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Resumo

Objetivou-se avaliar a qualidade microbiolégica de sorvetes
comercializados no Noroeste do Rio Grande do Sul, Brasil.
As amostras foram submetidas as andlises: estimativas em
Numero Mais Provavel (NMP/g) de coliformes totais, coliformes
termotolerantes, Escherichia coli, pesquisa da presenca de
Salmonella spp., contagem em unidades formadoras de
colénia (UFC/g) de Staphyococcus coagulase positiva, mesdéfilos
e psicrotroéfilos aerdbios totais, além da investigacao das
caracteristicas morfotintoriais de coldnias provenientes da
contagem de psicrotréfilos. Foram analisadas 21 amostras de
sorvete, sendo sete de sorvete tipo italiano, sete de sorvete de
massa artesanal e sete de sorvete de massa industrializado,
provenientes de diferentes locais. Coliformes termotolerantes
foram encontrados acima dos valores estabelecidos pela
legislagao em 28,6% de ambos os sorvetes de massa. E. coli foi
encontrada em 42,8% e 14,3% dos sorvetes de massa artesanal e
industrializado, respectivamente. Salmonella spp. e Staphylococcus
coagulase positiva nao foram detectados.Todas as amostras
de sorvete tipo italiano apresentaram contagens elevadas de
mesofilos, diferindo significativamente dos sorvetes de massa
industrializados, porém ndo dos artesanais. Altas contagens
de psicrotréfilos também foram encontradas em sorvetes tipo
italiano, diferindo significativamente de ambos os sorvetes
de massa. Bastonetes gram negativos predominaram entre os
psicrotréfilos. Os resultados indicaram possiveis falhas higiénicas
durante a produgio e/ou armazenamento dos sorvetes. Assim,
faz-se necessario maior fiscalizagao nos pontos de venda e na
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produgdo de sorvetes, principalmente através de treinamentos
quanto as Boas Praticas. Atengao especial deve ser dada para os
sorvetes artesanal e italiano, pois os fabricantes nao seguem um
processo padrao de producao.

Palavras-chave: Sorvetes. Alimentos. Bactérias. Microbiologia
de Alimentos. Manipulagao de Alimentos.

Abstract

The article aimed to evaluate the microbiological quality of ice
cream sold in the Northwest Rio Grande do Sul, Brazil. The
samples were submitted to analysis: estimates Most Probable
Number (MPN/g) of total coliforms, fecal coliforms, Escherichia
coli, Salmonella spp. search, counting colony forming units (CFU/g)
of Staphyococcus coagulase positive, mesophilic and total aerobic
psychrotrophs, beyond the investigation of morphotinctorial
characteristics of colonies from psychrotrophs count. Samples
of 21 ice cream types, seven of Italian style ice cream, seven
handmade dough ice cream and seven industrialized mass of
ice cream, from different Locations. Fecal coliforms were found
above the values established by legislation in 28.6% of both mass
ice cream. E. coli was found in 42.8% and 14.3% of handmade
dough ice cream and industrialized, respectively. Salmonella
spp. and Staphylococcus coagulase positive were detected. All
Italian style ice cream samples showed high counts of mesophilic,
differing significantly from the industrialized mass ice cream,
but not the craft. High psychrotroph counts were also found in
Italian style ice cream, differing from both mass ice cream. Gram
negative rods predominated among psychrotrophs. The results
indicate possible poor hygiene during production and/or storage
of the ice cream. Thus, increased enforcement necessary to make
the point of sale and production of ice cream, mainly through
training for the Good Practice. Special attention should be given
to the artisanal and Italian ice cream, because manufacturers do
not follow a standard production process.

