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RESUMO: Realizou-se exame microbiolégico em 24 amostras de sorve-
tes n&o pasteurizados, todos preparados de maneira nfo industrial e & base
de leite (creme, nata, chocolate), fabricados por 12 sorveterias diferentes
da cidade de Araraquara, SP. Colheram-se duas amostras de cada sorveteria
com intervalo de 15 dias entre as colheitas. Realizaram-se as seguintes
provas: contagem de bactérias aerébicas ou facultativas meséfilas e psi-
créfilas e de Staphylococcus aureus; determinagdo do Niumero Mais Prova-
vel (NMP) de coliformes totais e fecais e da presenca de Salmonella. As
técnicas utilizadas foram aquelas convencionalmente usadas para tais deter-
minacdes. N&o foi encontrada Salmonella em nenhuma das amostras e de
cerca. de 16,69 delas isolou-se Staphylococcus aureus. Em proporgles va-
ridveis verificou-se a presenca de microrgarnismos deteriorantes e daqueles
indicadores de poluicdo de origem fecal.
contaminagéo. Microbiologia.
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INTRODUGAO

O controle microbioldgico de sorvetes € de
fundamental importancia e por ndo sofrer
qualquer processo de cocgdo ou esterilizagdo
apés seu preparo final, como acontece com
outros alimentos, pode se constituir num
veiculo de disseminagio de microrganismos
causadores de toxi-infecgdes. Os sorvetes
contém a flora microbiota dos ingredientes
utilizados na sua preparagio e aqueles a base
de leite e ovos sdo potencialmente perigosos
a saude, pois se constituem em 6timos meios
de cultura para a maioria dos microrga-
nismos incluindo os patogénicos.

* Do Departamento de Ciéncias Bio-Clinicas da Faculdade de
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O envolvimento de sorvetes na transmissio
de doengas tem sido demonstrado com
freqiiéncia em paises onde é realizado con-
trole rigoroso de alimentos. Nos Estados
Unidos, Armstrong e col3 relatam um
grande surto de gastrenterite envolvendo
1.790 pessoas que haviam participado de 14
diferentes banquetes: isolaram Salmonella
typhimurium e outros dois sorotipos de
Salmonella das fezes de todos os doentes.
Estudos epidemioldgicos revelaram que o
alimento envolvido era uma sobremesa
gelada 4 base de sorvete, produzida por
uma mesma indistria, e, que o ingrediente
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contaminado com salmonela era gema de
ovo ndo pasteurizada empregada no preparo
do sorvete. Gunn e Markakis 18 descrevem
a ocorréncia de 22 surtos de salmonelose
no periodo de 1966 a 1976, nos Estados
Unidos, associados a ingestio de sorvetes
caseiros, sendo que S. typhimurium foi a
causadora de 45% dos surtos. Na [lha de
Trindade, Caribe, em 1971, ocorreu um surto
de febre tiféide, envolvendo 132 pessoas,
também relacionado & ingestio de sorvetes
comercializados no pais 25.

Véarios sdo os relatos dos servigos de
Satide Publica dos Estados Unidos e Canada
sobre casos de toxi-infecgGes por microrga-
nismos diversos, principalmente salmonelas,
ligados & ingestdo de sorvetes 4-12,19,20,

Chaineux e Jacquemim 3 e Chaineux e
col.’4 mostram o elevado grau de contami-
nacdo de sorvetes vendidos na Bélgica e
Luxemburgo. Na Itdlia, Annino e col.? isola-
ram E. coli em sorvetes e Frezza e col.1¢
constataram a presenca de coliformes em
88% das amostras de sorvetes que exami-
naram.

No Brasil, Taunay 2¢, em 1968, relatou a
ocorréncia de um surto de gastrenterite no
Amapa, causado por Salmonella paratyphi
C, veiculado por sorvete. O autor identificou
26 cepas de salmonelas das quais 25 foram
isoladas dos pacientes e uma de leite em
po enlatado, usado na preparagédo do sorvete.
Todas as 26 cepas eram de S. paratyphi
C, confirmando a origem da epidemia, uma
vez que todos os doentes haviam consumido
o referido sorvete. Existe ainda em nosso
pais outro trabalho sobre contaminagio de
sorvetes, realizado por Joly22 que ao
analisar diferentes amostras isolou uma
flora contaminante variada. Como ocorre
com outros alimentos, também para comes-
tiveis gelados existem padrdes microbio-
16gicos estabelecidos pela Comissdo Nacional
de Normas e Padrdes para Alimentos do
Ministério da Sartide 23,

O objetivo da presente pesquisa é veri-
ficar a presenga de Salmonella, realizar
contagens de bactérias aerdbicas ou faculta-

tivas mesdfilas e psicrdfilas e de Staphylo-
coccus aureus e determinar o Numero Mais
Provavel (NMP) de coliformes totais e fecais
em sorvetes nio pasteurizados, preparados
em escala ndo industrial, na cidade de
Araraquara, SP, e comparar os resultados
obtidos, quando possivel, aos padrdes esta-
belecidos pela legislacdo em vigor.

