente do método de higienização (medianas acima do limite do 

aceitável). Quanto à evolução da carga microbiana durante a exposição de 2,5 

horas em mesas de saladas (t1/t2; t3/t4 e t5/t6) demonstrou-se que a carga de 

microrganismos a 30ºC e Enterobacteriaceae não aumentou significativamente 

(p>0,05), refletindo a carga presente no início da exposição para cada um dos 

métodos. Todas as amostras se mostraram satisfatórias para os outros 

parâmetros efetuados, com cargas menores do que o limite de deteção, com 

exceção de uma não satisfatória para Staphylococcus coagulase positivo e uma 

aceitável para Listeria spp. Globalmente, este estudo revelou que o método de 

lavagem com hipoclorito de sódio utilizado nas UAN foi mais eficaz do que a 

lavagem apenas com água da torneira, não sendo recomendado o 

armazenamento de alface lavada/higienizada em condições de refrigeração, para 

além do almoço, para exposição em mesa de salada. Deste modo, estes dados 

reforçam a necessidade do cumprimento das boas práticas de higiene, incluindo 

na preparação dos hortícolas para lavagem e higienização, de modo a garantir 

boa qualidade microbiológica no momento do consumo. 

 

Palavras-chave: alface, higienização, hipoclorito de sódio, água da torneira, 

mesas de saladas, unidades de alimentação e nutrição. 



Abstract 

Fresh vegetables are commonly included in meals provided by food service units 

(FSU) in order to respond to the current changes in consumers’ eating habits and 

lifestyle. The association of raw vegetables with foodborne diseases led to an 

increasing awareness of consumers and catering services for food safety issues, 

including salads’ washing/sanitizing. However, studies on sanitizing methods with 

potential use in FSU and its impact on the microbiological quality of lettuce 

submitted to different times and temperatures of exposure and storage are still 

scarce, particularly in a real context. The main objective of this study was to 

evaluate the microbiological quality of lettuce after washing/sanitizing by two 

methods as well as after storage and exposure in salad bars in two FSU. For this 

purpose, a total of 96 samples (4 weeks) of lettuces prepared by two 

washing/sanitizing methods (sodium hypochlorite – 90ppm/5min – and tap water) 

and stored/exposed under refrigeration were analyzed. Sampling was carried out 

at different times, including after washing (t0) as well as in the beginning and 

ending of exposure on salad bars at each meal (lunch-t1 and t2, dinner-t3 and t4, 

supper-t5 and t6). The microbiological quality was determined by the international 

reference methods for enumeration of microorganisms at 30ºC, 

Enterobacteriaceae at 37ºC, Listeria spp, Escherichia coli, Clostridium perfringens, 

Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, coagulase positive Staphylococci as well 

as the detection of Salmonella. The comparison of methods at different times was 

performed through non-parametric statistical tests using a 95% confidence 

interval. Samples from t0 showed lower microbial load of microorganisms at 30ºC 

and Enteobacteriaceae when lettuces where sanitized with sodium hypochlorite 

rather than when washed with tap water, in addition to a larger number of samples 



 

 

classified as borderline (37.5% vs 12.5% and 100% vs. 62.5%, respectively). At 

lunch (t1 and/or t2) the microbial loads of microorganisms at 30ºC and 

Enterobacteriaceae were significantly lower in the samples sanitized with sodium 

hypochlorite compared to the ones washed with tap water (p<0.05), resulting in a 

high number of borderline samples (43.8% vs 12.5% and 100% vs 25%, 

respectively). After the beginning of dinner (t3-t6), the microbial loads of these 

parameters were significantly higher (p<0.05) independently of the washing 

method (medians above the borderline limit). Regarding the evolution of the 

microbial load during the 2.5 hours exposure in the salad bars (t1/t2, t3/t4 and 

t5/t6), this study demonstrates that microorganisms at 30ºC and 

Enterobacteriaceae loads did not increase significantly (p>0.05), reflecting the 

initial load at the beginning of the exposure for each of the methods. All samples 

were satisfactory for the other parameters performed, with microbial loads lower 

than the limit of detection, except for one not satisfactory for coagulase positive 

Staphylococci and one borderline for Listeria spp. Overall, this study showed that 

the sodium hypochlorite washing method used in FSU was more effective than 

washing only with tap water, and that the storage of washed/sanitized lettuce 

under refrigerated conditions was not recommended beyond lunch for display on 

salad bars. Thus, these data reinforce the need to comply with good hygiene 

practices, including in the preparation of vegetables for washing and sanitizing, in 

order to ensure good microbiological quality at the time of consumption. 

 

Key words: lettuce, sanitizing, sodium hypochlorite, tap water, salad bars, food 

service units. 
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1. Introdução 

 

Nas últimas décadas, o setor da alimentação coletiva na Europa tem registado 

um crescimento exponencial, particularmente como consequência das alterações 

do estilo de vida e dos padrões alimentares atuais, onde se incluem a realização 

de refeições fora de casa (1, 2). Em 2016, o Canal HoReCa (sector de atividade 

económica de alojamento, restauração e similares) contabilizou 97.562 empresas 

em atividade em Portugal, o que equivale a 8,0% do total das empresas 

registadas (3). Nesse ano, este sector atingiu um volume de negócios superior a 

11,6 mil milhões de euros, o que representa 3,2% do total da atividade económica 

portuguesa (4), destacando-se como o sector de maior acréscimo no volume de 

negócios, no valor de 14,8% (5). Esta evolução focou-se principalmente na 

dinâmica das empresas com atividade de Restaurante e Estabelecimento 

hoteleiro com restaurante (5), onde se incluem as refeições fora de casa. De facto, 

verifica-se um crescimento contínuo da tendência da realização de refeições fora 

de casa, aumentado o número de refeições realizadas em locais de trabalho e 

escolas (6). O setor da alimentação coletiva é um mercado representativo na 

economia mundial, atingindo valores significativos, principalmente em países 

desenvolvidos como no continente Europeu, onde 17% das refeições foram 

realizadas fora de casa no ano de 2015 (1). 

Atualmente, verifica-se uma tendência para maior consciencialização por 

parte dos consumidores para os conceitos de segurança alimentar, verificando-se 

mais interesse pela higiene das instalações e pela obtenção de informação 

detalhada sobre a segurança dos alimentos que consome (7, 8). O Regulamento 
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(CE) N.º 852/2004 (9) “estabelece as regras gerais destinadas aos operadores das 

empresas do sector alimentar no que se refere à higiene dos géneros 

alimentícios” atribuindo ao operador a principal responsabilidade pela segurança 

alimentar. Além disso, institui que a mesma deve ser assegurada ao longo da 

cadeia alimentar, através da aplicação de procedimentos baseados nos princípios 

do sistema Hazard Analysis and Critical Control Points (HACCP) e de requisitos 

básicos de higiene (9). 

No entanto, apesar de todos os avanços na área da segurança alimentar, 

continua a registar-se a nível mundial uma elevada ocorrência de doenças de 

origem alimentar (DOA) (10). Nas últimas décadas, as alterações no estilo de vida 

dos consumidores também incluem alterações nos hábitos alimentares. Assim, os 

consumidores exigem produtos mais diversificados (por exemplo, produtos 

tropicais, frutas e hortícolas durante todo o ano), produtos prontos a comer de 

conveniência (por exemplo, refeições pré-preparadas, frutas e vegetais prontos 

para consumo, molhos de preparação rápida) e alimentos saudáveis (por 

exemplo, com menos sal; produtos hortícolas), conhecidos por estarem 

associados à contaminação e à multiplicação de microrganismos patogénicos 

transmitidos pelos alimentos, constituindo um fator determinante para a 

emergência das DOA (11, 12). Um dos principais exemplos é o aumento do 

consumo de produtos frescos que têm sido frequentemente associados a surtos 

em países desenvolvidos, nomeadamente hortícolas verdes de folhas (por 

exemplo, espinafre, alface), rebentos e frutos (por exemplo, melões, papaias) (13, 

14). De facto, apesar da sensibilização a todos os intervenientes da cadeia 

alimentar para questões de segurança alimentar associadas à produção de 
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hortícolas, a ocorrência de doenças transmitidas por estes alimentos tem 

aumentado gradualmente nos países industrializados (15-18). 

Nos Estados Unidos da América (EUA), o Centers for Disease Control and 

Prevention (CDC) estimou que anualmente as DOA causem doença num em cada 

seis americanos, levem à hospitalização de 128 mil e a morte de 3 mil pessoas 

(19). Adicionalmente, esta entidade tem verificado, nos últimos anos, um aumento 

nos surtos de DOA associados ao maior consumo de frutas e vegetais frescos. 

Por exemplo, os vegetais com sementes (como o pepino e o tomate) e os 

folhosos (como a alface e o espinafre) foram identificados como veículo de 

agentes patogénicos, tais como Salmonella, Escherichia coli O157:H7 e Listeria 

monocytogenes (20, 21). Também na União Europeia (UE), têm sido relatados mais 

de 320.000 casos anuais de DOA, sendo estimado que o número real seja 

consideravelmente superior (22). Em 2015, 28 países Europeus reportaram um 

total de 4.412 surtos de origem alimentar e através da água. Estes surtos 

envolveram 47.727 casos e resultaram em 3.899 hospitalizações e 17 mortes (23). 

Apesar das casas particulares terem sido registadas como o local de exposição 

mais frequente, os locais de restauração coletiva (tais como cantinas, cantinas de 

locais de trabalho, restaurantes e bares) continuam a ser frequentemente 

implicados na transmissão de DOA (23). Dados europeus de 2007 a 2011 mostram 

que o consumo de alimentos de origem não-animal tem sido associado a 10% dos 

surtos e a cerca de 20% dos casos, ocorrendo um aumento no número de casos, 

assim como nos internamentos e mortes se for incluído o surto de 2011 causado 

por E. coli produtora de toxina Shiga (STEC) O104:H4 (16). Estes dados parecem 

também evidenciar que tem ocorrido um aumento no número de surtos e casos 

reportados associadas a alimentos de origem não animal nos países Europeus. 
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As principais associações agente patogénico/alimento têm sido Salmonella 

/vegetais folhosos consumidos crus, Salmonella/vegetais de bolbo e caule, 

Salmonella/tomate, Salmonella/melão e, E. coli STEC/vagens, leguminosas e 

grãos (16).  

Assim, as DOA são consideradas uma ameaça global e significativa à 

saúde pública, com efeitos nocivos, não só a nível individual, mas também ao 

nível da comunidade. As DOA prejudicam diretamente a saúde dos indivíduos, as 

empresas de produção alimentar, os sistemas de saúde e a sociedade em geral, 

pelos custos económicos que imputam (22, 24). De acordo com Scharff (25), os 

custos básicos associados a estas doenças nos EUA em 2011 foram de 

aproximadamente 1.068 dólares por episódio que consequentemente 

representam um custo anual de 51 mil milhões de dólares. Tais estimativas 

excluem mau estar, dor e disfunção funcional, sendo que a sua inclusão aumenta 

as estimativas para valores como 1.626 dólares por episódio e 77,7 mil milhões 

de dólares por ano (25). Já na realidade europeia, mais precisamente nos Países 

Baixos, os dados mostram que devido a agentes patogénicos presentes em 

alimentos tenham sido gastos 468 milhões de euros em 2011, sendo 74% 

atribuídos a custos indiretos não relacionados com cuidados de saúde (26). Mas 

não só os custos relacionados com cuidados de saúde integram as estatísticas, 

por exemplo, o impacto económico do surto de E. coli STEC O104:H4 (associado 

ao consumo de rebentos em 2011) na produção agrícola espanhola e europeia 

estimou-se que tenha causado um prejuízo de 51 milhões por danos diretos 

causados pela retirada de produtos do mercado e de cerca de 200 milhões de 

euros pela perda de produção (27). 
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Estudos recentes têm mostrado que saladas servidas em estabelecimentos 

de restauração coletiva estão frequentemente contaminadas com microrganismos 

patogénicos (28-30). Por exemplo, Rodríguez-Caturla et al (31) em 2012 verificaram 

contagens elevadas de Staphylococcus coagulase positiva em saladas vendidas 

em cantinas escolares em Espanha. Também Osimani et al (32) avaliaram várias 

amostras de hortícolas crus preparados em cantinas universitárias italianas, tendo 

estas sido frequentemente classificadas como não satisfatórias para os 

parâmetros Staphylococcus coagulase positiva, Bacillus cereus e anaeróbios 

sulfito-redutores. Gómez-Aldapa et al (33) verificaram que todas as saladas 

vendidas em diferentes tipos de restaurantes no México em 2013 apresentavam 

baixa qualidade microbiológica, nomeadamente com presença de Salmonella em 

2,5-10% das amostras dos restaurantes de cadeias nacionais, 5-7,5% nos 

restaurantes locais e 5-10% nos restaurantes dos mercados locais. Na Europa e 

nos Estados Unidos da América o consumo de hortícolas é recorrentemente 

associado a surtos de DOA, dos quais vários foram associados ao consumo de 

saladas servidas em ambiente de restauração (34-37). 

Segundo membros da indústria americana de vegetais folhosos 

(International Fresh-Cut Produce Association, Produce Marketing Association, 

United Fresh Produce Association e Western Growers) e a Food and Drug 

Administration (FDA) (38), quando os vegetais folhosos são contaminados por 

microrganismos patogénicos a sua remoção é muito difícil. Assim, defendem que 

é preferível a prevenção da contaminação microbiana desde a produção até à 

distribuição, em vez da utilização dos tratamentos de desinfeção disponíveis para 

a resolução deste problema na preparação final (38). A contaminação microbiana 

dos hortícolas poderá ocorrer ao longo da cadeia alimentar, da produção agrícola 
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até ao consumo final (39). Durante a produção, a contaminação microbiológica dos 

hortícolas pode dever-se a diversas origens, tais como rega ou lavagem com 

água contaminada (ex. com dejetos de animais/homem) ou utilização de detritos 

de atividade pecuária/agrícola (ex. estrume contaminado). Adicionalmente, a 

utilização de solos contaminados para cultivo apresenta a agravante da possível 

penetração de microrganismos patogénicos para o interior da seiva e de algumas 

células dos vegetais (39, 40). A internalização dos patogénicos pode acontecer 

através dos estomas, da vasculatura, extremidades cortadas e tecidos 

intercelulares (40). Por exemplo, alguns estudos mostraram que algumas estirpes 

de Salmonella são capazes de penetrar nas folhas (como da alface e do 

espinafre) (41, 42), tal como foi descrito também para E. coli O157:H7 (43, 44). Nestes 

casos, a utilização de métodos tradicionais de lavagem e desinfeção nos produtos 

finais para consumo poderá torna-se menos eficaz na redução da carga 

microbiana para níveis aceitáveis e na eliminação dos patogénicos (41, 45, 46). Para 

além da etapa da produção, a contaminação dos produtos hortícolas poderá 

também ocorrer após a fase de colheita durante o transporte (ex. em veículos 

incorretamente higienizados), pelos trabalhadores, por incumprimento das boas 

práticas de higiene e fabrico, assim como na fase final da cadeia. De facto, nas 

unidades de alimentação pode ocorrer contaminação por higienização 

inadequada do equipamento, através do manipulador de alimentos, utilização de 

água contaminada para a lavagem e até pela manipulação do consumidor em 

mesas de exposição de saladas (16, 47, 48). Dada a importância dos hortícolas na 

alimentação atual, a Organização Mundial de Saúde (OMS) publicou em 2012 um 

documento com as cinco chaves para o cultivo de frutos e produtos hortícolas 

mais seguros (49), onde são sugeridas as boas práticas agrícolas e boas práticas 
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de manipulação, no sentido da redução do risco da contaminação dos alimentos 

por microrganismos patogénicos e toxinas durante a produção agrícola. 