Key words: Ice Cream. Foods. Bacterias. Food Microbiology.
Food Handling.
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Introducao

O sorvete ¢ uma emulsdo de gordura e proteinas ou uma mistura de dgua, agticar e outros
ingredientes que sio submetidos ao congelamento. Sao considerados alimentos completos e de
alto valor energético. Quando se utiliza leite no seu preparo, sio constituidos de 10% de gordura,
20% de solidos totais, vitaminas A, B, C, D, E, K e os minerais célcio e fésforo.! Possuem ainda
12-17% de carboidratos, 55-65% de dgua e 0,2-0,5% de emulsificantes e estabilizantes.? Por ser
uma matriz inovadora e bem aceita pela populagdo, pesquisas tém sido realizadas para incorporar
microrganismos vivos (probiéticos), em dosagens adequadas ao beneficio da satide, principalmente
para a microbiota gastrintestinal, como por exemplo, espécies de Lactobacillus que contribuem
para melhorar suas caracteristicas nutricionais e funcionais."**

Para manter tais caracteristicas e evitar a degradacao do produto, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) recomenda que os sorvetes, quando produzidos com leite e ovos,
sejam obrigatoriamente pasteurizados.’ Entretanto, esse processo ndo ¢é realizado nos sorvetes
caseiros, e embora seja utilizado leite pasteurizado, esterilizado ou leite em pé, contaminagodes apos
o preparo podem acontecer, transformando esse alimento em potencial veiculador de patégenos.®’
A pasteurizacdo do leite ¢ um tratamento térmico brando e nao recupera matéria-prima de ma

qualidade,” sendo ela diretamente proporcional a qualidade microbiolégica do produto acabado.’

Segundo a legislagao brasileira, os sorvetes se enquadram no grupo dos gelados comestiveis e
devem ser parcial ou totalmente congelados para garantir sua estabilidade durante o transporte
e armazenamento."” O congelamento dos alimentos tem por finalidade prolongar a vida de
prateleira, mas alguns microrganismos podem se desenvolver mesmo nos produtos conservados
em temperaturas proximas ou inferiores a 02C." Para Kanbakan et al.," o método de resfriamento
do sorvete, quando nao eficiente, leva ao aumento da contagem de microrganismos no produto
final em relagdo as matérias-primas.

A contaminagdo microbiana dos alimentos pode ocorrer de maneira direta, através da matéria-
prima contaminada, ou indireta, através do manipulador, sobretudo quando este possui mas
condigoes de higiene.® Microrganismos presentes na pele sadia, nariz, maos, fezes humanas e animais
ou feridas de pele sio frequentemente encontrados em alimentos deteriorados ou que causaram
toxinfecgoes.!" Kanbakan et al.'? detectaram coliformes termotolerantes nas maos de trabalhadores
do setor de venda de sorvetes, ou seja, na fase de entrega do produto final ao consumidor.

Casos de enfermidades relacionadas ao consumo de sorvetes contaminados com microrganismos
ou suas toxinas ja foram relatados, sobretudo as causadas por Salmonella spp., Staphylococcus aureus,
formadores de toxinas, Shigella spp. e cepas enteropatogénicas de Escherichia coli.*"
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A Organiza¢ao Mundial ds Satide (OMS) afirma que doencas alimentares com sintomas
gastrintestinais sdo um problema de satide piblica em todo o mundo e resultam da ingesta de
alimentos contaminados com microrganismos na fase produtiva ou de consumo, podendo resultar
de contaminagao ambiental da agua, solo e ar."”

Para minimizar ou até mesmo eliminar esses problemas, industrias alimenticias tém
implementado o Sistema de Andlises de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC). Com a
utilizagao desse sistema, uma industria de sorvetes foi capaz de reduzir de 20 a 35% das contagens
de coliformes totais e meséfilos, demonstrando que o controle higiénico e dos processos de
pasteurizagdo e congelamento sdo essenciais para obter um produto de qualidade."

Embora as falhas que podem ocorrer durante a produgio sejam importantes, os maiores
indices de contaminagio acontecem através da manipulagio inadequada do produto nos pontos
de venda. A higienizacdo incorreta das maos dos manipuladores e a d4gua em que a colher para
servir o sorvete ¢ mantida representam as principais fontes de contaminagao."

