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RESUMO

Os sorvetes sdao alimentos saborosos e podem ser produzidos a partir de bases lacteas ou agua,
com adicao de actcares, gorduras, estabilizantes, emulsificantes, corantes e aromatizantes, além
de frutas in natura, polpa de frutas entre outros ingredientes que favorecam a palatabilidade e
a aceitacao do produto. Entretanto, a ma-higienizag¢do dos ingredientes, como frutas, além de
auséncia de tratamento térmico adequado, pode contribuir para a microbiota do sorvete, de
forma que a qualidade desse esta diretamente relacionada com a procedéncia dos diversos
ingredientes utilizados para a sua fabricagcdo, bem como dos procedimentos utilizados durante
a manipulacdo e armazenamento desse alimento. Portanto, esse trabalho teve como objetivo
determinar as densidades de micro-organismos indicadores de qualidade higi€nico-sanitarios
exigidos pela RDC n°12/ANVISA, contagem total de micro-organismos psicrotroficos, bolores
e leveduras, identificacdo molecular e teste de sensibilidade a antifungicos das leveduras
presentes em amostras de sorvetes. Um total de 51 amostras de sorvetes preparados com frutas
tropicais de cinco diferentes sabores foi coletado de sorveterias de Belo Horizonte, Minas
Gerais, entre julho de 2010 a janeiro de 2011. Um questionario de verificagdo de observagao
de boas praticas de fabricacdo foi preenchido no momento da coleta das amostras e permitiu
caracterizar algumas falhas no que concerne a area fisica externa da sorveteria, exposicao a
venda do produto, além da relacdo vendedor-manipulador do sorvete. As densidades de
coliformes termotolerantes obtidas nas amostras e as contagens elevadas de micro-organismos
psicrotroficos sugerem qualidade higiénico-sanitaria insatisfatoria. Apenas uma amostra de
sorvete a base de agua foi positiva para a presenca de Staphylococcus coagulase positiva,
embora a exigéncia de sua pesquisa seja apenas para sorvetes a base de leite. Contagens
medianas a elevadas de bolores e leveduras foram também observadas nas amostras coletadas.
Foram obtidos 299 isolados de leveduras a partir dessas 51 amostras de sorvete e as leveduras
foram identificadas a nivel de género e espécie. Grande parte das leveduras identificadas nesse
trabalho ¢ considerada deterioradora de alimentos e bebidas e, algumas delas, potenciais
patogenos oportunistas. O resultado do teste de sensibilidade das leveduras predominantes de
cada amostra de sorvete que apresentavam crescimento a 37°C evidenciou trés linhagens
resistentes a fluconazol (Torulaspora delbrueckii, Wickerhamomyces anomalus e Pichia
kudriavzevii), duas a itraconazol (Saccharomyces cerevisiae ¢ W. anomalus), trés linhagens
resistentes a anfotericina B (Candida pararugosa e P. kudriavzevii).

Palavras-chave: sorvetes; segurancga alimentar; analise microbioldgica; leveduras.



ABSTRACT

The ice creams are tasty food and can be produced from dairy bases or water with added sugars,
fats, stabilizers, emulsifiers, colorings, and flavorings, as well as fresh fruit, fruit pulp and other
ingredients which promote the palatability and product acceptance. However, poor hygiene,
such fruits and absence of thermal treatment can contribute to the microbiota of the ice cream
to influence the quality of the final product. The quality of ice cream is directly related to the
origin of the various ingredients used for their manufacture as well as the procedures used
during handling and storage of food. This study aimed to determine the densities of indicator
microorganisms hygienic-sanitary quality required by the RDC 12/ANVISA, total count of
psychrotrophic microorganisms, yeasts and molds, molecular identification and antifungal
susceptibility testing of yeasts present in ice cream samples. A total of 51 samples prepared
with five different flavors of tropical fruit ice creams were collected in Belo Horizonte, Minas
Gerais, from July 2010 to January 2011. A questionnaire to observe good manufacturing
practices was completed at the time of sample collection and allowed to characterize some flaws
regarding the physical area outside the ice cream parlor, exposure for sale of the product and
the relation of the ice cream vendor-handler. The thermotolerant coliform densities obtained in
the samples and the high counts of psychrotrophic microorganisms suggest unsatisfactory
hygienic and sanitary quality. Only one sample of ice cream water-based was positive for the
presence of coagulase positive Staphylococcus, although the requirement of their research is
just the ice cream from milk-based. The high counts of molds and yeasts were also observed in
the samples. We obtained 299 yeast isolates from these 51 samples of ice cream and yeasts
were identified to genus and species. Largely of the yeasts identified in this work are considered
spoilage of foods and drinks, and some of them, potential opportunistic pathogens. The test
sensitivity of the yeast predominant in each sample of ice cream that had growth at 37 °C
showed three strains resistant to fluconazole (Torulaspora delbrueckii, Wickerhamomyces
anomalus and Pichia kudriavzevii), two to itraconazole (Saccharomyces cerevisiae and W.
anomalus) and three strains resistant to amphotericin B (Candida pararugosa and P.

kudriavzevii).

