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Resumo - A alface é a folhosa de maior importancia no Brasil, cultivada
e consumida em todo o territorio brasileiro. O objetivo desse trabalho foi
comparar a qualidade microbiolégica de alfaces ‘Laurel’ produzidas em
cultivo protegido, fertirrigadas por gotejamento com biofertilizante Hortbio®,
biofertilizante comercial e fertilizante mineral, bem como a qualidade
microbiolégica desses fertilizantes. As alfaces, os biofertilizantes e o
fertilizante mineral, nas formas diluidas e ndo diluidas, foram analisados
quanto a presenca de bactérias do grupo coliformes totais, Escherichia coli
e Salmonella spp. As contagens microbianas encontradas nos fertilizantes
ndo resultaram em contagens similares nas alfaces. Foram detectados os
patégenos E. coli e Salmonella no Hortbio®, o que representa um alerta sobre
os cuidados durante o preparo desse biofertilizante no campo. Apesar da
detecgdo no Hortbio®, esses patdégenos ndo foram detectados nas alfaces,
sugerindo que a fertirrigacdo por gotejamento diminui a possibilidade de
contaminagao dessa hortalica.

Termos para indexagdo: Lactuca sativa L., Hortbio®, Escherichia coli,
Salmonella.
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Microbiological quality of lettuce drip fertirrigated
with organic or mineral fertilizers

Abstract — Lettuce is the most important leaf vegetable in Brazil. It is grown
and consumed all over the country. The aim of this study was to compare the
microbiological quality of ‘Laurel’ lettuces grown in greenhouse, drip fertigated
with biofertilizer Hortbio®, commercial biofertilizer and mineral fertilizer, and
the microbiological quality of these fertilizers. Lettuces and the diluted and
undiluted biofertilizers and mineral fertilizer were analyzed for the presence of
total coliforms bacteria, Escherichia coli and Salmonella spp. Microbial counts
found in fertilizers have not resulted in similar microbial counts on lettuce.
E. coli and Salmonella were detected in Hortbio®, which warned about the
care for the preparation of this biofertilizer in the field. Despite detection in
Hortbio®, these pathogens were not detected in lettuce, suggesting that the
drip fertigation reduces the possibility of contamination of vegetables.

Index terms: Lactuca sativa L., Hortbio®, Escherichia coli, Salmonella.
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Introducao

A alface (Lactuca sativa L.), planta anual, originaria de clima temperado,
destaca-se como a folhosa mais consumida no Brasil e ocupa o terceiro lugar
em volume de produgao (Udsen, 2016). E uma hortali¢a cultivada e consumida
em todo o territorio brasileiro, ndo obstante as diferengas climaticas e os
habitos de consumo (Costa e Sala, 2005).

A alface, sendo uma hortalica de ciclo curto, é bastante exigente na extragao
de nutrientes do solo em tempo reduzido. Nesse sentido, os fertilizantes
organicos liquidos, como os biofertilizantes, podem ser mais eficientes do
que os sdlidos, em virtude da maior disponibilidade dos nutrientes e do
suprimento no momento adequado, de acordo com a exigéncia da cultura
(LGdke et al., 2009).

De acordo com a Instru¢do Normativa n® 27, de 2006, do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa) (Brasil, 2006), os fertilizantes
e os biofertilizantes devem atender aos limites maximos de contaminantes
quimicos e biolégicos com vistas a assegurar a qualidade das hortalicas
produzidas.

Dessa forma, o objetivo geral desse trabalho foi comparar a qualidade
microbioldgica de alfaces ‘Laurel’ produzidas em cultivo protegido, fertirrigadas
por gotejamento com biofertilizante Hortbio®, biofertilizante comercial e
fertilizante mineral, bem como a qualidade microbiolégica desses fertilizantes.
As alfaces, os biofertilizantes e o fertilizante mineral, nas formas diluidas e
nao diluidas, quanto a presenca de coliformes totais, E. coli e Salmonella spp.

Material e Métodos

O experimento foi realizado na Embrapa Hortaligas, em Brasilia, DF.
Primeiramente, o Hortbio® foi produzido. Ap6s homogeneizacdo de seus
componentes em bombona plastica de 200 L, vedada, o biofertilizante foi
aerado durante 15 min a cada hora com um compressor de ar ligado a
uma mangueira por 10 dias. Previamente ao plantio das alfaces, a casa de
vegetagdo e o sistema de irrigacédo (tanques de agua e solugbes nutritivas)
foram preparados (Figura 1).
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Fotos: Lucimeire Pilon

Fotos: Marcos Brandado Braga

Figura 1. (A) (A1) Producéo de Hortbio®; (B) Distribuicdo do sistema de irrigacéo, e
(C) Caixa de agua.