Nas unidades de alimentação, a Food and Agriculture Organization em 

conjunto com a Organização Mundial de Saúde (FAO/OMS) e a European Food 

Safety Authority (EFSA) têm recomendado a lavagem e higienização dos produtos 

hortícolas, consumidos crus, para que se diminua a carga microbiana presente 

nos mesmos e assim se possa prevenir as DOA (50, 51). A redução da população 

microbiana obtida nos vegetais é variada, podendo atingir-se valores máximos de 

redução entre os 5 e 6 ciclos logarítmicos nos vegetais folhosos, dependendo da 

técnica de higienização utilizada (52, 53). São vários os métodos com essa 

finalidade, sendo que o mais aplicado é a higienização com produtos à base de 

cloro (ex. hipoclorito de sódio), devido à relação custo-eficácia e à sua aplicação 

simples (53, 54). Com este desinfetante é possível alcançar reduções de 1 a 3 log 

UFC/g, sendo a sua eficácia depende de vários fatores, tais como concentração 

de cloro, tempo de contacto, lavagem anterior para retirar matéria orgânica, 

qualidade da matéria-prima e também dos microrganismos contaminantes (50, 53, 55, 

56). A FAO/OMS (51) aconselham que toda a matéria orgânica seja bem removida 

previamente ao contacto com a solução de cloro e que os hortícolas não sejam 

desinfetados depois de cortados, pois o corte dos tecidos leva à libertação de 

exsudado que inativa o cloro livre presente na água de lavagem, conduzindo a 

uma menor eficácia do processo. 

Uma vez que os vegetais frescos são importantes fontes naturais de 

micronutrientes (57), fica a encargo das Unidades de Alimentação e Nutrição (UAN) 

a inclusão destes alimentos nas refeições servidas, por forma a cumprir o objetivo 

da promoção da saúde e prevenção de doenças através do fornecimento de 
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alimentos adequados aos clientes, com elevadas qualidade e segurança 

alimentares (58, 59). Embora a alface seja difícil de processar devido à sua 

fragilidade mecânica e fisiológica, esta é recorrentemente escolhida para a 

composição de saladas variadas (60). Por forma a reduzir a carga microbiana a 

montante do ciclo de vida destes hortofrutícolas, o método de desinfeção mais 

comum na indústria dos vegetais frescos e nas UAN é a imersão destes alimentos 

em água com hipoclorito ou ácido hipocloroso (15, 61). Estas soluções devem ser 

utilizadas com concentrações entre 50 e 200 partes por milhão (ppm) de cloro 

livre num tempo máximo de exposição de 5 minutos, uma vez que para além 

deste intervalo e até aos 30 minutos não parece ocorrer uma diminuição adicional 

da carga microbiana (53, 62). Alguns estudos referem até que a redução da carga 

microbiana inicial ocorre principalmente no primeiro minuto de exposição ao 

desinfetante e que a redução adicional com o aumento do tempo de contato não é 

significativa (15, 51, 63-66).  

No entanto, este processo de desinfeção apresenta eficácia limitada na 

redução da carga microbiana, uma vez que é um processo dependente do pH e 

cujo contacto com matéria orgânica origina a inativação do desinfetante clorado 

por ligação do cloro livre a esta (15, 67). Adicionalmente, a formação de compostos 

clorados com potencial cancerígeno a partir do contacto do hipoclorito com 

moléculas orgânicas (como clorofórmio e outros trihalometanos) tem sido 

bastante estudada, levantando questões sobre a utilidade e segurança da 

desinfeção dos hortícolas com cloro (15, 53). De facto, a lavagem de vegetais 

frescos com recurso a água da torneira, em vez de água adicionada de agentes 

de desinfeção química, tem vindo a ser defendida em alguns países europeus, 

sendo já proibida a utilização de desinfetantes à base de cloro em alguns países 
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como Alemanha e a Suíça (53, 68). No entanto, a avaliação da eficácia da lavagem 

e higienização com água, em comparação com os métodos de desinfeção à base 

de cloro, tem sido pouco reportada ou tem originado resultados muito diversos (61, 

69, 70), pelo que é uma área a explorar, particularmente em unidades de 

alimentação coletiva. 

Outro aspeto também pouco explorado nas unidades de alimentação 

coletiva é o estudo da evolução da carga microbiana ao longo do tempo (dia útil 

de serviço de refeições) após a preparação, lavagem e higienização de saladas. 

De facto, a preparação de matéria-prima num único momento do dia poderia 

possibilitar a diminuição do desperdício alimentar, como se poderia verificar se a 

higienização dos hortícolas ocorresse durante a manhã seguida de 

armazenamento em condições adequadas (protegidos de possíveis 

contaminações, a temperatura de refrigeração) para utilização posterior (nos 

turnos subsequentes). Desta forma, existiria também a possibilidade de 

otimização de recursos humanos por parte das UAN. A avaliação da eficácia de 

processos de higienização de vegetais em ambiente real de serviço de refeições é 

escassa (61, 69, 71), sendo mais focada em ambiente laboratorial, onde as condições 

são controladas e não simbolizam a situação real das UAN. De facto, os estudos 

realizados em condições de trabalho reais (72) podem fornecer informações mais 

realistas que podem ser muito valiosas para todos os intervenientes da cadeia 

alimentar, possibilitando ainda a deteção de falhas nas práticas e nas atitudes dos 

operadores alimentares que necessitam de ser corrigidas.  

Outro desafio para as empresas de alimentação coletiva tem sido o 

fornecimento atrativo de saladas variadas aos consumidores (ex. mesas de 

saladas), sem aumentar o preço unitário da refeição, nomeadamente causados 
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por maiores desperdícios. Por exemplo, Soares et al (73) verificaram que a salada 

foi o grupo de alimentos com maior percentagem de sobras limpas em UANs no 

Brasil. Assim, estes autores sugerem que para reduzir o desperdício destes 

alimentos as UAN devem optar por uma distribuição que evite a monotonia visual, 

investindo numa disposição das cuvetes na mesa de saladas mais apelativa e no 

reabastecimento frequente através de cuvetes de menores dimensões (73). Desta 

forma também poderá ser possível fornecer produtos mais seguros aos clientes. 

No entanto, apesar dessas vantagens as mesas de saladas têm sido associadas 

à incapacidade de manutenção constante de temperaturas inferiores a 6ºC (74, 75). 

Uma vez que a temperatura a que as saladas são mantidas influencia a sua 

qualidade e a aceitação do produto, a manutenção da temperatura das mesas de 

saladas será um fator importante a considerar. Assim, estes equipamentos 

necessitam de ser monitorizados frequentemente, assim como a etapa de 

preparação dos hortícolas, por forma a zelar pela melhor qualidade e segurança 

destes produtos (74). Estudos sobre estes aspetos poderão possibilitar a 

otimização da preparação de saladas disponibilizadas aos consumidores em 

UANs, incluindo a diminuição do desperdício de sobras de hortícolas (34). 

Nas últimas décadas, o setor da alimentação coletiva tornou-se cada vez 

mais competitivo, de modo que todos os procedimentos que conduzirem a melhor 

otimização de recursos e redução de custos, incluindo desperdício alimentar, 

mantendo a elevada qualidade do serviço, devem ser estimulados. Tendo em 

conta a elevada responsabilidade destas empresas para com a promoção da 

saúde e a prevenção de doenças, não podem ser descuradas as práticas e 

procedimentos ao nível de higiene e segurança alimentar.  

 



11 

 

 

2. Objetivos 

 

2.1 Objetivo Geral 

- Avaliar a qualidade microbiológica de alface após lavagem/higienização por dois 

métodos assim como após armazenamento e exposição em mesas de saladas 

em duas unidades de alimentação e nutrição. 

 

2.2 Objetivos específicos 

- Avaliar a carga microbiana de indicadores de qualidade, higiene e segurança em 

alface após lavagem e higienização por dois métodos utilizados em unidades de 

alimentação e nutrição (UAN); 

- Avaliar a evolução da carga microbiana de indicadores de qualidade, higiene e 

segurança em alface lavada/higienizada durante a exposição em mesas de 

saladas e o armazenamento refrigerado; 

- Determinar, do ponto de vista microbiológico, o tempo de vida útil de alface 

lavada/higienizada, durante um dia útil de serviço de refeições, aplicando os 

valores guia para avaliação da qualidade microbiológica de alimentos prontos a 

comer preparados em estabelecimentos de restauração do Instituto Nacional de 

Saúde Doutor Ricardo Jorge (INSA) (76); 

- Sugerir melhorias nos procedimentos de lavagem, higienização e/ou de 

armazenamento/exposição de alface disponibilizadas aos consumidores em UAN. 
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A hipótese deste projeto foi: 

- A carga microbiana de diferentes parâmetros microbiológicos apresenta-se 

aceitável em alface, após lavagem/higienização por dois métodos, assim como 

após armazenamento e exposição em mesas de saladas durante um dia útil de 

serviço de refeições?  
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3. Material e Métodos 

 

3.1 Seleção dos hortícolas  

 

A gama de produtos hortícolas utilizados em UAN e passíveis de serem 

estudadas do ponto de vista microbiológico é vasta, tendo sido o primeiro critério 

de seleção a frequência de consumo. Neste sentido, verificou-se que nas 

unidades de alimentação coletiva da empresa, os hortofrutícolas mais consumidos 

são a alface e o tomate. Uma vez que este estudo aborda exclusivamente 

parâmetros microbiológicos deste grupo de alimentos, procedeu-se à exclusão do 

tomate, pois os parâmetros organoléticos poderiam não ser cumpridos até final do 

tempo de teste (dados internos da empresa).  

A alface (Lactuca sativa L.) é cultivada durante todo o ano em diferentes 

condições climáticas e zonas geográficas (16). É uma planta herbácea, pertencente 

à família Asteracea. As suas folhas podem ser lisas ou frisadas, de cor verde-

claro ou escuro, existindo ainda exemplares de folhas arroxeadas ou 

avermelhadas devido à presença de antocianinas (77). A sua constituição é 

maioritariamente por água, aproximadamente 96%, o pH varia entre 6.0-7.0 e 

apresenta um valor nutritivo reduzido: 50 KJ (12 Kcal) por 100 g de parte edível 

(77, 78). A alface é um hortícola perecível, deteriorando-se rapidamente com o 

aumento da temperatura. Adicionalmente, é muito sensível à presença de etileno, 

responsável pela perda acelerada de clorofila das folhas e senescência celular. 

Assim, a planta exige o cumprimento da capacidade máxima das câmaras de 

refrigeração, para existir uma ventilação adequada nas mesmas, por forma a 
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evitar o amarelecimento e envelhecimento do hortícola (77). Da mesma forma, 

deve ser evitado o armazenamento de alface com outras fontes de etileno (como 

frutos maduros). As alfaces podem ser mantidas com ótima qualidade durante 2 

dias na parte mais fresca do frigorífico, contudo o tempo de conservação depende 

do estado de maturação do hortícola (77). 

 

3.2 Seleção das Unidades de Alimentação e Nutrição 

  

O processo de seleção das UAN foi levado a cabo pela empresa de 

alimentação coletiva, tendo sido escolhidas duas unidades do setor empresarial 

designadas neste estudo como UAN1 e UAN2. 

A UAN1 apresenta uma média de refeições diária de 270 pratos, distribuída 

por três momentos de refeição, correspondendo a 170 almoços e 50 refeições ao 

jantar e à ceia. Ao consumidor (almoço, jantar e ceia) é sempre servido um 

tabuleiro completo, que inclui sopa, pão, prato, salada, sobremesa e bebida.  

A UAN2 apresenta uma média diária de 200 pratos, distribuídos por dois 

momentos de refeição, correspondendo a 160 almoços e 40 jantares. É 

igualmente servido um tabuleiro completo ao consumidor, com os mesmos 

constituintes descritos no serviço da UAN1.  

Adicionalmente, para a realização do presente estudo, foi efetuada a 

seleção do equipamento com capacidade de refrigeração em cada uma das UAN. 

Na UAN1 utilizou-se uma câmara de refrigeração (marca De Rigo, modelo 

VMEG70110 e gás refrigerante R404A) e uma mesa de saladas refrigerada 

(marca branca com gás refrigerante R404A). Na UAN2 utilizou-se um frigorífico 
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(marca branca adquirido à Soteque, com gás refrigerante R134A) e uma mesa de 

saladas refrigerada (marca Tecfrigo, modelo ISOLA 6M com gás refrigerante 

R404A). 

Nas duas UAN foram utilizados instrumentos de medição da temperatura 

para registo da mesma ao longo do tempo em cada um dos equipamentos de 

refrigeração selecionados. Em ambas as UAN foram utilizados três termómetros 

registadores de dados (marca Lascar Electronics, um de modelo EL-USB-1-LCD e 

dois de modelo EL-USB-2-LCD), sendo que ambos os modelos tinham gama de 

medição entre -35ºC e 80ºC (resolução de 0,5ºC e incerteza de 0,5ºC). Foi 

também utilizado um termómetro infravermelho (marca CPC, modelo SAEP125), 

com gama de medição entre -50ºC e 330ºC (resolução de 0,1ºC e incerteza de 

1,5ºC) para a medição da temperatura da alface nos momentos de colheita de 

amostra. 

Para a pesagem das amostras de alface foi utilizada uma balança 

eletrónica (marca Tescoma, modelo accura), com capacidade máxima de 3 kg 

(mínima de 1g e incerteza associada de 1g). 