Segundo, Kokkinakis et al.,' em trabalho que avaliou todo o processo produtivo, as Boas Praticas
de Fabricagao e Boas Praticas de Higiene estdo associadas a auséncia de S. aureus e coliformes totais,
bem como de E. coli. Nesse contexto, o presente estudo teve por objetivo investigar a qualidade
higiénico-sanitaria de diferentes tipos de sorvetes, como produto final, comercializados na regiao
Noroeste do Rio Grande do Sul, Brasil.

Metodologia

Durante os meses de dezembro de 2012 a julho de 2013, foram coletadas 21 amostras de
sorvete, sendo sete de sorvete tipo italiano, sete de sorvete de massa artesanal e sete de sorvete de
massa industrializado, todos provenientes de diferentes pontos de venda. As amostras, depois de
adquiridas como sendo para consumo, foram imediatamente acondicionadas em caixas isotérmicas
e transportadas até o Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal de Santa Maria,
Palmeira das Missoes, Rio Grande do Sul.

As estimativas em ndmero mais provavel (NMP/g) de coliformes totais, coliformes
termotolerantes e de Escherichia coli, bem como a pesquisa da presenca de Salmonella spp. em 25g
e as contagens em unidades formadoras de colonia (UFC/g) de Staphylococcus coagulase positiva,
mesofilos e psicrotréfilos aerébios totais obedeceram as metodologias descritas pela American Public
Health Association.” Caracteristicas morfotintoriais de microrganismos psicrotrofilos oriundos de
cinco colonias de aspectos macroscépicos diferentes de cada amostra foram determinadas pelo
método de Gram.
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Os valores das contagens de microrganismos encontrados nos diferentes tipos de sorvetes foram
transformados em log na base 10. A frequéncia das variaveis paramétricas € apresentada como
média * desvio padrao (DP) e foram analisadas por ANOVA de 1-via. Dados nao paramétricos
foram submetidos a andlise por Kruskal-Wallis e estdo apresentados como mediana e percentis.
Na comparagdo dos grupos, foi utilizado teste de Tukey. Em todas as andlises, foi considerado um
nivel de significancia de p<0,05. Os testes foram realizados através do tipo italianoware SigmaPlot
11.0® (Systat Tipo italianoware, Inc. SigmaPlot for Windows).

Resultados

Na tabela 1 estao descritos os resultados das andlises microbiolégicas realizadas nos trés tipos
de sorvetes comercializados na regiao Noroeste do Rio Grande do Sul.

Tabela 1. Resultados das analises microbiol6gicas realizadas em sorvetes comercializados no
noroeste do Rio Grande do Sul, Brasil, 2013.

Microrganismo SI (n=7) SMA (n=7) SMI (n=7) Total (n=21)
Meséfilos (UFC/g) 2,1 x10*-2,5 1,8 x 10* - <10,0 -2,4 x <10,0 - 3,1 x
x 10° 3,1 x 10° 10° 10°
Psicrotréfilos (UFC/g) 2,7 x 10* -1,0 <10,0 - <10,0 -5,8 <10,0 - 1,0 x
x 107 8,0 x 10° 10° 107
Coliformes 352C (NMP/g) <3,0 - 460 3,6 —>1.100  <3,0 - 1.100 <3,0 —>1.100
Coliformes 452C (NMP/g) <3,0 <3,0 - 460 <3,0 - 1.100 <3,0 - 1.100
Escherichia coli (NMP/g) <3,0 <3,0-15 <3,0-93 <3,0-93
Salmonella spp. (presenca/ Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia
auséncia)
Staphylococcus coagulase <100 <100 <100 <100

positiva (UFC/g)

SI: sorvete tipo italiano

SMA: sorvete de massa artesanal

SMI: sorvete de massa industrializado
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Quanto as estimativas de coliformes totais, 54,2%, 71,4% e 71,4% dos sorvetes tipo italiano, de
massa artesanal e industrializado estavam contaminados com tais bactérias, respectivamente; 28,6%
de ambos os sorvetes de massa apresentaram coliformes termotolerantes acima de 50 NMP/g. Ja
os sorvetes tipo italiano apresentaram estimativas abaixo deste valor para esses microrganismos.
A presenca de E. coli foi detectada em 42,8% e 14,3% das amostras de sorvetes de massa artesanal

e industrializado, respectivamente (figura 1).
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Figura 1. Percentual de sorvetes apropriados e inapropriados para consumo humano de
acordo com os padrdes microbioldgicos estabelecidos pela RDC 12 de 2001'* . Noroeste do

Rio Grande do Sul, Brasil, 2013.