MATERIAL E M2TODOS

Material

Foi constituido por 24 amostras de sorve-
tes nao pasteurizados, todos a base de leite
(nata, creme, chocolate), fabricados de
maneira artesanal, por 12 diferentes sorve-
terias na cidade de Araraquara. Colheram-
-se duas amostras em cada estabelecimento
com intervalo de 15 dias entre cada colheita.
As amostras eram adquiridas como para
consumo, em copos plasticos com capacidade
de 100 ml, fornecidos pelos estabelecimentos.
Uma vez adquiridas eram colocadas em
caixa de material isotérmico “ISOPOR”
contendo blocos de gelo e levadas ao labora-
tério, onde eram conservadas na geladeira
a 4°C até descongelarem, quando entdo
iniciava-se a analise microbioldgica.

Preparo das amosiras

Pesavam-se 10g do sorvete liquefeito e
misturava-se a 90ml de 4gua destilada
tamponada estéril. A partir desta diluicdo
inicial a 10-1, preparava-se uma série de
diluicbes decimais até 10-5 e a partir delas
realizava-se 0 exame bacteriolégico.

Metodologia empregada

Pesquisa de Salmonella 117 — Em ¢on-
digbes assépticas pesavam-se 25 g do produto
liquefeito e misturava-se a 225 ml de caldo
lactosado para pré-enriquecimento de
Salmonella e, a seguir, procedia-se a
incubagéo a 35-37°C durante 24 horas. Apds
esse periodo semeava-se 1ml da mistura
nos caldo de enriquecimento de tetrationato
de Kauffmann e de selenito e incubava-se
a 43°C por 24 h. Apés a incubagéio, a partir
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desses caldos de enriquecimento, semeavam-
-se placas de dgar 8S e agar Verde Brilhante
e seguia-se a metodologia habitual para a
caracterizacdo de Salmonella 5.

Contagem de bactérias aerdbicas ou
facultativas mesdfilas e psicrofilas 1,22, Mis-
turava-se 1 ml de cada uma das dilui¢ées
(10t a 10-3) a 20 m! de 4gar padrdo fundido
e resfriado a 40-45°C, realizando em seguida
a homogeneizacdo e mantendo-se as placas
em temperatura ambiente até a solidificagédo
do 4gar. A seguir, as placas eram incubadas
a 35-37°C por 48 h para contagem de micror-
ganimos mesdfilos e a 7°C por 10 dias para
a de psicrofilos.

Determinacdo do Nimero Mais Provdvel
(NMP) de coliformes totais e fecais?2t,
Inoculavam-se as dilui¢des em 4 séries, con-
tendo cada uma 3 tubos de caldo lactosado-
-bile-verde-brilhante a 2% com tubo de
Durham e incubava-se a 35-37°C por 24-
-48 h. Considerava-se a prova como positiva
quando ocorria a.presenca de gas no tubo
de Durham. A partir de cada tubo positivo
semeava-se a superficie de &4gar Eosina
Azul de Metileno (EAM) em placas para a
realizagdo da prova confirmatéria. Apds
incubagdo a 35-37°C por 24 h, considera-
vam-se como positivas as placas contendo
coldnias com as caracteristicas das de coli~
formes, ou sejam, negras, secas e chatas ou
claras, convexas, brilhantes e com centro
negro. A prova completa era realizada a
partir das placas de agar EAM positivas.
Inoculava-se material de uma coldnia tipica
de coliforme em caldo lactosado com tubo
de Durham e em 4gar simples inclinado.
Apé6s incubagio a 35-37°C por 24-48h
verificava-se a produgdo de gds nos tubos
de caldo lactosado e preparavam-se esfre-
gagos a partir das culturas em dgar simples
inclinado, os quais eram corados pelo método
de Gram. A presenca de bacilos Gram-nega-
tivos ndo esporulados e a produgio de gés
em caldo lactosado constituia a prova
completa positiva para bactérias do grupo
coliforme.