 

3.3 Caracterização de procedimentos de preparação de hortofrutícolas nas 

UAN  

Por forma a caracterizar as UAN selecionadas, foi efetuado o levantamento 

de várias características importantes das mesmas, antes do início do estudo da 

avaliação da qualidade microbiológica das alfaces. Adicionalmente, com o 

objetivo de padronizar os procedimentos necessários para a realização deste 

estudo, foi necessário acompanhar as equipas de colaboradores das duas UAN. 
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Este período de caracterização e padronização ocorreu durante cinco semanas 

intervaladas, entre 1 de março e 7 de abril de 2017.  

Um fator determinante para este estudo é a rede de refrigeração presente 

em cada UAN. Assim, através da utilização de termómetros com registo de dados, 

foi possível verificar que as câmaras de refrigeração/frigoríficos de cada UAN 

seriam capazes de manter todas as amostras a uma temperatura inferior a 7ºC. 

Durante dois dias foi avaliada a temperatura da câmara de refrigeração da UAN1, 

tendo-se verificado uma média de temperaturas de 3,2ºC (±1,1), durante 24 

horas. Já na UAN2, verificou-se que o frigorífico apresentou uma média de 

temperatura de 2,9ºC (±1,0) ao longo de 24 horas. Também a temperatura das 

mesas de saladas refrigeradas foi estudada (dois períodos de dois dias), 

sabendo-se que estes equipamentos apresentam mais dificuldade em manter 

uma temperatura inferior a 7ºC, uma vez que não se encontram fechados, em 

contraste com frigoríficos ou câmaras de refrigeração. Na UAN1, verificou-se uma 

temperatura média de 10,8ºC (±1,2), sendo que o valor mínimo foi de 8,5ºC e o 

valor máximo 14,5ºC, no primeiro período de estudo. Já na segunda avaliação, a 

temperatura média foi de 11,0ºC (±1,0), com temperatura mínima de 9,5ºC e o 

valor máximo igual a 14,5ºC. Na UAN2, no primeiro período de estudo, verificou-

se uma média de temperatura de 8,5ºC (±1,1), sendo que a temperatura mínima 

atingida foi de 4,5ºC enquanto a temperatura máxima foi de 12,5ºC. Na segunda 

avaliação, verificou-se um valor médio de 7,5ºC (±1,3) e uma temperatura mínima 

e máxima de 4,5ºC e 12,5ºC, respetivamente.  

Para garantir que os procedimentos de preparação das alfaces fossem 

idênticos em ambas as UAN durante o presente estudo, foi construída uma lista 

de verificação referente a todo o processo de lavagem e higienização dos 
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hortofrutícolas (Anexo A), com base nos procedimentos internos da empresa. 

Esta lista foi aplicada no período de caracterização das UAN (antes do estudo 

microbiológico), aquando da higienização dos hortofrutícolas para a refeição do 

almoço, com solução líquida de hipoclorito de sódio (procedimento adotado na 

empresa com base nas recomendações do fabricante) (Anexo B). No total, esta 

lista foi aplicada seis vezes em cada UAN, durante a preparação e confeção das 

refeições. No presente estudo, optou-se pela higienização em separado da alface 

para que não ocorressem contaminações cruzadas com outros hortícolas.  

Os resultados obtidos nas doze aplicações da lista de verificação 

supramencionada apresentam-se na Tabela 1. Verificou-se o cumprimento 

rigoroso de certos critérios inerentes às boas práticas de manipulação de 

alimentos em ambas as UAN, uma lavagem primária adequada para remoção de 

matéria orgânica, um correto tempo de exposição ao produto higienizante (5 

minutos), o enxaguamento em água da torneira para eliminação dos resíduos da 

solução de hipoclorito de sódio e a não reutilização de água com produto 

higienizante para o processamento de outro lote de alimentos. Os aspetos mais 

frequentemente não cumpridos foram a ausência de armazenamento a 

temperatura controlada (em mesa de saladas refrigeradas ou frigorífico) na UAN 

1, enquanto na UAN2 foi a desinfeção de utensílios e da banca previamente à 

lavagem higienizante. Foi ainda verificado através da observação da prática diária 

que os colaboradores, particularmente da UAN1, atribuem à lavagem com 

solução de cloro uma capacidade de higienização total, desvalorizando a 

necessidade de cuidados prévios à lavagem. Para a realização do presente 

estudo, não foram verificados os níveis de cloro livre nem a temperatura da água 

utilizada. 
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Tabela 1 – Resultados da avaliação dos procedimentos de preparação de hortofrutícolas em 

cada UAN, através da aplicação de uma lista de verificação. 

 

Critério avaliado UAN1 (%) UAN2 (%) 

Adequação do fardamento 100 100 

Adequação das mãos (unhas e adornos) 100 100 

Receção dos géneros alimentícios frescos 100 100 

Lavagem e desinfeção de mãos e antebraços prévia 

à higienização dos hortofrutícolas 

83,3 100 

Controlo visual do produto para eliminação de 

perigos físicos 

83,3 100 

Lavagem primária com água da torneira 83,3 100 

Separação das folhas da alface do pé do hortícola 83,3 83,3 

Utensílios e banca desinfetados 66,7 66,7 

Inexistência de processos simultâneos na mesma 

bancada 

100 100 

Correta proporção água/produto higienizante 83,3 100 

Cumprimento do tempo de exposição 100 100 

Enxaguamento em água da torneira posterior à 

lavagem higienizante 

100 100 

Não reutilização de água com produto higienizante 100 100 

Armazenamento a temperatura controlada 50 100 

 

A informação sobre os procedimentos de preparação de hortofrutícolas 

possibilitou que fosse efetuada uma formação prática (durante o período de 

trabalho) mais focada para os aspetos menos consolidados em cada UAN. Assim, 

foi realizado diariamente acompanhamento e supervisão das colaboradoras, com 

observação direta da aplicação dos conhecimentos adquiridos.  

Adicionalmente, foi efetuado um levantamento dos resultados das análises 

microbiológicas de rotina efetuadas nos três anos anteriores ao presente estudo. 

Os resultados obtidos apresentaram-se sempre conformes para todos os 

parâmetros microbiológicos em ambas as UAN, quer referentes a amostras de 

alimentos, quer de superfícies (zaragatoas para teste a mãos de colaboradores e 

utensílios) (dados internos da empresa). No ano de 2017, a qualidade 
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microbiológica da água da torneira foi testada em ambas as UAN e os resultados 

de todos os parâmetros microbiológicos efetuados pela empresa estavam de 

acordo com o Decreto-Lei nº 306/2007 (79). A água fornecida pela rede é tratada 

com uma solução desinfetante cujo composto ativo é o cloro, sendo possível 

verificar nas análises realizadas pela Câmara Municipal de ambas as UAN que a 

concentração deste composto é de 0,3 a 0,8mg/L. 

 

3.4 Plano de Amostragem para as análises microbiológicas 

 

Perante os objetivos delineados para este projeto de investigação, foi 

necessário elaborar um plano de amostragem que permitisse avaliar a evolução 

da qualidade microbiológica de alface para consumo ao longo de 1 dia, após 

preparação por dois métodos (A – lavagem higienizante com hipoclorito de sódio 

e B – lavagem com água da torneira) e após exposição no serviço de refeição. 

Desta forma, foram selecionados momentos de recolha de amostras nas duas 

UAN com o objetivo de verificar a carga microbiana inicial da alface preparada 

para consumo (após aplicação dos dois métodos designados de A e B) e a sua 

evolução ao longo do tempo do serviço de refeições, incluindo os períodos de 

exposição para consumo no horário das refeições existentes em cada UAN 

(Figura 1). Assim, procedeu-se à colheita de amostras no momento após a 

aplicação do método de lavagem/higienização (t0A e t0B), no início e no final das 

refeições (UAN1 - t1 a t6 e UAN2 - t1 a t4) (Figura 1), sendo que nestes 

intervalos de tempo a alface estava acondicionada nas mesas de saladas 

refrigeradas (com registo de temperatura). Adicionalmente, efetuou-se um 
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controlo que consistiu em alface mantida no frigorífico ou na câmara de 

refrigeração das UAN durante todo o dia da experiência.  

Por questões logísticas, a lavagem/higienização das alfaces foi efetuada 

primeiro na UAN1 (por volta das 8 horas), e seguidamente na UAN2 (por volta das 

10 horas). A quantidade inicial de alface a utilizar nas experiências variou entre as 

unidades, usando-se 4kg na UAN1 e 3kg na UAN2, uma vez que a UAN2 

apresenta menos um serviço de refeição (ceia). Desta quantidade inicial eram 

retiradas as folhas com menor frescura, seguindo-se a verificação de existência 

de insetos e lavagem com água da torneira. Todo o material necessário para a 

realização das experiências, como as cuvetes de inox para armazenamento da 

alface, foi higienizado na máquina de lavar loiça e arrefecido antes da utilização. 

O procedimento de lavagem/higienização foi igual em ambas as unidades, 

realizando-se, em primeiro lugar, a lavagem da totalidade da alface (4Kg na UAN1 

e 3Kg na UAN2) com água da torneira. De seguida, metade dessa alface foi 

acondicionada em cuvetes de inox (Método B - lavagem com água), contendo 

cada uma delas uma quantidade superior a 400g, com exceção da cuvete 

controlo (continha 200g). Estas cuvetes eram identificadas e armazenadas na 

câmara de refrigeração ou frigorífico das UAN até serem retiradas para exposição 

nas mesas de saladas em cada um dos momentos de refeição. A outra metade da 

alface, já lavada com água corrente da torneira, era higienizada com uma solução 

líquida de hipoclorito de sódio diluída em água, na proporção 0,5% (v/v) a uma 

concentração de 90 ppm (Método A – lavagem higienizante com hipoclorito de 

sódio) (Anexo B), com um tempo de exposição de 5 minutos (de acordo com as 

instruções do fabricante). No final, procedia-se ao enxaguamento, com água 

corrente da torneira para eliminação dos resíduos desta solução. Este 
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procedimento encontra-se de acordo com as recomendações da OMS e da FAO 

(80), que mencionam os compostos à base de cloro em concentrações livres entre 

50 e 100 ppm como os agentes de higienização mais comumente utilizados a 

nível global. Estes produtos são capazes de atingir maiores reduções na carga 

microbiana total com a vantagem de serem mais práticos relativamente a outras 

substâncias (80).  

Após o procedimento de lavagem, a alface higienizada com o método A era 

também acondicionada em cuvetes de inox (cada uma contendo uma quantidade 

superior a 400g, com exceção do controlo) identificadas e armazenadas nas 

mesmas câmaras de refrigeração ou frigorífico até serem retiradas para 

exposição nas mesas de saladas em cada um dos momentos de refeição. Após 

aplicação de ambos os métodos foi efetuada a recolha das amostras t0A e t0B 

(Figura 1). As restantes amostras para análise microbiológica eram colhidas das 

cuvetes de 400g no início e no final da colocação nas mesas de saladas 

refrigeradas em cada uma das refeições estudadas (almoço, jantar e ceia na 

UAN1 e almoço e jantar na UAN2) (Figura 1). 

No início de cada refeição, a cuvete em estudo era retirada da câmara de 

refrigeração/frigorífico, procedendo-se à colheita da amostra. Depois a cuvete 

ficava em exposição, fechada com filme plástico extensível, na mesa de saladas 

refrigerada durante todo o período de funcionamento da linha de self-service. No 

final do serviço de refeições, procedia-se à recolha da segunda amostra da 

mesma cuvete. As amostras controlo (cuvetes sempre presentes na câmara de 

refrigeração ou frigorífico) foram colhidas no final do serviço de refeições de cada 

dia (UAN1 - ceia e UAN2 - jantar) (Figura 1).  
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Figura 1 – Plano de amostragem de alface nas duas UAN em estudo. t0 a t8 - momentos de 

colheita de amostra; A – método de lavagem/higienização com hipoclorito de sódio; B – método de 

lavagem com água da torneira UAN1 - UAN de setor empresarial não alimentar; UAN2 - UAN de 

setor empresarial alimentar.  
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A alface utilizada para o estudo foi preparada, lavada e higienizada pelas 

colaboradoras da empresa, sob supervisão. O plano de amostragem (Figura 1) 

foi replicado uma vez por semana, durante 4 semanas em cada uma das duas 

UAN, perfazendo um total de 112 amostras para análise microbiológica. 

 

3.5 Colheita das amostras para análise microbiológica 

 

Todas as amostras que constituíram o estudo foram colhidas pela autora do 

trabalho, que colocou bata descartável e luvas de latex estéreis. As amostras 

foram colhidas com utensílios estéreis descartáveis e colocadas em sacos de 

plástico estéreis, próprios para colheita de amostras de alimentos (do tipo 

Stomacher), fechados com bag clips (para o fecho temporário dos sacos) e 

pesadas com o auxílio de uma balança. Todos os sacos com as amostras foram 

identificados no exterior com caneta permanente, referindo-se o nome do 

colaborador que efetuou a lavagem/higienização do alimento, a data, a hora, o 

nome da UAN, o código referente ao momento de recolha (t) e a temperatura 

(medida diretamente no alimento com recurso ao termómetro infravermelho) a 

que estava a amostra no momento da colheita. 

Posteriormente à recolha, as amostras foram armazenadas na câmara de 

refrigeração/frigorífico das UAN, até ao momento de transporte (sob refrigeração), 

da responsabilidade do laboratório externo contratado. As amostras t0 a t2 de 

ambas as UAN foram transportadas às 15h00 do dia de início do estudo e as 
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amostras t3 a t8 de ambas as UAN às 8h00. O ensaio laboratorial iniciava-se no 

período máximo de 24h após a colheita. 

3.6 Parâmetros e Critérios microbiológicos 

 

Um dos objetivos da legislação alimentar é assegurar um elevado nível de 

proteção da saúde pública, através da prevenção e controlo das doenças de 

origem alimentar. Para tal, tem-se procedido ao estabelecimento de métricas, 

como os critérios microbiológicos, por forma a representar as vantagens do 

conhecimento e da experiência das Boas Práticas de Higiene e Fabrico. Estes 

critérios fornecem orientações quanto à aceitabilidade dos processos de fabrico, 

manuseamento e distribuição dos géneros alimentícios, podendo também ser 

utilizados na validação e verificação de procedimentos do HACCP (81, 82).  

De acordo com o Codex Alimentarius (83) e o Regulamento (CE) 2073/2005 

(82), um critério microbiológico para alimentos define a aceitabilidade de um 

produto, de um lote ou de um processo, com base no número de microrganismos, 

ou na sua ausência ou presença, incluindo os parasitas de alimentos, e/ou a 

quantidade das suas toxinas e metabolitos, por unidade de massa, volume, área 

ou lote. É utilizado como um parâmetro de gestão de risco em pontos específicos 

da cadeia alimentar (84). Com o objetivo do cumprimento dos critérios 

microbiológicos, os operadores das empresas do setor alimentar deverão aplicar 

medidas para o controlo das matérias-primas, da temperatura, da higiene e do 

período de vida útil dos alimentos (82). 