As amostras do Hortbio® e do biofertilizante comercial, ndo diluidas (puros)
e nos respectivos tanques, e do fertilizante mineral, diluidas no tanque, e a
agua usada na irrigagéo, foram coletadas em frascos de vidro de 150 mL
previamente autoclavados e, apds, foram levados em caixa de isopor com
gelo para o Laboratério de Higiene de Alimentos, da Universidade de Brasilia
(UnB) (Figura 2). A diluigao e adigéo dos biofertilizantes e fertilizante mineral
ocorreram de modo a atender a adubagéo proposta pela 5% Aproximagao
(Ribeiro et al., 1999), de 150 kg/ha de nitrogénio, 150 kg/ha de fésforo e 80
kg/ha de potassio.

Os biofertilizantes e o fertilizante mineral foram analisados quanto a presencga
de coliformes totais, E. coli e Salmonella spp. com kits 3M™ Petrifilm™. As
amostras foram diluidas em agua peptonada até 10 e plagueadas nos kits
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especificos para cada microrganismo. Amostras de solos foram, também,
analisadas quanto a presencga desses mesmos microrganismos em kits 3M™
Petriflm™. Os solos foram coletados (cinco amostras simples constituiram
uma amostra composta por parcela experimental), na fragao de 0 a 10 cm de
profundidade.

Figura 2. (A) Alfaces ‘Laurel’ transplantadas; (B) Coleta de biofertilizante comercial
nao diluido, (C) Tanques com solucdes nutritivas, e (D) Coletas das amostras contidas

nos tanques.

Fotos: Lucimeire Pilon



14 Qualidade microbioldgica de alface fertirrigada por gotejamento com fertilizantes organicos ou mineral

As alfaces foram transplantadas em casa de vegetacao e fertirrigadas por
gotejamento. O delineamento experimental foi em blocos casualizados 4 x 4,
com quatro tratamentos (1. Hortbio®, 2. biofertilizante comercial, 3. fertilizante
mineral, e 4. Agua como controle), quatro repeticdes contendo 12 plantas.
Apods 45 dias do plantio, foram colhidas trés alfaces de cada repeticado, que
foram embaladas em sacos plasticos e transportadas para o laboratério
(Figura 3). Na colheita foram usadas facas de aco inoxidavel previamente
sanitizadas com hipoclorito de s6dio 200 mg/L, individualmente para cada
tratamento, e lavadas com detergente e alcool 70% entre as colheitas dentro
do mesmo tratamento.

Para as analises microbiologicas, cada repeticdo constituiu uma amostra
composta de trés alfaces. Foi utilizado o terco médio das alfaces. Foram feitos
cortes longitudinais dividindo a cabecga da alface em trés partes, desprezando
as superiores e a parte proxima a raiz.

Foram homogeneizados 25 g de alface em 225 g de agua peptonada
0,1%. Uma aliquota de 1 mL da solugéo foi entdo diluida em série em agua
peptonada estéril 0,1% até a diluigdo final de 10+. Foram retiradas aliquotas
de 1 mL de cada uma das diluicbes de 10" a 10* e plagueadas no 3M™
Petriflm™ (Método Oficial AOAC 991.14 e 998.08) para detectar coliformes
totais e E. coli (uma placa por diluigdo). As placas para coliformes totais
e E. coli foram incubadas a 35 °C por 24 h e 48 h, respectivamente. Os
microrganismos foram contados em contador de colénias Phoenix CP 600
Plus (Araraquara, SP, Brasil). Os resultados foram expressos em UFC/g de
alface. Para analise de Salmonella spp., 25 g de alface foram homogeneizados
em 225 mL de meio de Enriquecimento com suplemento 3M™ e incubados
a 41,5 °C por 18 h. As placas 3M™ Petriflm™ Salmonella Express System
(uma placa por diluigdo) (Método Oficial AOAC 2014.01) foram hidratadas
com 2 mL de agua destilada estéril e, apos 1 h, foram feitas estrias com as
amostras previamente enriquecidas. As placas foram incubadas a 41,5 °C por
24 h para a leitura do teste presuntivo.