A partir dos tubos com prova presuntiva
positiva para coliférmes totais, transferia-se

uma algada para caldo EC, contendo tubo
de Durham, para realizar-se a determinagio
do NMP de coliformes fecais. Incubava-se
a 44,5°C por 24-48h. A presenga de géas
indicava prova positiva para coliformes
fecais.

Para calcular-se 0 NMP empregava-se as
tabelas convencionais 1,21,

Contagem de Staphylococcus aureus 1.2,
Semeava-se, 0,01 ml de cada uma das
diluigbes em &gar Baird Parker e incuba-
va-se a 25-37°C por 48 h. Contavam-se as
colonias negras com halo transparente. A
confirmagdo era realizada pela prova da
coagulase e morfologia bacteriana pela colo-
racdo de Gram.

RESULTADOS

Nao foram isoladas salmonelas em
nenhuma de 24 amostras de sorvetes exa-
minadas.

Os resultados das contagens totais de
microrganismos meséfilos e psicrofilos e de
Staphylococcus aureus, por grama, nas 24
amostras, sdo apresentados na Tabela 1.

A Tabela 2 apresenta 0 NMP de coliformes
totais e de coliformes fecais por grama de
sorvete.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

O padrio estabelecido para comestiveis
gelados, pela Comissdo Nacional de Normas
e Padrbes para Alimentos 23, tolera nesses
produtos, no maxinio 100 bactérias do grupo
coliformes totais por grama e 200.000 por
grama na contagem padrdo em placa para
bactérias mesoéfilas.

Analisando nossos resultados gquanto a
coliformes totais, verifica-se que apenas
uma das amostras examinadas nédo se
apresentava contaminada por germes desse
grupo, enquanto que 66,69 estavam fora do
padrdo pois apresentavam contagens supe-
riores a 100 microrganismos por grama.
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TABELA1

Contagem total de microrganismos meséfilos e psicréfilos e de Staphylococcus
aureus por grama, em 24 amostras de sorvete.

Meséfilos Psicréfilos 8. aureus

Namero de

Microrganismos/g ne de % ne de % no de %

amostras amostras amostras

0 |—— 10 — — 18 75,00 20 83,33
10 |—— 102 - - 1 4,16 2 8,33
102 |——— 103 2 8,33 3 12,50 1 4,16
108 |——— 10 % 8 33,33 1 4,16 1 4,16
10 4 | 105 9 37,50 1 4,16 — -
105 j--—— 106 3 12,50 — — — —
106 |-—— 107 2 8,33 - — -- —

TABELA 2

Numero Mais Provdvel de coliformes totais e coliformes fecais por grama, em
24 amostras de sorvete.

Coliformes Totais

Coliformes Fecais

Niamero de
Microrganismos/g

ne % ne %
0 |—— 10 3 12,50 13 54,16
10 |—— 102 4 16,66 7 29,16
102 |——— 103 8 33,33 1 4,16
108 |[—— 8 33,33 3 12,50

Sabe-se que “coliformes totais” sdo bons
indicadores das condi¢Ges sanitdrias dos
alimentos, estando portanto, a maioria das
amostras examinadas em condi¢bes sani-
tarias insatisfatorias.

Realizou-se também a contagem de coli-
formes fecais, considerados melhores indi-
cadores de poluicdo de origem fecal que os

coliformes totais por serem especificos de
fezes humanas e de animais de sangue
quente, indicando, conseqiientemente, condi-
¢Oes propicias para o encontro também de
patégenos intestinais. Setenta e cinco por
cento das amostras de sorvetes estavam
contaminadas com microrganismos desse
grupo, sendo observadas em algumas delas
contagens superioras a 10.000 células por
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grama (Tabela 2), indicando com isso pés-
simas condi¢des sanitdrias de preparo e o
perigo potencial i salde publica que esses
alimentos representavam. Joly 22 isolou, das
amostras de sorvetes examinadas, estrepto-
cocos fecais, os quais também sdo usados
como indicadores de contaminagdo fecal. Os
trabalho$ de Chaineux e Jacquemim 13 e de

Chaineux e col.¢ mostram em sorvetes

examinados na Bélgica e Luxemburgo altas

contagens de coliformes, acima dos padrdes
ali existentes para esse grupo. Annino €
col.2 realizando andlise microbioldgica em
sorvetes preparados industrialmente e arte-
sanalmente, todos a base de leite ou frutas,
em Ndpoles, Itdlia, verificaram maiores
percentagens de coliformes naqueles 4 base
de leite e preparados de maneira artesanal.