Não existindo na legislação, nacional ou europeia, critérios microbiológicos 

específicos para avaliar a qualidade microbiológica de hortícolas frescos 
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preparados para consumo, efetuou-se pesquisa de informação em documentos 

contendo valores guia para alimentos prontos a comer, de modo a serem 

selecionados critérios e parâmetros microbiológicos a avaliar. Neste estudo 

considerou-se que todos os resultados das análises microbiológicas efetuadas 

devem estar de acordo com os critérios microbiológicos propostos pelos valores 

guia para avaliação da qualidade microbiológica de alimentos prontos a comer, 

preparados em estabelecimentos de restauração, do Instituto Nacional de Saúde 

Doutor Ricardo Jorge (INSA) (Portugal) (76), exceto as contagens dos parâmetros 

Listeria spp. e Listeria monocytogenes. Para estes dois parâmetros foram 

selecionados os valores guia presentes no documento “Guidelines for Assessing 

the Microbiological Safety of Ready-to-Eat Foods Placed on the Market”, da 

Health Protection Agency (HPA) - (Inglaterra). Esta seleção deveu-se ao facto da 

contagem de Listeria spp poder ser classificada em três níveis de qualidade 

microbiológica e de serem propostos critérios para a contagem de Listeria 

monocytogenes (85). 

Após pesquisa bibliográfica, foram incluídos neste estudo de evolução da 

carga microbiana das alfaces, os seguintes parâmetros microbiológicos: i) 

indicadores de qualidade - microrganismos aeróbios mesófilos; ii) indicadores de 

higiene - Enterobacteriaceae, Escherichia coli e Listeria spp; iii) indicadores de 

segurança - Bacillus cereus, Clostridium perfringens, Staphylococcus coagulase 

positivo, Listeria monocytogenes e Salmonella (24, 82, 86-92). As análises 

microbiológicas realizaram-se num laboratório externo, após seleção e indicação 

das seguintes técnicas de análise (normas internacionais ISO), incluindo dos 

limites de deteção pretendidos neste estudo:  

1. Contagem de microrganismos a 30ºC (ISO 4833-1: 2013) 
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2. Contagem de Enterobacteriaceae a 37 ºC (ISO 21528-2: 2004) 

3. Contagem de Escherichia coli (ISO 16649-2: 2001) 

4. Contagem de Listeria spp. (ISO 11290-2:1998/Amd.1:2004) 

5. Contagem de Listeria monocytogenes (ISO 11290-2:1998/Amd.1:2004) 

6. Contagem de Clostridium perfringens (ISO 7937: 2004) 

7. Contagem de Bacillus cereus (ISO 7932: 2004) 

8. Contagem de estafilococos coagulase positiva (ISO 6888-

1:1999/Amd.1:2003)  

9. Pesquisa de Salmonella spp. em 25g (VIDAS SLM-AFNOR BIO 12/1-

04/94) 

 

3.7 Tratamento estatístico dos dados 

 

O tratamento estatístico dos dados foi realizado com recurso ao programa 

Statistical Package for the Social Sciences (SPSS®), versão 24 para Windows®. 

Este consistiu na elaboração da estatística descritiva e na aplicação de testes 

estatísticos de hipóteses. A estatística descritiva descreve e resume os dados, 

tendo sido utilizados neste estudo medidas de tendência não-central (percentis). 

A normalidade dos dados foi testada através do teste de Shapiro-Wilk e os testes 

de hipóteses aplicados foram os testes não paramétricos de Mann-Whitney e de 

Wilcoxon. O objetivo desta análise foi comparar os resultados entre os dois 

métodos de lavagem, entre diferentes tempos, assim como entre as duas UAN. 

Devido ao tamanho amostral em cada tempo (n=4), foi necessário proceder à 

junção dos dados das duas UAN relativos ao mesmo tempo (n=8) para a 
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comparação dos dois métodos de lavagem. Foi assumido um intervalo de 

confiança de 95% em todos os testes.  
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4. Resultados e Discussão 

 

4.1 Avaliação da qualidade microbiológica de alface após preparação em 

duas UAN 

Para estudar a evolução da carga microbiana de alface durante a 

exposição nas mesas de saladas foi necessário primeiro avaliar a sua qualidade 

microbiológica após preparação em ambiente laboral nas duas UAN, ou seja, 

determinar a carga microbiana inicial da alface preparada para consumo, após 

aplicação dos dois métodos de higienização. Neste estudo, a alface foi preparada 

pelo método correntemente utilizado nas UAN (método de lavagem higienizante 

com hipoclorito de sódio 90 ppm/5 minutos seguido de lavagem com água da 

torneira) e por um método sem recurso a desinfeção (método de lavagem com 

água da torneira). Para caracterização da qualidade microbiológica dessas 

amostras de alface prontas a servir ao consumidor utilizaram-se parâmetros de 

qualidade, de higiene e de segurança. Assim, são apresentados neste capítulo os 

resultados obtidos nas análises microbiológicas realizadas no momento t0, em 

ambas as UAN, após preparação da alface pelos dois métodos de higienização. 

 

4.1.1 Indicadores de Qualidade 

A contagem de microrganismos a 30ºC, também conhecida por contagem 

de microrganismos viáveis totais ou aeróbios mesófilos, é um indicador de 

qualidade, e não de segurança alimentar, não contribuindo diretamente para uma 

avaliação da segurança dos alimentos prontos a comer (85, 93). Uma vez que são 
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microrganismos aeróbios (crescem na presença de oxigénio) e mesófilos 

(temperatura ótima à volta de 30ºC), os microrganismos normalmente detetados 

numa contagem a 30ºC são bactérias ácido-láticas, leveduras, Bacillus e 

Pseudomonas, entre outros (94), podendo ser associados a menor qualidade do 

alimento (85). Se forem aplicados regularmente, são um parâmetro útil para a 

comparação de resultados ao longo do tempo, por possibilitar a observação de 

tendências (95), sendo úteis para o estudo da evolução da carga microbiana, um 

dos objetivos do presente estudo (e discutido no capítulo 4.2 deste trabalho). 

Adicionalmente, este parâmetro é útil para auxiliar na determinação do tempo de 

prateleira de vários alimentos, podendo fornecer informações sobre a qualidade 

geral, a vida útil remanescente do alimento em questão, assim como potenciais 

problemas no armazenamento e maneio desde a produção até ao consumo (93).  

Neste estudo, relativamente ao parâmetro de qualidade “Microrganismos a 

30ºC” verificou-se que as todas as amostras de alface preparadas com recurso ao 

método de lavagem com água da torneira apresentaram resultados não 

satisfatórios (com cargas entre 1,6x106 e >3x108 UFC/g), com exceção de uma 

preparada na UAN1 (<1x104 UFC/g), tendo ultrapassado os limites propostos 

pelos critérios microbiológicos do INSA para alimentos crus prontos a comer (106 

UFC/g) (76). As amostras tratadas pelo método de lavagem higienizante com 

hipoclorito de sódio apresentaram uma maior diversidade de resultados, sendo 

que 5 das 8 amostras foram não satisfatórias (Figura 2). Esta situação foi mais 

evidente na UAN1 onde todas as amostras analisadas se encontravam nessa 

categoria, contrastando com a UAN2, com apenas uma das amostras não 

satisfatória (correspondeu à amostra com maior tempo de prateleira no frio até à 

data do estudo – 4 dias) (Figura 2). Mesmo após um método de desinfeção, as 
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alfaces em t0 apresentaram cargas microbianas elevadas e muito diversas, 

variando entre 1,5x106 e >3,0x108 na UAN1 e entre <1,0x104 e 2,1x106 na UAN2. 

Adicionalmente, através da análise estatística efetuada, foi possível verificar que 

para este parâmetro microbiológico existiram diferenças estatisticamente 

significativas entre os métodos A e B nas amostras da UAN2 no ponto t0 

(p=0,042). 

Figura 2 - Frequência de classificação das amostras t0 em “Satisfatório”, “Aceitável” e “Não 

Satisfatório” para o parâmetro Microrganismos a 30ºC nas UAN por método de higienização (A - 

lavagem higienizante com hipoclorito de sódio; B - lavagem com água da torneira). 

 

Diversos fatores podem afetar os resultados das contagens deste 

parâmetro em alface higienizada, sendo de salientar a pré-lavagem eficaz para 

remoção da matéria orgânica, o método de lavagem/desinfeção (incluindo tempo 

de contacto), a remoção de folhas estragadas ou danificadas, o tempo de 

prateleira da matéria-prima, a contaminação cruzada e traumatismos nos tecidos 

vegetais (15, 94, 96).  

Relativamente ao método de desinfeção da alface, diversos estudos 

mostraram diferenças entre os tratamentos de lavagem/desinfeção testados, 
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sendo que os métodos de higienização à base de cloro (com diversos tempos de 

contacto e concentrações de cloro) se mostraram mais eficazes do que a lavagem 

apenas com água (53, 61, 69, 97). Por exemplo, Bachelli et al. (97) verificaram que a 

redução da carga microbiana inicial (5 a 6 log UFC/g) foi mais eficaz em alface 

sujeita a desinfeção com hipoclorito de sódio (concentração de 150 mg/L 

equivalente a 150 ppm durante 15 minutos), levando a uma redução de até 2 ou 3 

ciclos logarítmicos do que em alface apenas lavada com água, onde a redução foi 

de 1 ciclo logarítmico. Também, Pereira et al. (61) verificaram que a carga 

microbiana de microrganismos mesófilos na alface após tratamento com pastilhas 

à base de cloro (cloro livre na água entre 0,91 e 1,28 mg/L; durante 10 ou 15 

minutos) variou entre 5,07 e 5,79 log UFC/g, respetivamente, comparativamente à 

alface higienizada apenas com água (variou de 5,10 a 7,2 log UFC/g). Num 

estudo no Brasil, Oliveira et al (69) também obtiveram cargas microbianas menores 

em alface higienizada com hipoclorito de sódio a uma concentração de 200 ppm 

(equivalente a 200 mg/L) durante 15 e 30 minutos (média de 4,15 e 3,74 log 

UFC/g, respetivamente), comparativamente com alface lavada apenas com água 

corrente da torneira (média de 5,53 log UFC/g), após testarem vários protocolos 

de higienização de alface aplicados em Restauração Coletiva. No entanto, nestes 

estudos (61, 69, 97) verificou-se que amostras com valores inferiores a 1x104 UFC/g 

para microrganismos aeróbios mesófilos, limite de satisfatório proposto pelos 

Valores Guia do INSA (76), não são frequentemente obtidas, tal como ocorreu no 

presente estudo, sendo possível obter resultados <1x106 UFC/g (limite do 

aceitável do INSA), dependendo da carga inicial. De facto, alguns estudos 

mostram que os valores de carga microbiana para este parâmetro detetados nas 

amostras após aplicação de determinados métodos de lavagem/desinfeção não 
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são significativamente diferentes das contagens nas amostras antes de ser 

efetuado o tratamento (61, 69, 97), o que poderá sugerir que estes valores limite são 

difíceis de atingir a partir deste tipo de matéria-prima (hortícolas crus). No entanto, 

a redução da carga microbiana de hortícolas crus foi mais frequentemente 

atingida com os diversos esquemas de desinfeção com cloro do que com lavagem 

com água da torneira (53, 61, 69, 70, 97). No presente estudo, foi possível verificar uma 

melhor qualidade microbiológica das amostras higienizadas pelo método com 

hipoclorito de sódio (90 ppm durante 5 minutos) relativamente às amostras 

lavadas com água da torneira, principalmente na UAN2. De facto, vários autores 

referem que a maioria das soluções de desinfeção conduz a uma maior redução 

microbiana quando comparada à lavagem com água, contudo, a eficácia do 

processo de lavagem pode depender do tipo de vegetais, das características das 

superfícies do alimento (fissuras, fendas e textura hidrofóbicas) e do tipo de folhas 

a desinfetar (folhas internas e externas) (53, 98). Além disso, a redução microbiana 

aumenta à medida que aumenta a concentração inicial de cloro, (99) mas a 

extensão do tempo de lavagem para além dos 2 minutos parece não ter efeito 

sobre a redução microbiana em condições ideais (pH, quantidade de cloro livre, 

ausência de matéria orgânica, temperatura, entre outros) (53). De facto, a OMS e a 

FAO também afirmam que a extensão do tempo de exposição ao cloro além dos 

dois minutos, assim como a utilização de agitação da água apresentam pouco 

benefício para o processo de higienização. Sublinham ainda a importância da 

remoção inicial de matéria orgânica, pois evita a redução da eficácia do 

desinfetante, acrescentando que a solubilidade máxima do cloro é conseguida em 

água a cerca de 4°C (51, 80). Assim, diversos autores sugerem a lavagem dos 

hortícolas com produtos de desinfeção à base de cloro, pois parecem apresentar 
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um grande potencial de higienização, que pode ser fortemente aumentado 

quando a matéria orgânica é eliminada previamente, sem necessidade de híper 

cloração (esta com potenciais efeitos nocivos para o consumidor e o ambiente) (51, 

53, 61, 69, 80, 97, 99).  

Também o modo de preparação/corte da alface antes de esta ser 

submetida a lavagem e desinfeção pode determinar diferenças nos resultados da 

carga microbiana total de aeróbios mesófilos. De facto, Pereira et al. (61) 

verificaram a existência de vantagem na higienização das folhas de alface inteiras 

comparativamente com alface cortada às tiras, uma vez que independentemente 

do tipo de tratamento aplicado, a maior redução da carga de microrganismos a 

30ºC se verificou nas alfaces higienizadas inteiras em ambiente de restauração. 