Os efeitos dos tratamentos nas alfaces foram testados pelo GLM (General
Linear Model), SAS® 9,2. As médias foram comparadas entre si pelo teste de
Tukey a 5%.
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Figura 3. (A) (A1) Colheita das alfaces; (B) Analise microbiolégica.

Resultados e Discussao

Na agua do tanque de irrigagdo foram detectados -coliformes totais
(7,2 x 10?2 UFC/g), mas os resultados foram negativos para E. coli e
Salmonella. O biofertilizante comercial, quando analisado puro, nao
apresentou coliformes totais (CT), no entanto, as amostras coletadas no
tanque de solucdo apresentaram esses microrganismos (2,1 x 10® UFC/g),
provavelmente em fungcao de contaminagao da agua de preparo ou mesmo
do tanque onde foi produzida a solugdo. Nao houve presenca de E. coli
e Salmonella em nenhuma das amostras de biofertilizante comercial.
O fertilizante mineral puro nio foi analisado e as amostras do tanque de
solugdo apresentaram CT 5,8 x 10® UFC/g), mas nado foram detectadas
E. coli e Salmonella. O Hortbio® puro apresentou contagem alta para
CT (5,2 x 10° UFCI/g) e E. coli (2,3 x 10* UFC/g), bem como presenca de
Salmonella. As amostras de Hortbio® iluidas no tanque de solugdo também
apresentaram CT (7,8 x10* UFC/g), E. coli (1,1 x 10* UFC/g) e presenca de
Salmonella, tornando o produto improprio para o uso, de acordo com a IN-27
(Brasil, 2006). As amostras de solo apresentaram contagens variando de
10® a 10* UFC/g para os coliformes totais e ndo houve presenca de E. coli e
Salmonella.

A Tabela 1 apresenta o resultado das andlises microbioldgicas nas alfaces
fertirrigadas com biofertilizantes e fertilizante comercial. As amostras de
alface nao apresentaram E. coli e Salmonella, encontrando-se, portanto,
dentro dos padrbes microbiolégicos estabelecidos pela Agéncia Nacional de

Fotos: Lucimeire Pilon
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Vigilancia Sanitaria. (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2001). Nao
houve diferenga significativa (p>0,05) entre as amostras de alface quanto as
contagens de coliformes totais.

Tabela 1. Contagem de coliformes totais, Escherichia coli e Salmonella em alfaces
‘Laurel’ fertirrigadas com Hortbio®, biofertilizante comercial e fertilizante mineral e
irrigadas com agua.

Coliformes Totais E. coli Salmonella
(UFClg) (UFC/g) (Auséncia em 25 g)

Alfacgs fertirigadas com 1,3 x 10 Auséncia Auséncia
Hortbio®
Alfaces fertirrigadas com 1,9 x 10° Auséncia Auséncia
biofertilizante comercial
Alfa.u.:es fertlrrlgadas com 6,0 x 104 Auséncia Auséncia
fertilizante mineral
Irrigadas com agua 9,7 x 10° Auséncia Auséncia

No grupo dos coliformes totais, encontram-se, predominantemente, as
bactérias pertencentes aos géneros Escherichia, Enterobacter, Citrobacter e
Klebsiella. Dentre esses, apenas a E. coli tem como habitat primario o trato
intestinal do homem e animais homeotérmicos. Esta € a razéo principal que
faz dessa bactéria a mais importante indicadora de contaminagao fecal em
alimentos (Franco e Landgraf, 2003; Pierson et al., 2007). Os coliformes
termotolerantes sdo um subgrupo de bactérias do grupo dos coliformes
totais. As bactérias pertencentes ao grupo dos coliformes termotolerantes
correspondem aos coliformes totais que apresentam a capacidade de
fermentar a lactose a 45 °C, com produgéao de gas (Franco e Landgraf, 2003).

Conclusodes

As contagens microbianas encontradas nos fertilizantes nao resultaram
em contagens similares nas alfaces. A presenca dos patégenos E. coli
e Salmonella no Hortbio® € um alerta para os cuidados durante o preparo
desse biofertilizante no campo, tais como preparar em ambiente fechado e
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controlado, evitar o acesso de moscas com telas e armazenar adequadamente
as matérias-primas, protegendo-as do contato com insetos e roedores.
Apesar da detecgdo no Hortbio®, esses patégenos ndo foram detectados nas
alfaces, sugerindo que a fertirrigagao por gotejamento diminui a possibilidade
de contaminagao da hortalica.
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