Ainda dentro da familia Enterobacteriaceae
decidiu-se verificar a presenca de Salmonella,
pois muitos sfo os relatos de surtos de
gastrenterite ou febre tiféide ou mesmo de
casos isolados de toxi-infecgdo, todos rela-
cionados a transmissio desse microrganismo
por sorvetes 2,4-12,18.24,25, Mas ndo se isolou
salmonela de qualquer amostra de sorvete
examinada.

Microrganismos meséfilos aerdbicos ou
facultativos foram isolados das 24 amostras
de sorvetes sempre em nimero superior a
100 células por grama, sendo que cerca de
20,89 delas apresentavam contagens supe-
riores ao padrdo respectivo, ou seja, mais
de 2.105 células por grama. Todo alimento
¢é considerado impréprio quando a populagéo
de microtrganismos mesoéfilos vidveis ¢ muito
alta, mesmo nfo se sabendo se sdo ou ndo
patogénicos; uma contagem alta indica
condi¢des inadequadas de preparo, e tam-
bém que o alimento apresenta condi¢bes que
favorecem a ocorréncia de patégenos mesé-
filos. Por outro lado, no que diz respeito
a deterioracdo do alimento armazenado no
refrigerador, a contagem de psicrofilos é
mais importante que a de mesoéfilos, porque
muitos organismos mesdfilos morrem &
temperaturas varidveis entre 5-15°C ou mais

baixas. Os numeros de psicrofilos, conforme
mostrado na Tabela 1, ndo sdo tdo elevados
quanto os de mesofilos; a maioria das
amostras ndo apresentava esses organismos.
Isto provavelmente ocorreu porque todos
esses sorvetes sdo processados de maneira
artesanal, em pequenas quantidades e pra-
ticamente consumidos no mesmo dia do seu
preparo, nao tendo portanto um perfodo
longo de armazenamento como ocorre ¢om
aqueles preparados de maneira industrial. Em
conseqiiéncia, ndo houve tempo para multi-
plicacdo maijor de psicréfilos, enquanto os
mesofilos provavelmente se multiplicaram
nos ingredientes empregados na preparagao
dos sorvetes.

Qutra verificagdo que realizamos foi a
presenca e contagem de Staphylococcus
aureus, pois ha relatos de intoxicacdo ali-
mentar estafilocScica através da ingestdo de
sorvete contaminado ?; pelo fato de estar-
mos analisando sorvetes ndo pasteurizados,
a possibilidade de presenca de Staphylo-
coccus aureus e mesmo de sua enterotoxina,
elaborada antes do congelamento, poderiam
tornar os sorvetes examinados potencial-
mente perigosos a saude do consumidor.
Para exame de alimento nos quais hd reco-
mendagdo da pesquisa de Staphylococcus
qureus, os padrOes referem como contagem
maxima permitida 102 a 103 células por
grama e, para outros, auséncia total. A
Tabela 1 mostra a presenga desse microrga-
nismo em cerca de 16,6% das amostras, em
ntimero variando de dez a mil células por
grama, tornando esses sorvetes potencial-
mente perigosos 4 satde do consumidor.

Os resultados do presente trabalho
indicam, para a grande maioria dos sorvetes
examinados, condi¢bes sanitirias inadequa-
das devido & presenca de microrganismos
mesofilos em grande ntimero, de psicroéfilos
e de coliformes totais. Por outro lado, a
presenca de coliformes fecais e de Staphy-
lococcus aureus, em alguns dos sorvetes,
torna-os potencialmente perigosos i satide
do consumidor, pelo fato de entre os
primeiros poderem estar presentes bactérias
ou virus causadores de doenga e os segundos
por poderem produzir enterotoxina.
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ABSTRACT: A microbiological examination was made on 24 samples of
non pasteurized, non industrial ice cream, all made with milk collected
from 12 different ice cream shops in Araraquara, SP, Brazil. For the study,
two samples were collected 15 days apart, from each store. The following tests
were made using ice-cream samples: presence or absence of Salmonella;
counts of mesophilic angi psichrophilic bacteria and Staphylococcus aureus
and verification of the Most Probable Number (MPN) of enteric orgamsms
(faecal coliforms and other coliforms). The techniques used were the con-
ventional ones used in such calculations. All samples were negative for
Salmonella while about 16.69 showed the presence of Staphylococcus aureus.
There were deteriorative microorganisms and faecal coliforms present in
varying proportions.

UNITERMS: Ice-cream. Food contamination. Food microbiology.
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