Por exemplo, a alface inteira higienizada com cloro apresentou uma carga 

microbiana de 1,2x105 UFC/g (sendo a carga inicial de 3,6x106 UFC/g) enquanto a 

alface em tiras higienizada pelo mesmo método apresentou 6,1x105 UFC/g (sendo 

a carga inicial de 8,7x105 UFC/g). Também Nou e Luo (100) verificaram esta 

mesma vantagem quando compararam a carga microbiana após higienização de 

várias espécies de alface, inteiras (redução de 1,9 log UFC/g) e cortadas (redução 

de 1,1 log UFC/g), com hipoclorito de sódio a uma concentração de 70 ppm 

(equivalente a 70 mg/L) durante 1 minuto. No presente estudo também se 

conseguiu comparar os dois tipos de preparação da alface, uma vez que a UAN1 

aplicou ambos os métodos de higienização a alface previamente cortada, 

enquanto a UAN2 os aplicou a folhas de alface inteira. Assim, verificou-se que a 

carga de “Microrganismos a 30ºC” nas amostras higienizadas com cloro foi menor 

na UAN 2 (<1,0x104 a 2,1x106 UFC/g) comparativamente com as amostras 

desinfetadas pelo mesmo método na UAN 1 (1,5x106 e >3,0x108 UFC/g). Nesta 
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UAN a alface era grosseiramente cortada previamente à higienização, enquanto 

na UAN2 as folhas de alface eram higienizadas inteiras sendo de seguida 

cortadas. Esta diferença de procedimentos entre as UANs poderá justificar os 

resultados não satisfatórios na UAN1 em todas as amostras higienizadas com 

cloro, comparativamente com os resultados da UAN2 de apenas 1 amostra não 

satisfatória. A disparidade nos procedimentos entre as UAN deveu-se ao facto de 

os procedimentos internos da empresa referirem que os hortícolas poderiam ser 

cortados antes ou após a higienização, não sendo este critério avaliado na lista de 

verificação aplicada no presente estudo. Após a colheita das amostras do 

presente estudo os procedimentos internos foram alterados, encontrando-se 

especificado que os hortofrutícolas devem ser cortados após higienização. De 

facto, diversos autores (61, 100) referem que o corte de alface em tiras prévio ao 

procedimento de desinfeção pode favorecer o crescimento microbiano, uma vez 

que o corte origina danos mecânicos, promovendo a liberação de enzimas e 

exsudatos presentes nas células (o que pode levar à inativação do cloro livre), 

aumentando as reações de degradação e a atividade respiratória dos 

hortofrutícolas. De facto, controlar a quantidade de matéria orgânica presente na 

água de lavagem é uma forma de manter a eficácia da solução higienizante 

contra potenciais contaminantes (100). 

 Adicionalmente, foi ainda possível observar que a diversidade dos 

resultados obtidos no presente estudo pode ser parcialmente explicada pelo 

tempo de prateleira da matéria-prima (alface) e pela temperatura dos 

frigoríficos (entre 6 e 12ºC) onde esta foi armazenada. De facto, as amostras da 

UAN2 com mais dias de armazenamento no frio (4 dias) antes da preparação 

para consumo foram as que apresentaram maior carga microbiana. Assim as 
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contagens foram de 2,1x106 UFC/g para o método com hipoclorito de sódio, 

sendo a única amostra não satisfatória para esta UAN e para este método, e de 

6,8x106 UFC/g para o método de lavagem com água da torneira. Como já foi 

mencionado anteriormente, o armazenamento a temperaturas inferiores a 6ºC é 

um fator importante, sendo que a qualidade, incluindo microbiológica, da alface é 

máxima nos dois dias após a colheita (77).  

Relativamente aos critérios microbiológicos para produtos alimentares crus 

prontos a consumir (ex. saladas), diversas entidades [Health Protection Agency  

do Reino Unido (HPA) (85), Food Safety Authority of Ireland (FSAI) (94), Health 

Canada (95), Food Standards Australia New Zealand (FSANZ) (101) não 

aconselham a aplicação deste parâmetro (Microrganismos a 30ºC) para 

interpretação da qualidade de saladas cruas nas análises de rotina. Esta situação 

deve-se ao facto de elevadas cargas destes microrganismos serem habituais nos 

hortofrutícolas, tal como observado no presente estudo e noutros similares (61, 69, 

97). De facto, a HPA do Reino Unido considera que a contagem de 

microrganismos totais é provavelmente mais elevada do que os valores 

estabelecidos para a classificação de satisfatório para outros tipos de alimentos, 

podendo situar-se entre 106 e 108 UFC/g (85). Estas entidades (85, 94, 101) referem 

que a interpretação dos resultados obtidos nesta contagem deverá ter em 

consideração o conhecimento da carga microbiana normal do produto em estudo, 

assim como o tempo em que este já se encontra em vida útil, uma vez que a 

contagem de viáveis totais aumenta ao longo do tempo de prateleira de um 

alimento. Assim, se considerarmos estes valores (entre 106 e 108 UFC/g) como 

“normais” para hortofrutícolas, os resultados de todas as amostras analisadas 

neste estudo encontram-se dentro deste intervalo. Contudo, a presença de cargas 
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microbianas elevadas tenderá a limitar a vida útil destes alimentos, uma vez que a 

deterioração pode ocorrer com relativa rapidez, mas sendo esta habitualmente 

visível do ponto de vista organolético (85). Assim, a HPA , a FSAI e o Center for 

Food Safety de Hong Kong (CFS) (85, 93, 94) referem que este parâmetro deverá ser 

utilizado para estudos de tempo de prateleira, avaliando a deterioração alimentar, 

devendo nestes casos os microrganismos predominantes serem identificados e 

contados (94). 

 

4.1.2 Indicadores de Higiene 

Neste estudo, foram selecionados como bioindicadores de higiene a família 

Enterobacteriaceae e a espécie Escherichia coli, para além de bactérias do 

género Listeria. A família Enterobacteriaceae (ex. Escherichia, Enterobacter, 

Erwinia) é uma ampla família de bactérias Gram-negativas que inclui espécies 

originárias do ambiente, de plantas, mas também do trato intestinal de humanos e 

outros animais. (94, 102, 103). Por outro lado, a espécie E. coli, habitante normal do 

intestino, é utilizada por si só para avaliar o estado de higiene de um produto 

alimentar, incluindo a adequação da sua higienização, podendo indicar a 

possibilidade de presença de microrganismos patogénicos de origem fecal (94). Já 

o género Listeria spp (pertencente a outra família) é utilizado como indicador de 

contaminação ambiental, uma vez que são bactérias ubíquas e que podem 

sobreviver em instalações e equipamentos de processamento alimentar se não 

forem aplicadas medidas de higiene adequadas. De facto, as bactérias deste 

género são menos sensíveis aos procedimentos de limpeza utilizados (ex. em 

ambiente de restauração) do que muitas outras bactérias. Adicionalmente, estes 
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microrganismos apresentam capacidade de crescimento a temperatura de 

refrigeração (0-6ºC), sendo a sua presença um possível indicador da presença da 

espécie patogénica Listeria monocytogenes (85, 94). 

 

No presente estudo, relativamente aos resultados no momento t0 para o 

parâmetro de Enterobacteriaceae verificou-se que todas as amostras de alface 

preparadas pelo método A (lavagem higienizante com hipoclorito de sódio/5 

minutos) se encontraram satisfatórias (n=4; UAN 1 e UAN 2; ≤102 UFC/g) ou 

aceitáveis (n=4; UAN 1 e UAN2; entre 102 e 104 UFC/g) (Figura 3), de acordo 

com os limites propostos pelo INSA para alimentos crus prontos a comer. Para 

este parâmetro e método de higienização, nenhuma amostra de alface 

apresentou carga microbiana acima de 104 UFC/g, variando entre 4x101 e 2,5x103 

UFC/g na UAN 1 e entre <1x101 e 4,4x102 UFC/g na UAN 2. Quanto à alface 

preparada pelo método B (lavagem com água da torneira), duas das amostras da 

UAN 1 foram não satisfatórias (com cargas de 2,1x104 e >4,9x104 UFC/g), 

enquanto na UAN 2 os resultados foram maioritariamente satisfatórios ou 

aceitáveis (apenas uma amostra registada como não satisfatória) (Figura 3). 

Verificou-se que, independentemente do método de lavagem aplicado, as alfaces 

recebidas no próprio dia foram as que obtiveram os valores mais baixos para a 

contagem de Enterobacteriaceae (entre <1x101 e 4x101 UFC/g). 
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Figura 3 - Frequência de classificação das amostras t0 em “Satisfatório”, “Aceitável” e “Não 

Satisfatório” para os parâmetros Enterobacteriaceae, Escherichia coli e Listeria spp nas UAN, por 

método de higienização (A - lavagem higienizante com hipoclorito de sódio; B - lavagem com água 

da torneira). 

 

A contagem de Enterobacteriaceae a 37ºC tem o objetivo de aferir o estado 

de higiene geral do alimento, sendo principalmente útil em alimentos cozinhados 

(93), uma vez que elevados níveis de bactérias desta família são esperados em 

alimentos crus, como saladas (102). De acordo com a HPA (85) e a FSAI (94), o 

critério indicado para a contagem destes microrganismos não é aplicável a 

hortofrutícolas frescos ou alimentos que contenham os mesmos como ingrediente 

(ex. sanduíches). De facto, a HPA (85) defende que este tipo de alimentos pode 

conter elevadas cargas de Enterobacteriaceae, uma vez que fazem parte da sua 

microbiota, o que sugere que nenhuma das amostras no tempo t0 deste estudo 

seja considerada não satisfatória. No entanto, neste estudo, optou-se pela 

inclusão do parâmetro contagem de Enterobacteriaceae (a 37ºC), uma vez que se 

pretendia avaliar o estado geral de higiene da alface ao longo do período de 

tempo do serviço de refeições. 
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Os microrganismos indicadores de higiene são importantes para a 

avaliação do cumprimento de boas práticas de higiene e fabrico, pois como o 

próprio nome indica, são indicadores do estado de higiene da operação e a sua 

análise estabelece um sistema de alerta no caso de aumento do valor desta 

contagem (104). Embora estes parâmetros não sejam indicadores de segurança 

(105), resultados acima de determinados limites podem indicar a presença de 

microrganismos patogénicos (94). A pior classificação obtida nas amostras da 

UAN1 relativamente a este parâmetro poderá ser justificada pelas temperaturas 

de armazenamento da matéria-prima entre os 5ºC e os 12ºC, acima do 

recomendado pelas Boas Práticas, assim como por alguns incumprimentos 

observados em práticas relacionadas com os procedimentos de 

lavagem/higienização da alface obtidos na lista de verificação (ex. lavagem e 

desinfeção das mãos ou a desinfeção da área de trabalho previamente à 

higienização dos hortofrutícolas inadequadas). As melhores práticas evidenciadas 

(ex. armazenamento dos frescos no frigorifico logo após a receção, higienização 

da área de lavagem dos hortícolas mais frequente, lavagem adequada com água 

antes da desinfeção) na UAN2 podem justificar os melhores resultados para a 

contagem de Enterobacteriaceae, apesar de também se ter verificado o 

armazenamento da matéria-prima a temperaturas superiores a 6ºC. É também 

importante a questão da higienização da alface em tiras (UAN1) ou inteira 

(UAN2), pois poderá ser um dos fatores que conduziu aos resultados diferentes 

obtidos nas duas UAN. Por exemplo, Pereira et al (61) verificaram reduções 

menores na carga de coliformes totais de alface higienizada com solução de cloro 

após corte em tiras do que na higienizada inteira. 
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Relativamente ao método de lavagem/desinfeção da alface, outros 

estudos também mostraram diferenças nas cargas de microrganismos 

indicadores de higiene, sendo que os métodos de higienização à base de cloro se 

mostraram mais eficazes comparativamente com água da torneira (69, 70, 106). Por 

exemplo, Oliveira et al (69) verificaram que os resultados foram mais eficazes com 

a utilização da solução de cloro (200 ppm equivalente a 200 mg/L; 15 min e 30 

min de exposição) tendo verificado reduções aproximadas de 2 ciclos logarítmicos 

e uma carga média de 5x102 a 6,1x102 UFC/g para a contagem de coliformes. 

Neste sentido, estes autores recomendam a utilização da desinfeção da alface 

com 200 ppm (equivalente a 200 mg/L) de hipoclorito de sódio durante 15 minutos 

em estabelecimentos de Restauração Coletiva (concentração mais de duas vezes 

superior e tempo três vezes superior aos utilizados no presente estudo), uma vez 

que leva a uma redução da carga microbiana (total e de coliformes), não tem 

efeito sobre o aspeto das folhas e representa um tempo curto adequado para 

utilização por rotina nas unidades (69). Outro estudo (107) mostrou que a dupla 

aplicação de hipoclorito de sódio (3 minutos a 200ppm equivalente a 200mg/L/ 

cada aplicação) em vez da aplicação de pré lavagem seguida de lavagem com 

hipoclorito de sódio foi mais eficaz na redução da carga microbiana de alface 

iceberg, sugerindo que possa ser uma estratégia com potencial de aplicação em 

UAN. Os resultados do presente estudo (apesar de limitados pelo pequeno 

número de amostras) com 5 minutos de higienização com hipoclorito de sódio a 

90 ppm também mostraram resultados satisfatórios para o momento após 

higienização relativamente aos microrganismos indicadores de higiene. No 

entanto, tendo em conta os resultados de outros parâmetros (ex. microrganismos 

aeróbios mesófilos) obtidos no presente estudo, os resultados de outros estudos 
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com indicadores de higiene (69, 70), para além da necessidade da alface manter a 

qualidade microbiológica durante a exposição até ao consumo (pode ser longa no 

caso de exposição em mesas de saladas), são necessários mais estudos 

efetuados em contexto real para definir qual o melhor binómio concentração de 

cloro/tempo (69, 70) e/ou avaliar a eficácia de utilização de outro tipo de desinfetante 

(ex. efeito sinérgico de dois compostos ativos (15, 53, 108)). Adicionalmente, Gil et al 

(53) afirmam que os produtos de desinfeção podem originar uma redução de 

apenas 1-2 log UFC/g nas contagens bacterianas iniciais, independentemente do 

produto aplicado. Desta forma, Gil et al e López-Gálvez et al (53, 109), evidenciaram 

que o agente higienizante também poderá ser útil na prevenção da contaminação 

cruzada entre alimento limpo e alimento contaminado, no momento da lavagem 

por imersão. De facto, apesar de a ideia geral ser de que os desinfetantes são 

utilizados apenas para reduzir a carga microbiana do alimento, estes parecem ter 

um papel importante na manutenção da qualidade microbiológica da água 

utilizada (53). 