Salmonella spp. e Staphylococcus coagulase positiva nao foram detectados nas amostras analisadas.
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As contagens de mesofilos nos sorvetes tipo italiano nao diferiram significativamente dos
sorvetes de massa artesanal, mas diferiram dos industrializados. Ja a contaminagio em sorvetes
de massa artesanal foi superior a obtida em sorvetes industrializados, mas nao diferiram
significativamente entre si (tabela 2).

Tabela 2. Contagem de bactérias mesoéfilas e psicrotréfilas em sorvetes comercializados no
noroeste do Rio Grande do Sul, Brasil, 2013

Tipo de sorvete

SI SMA SMI
Mesoéfilos '*
(log UFC/g) 5,40+0,78" 4,91+0,88"8 3,57+1,598
média=DP
Psicotréfilos?? Tipo italiano Artesanal (mediana) Industrializado
(log UFC/g) (mediana) (mediana)
mediana (P25-P75) | 6,15¢(5,13-6,54) 1,00°%(1,00-3,99) 1,005(1,00-3,77)

SS: sorvete tipo italiano

SMA: sorvete de massa artesanal

SMI: sorvete de massa industrializado

'Valores nas linhas, seguidos de letras desiguais diferem pelo teste de Tukey (P=0,02).
*Valores nas linhas, seguidos de letras desiguais diferem pelo teste de Tukey (P=0,07).

*Logaritmos do nimero de unidades formadoras de colénias/g de sorvete.

Amostras de sorvetes de massa, 57% dos artesanais e 71,4% dos industrializados nao
apresentaram crescimento de psicrotroéfilos aerdbios totais (tabela 1). Ja os sorvetes tipo italiano
apresentaram maiores contagens para estes microrganismos, diferindo estatisticamente de ambos
os sorvetes de massa (tabela 2).

As caracteristicas morfotintoriais dos microrganismos psicrotroéfilos aerdbios totais pela
coloragdo de Gram podem ser observados na figura 2.
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Figura 2. Caracteristicas morfotintoriais de microrganismos psicrotréfilos presentes nas
amostras dos trés tipos de sorvetes, n=65 esfregagos. Noroeste do Rio Grande do Sul,
Brasil, 2013.

Discussao

Segundo a Resolu¢ao da Diretoria Colegiada (RDC) n? 12,'® os gelados comestiveis podem
ser consumidos com seguranga quando as estimativas para coliformes termotolerantes forem
menores que 50 NMP/g, a contagem de Staphylococcus coagulase positiva menor que 500 UFC/g e
na auséncia do patégeno Salmonella spp. em 25g.

As estimativas de coliformes totais obtidas nos trés tipos de sorvetes analisados revelaram que
mais da metade das amostras estavam contaminadas, independentemente do tipo de sorvete.
Estimativas ou contagens deste grupo de bactérias nos alimentos nao sao exigidas pela legislagao
brasileira; entretanto, sua pesquisa ¢ importante, pois indica recontaminagao durante as etapas
de produgao.”

Os sorvetes de massa apresentaram grande contaminagao com coliformes termotolerantes,
estando 28,6% das amostras de ambos os grupos impréprios para consumo humano, pois
ultrapassaram o limite toleravel preconizado pela legislacao brasileira.'®

Ja os sorvetes tipo italiano apresentaram-se todos com estimativas para coliformes termotolerantes
dentro dos padrdes estabelecidos pela legislacdo brasileira.'” No entanto, a conformidade com a
legislagao nao significa auséncia de outros microrganismos potencialmente patogénicos ou processo
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de deterioragao, pois mesmo dentro dos padrdes de consumo, essas amostras apresentaram o0s
maiores indices de contaminagdo por microrganismos mesofilos e psicrotroéfilos.