Os restantes indicadores de higiene (contagem de Escherichia coli e de 

Listeria spp) apresentaram-se satisfatórios (76, 85) para todas as amostras (100%, 

n=8) de ambas as UAN e preparadas por ambos os métodos, sendo os resultados 

inferiores a 1x101 UFC/g no momento t0. Estes resultados poderão ser explicados 

pela presença de contaminação baixa ou inexistente com estes microrganismos 

(matéria-prima de boa qualidade) ou pela boas práticas de higiene pessoal por 

parte dos colaboradores das duas UAN estudadas, uma vez que E. coli é um 

microrganismo indicador de contaminação fecal. Apesar de no presente estudo 

não terem existido diferenças entre os dois métodos para E. coli, outros autores 

sugerem a desinfeção dos hortícolas crus com hipoclorito por este método ser 
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mais eficaz (106, 109). Por exemplo, Nascimento et al (70) verificaram a existência de 

E. coli (com cargas entre 1,3 e 2,3 log UFC/g) em 40% das alfaces não 

higienizadas e a posterior redução dessa mesma carga em todas as alfaces 

naturalmente contaminadas e higienizadas com hipoclorito de sódio à 

concentração de 200 ppm (equivalente a 200 mg/L) durante 15 minutos. Contudo, 

o mesmo não se verificou na aplicação de lavagem com água, que se mostrou 

ineficaz na redução da carga microbiana deste contaminante fecal (redução 

inferior a 0,14 log UFC/g) (70). Em relação a Listeria spp, os resultados obtidos por 

Soriano et al (110) em restaurantes espanhóis não se mostraram concordantes com 

os do presente estudo, pois verificaram uma grande diversidade de espécies de 

Listeria (L. grayi, L. ivanovii, e L. seeligeri), incluindo a espécie patogénica L. 

monocytogenes, isoladas a partir de alface higienizada com hipoclorito de sódio 

assim como de alface sem algum processo de higienização.  

  

4.1.3 Indicadores de Segurança 

Além de espécies comumente associadas às plantas, os alimentos 

consumidos crus, como a alface, podem conter bactérias patogénicas (111). Assim, 

este estudo também focou diversos microrganismos considerados indicadores de 

segurança, tais como Clostridium perfringens, Bacillus cereus, Staphylococcus 

coagulase positiva, Listeria monocytogenes e Salmonella. Os resultados globais 

em t0 indicaram que todas as amostras analisadas (100%, n=8) nas duas UAN e 

preparadas pelos dois métodos se encontravam "Satisfatórias" para todos os 

parâmetros, de acordo com os critérios do INSA (76) ou HPA (85), sendo as cargas 

microbianas de <1x101 UFC/g.  
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Em contraste com o presente estudo, Soriano et al (112) detetaram pesquisa 

positiva de Staphylococcus coagulase positiva em 33 das 144 (22,9%) amostras 

de alface servida em cantinas universitárias em Espanha, após higienização com 

hipoclorito de sódio ou permanganato de potássio, não tendo verificado a 

presença de outros microrganismos indicadores de segurança (112). Também 

Meldrum et al (113) detetaram 13 amostras insatisfatórias para Staphylococcus 

aureus e 4 potencialmente perigosas, três por S. aureus e uma por Salmonella 

Kentucky, num estudo que inspecionou saladas prontas a comer servidas em 

restaurantes de kebab para take-away no Reino Unido.  

De facto, vários estudos têm indicado que as concentrações de cloro 

tradicionalmente utilizadas (50-200 ppm equivalente a 50-200 mg/L) em produtos 

frescos não são eficazes na redução das cargas de microrganismos patogénicos 

(15, 114-116). Zhang et al (108) estudaram a ação antimicrobiana de diversos 

potenciais desinfetantes, incluindo hipoclorito de sódio (entre 2,5 e 10 ppm, 

equivalente a 2,5-10 mg/L, durante 10 a 20 minutos) tendo verificado que este 

método não garantiu a completa eliminação de E. coli O157:H7 em alface iceberg 

cortada em tiras e inoculada artificialmente. De facto, a imersão da alface em 

diferentes concentrações de hipoclorito de sódio originou uma carga microbiana 

final entre 2,81 a 3,24 log UFC/folha de alface, comparativamente ao tratamento 

mais eficaz que obteve <0,6 log UFC/folha de alface (108). Uma vez que a maioria 

dos métodos de desinfeção superficial não inativou bactérias patogénicas como 

E. coli O157:H7, estes autores sugerem que o tratamento ideal para desinfeção 

superficial da alface deverá ser simples e fácil de usar pelo utilizador, não causar 

danos físicos à alface e ser eficaz na eliminação do microrganismo alvo na 

superfície (108). Delaquis et al (116) avaliaram a eficácia de água com hipoclorito de 
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sódio a diferentes temperaturas na diminuição de carga microbiana de L. 

monocytogenes e E. coli O157:H7 inoculadas em alface iceberg, tendo concluído 

que a temperatura da água clorada teve influência na carga microbiana destes 

dois agentes patogénicos. Assim, a higienização da alface com água a 47ºC 

apresentou uma maior eficácia (redução de até 2 ciclos logarítmicos) 

comparativamente à higienização realizada com água a 4ºC (redução de 1 ciclo 

logarítmico) na eliminação de E. coli O157:H7, enquanto para L. monocytogenes 

a redução (1 ciclo logarítmico) foi semelhante para ambos os processos de 

lavagem de alface.   
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4.2 Evolução da carga microbiana da alface durante a exposição e 

armazenamento em duas UAN     

Após ter sido avaliada a carga inicial da alface em cada um dos dois 

cenários de higienização e em cada UAN, foi possível explorar a evolução da 

carga microbiana deste hortícola durante a exposição nas mesas de saladas 

refrigeradas e durante o armazenamento refrigerado. A exposição da alface 

preparada (higienizada e refrigerada) ocorreu desde a abertura até ao 

encerramento das linhas de self-service, tendo sido garantido que o consumidor 

não utilizava a amostra em estudo. A caracterização da qualidade microbiológica 

das amostras de alface prontas a servir foi realizada através da aplicação dos 

mesmos parâmetros de qualidade, higiene e segurança apresentados no capítulo 

4.1. Assim, são apresentados e discutidos neste capítulo os resultados obtidos 

nas análises microbiológicas realizadas nos momentos t1 a t6 na UAN1 e t1 a t4 

na UAN2, após preparação da alface pelos dois métodos de higienização. 

 

4.2.1 Indicadores de Qualidade  

4.2.1.1 Método de lavagem higienizante com hipoclorito de sódio 

 

Relativamente à carga microbiana das amostras obtidas após higienização 

com hipoclorito de sódio, verificou-se que desde o início da distribuição do almoço 

(t1) até ao final da última refeição de cada UAN, a contagem de Microrganismos a 

30ºC da alface variou entre 1x104 e >3x108 UFC/g na UAN1 (t1 a t6) e entre 

4,1x104 e 2,4x108 UFC/g na UAN2 (t1 a t4). Analisando os resultados de todas as 

amostras (n=4 em cada tempo) de cada UAN utilizando os critérios 
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microbiológicos do INSA(76) verificou-se que a UAN1 (tempos t1 a t6) apresentou 

apenas 8% de resultados satisfatórios/aceitáveis (2 em 24 amostras), enquanto a 

UAN2 (tempos t1 a t4) obteve 44% de resultados satisfatórios/aceitáveis (7 em 16 

amostras) (Figura 4). Estes resultados refletem a qualidade prévia da matéria-

prima, ou seja a maior carga microbiana verificada nas amostras da UAN1 após a 

sua preparação (t0) comparativamente com a UAN2. De facto, a análise por 

refeições permitiu verificar que no início do almoço (t1), 3 em 4 amostras da 

UAN2 higienizadas com hipoclorito de sódio foram classificadas como aceitáveis 

enquanto todas as da UAN1 foram não satisfatórias (Figura 4). A partir do tempo 

t3 (inicio do jantar) apenas uma amostra (UAN2) foi classificada como Aceitável 

(Figura 4), sugerindo que o armazenamento sob refrigeração (1 a 6ºC durante 

aproximadamente 10 horas) até esta etapa não evitou o aumento da carga 

microbiana, que se refletiu nos resultados das etapas seguintes. As amostras 

controlo (t7 e t8), higienizadas com hipoclorito de sódio e mantidas armazenadas 

a temperatura <6ºC, obtiveram cargas microbianas elevadas (acima de 4,0x106 

UFC/g) para este parâmetro microbiológico, tendo sido todas classificadas como 

Não satisfatórias. 
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Figura 4 – Resultados obtidos para o parâmetro Microrganismos a 30ºC em alface higienizada 
com hipoclorito de sódio em ambas as UAN ao longo do tempo. a) Resultados referentes à UAN1. 
b) Resultados referentes à UAN2. Os valores limite utilizados referem-se aos valores de referência 
apresentados pelo INSA para alimentos prontos a comer crus (76). 

 

 

Globalmente, quanto à evolução da carga microbiana durante a exposição 

nas mesas de saladas, verificou-se que os resultados das amostras da UAN2 ao 

almoço apresentaram uma mediana em t1 de 5,6x105 UFC/g que evoluiu para 

8,2x105 UFC/g após a exposição de 2 horas e 30 minutos (t2) na mesa de salada 

a uma temperatura média de 7,5ºC (Figura 5). Em contraste, os resultados da 

UAN1 relativos à mediana da carga microbiana foram mais elevados (acima de 
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106 UFC/g), não sendo possível detetar a evolução da carga microbiana ao longo 

da exposição de 2 horas e 30 minutos na mesa de saladas, a uma temperatura 

média de 13,5ºC, justificado pelo facto de as 4 amostras apresentarem resultados 

muito diversos (Figura 4; Figura 5). Na refeição do jantar, as amostras da UAN1 

e da UAN2 apresentaram uma mediana da carga microbiana acima de 107 UFC/g 

em t3 (inicio da exposição na mesa de saladas), que se manteve até ao final da 

exposição (t4), a uma temperatura média de 15,4ºC e de 6,1ºC, respetivamente 

(Figura 5). Na UAN1, as amostras referentes à exposição durante o serviço da 

ceia (refeição exclusiva da UAN1) estiveram expostas a uma temperatura média 

de 12,9ºC e mantiveram valores de mediana acima de 107 UFC/g (Figura 5). No 

entanto, para este parâmetro microbiológico e método de higienização (hipoclorito 

de sódio) não se verificaram diferenças estatisticamente significativas entre a 

carga apresentada pelas amostras no início (em t1, t3 e t5) e no final (em t2, t4 e 

t6, respetivamente) da exposição nas mesas de saladas em todas as refeições 

estudadas (p>0,05). 

Relativamente à evolução da carga microbiana durante o tempo de 

armazenamento refrigerado verificou-se em ambas as UAN uma diferença 

superior a 1 ciclo logarítmico em t3 (inicio do jantar) comparativamente com os 

valores em t1 (início do almoço) (Figura 5), período em que as amostras se 

mantiveram refrigeradas entre 1 e 6ºC durante 7 horas. Relativamente à 

comparação do início de cada refeição (t1, t3, t5) com o momento imediatamente 

após a higienização (t0) foi possível verificar que não existem diferenças 

estatisticamente significativas (p>0,05) na carga de Microrganismos a 30ºC entre 

as amostras higienizadas com hipoclorito de sódio. Contudo, foi possível verificar 

que na UAN2 a carga microbiana aumentou quase 2 ciclos logarítmicos entre a 
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preparação (t0) e o início do jantar (t3), sugerindo que o armazenamento sob 

refrigeração durante 10 horas não foi suficiente para manter a carga microbiana 

total (Figura 5).  

 

 
Figura 5 – Mediana dos resultados obtidos para o parâmetro Microrganismos a 30ºC em alface 
higienizada com hipoclorito de sódio em ambas as UAN ao longo do tempo. Os valores 
apresentados em cada ponto referem-se à mediana em UFC/g. a) Mediana dos resultados 
referentes à UAN1. b) Mediana dos resultados referentes à UAN2. Barras de erro personalizadas 
de acordo com os percentis 25 e 75 de cada momento de amostra. Os valores limite utilizados 
referem-se aos valores de referência apresentados pelo INSA para alimentos prontos a comer 
crus (76).  
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4.2.1.2 Método de lavagem com água da torneira 

 

Quanto às amostras referentes ao método de lavagem com água, verificou-

se um aumento da carga microbiana de Microrganismos a 30ºC entre o início da 

distribuição do almoço (t1) e o final da última refeição de cada UAN de <1x104 

para >3x108 UFC/g na UAN1 (t1 a t6) e de 3,4x105 para >3x108 (t1 a t4) na UAN2. 

Analisando os resultados de todas as amostras (n=4 em cada tempo) de cada 

unidade utilizando os critérios microbiológicos do INSA(76) verificou-se que apenas 

uma amostra em cada unidade apresentou resultados aceitáveis (1 em 24 

amostras na UAN1 e 1 em 16 amostras na UAN2) (Figura 6). Estes resultados 

refletem a qualidade microbiana da alface após a sua preparação (t0), ou seja, a 

carga microbiana da maioria das amostras das duas UAN ultrapassavam os 

limites propostos pela INSA(76) antes do armazenamento refrigerado. Analisando 

os resultados por refeição, foi possível verificar que no início (t1) e no final do 

almoço (t2), 87,5% das amostras (7 em 8 das duas UAN) sujeitas a lavagem com 

água da torneira foram classificadas como não satisfatórias (Figura 6), mantendo 

ou aumentando a carga microbiana registada após a preparação (t0). A partir do 

tempo t3 (inicio do jantar), todas as amostras lavadas com água (n=8 ao jantar 

nas duas UAN; n=4 na ceia na UAN1) foram classificadas como não satisfatórias 

(Figura 6). As amostras controlo (t7 e t8) obtiveram cargas microbianas elevadas 

(acima de 3,0x107 UFC/g) para este parâmetro microbiológico, tendo sido todas 

classificadas como Não satisfatórias.  
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Figura 6 – Resultados obtidos para o parâmetro Microrganismos a 30ºC em alface higienizada 
com água da torneira em ambas as UAN ao longo do tempo. a) Resultados referentes à UAN1. b) 
Resultados referentes à UAN2. Os valores limite utilizados referem-se aos valores de referência 
apresentados pelo INSA para alimentos prontos a comer crus (76). 

 

Os resultados globais mostram que durante a exposição na mesa de 

saladas na refeição do almoço, as amostras da UAN1 apresentaram uma 

mediana da carga microbiana referente a t1 de 4,6x106 UFC/g que evoluiu para 

3,7x107 UFC/g em t2 (Figura 7), representando um aumento de 1 ciclo 

logarítmico após exposição de 2 horas e 30 minutos na mesa de saladas a uma 

temperatura média de 13,5ºC. Já as amostras da UAN2 apresentaram uma 

mediana em t1 e t2 (após exposição a 7,5ºC durante 2 horas e 30 minutos) acima 
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de 107 UFC/g (Figura 7). No serviço do jantar, ambas as UAN apresentaram 

amostras com medianas acima de 107 UFC/g em t3 e em t4, tendo sido a 

temperatura média da mesa de saladas da UAN1 igual a 15,4ºC e da UAN2 igual 

a 6,1ºC. Na ceia, refeição exclusiva da UAN1, a mediana da carga microbiana de 

Microrganismos a 30ºC manteve-se inalterada desde t5 até ao final da exposição 

na mesa de saladas com temperatura média de 12,9ºC (t6) (Figura 7). Tendo em 

conta os resultados obtidos, não se verificaram diferenças estatisticamente 

significativas entre a carga apresentada pelas amostras no início (em t1, t3 e t5) e 

no final (em t2, t4 e t6, respetivamente) da exposição na mesa de saladas em 

todas as refeições estudadas (p>0,05).  

Relativamente à evolução da carga microbiana durante o tempo de 

armazenamento refrigerado período em que as amostras se mantiveram 

refrigeradas entre 1 e 6ºC durante aproximadamente 3 (t1), 10 (t3) ou 18 horas 

(t5) verificaram-se diferenças estatisticamente significativas na carga de 

microrganismos a 30ºC entre t1 e t3 para o método de lavagem com água 

(p=0,043), considerando simultaneamente as amostras das duas UAN. Na UAN1 

a diferença foi mesmo superior a 1 ciclo logarítmico entre o início do almoço (t1) e 

o início do jantar (t3). Adicionalmente, comparando o início de cada refeição (t1, t3 

e t5) com o momento imediatamente após a higienização (t0) foi possível verificar 

que existiram diferenças com significado estatístico em t3 (início do jantar) nas 

amostras higienizadas com água simples e armazenadas entre 1 a 6ºC durante 

aproximadamente 10 horas (p=0,018). De facto, a diferença entre t0 e t3 foi 

superior a um ciclo logarítmico, sugerindo que o armazenamento sob refrigeração 

durante 10 horas não permitiu manter a carga microbiana da alface após 

preparação.  
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Figura 7 - Mediana dos resultados obtidos para o parâmetro Microrganismos a 30ºC em alface 
higienizada com água da torneira em ambas as UAN ao longo do tempo. Os valores apresentados 
em cada ponto referem-se à mediana em UFC/g. a) Mediana dos resultados referentes à UAN1. b) 
Mediana dos resultados referentes à UAN2. Barras de erro personalizadas de acordo com os 
percentis 25 e 75 de cada momento de amostra. Os valores limite utilizados referem-se aos 
valores de referência apresentados pelo INSA para alimentos prontos a comer crus (76) 

 

4.2.1.3 Comparação dos dois métodos para o parâmetro Microrganismos a 

30ºC 

Analisando de forma geral os resultados de ambos os métodos de lavagem 

ao longo da exposição nas mesas de saladas/durante o armazenamento sob 

refrigeração, foi possível verificar que o método de higienização com hipoclorito 

de sódio resultou em maior número de amostras Aceitáveis (22,5%) 
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comparativamente com o método de lavagem com água da torneira (5%). De 

qualquer modo, este resultado foi mais evidente na UAN2 (44%) do que na UAN1 

(8,3%) e no período do almoço na UAN2 (75%). Estes resultados podem ser 

explicados pela menor carga microbiana da alface após preparação com 

hipoclorito de sódio na UAN2 que se refletiu em maior número de amostras 

Aceitáveis no tempo t0. O tratamento com hipoclorito de sódio permitiu que as 

amostras de alface dessa UAN se mantivessem com melhor qualidade 

microbiológica (maior número de amostras aceitáveis, ou seja com carga ≤106 

UFC/g) apenas até ao final do período de almoço, mostrando que o 

armazenamento sob refrigeração durante mais de 10 horas não consegue manter 

a carga microbiana total abaixo dos limites propostos pelo INSA(76). Do mesmo 

modo, o estudo de Bachelli et al (97) refere que embora houvesse redução do 

número de microrganismos aeróbios mesófilos após a aplicação da lavagem com 

hipoclorito de sódio (15 minutos a 150 ppm equivalente a 150 mg/L) em amostras 

de alface, a carga microbiana voltava a aumentar para valores próximos da carga 

inicial (6 log UFC/g previamente à lavagem) ao longo de doze dias de 

armazenamento a temperatura de refrigeração (2±1ºC). Relativamente ao método 

de lavagem com água, após armazenamento sob refrigeração a carga microbiana 

aumentava para valores superiores à carga inicial de microrganismos aeróbios 

mesófilos (até 2 ciclos logarítmicos) (97). Outros estudos verificaram também que a 

carga da microbiota normal dos hortícolas aumentou durante o armazenamento 

refrigerado (ex. 14 dias a 8ºC), atingindo níveis similares ou até superiores aos 

apresentados pelos produtos previamente ao processo de higienização com 

agentes desinfetantes (53, 117). 
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Comparando os resultados dos dois métodos por momento de refeição, 

verificou-se que existiram diferenças estatisticamente significativas apenas nas 

amostras referentes ao momento t2 (após o final do almoço). Esta análise sugere 

que a alface sujeita a higienização com hipoclorito de sódio apresenta carga 

microbiana significativamente menor para o parâmetro Microrganismos a 30ºC 

comparativamente com a alface lavada apenas com água (p=0,012) no momento 

t2. Avaliando unicamente o momento t2, independentemente da UAN, verificou-se 

que 50% dos resultados relativos ao método com hipoclorito de sódio se 

encontravam abaixo do valor limite de Aceitável proposto pelo INSA(76), 

comparativamente com 12,5% (1 em 8 amostras) para o método com água da 

torneira. Através de análise estatística foi também possível verificar a existência 

de diferenças significativas entre a carga microbiana de Microrganismos a 30ºC 

do método com hipoclorito de sódio comparativamente com o método da água da 

torneira, separando os dados por UAN. Desta forma, na UAN1 verificou-se que 

em t2 a carga microbiana das amostras higienizadas com hipoclorito foi 

significativamente menor do que as lavadas apenas com água (p=0,020) e na 

UAN2 foram os momentos t0 e t1 que se revelaram significativamente diferentes, 

também a favor da utilização do hipoclorito de sódio (p=0,042 e p=0,020, 

respetivamente). 
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4.2.2 Indicadores de Higiene e indicadores de Segurança 

4.2.2.1 Método de lavagem higienizante com hipoclorito de sódio 

A carga microbiana referente à família Enterobacteriaceae para a alface 

higienizada com hipoclorito de sódio apresentou valores entre <1x10 e >1,5x106 

para ambas as UAN desde o início da distribuição do almoço (t1) até ao final da 

última refeição de cada UAN (t6 na UAN1 e t4 na UAN2). Analisando os 

resultados de todas as amostras (n=4 em cada tempo) de cada UAN utilizando os 

valores guia do INSA(76) foi possível verificar que 42% (10 em 24 amostras) das 

amostras da UAN1 (t1 a t6) e 63% (10 em 16 amostras) das amostras da UAN2 

(t1 a t4) higienizadas com recurso a este método se apresentavam 

Satisfatórias/Aceitáveis (Figura 8). Estes resultados parecem refletir a boa 

qualidade microbiana observada em todas as amostras de alface após a sua 

preparação (t0). Quanto à análise por refeições, foi possível verificar que no final 

do almoço (t2) todas as amostras higienizadas com hipoclorito de sódio foram 

classificadas como Satisfatórias/Aceitáveis (abaixo de 104 UFC/g) nas duas UAN 

(Figura 8). Ao início do jantar (t3) apenas três amostras estavam Aceitáveis (1 

amostra da UAN1 e 2 amostras da UAN2), sendo que no final desta refeição (t4) 

todas estas amostras passaram a não satisfatórias, mantendo-se nesta categoria 

até ao final da ceia na UAN1 (t6) (Figura 8). As amostras controlo (t7 e t8) 

obtiveram cargas microbianas elevadas (acima de 6,1x103 UFC/g) para este 

parâmetro microbiológico, tendo 75% das amostras sido classificadas como Não 

satisfatórias nas duas UAN. 
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Figura 8 – Resultados obtidos para o parâmetro Enterobacteriaceae em alface higienizada com 
hipoclorito de sódio em ambas as UAN ao longo do tempo. a) Resultados referentes à UAN1. b) 
Resultados referentes à UAN2. Os valores limite utilizados referem-se aos valores de referência 
apresentados pelo INSA para alimentos prontos a comer crus (76). 
 

Relativamente à evolução da carga microbiana durante a exposição nas 

mesas de saladas, verificou-se que na refeição do almoço as amostras da UAN1 

apresentaram uma mediana referente a t1 de 5,3x102 UFC/g que evoluiu para 

8,3x102 UFC/g após 2 horas e 30 minutos a 13,5ºC (t2) (Figura 9). Já as 

amostras da UAN2, apresentaram uma mediana em t1 de 1,0x102 UFC/g que 

evoluiu para 1,1x103 UFC/g em t2, representando um aumento de 1 ciclo 

logarítmico após exposição de 2 horas e 30 minutos a uma temperatura média de 
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7,5ºC, mas ainda abaixo do limite de aceitável (Figura 9). Ao jantar, as amostras 

das duas UAN apresentaram medianas acima de 104 UFC/g no início (t3) e no 

final (t4) da exposição na mesa de saladas que ocorreu durante 2 horas a uma 

temperatura média de 15,4ºC na UAN1 e de 6,1ºC na UAN2 (Figura 9). No 

serviço da ceia, refeição exclusiva da UAN1, também se verificaram valores 

acima de 104 UFC/g para as medianas referentes às amostras de t5 e t6, tendo as 

últimas sido sujeitas a 2 horas de exposição na mesa de saladas a uma 

temperatura média de 12,9ºC (Figura 9). No entanto, similarmente ao parâmetro 

microrganismos a 30ºC, não se verificaram diferenças estatisticamente 

significativas (p>0,05) entre a carga microbiana de Enterobacteriaceae do início 

(t1, t3 e t5) e do fim (t2, t4 e t6, respetivamente) do serviço de refeições para o 

método de higienização com hipoclorito de sódio, considerando as amostras das 

duas UAN. 

Relativamente à evolução da carga microbiana durante o tempo de 

armazenamento refrigerado, verificaram-se diferenças estatisticamente 

significativas na carga de Enterobacteriaceae entre t1 e t3 para o método de 

lavagem com hipoclorito de sódio (p=0,017), sugerindo que o armazenamento sob 

refrigeração durante 7 horas não permitiu manter a carga microbiana da alface 

após preparação. De facto, a mediana referente às amostras em t3 apresenta-se 

acima do valor limite do INSA(76) de 104 UFC/g enquanto a mediana em t1 se 

apresenta abaixo do mesmo, evidenciando uma diferença de 2 ciclos logarítmicos 

entre o início do almoço (t1) e o início do jantar (t3) em ambas as UAN (Figura 9). 

A suportar os mesmos resultados, verificaram-se diferenças com significado 

estatístico comparando t0 com t3 para este método de lavagem (p=0,017), 

considerando todas as amostras das duas UAN. Analisando o momento t3 para 
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Enterobacteriaceae, verificou-se que 37,5% das alfaces preparadas com 

hipoclorito de sódio se encontravam satisfatórias/aceitáveis enquanto no tempo t0 

todas as amostras se encontravam abaixo do limite aceitável (76).  

 

 

Figura 9 - Mediana dos resultados obtidos para o parâmetro Enterobacteriaceae em alface 
higienizada com hipoclorito de sódio em ambas as UAN ao longo do tempo. Os valores 
apresentados em cada ponto referem-se à mediana em UFC/g. a) Mediana dos resultados 
referentes à UAN1. b) Mediana dos resultados referentes à UAN2. Barras de erro personalizadas 
de acordo com os percentis 25 e 75 de cada momento de amostra. Os valores limite utilizados 
referem-se aos valores de referência apresentados pelo INSA para alimentos prontos a comer 
crus (76). 
 

Relativamente ao bioindicador Escherichia coli, todas as amostras de 

alface higienizadas por este método apresentaram resultados <1x10 UFC/g, que 
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se classificaram como satisfatórias, segundo o INSA para o grupo de alimentos 

prontos a comer crus (76). Quanto ao outro indicador de higiene analisado, 

verificou-se numa das amostras de alface higienizada com hipoclorito de sódio da 

UAN1 crescimento de Listeria spp no tempo t6 (1x102 UFC/g) , mas ainda dentro 

do limite proposto pelo HPA (85) para a categoria de Aceitável, enquanto as 

restantes amostras apresentaram carga microbiana para este parâmetro <1x10 

UFC/g sendo classificadas como satisfatórias (85). De facto, as bactérias do 

género Listeria são ubíquas (microrganismos disseminados no ambiente, 

incluindo solo e água), sendo por isso comum a contaminação de vegetais não 

higienizados (118). Adicionalmente, sendo bactérias psicrótróficas, o tempo de 

armazenamento sob refrigeração (por exemplo em vegetais prontos a comer) 

poderá possibilitar o aumento da sua carga microbiana (118). No entanto, no 

presente estudo a deteção de valores acima do limite de deteção do método de 

contagem foi um acontecimento raro, mesmo após várias horas (até um máximo 

de 20 horas) de armazenamento refrigerado. De facto, também noutro estudo 

com alface iceberg (116), os autores concluíram que o armazenamento refrigerado 

(1 ou 10ºC, durante 7 a 14 dias) após higienização dos hortícolas foi de elevada 

importância no controlo do crescimento dos microrganismos patogénicos 

estudados (L. monocytogenes e E. coli O157:H7), assim como a temperatura da 

água utilizada para a lavagem dos hortícolas (47ºC versus 4ºC). 

Apesar de se ter verificado o crescimento de Listeria spp, não se detetou 

em nenhuma amostra de alface a presença de L. monocytogenes nem de 

Salmonella. Quanto aos microrganismos patogénicos em que se efetuaram 

análises quantitativas, verificou-se uma amostra com baixa carga de Bacillus 

cereus (2x10 NMP/g) na UAN1 (t2), valor ainda incluído na classificação 



61 

 

satisfatória do INSA para alimentos crus prontos a comer (76). Quanto a 

Staphylococcus coagulase positiva, obtiveram-se 2 amostra com valores entre 

1x10 (Satisfatória) e 4,1x102 UFC/g (Não Satisfatória) na UAN2 e na UAN1, 

respetivamente(76). As restantes amostras foram classificadas como satisfatórias 

para estes dois parâmetros, pois apresentaram valores <1x10 UFC/g. 