A espécie E. coli foi detectada em ambos sorvetes de massa e, dentre eles, o sorvete de massa
industrializado apresentou os maiores valores de NMP/g. J o sorvete de massa artesanal apresentou
o maior niimero de amostras contaminadas. A presenca desta bactéria esta ligada a falha na
higienizagdao em alguma etapa que antecede o consumo, pois estd presente na microbiota intestinal
de animais de sangue quente. £ importante ressaltar que algumas linhagens de E. coli causam
enfermidades gastrointestinais com elevada gravidade.®

Schrijver et al’” relataram que cepas de E. coli produtoras de verotoxina foram capazes de
causar diarreia severa e sindrome hemolitica urémica em criangas que haviam ingerido sorvete.
Os autores sugeriram que, possivelmente, ocorreu contaminagao cruzada durante a manipulagao,
apos a pasteurizagao do leite, pois cepas idénticas também foram isoladas de fezes de bezerros e

da palha da fazenda.

Em estudo semelhante realizado na Turquia, sorvetes envasados nao apresentaram contaminagao
por coliformes nem por E. coli, diferindo dos sorvetes nio envasados, os quais 50,1% e 63,6%
apresentaram-se fora dos padroes locais estabelecidos para tais microrganismos, respectivamente.'®
Resultados similares foram obtidos no Egito," onde 55%, 43,7% e 57% dos sorvetes analisados
estavam com valores inaceitaveis para coliformes totais, coliformes termotolerantes e E. coli,
respectivamente. Menores indices de contaminagéo foram obtidos na Turquia por Yaman et al.*
e por Rizzo-Benato & Gallo*, no Brasil.

Em nosso trabalho, nenhuma amostra de sorvete apresentou-se contaminada com o patégeno
Salmonella spp., responsavel por surtos de toxinfecgoes graves pela ingestao de alimentos de origem
animal contaminados, principalmente derivados de carnes, ovos, aves e leite, #? incluindo sorvetes.
232425 Assim, todas as amostras estavam apropriadas para consumo de acordo com a legislagio
brasileira.'® Este resultado corrobora os obtidos por Pazianotti et al.* e Pooran et al.,” mas difere
dos apresentados por Yaman et al.,* Queiroz et al.> e Ambily & Beena,* os quais identificaram
Salmonella spp. em 6,8%, 75% e 3,7% das amostras de sorvete analisadas, respectivamente. Rosa
et al.” encontraram este patégeno na matéria-prima e nos respectivos sorvetes industrializados,
além de problemas quanto as Boas Praticas de Fabricagdo, confirmando que as falhas durante
o processamento e na escolha da matéria-prima sdo refletidas diretamente na qualidade do
produto final.

Nenhuma das amostras analisadas apresentou contaminacao por Staphylococcus coagulase
positiva, estando todas de acordo com os padroes estabelecidos pela RDC n? 12' neste aspecto.
Dentre essas bactérias, o S. aureus ¢ o mais importante em nivel clinico, pois esta associado a doencas
veiculadas por alimentos devido a produgao de enterotoxinas que provocam surtos de intoxicagio
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alimentar, sobretudo pelo consumo de leite e derivados lacteos contaminados. Ele estd presente
nas cavidades nasais, garganta e pele, além de ser frequentemente encontrado em amostras de
leite.® O fato de esta bactéria nao ter sido detectada nos sorvetes analisados pode estar relacionado
ao correto processo de pasteurizagao associado a boa qualidade do leite. Este resultado corrobora
os obtidos por Vica et al.* mas diverge dos obtidos por El-Sharef et al.*”e Ambily & Beena.*®

Embora os sorvetes de massa artesanal estivessem mais contaminados com mesoéfilos,
ndo diferiram significativamente dos industrializados. Isto pode ter ocorrido pelo fato de a
temperatura de armazenamento impedir o crescimento da maioria dos microrganismos. Pooran
et al.”” encontraram diferenga significativa entre os sorvetes industrializados e os caseiros, pois
nos ultimos as contagens de mesofilos foram sempre mais elevadas. El-Sharef et al.* também
obtiveram contagens elevadas, variando de 10 a 10® para sorvetes abertos e de 10" a 10* para
sorvetes envasados. Azadnia et al.”! encontraram média elevada para contagem de meséfilos (10°),
dos quais 88% dos sorvetes apresentaram-se fora dos padroes estabelecidos pela legislacio local.
Movassagh et al.** encontraram resultados semelhantes em sorvetes comercializados no Ira.