 

 

4.2.2.2 Método de lavagem com água da torneira 

No método de lavagem com água da torneira, os valores de carga 

microbiana de Enterobacteriaceae ao longo do tempo (t1 para t4 ou t6) variaram 

entre <1x10 e >1,5x106 UFC/g nas duas UAN. Analisando os resultados de todas 

as amostras (n=4 em cada tempo) de cada UAN utilizando os valores guia do 

INSA(76) verificou-se que apenas 10% (2 em 24 amostras da UAN1 e 2 em 16 

amostras da UAN2, sendo em ambos os casos do mesmo dia de colheita) das 

amostras higienizadas por este método estavam abaixo do valor limite de 104 

UFC/g. Estes resultados refletem a qualidade microbiológica da matéria-prima em 

t0, sendo que 50% já se encontrava não satisfatória nesse tempo. Quanto à 

análise por refeições, foi possível verificar que ao almoço apenas uma amostra de 

cada UAN se manteve abaixo dos limites do Satisfatório na UAN1 e do Aceitável 

na UAN2 durante o tempo t1 e t2. Ao início do jantar (t3) todas as amostras 

analisadas foram classificadas como Não Satisfatórias, mantendo-se esta 

classificação até ao final da última refeição de ambas as UAN (Figura 10). As 

amostras controlo (t7 e t8) obtiveram cargas microbianas elevadas (acima de 

6,6x103 UFC/g) para este parâmetro microbiológico, tendo 87,5% das amostras 

sido classificadas como Não satisfatórias nas duas UAN. 
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Figura 10 – Resultados obtidos para o parâmetro Enterobacteriaceae em alface higienizada com 
água da torneira em ambas as UAN ao longo do tempo. a) Resultados referentes à UAN1. b) 
Resultados referentes à UAN2. Os valores limite utilizados referem-se aos valores de referência 
apresentados pelo INSA para alimentos prontos a comer crus (76). 

 

Globalmente, quanto à evolução da carga microbiana durante a exposição 

nas mesas de saladas, verificou-se que as amostras do almoço da UAN1 e da 

UAN2 apresentaram medianas em t1 e t2 semelhantes e acima de 104 UFC/g 

(Figura 11). A partir da refeição do jantar, as amostras da UAN1 e da UAN2 

mantiveram medianas semelhantes (acima de 104 UFC/g), em todos os tempos 

(antes e depois da exposição) (Figura 11). Tendo em conta os resultados obtidos, 



63 

 

não se verificaram diferenças estatisticamente significativas entre a carga 

microbiana de Enterobacteriaceae do início (t1, t3 e t5) e do fim (t2, t4 e t6, 

respetivamente) da exposição de 2 horas e 30 minutos (almoço) ou de 2 horas 

(jantar e ceia) nas mesas de saladas em todas as refeições (p>0,05).  

 

Figura 11 - Mediana dos resultados obtidos para o parâmetro Enterobacteriaceae em alface 
higienizada com água da torneira em ambas as UAN ao longo do tempo. Os valores apresentados 
em cada ponto referem-se à mediana em UFC/g. a) Mediana dos resultados referentes à UAN1. b) 
Mediana dos resultados referentes à UAN2. Barras de erro personalizadas de acordo com os 
percentis 25 e 75 de cada momento de amostra. O valor limite utilizado refere-se ao valor de 
referência de Aceitável apresentado pelo INSA para alimentos prontos a comer crus (76) 
 

Relativamente à evolução da carga microbiana durante o tempo de 

armazenamento refrigerado (período em que as amostras se mantiveram 
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refrigeradas entre 1 e 6ºC durante pelo menos 8 horas) verificaram-se diferenças 

estatisticamente significativas na carga microbiana de Enterobacteriaceae entre t0 

e t3 (p=0,021), considerando todas as amostras das duas UAN. Este resultado 

sugere que o armazenamento sob refrigeração de 10 horas não foi suficiente para 

manter a carga microbiana deste indicador de higiene. Analisando apenas o 

momento t3, verificou-se que todas as alfaces higienizadas com água se 

encontravam não satisfatórias, enquanto em t0 62,5% das amostras se 

encontravam Satisfatórias/Aceitáveis (76).  

Outros microrganismos indicadores de higiene incluídos neste estudo 

apresentaram crescimento em momentos esporádicos. Numa amostra de alface 

referente ao tempo t3 (início do jantar) previamente lavada com água da torneira 

foi detetada Escherichia coli com uma carga baixa de 1x101 UFC/g, ainda dentro 

da classificação de satisfatório do INSA(76). As restantes amostras apresentaram 

valores de carga microbiana de E. coli <1x10 UFC/g, tendo estas sido 

classificadas como satisfatórias para este parâmetro. Relativamente a Listeria 

spp, todas as amostras de alface higienizadas por este método apresentaram 

resultados <1x10 UFC/g, que se classificaram como satisfatórias, segundo o HPA 

(85) para alimentos prontos a comer.  

Adicionalmente, não foi detetada em nenhuma amostra de alface a 

presença de Salmonella. Os valores de carga microbiana obtidos para L. 

monocytogenes foram menores do que o limite de deteção em todas as amostras 

(<1x101 UFC/g). Quanto aos outros microrganismos em que se efetuaram 

análises quantitativas, verificaram-se esporadicamente amostras com cargas 

baixas de Clostridium perfringens (1x10 NMP/g) na UAN1 (t2), valor ainda incluído 

na classificação satisfatória do INSA para alimentos prontos a comer crus, tendo 
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as restantes amostras apresentado resultados <1x10 UFC/g que se classificaram 

como satisfatórias (76). Quanto a Staphylococcus coagulase positiva obtiveram-se 

2 amostras com valores baixos (entre 2,1x10 e 4,5x10 UFC/g na UAN2 em 

amostras referentes a t1 e t3 do mesmo dia) ainda classificados como 

Satisfatórios de acordo com os valores guia propostos pelo INSA, enquanto as 

restantes amostras apresentaram resultados satisfatórios (<1x10 UFC/g) (76). 

 

4.2.2.3 Comparação dos dois métodos para Indicadores de Higiene e de 

Segurança 

Analisando de forma geral os resultados de ambos os métodos de lavagem 

ao longo da exposição nas mesas de saladas/durante o armazenamento sob 

refrigeração, foi possível verificar que o método de higienização com hipoclorito 

de sódio resultou em maior número de amostras Aceitáveis (50%) 

comparativamente com o método de lavagem com água da torneira (10%) para o 

parâmetro Enterobacteriaceae. De qualquer modo, este resultado foi mais 

evidente na UAN2 (63%; temperatura média de 6,6ºC) do que na UAN1 (42%; 

temperatura média de 14,2ºC) e no período do almoço nas duas UAN (100%) 

comparativamente com as outras refeições (16,7%). 

Comparando os resultados dos dois métodos, verificou-se que existiram 

diferenças estatisticamente significativas nas amostras das duas UAN referentes 

aos momentos t1 (início do almoço) e t2 (final do almoço), sugerindo que a alface 

sujeita a higienização com hipoclorito de sódio apresenta carga microbiana 

significativamente menor para o parâmetro Enterobacteriaceae comparativamente 

com a alface lavada apenas com água até ao final do almoço (t1, p=0,035; t2, 

p=0,035). Avaliando esses momentos t1 e t2, independentemente da UAN, 
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verificou-se que 100% dos resultados de Enterobacteriaceae relativos ao método 

com cloro se encontraram abaixo do valor limite do INSA(76), comparativamente 

com 25% para o método com água. Também Osaili et al (107) compararam o efeito 

de lavagem de alface iceberg (previamente cortada em tiras) com hipoclorito de 

sódio (3 minutos a 200 ppm/equivalente a 200 mg/L) e com água (3 minutos) na 

carga de Enterobacteriaceae ao longo de um armazenamento de 7 dias a 4ºC ou 

10ºC. Assim, este estudo mostrou que a carga de Enterobacteriaceae das alfaces 

armazenadas a 4ºC aumentou 0,7 log UFC/g durante o tempo de 

armazenamento, atingindo um valor máximo de carga microbiana de 7 log UFC/g 

ao 5º dia de armazenamento, independentemente do método utilizado para a 

lavagem. Quanto ao armazenamento a 10ºC, os autores verificaram que a carga 

microbiana foi aumentando gradualmente até >7 log UFC/g (5º dia de 

armazenamento) em alfaces de ambos os métodos de lavagem, mas denotando 

uma diferença significativa no valor da carga de Enterobacteriaceae das amostras 

higienizadas com hipoclorito de sódio a partir do 3º dia de armazenamento 

comparativamente com as lavadas com água em que a carga total variou dentro 

do valor de 6 log UFC/g durante todo o período de armazenamento (107). No 

mesmo estudo (107), foram realizados tratamentos conjuntos para a lavagem de 

alface, como a aplicação de lavagem com água (3 minutos) seguida de lavagem 

com hipoclorito de sódio (200 ppm / 3 minutos) e a aplicação dupla do tratamento 

de hipoclorito de sódio (200 ppm / 3 minutos seguida de 200 ppm / 3 minutos) 

(107). No primeiro dia de armazenamento a 4ºC verificou-se que as cargas de 

Enterobacteriaceae das amostras tratadas por ambos os métodos evoluíram de 

igual forma (demonstraram uma diminuição ainda dentro do mesmo ciclo 

logarítmico – 4 log UFC/g), mantendo-se a diferença que apresentavam após a 
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aplicação dos tratamentos supramencionados (tempo zero). Contudo, a partir do 

segundo dia, verificou-se que a carga microbiana das amostras higienizadas com 

hipoclorito de sódio aumentou até igualar a carga das amostras higienizadas com 

água e hipoclorito. No final dos 7 dias a 4ºC, a carga microbiana das amostras 

lavadas com água seguido de hipoclorito de sódio foi superior à carga microbiana 

das amostras higienizadas duas vezes com solução de hipoclorito de sódio (107). 

Para o armazenamento a 10ºC verificou-se uma manutenção da carga nas 

amostras higienizadas por ambos os métodos nos primeiros 2 dias, aumentando 1 

log no 3º dia e 2 log no 4º dia, atingindo valores superiores de Enterobacteriaceae 

no final do tempo de armazenamento (>7 log UFC/g), independentemente do 

método de lavagem utilizado(107). Este estudo mostrou que a dupla higienização 

de alface com hipoclorito de sódio foi mais eficaz na redução da carga microbiana 

de Enterobacteriaceae e que o armazenamento a 4ºC possibilitou um aumento 

mais lento da sua carga comparativamente com o armazenamento a 10ºC, 

suportando que a temperatura de armazenamento é um fator determinante na 

manutenção da qualidade do produto após higienização (107). 
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5. Conclusões 

O estudo da avaliação da qualidade microbiológica de alface após a 

preparação em duas UAN evidenciou uma maior eficácia do método de lavagem 

higienizante com hipoclorito de sódio (90 ppm/5 minutos) comparativamente com 

o método de lavagem com água da torneira na obtenção de menores cargas 

microbianas, quer do indicador de qualidade (microrganismos a 30ºC), quer das 

bactérias indicadoras de higiene da família Enterobacteriaceae. No entanto, estes 

resultados também sugeriram que o tempo de prateleira e a temperatura de 

armazenamento da matéria-prima, assim como os procedimentos de 

preparação/corte da alface antes da lavagem/higienização, são fatores 

determinantes para a obtenção de produto final com qualidade microbiológica 

satisfatória.  

Ao longo de um dia útil de serviço de refeições, este estudo evidenciou que 

o método de higienização com hipoclorito de sódio resultou em maior número de 

amostras aceitáveis, incluindo cargas significativamente menores, para 

microrganismos a 30ºC e Enterobacteriaceae comparativamente com o método 

de lavagem com água da torneira, mas apenas na refeição do almoço (t1 e/ou t2). 

Estes dados sugerem ainda que o armazenamento refrigerado durante mais de 

10h (da preparação à refeição do jantar-t0 a t3) não permitiu manter a carga 

microbiana da alface após preparação (sendo mesmo significativamente 

superior), independentemente do método de lavagem/higienização aplicado, 

inviabilizando assim a preparação antecipada (durante a manhã) para servir nas 

refeições posteriores ao almoço. Quanto à evolução da carga microbiana durante 

a exposição de 2,5 horas (t1/t2; t3/t4 e t5/6) em mesas de saladas demonstrou-se 

que a carga de microrganismos a 30ºC e Enterobacteriaceae não aumentou 
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significativamente, refletindo a carga presente no início da exposição para cada 

um dos métodos. 

Globalmente, este estudo revelou que o método de lavagem com 

hipoclorito de sódio utilizado nas UAN foi mais eficaz do que a lavagem apenas 

com água da torneira, não sendo recomendado o armazenamento de alface 

lavada/higienizada em condições de refrigeração, para além da refeição do 

almoço, para exposição em mesa de salada. Deste modo, estes dados reforçam a 

necessidade do cumprimento das boas práticas higiene e fabrico, tanto na 

receção de matéria-prima, como no armazenamento e manuseamento da mesma, 

incluindo preparação para lavagem e higienização, de modo a garantir boa 

qualidade microbiológica no momento do consumo. 
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Checklist para processo de lavagem higienizante  Data: 21/02/2017 v1 

Nº Item C/NC NA 

1 Fardamento, adequado, limpo, em bom estado de conservação, 
com cartão identificação e correta utilização (de acordo com o 
procedimento interno R-004) 

  

2 Não utilização de adornos; unhas curtas, limpas e sem verniz; 
cabelos protegidos (de acordo com o procedimento interno R-005) 

  

3 Receção - Controlo dos géneros – Temperatura e qualidade 
organolética do alimento e estado de higiene do veículo e do 
fardamento do distribuidor conformes (de acordo com os 
procedimento interno R- 008) 

  

4 Correta lavagem e desinfeção de mãos e antebraços (de acordo 
com o procedimento interno R-005) realizada previamente à 
higienização dos hortofrutícolas 

  

5 Boas práticas de manipulação, acondicionamento e armazenagem 
(de acordo com os procedimentos internos R-019/ IR -012) 

  

5.1 Controlo visual antes de o produto ser preparado para eliminação 
de determinados perigos físicos 

  

5.2 Realização de lavagem prévia dos hortofrutícolas em água para 
remoção das sujidades 

 
 

 

5.3 Recurso a banho de vinagre na proporção aconselhada em 
procedimento interno, caso detetem que os alimentos 
apresentam insetos 

  

5.4 Pé da alface cortado previamente à lavagem higienizante (maior 
área de contacto com o produto desinfetante) 

  

5.5 Utensílios e banca lavados e desinfetados    

5.6 Inexistência de outros processos a decorrer simultaneamente na 
mesma banca com os mesmos utensílios, por forma a evitar 
contaminações cruzadas 

  

5.7 Correta proporção de água para produto (de acordo com o 
procedimento interno IR-001) 

  

5.8 Cumprimento do tempo de exposição ao produto desinfetante (5 
minutos) 

  

5.9 Após a lavagem higienizante dos hortofrutícolas, estes devem ser 
bem enxaguados em água por forma a remover todo e qualquer 
resíduo do produto desinfetante 

  

5.10 Não reutilização de água com produto desinfetante já utilizada 
para lavagem higienizante de outro lote de alimentos 

  

5.11 Após lavagem higienizante, os alimentos são armazenados a 
temperatura controlada (mesa de saladas/frigorífico) em cuvetes 
higienizadas. 

  

Data de aplicação: ___/___/17   Unidade de aplicação:  

Colaboradora responsável pela higienização:  
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