Os sorvetes tipo italiano foram os mais contaminados com psicrotréfilos, diferindo
estatisticamente de ambos os sorvetes de massa. Isso pode ter ocorrido devido as diferencas de
temperatura de armazenamento, pois os sorvetes de massa sio armazenados em temperatura
de -182C e os sorvetes tipo italiano em temperaturas préximas a 0°C, permitindo que tais
microrganismos se desenvolvam.

Mesmo com um processo de pausteurizagao eficiente, o sorvete, sendo um produto derivado
do leite, ¢ um 6timo meio de cultura, gragas ao elevado valor nutricional, ao pH quase neutro
e a duracdo do periodo de armazenamento. A pasteurizagdo nio elimina completamente os
microrganismos contaminantes, permitindo a sobrevivéncia de bactérias termo-diricas nao
formadoras de esporos e dos esporos da maioria das bactérias, apenas reduzindo o nimero de
microrganismos a niveis aceitaveis. Se houver algum desvio na fase da maturagao, com a elevagao da
temperatura acima de 5°C, excedendo os limites criticos de tempo/temperatura, podera ocorrer a
multiplicagio de microrganismos patogénicos sobreviventes a etapa da pasteurizacao. Boas praticas
ap0s o processamento, incluindo o transporte e a exposi¢ao a venda sao igualmente importantes.*

A andlise das caracteristicas morfotintoriais dos psicrotroéfilos aerébios totais pela coloragao
de Gram revelou grande diversidade de microrganismos. Bastonetes gram negativos foram os
predominantes, sendo estes os principais psicrotréfilos causadores da deterioracéo do leite e de
produtos lacteos pela produgao de proteases e lipases.® Os cocos gram positivos mais frequentes
como causadores de deterioracdo de produtos lacteos industrializados sao os Micrococcus e
Streptococcus, pois sdo microrganismos resistentes a altas temperaturas e possivelmente sobrevivem
a pasteurizagao."
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Os bastonetes gram positivos, sobretudo os formadores de esporos, sio importantes
deterioradores de produtos lacteos processados termicamente. Representantes desse grupo sao
os Bacillus spp., os quais formam esporos que sobrevivem ao aquecimento.’

Em relagao aos bastonetes curtos gram positivos, o género Listeria, principal representante, é
frequentemente associado a produtos lacteos, bem como a outros microrganismos acido-lacticos,
recebendo maior aten¢io devido aos surtos causados por Listeria monocytogenes." Degenhardt
& Silva,** ao pesquisarem a presenca de Listeria em sorvetes comercializados em sorveterias de
autoatendimento, obtiveram positividade em 25,44% das amostras, sendo 9,8% pela espécie L.
monocytogenes. Pooran et al.” e Ambily & Beena® nao detectaram esta bactéria em nenhuma das
amostras analisadas.

Leveduras também foram encontradas na coloragio de Gram dos psicrotréfilos, sugerindo que
¢ necessario seu controle nos sorvetes, pois algumas espécies tém a capacidade de se desenvolver
e deteriorar alimentos com altas concentragoes de aciicar.®

Conclusoes

Os resultados do presente trabalho demonstraram que ha necessidade de maior fiscalizagao por
parte dos 6rgaos competentes no que se refere a praticas higiénico-sanitarias. Esta necessidade esta
relacionada a presenga, nos sorvetes de massa, de coliformes termotolerantes acima do permitido
pela legislagdo brasileira e de E. coli, microrganismo pertencente a microbiota intestinal de animais
de sangue quente.

Mais estudos sdo necesséarios para verificar em qual ponto critico houve falha na higienizagao,
bem como para detectar se a contaminagao ocorre durante o processo produtivo ou no ponto de
venda.
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