Key words: ice cream; food safety; microbiological qualit; yeasts.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Sorvetes

1.1.1 Historico

A histoéria para a verdadeira origem do sorvete apresenta varias versoes, portanto
¢ dificil saber com precisdo a origem exata desta iguaria. Acredita-se que o sorvete teria
surgido na China ha cerca de 3.000 anos. Nessa época a formulagdo ndo levava leite e
geralmente era feito com neve, suco de frutas e mel (MARSHALL et al., 2003). J4 alguns
historiadores acreditam que Alexandre o Grande (356-323 a.C.), rei da Macedonia, teria
sido o introdutor do sorvete na Europa. Outra linha de pensamento atribui o feito aos
arabes, que teriam aperfeicoado a receita chinesa, ensinando aos europeus como misturar
a neve aos demais ingredientes (ROEDER, 2010).

Mais de mil anos depois, Marco Pdlo saiu do Extremo Oriente em diregdo a Italia
com uma receita muito semelhante o que agora ¢ chamado de sorvete. Historiadores
acreditam que a receita evoluiu para sorvete em algum momento do século XVI. O sorvete
foi conhecido na Inglaterra no inicio de 1700, mas ainda era um item raro quando servido
nos Estados Unidos para os hospedes da Casa Branca por Dolly Madison em 1809
(POTTER & HOTCHKISS, 1995). Até¢ 1800, o sorvete permaneceu como uma
sobremesa rara e exoética, apreciada principalmente pela alta sociedade americana.

Com a invengdo de refrigeradores a fabricagdo de gelados comestiveis logo se
tornou uma industria nos Estados Unidos. Um comerciante de leite de Baltimore, em
1851, chamado Jacob Fussell foi o pioneiro na produgdo dessa sobremesa. Como outras
industrias americanas, a produgdo de sorvete pode evoluir por causa das inovacdes
tecnoldgicas, incluindo a energia a vapor, a refrigeracdo mecanica, o homogeneizador, a
energia elétrica e motores, maquinas de embalagens, os processos de congelamento e
equipamentos novos (MARSHALL et al., 2003; ROEDER, 2010).

No Brasil acredita-se que os sorvetes tenham chegado em 1834, quando dois
comerciantes do Rio de Janeiro compraram gelo originario dos Estados Unidos e assim,
fabricaram sorvetes utilizando-se frutas tropicais (SOUZA et al., 2010). Até os dias de
hoje, os sorvetes continuam sendo bastante apreciados pelos consumidores de varios
segmentos da populacdo e apresentam um consumo maior em locais com elevadas

temperaturas (KANBAKAN et al., 2004). Esse consumo ndo se restringe apenas as
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criancas, pois além de ser um alimento com alta palatabilidade, possui diversas

propriedades nutricionais (QUEIROZ et al., 2009; SOUZA et al., 2010).

1.1.2 Composicao fisico-quimica e funcionalidade

Os sorvetes, ou gelados comestiveis, sao considerados produtos alimenticios
obtidos a partir de uma emulsdo de gorduras e proteinas, ou de uma mistura de agua e
acucares, ¢ de outros ingredientes e substincias que tenham sido submetidas ao
congelamento, em condicdes que garantam a conservacdo do produto no estado
congelado ou parcialmente congelado, durante o armazenamento, o transporte, a
comercializacao e a entrega para consumo (BRASIL, 2003). Para a fabricagdo de sorvetes
também podem ser adicionados outros ingredientes, desde que ndo descaracterizem o
produto e que estejam definidas por legislagdes apropriadas (BRASIL, 2005).

Sao alimentos saborosos e completos do ponto de vista nutricional por ser rico em
vitaminas A, Bi, B2, B, C, D, E, K, célcio, fosforo e outros minerais (SOUZA et al.,
2010). Quanto ao seu estado fisico, os sorvetes sao considerados emulsdes dispersas
coloidais que apresentam duas fases: uma fase continua e uma fase dispersa (GOFF,
1997). A fase continua, também chamada de fase dispersante, consiste na parte liquida
descongelada que contém substincias dissolvidas, principalmente aclcares e sais
minerais. A outra fase, denominada dispersa, ¢ constituida por bolhas de ar, globulos de
gordura do leite (pode haver também outras fontes de gordura), cristais de gelo e
substancias insoliveis em 4agua, incluindo proteinas e hidrocoldides (GOFF, 1997;
MARSHALL, 2003; SOUZA et al., 2010).

Cada um dos ingredientes do sorvete apresenta uma fungao especifica e contribui
para um atributo do produto final. A fun¢ao do leite nos gelados comestiveis que levam
esse ingrediente na composi¢ao d4 ao produto um rico sabor, além de uma textura suave.
Os solidos nao gordurosos do leite (lactose, proteinas e minerais) também dao equilibrio
e textura desejavel ao sorvete. A sacarose e glicose nao so6 conferem a dogura, assim como
também diminuem o ponto de congelamento da mistura, de modo que esta ndo fique rica
em cristais congelados, além de dar estabilidade e brilho (POTTER & HOTCHKISS,
1995).

As bolhas de ar no sorvete possuem fungdes especiais, tais como torna-lo mais
leve para facilitar a digestdo; proporcionar mais maciez e tornar o produto de facil
mastigacao; além de atuar como isolante do frio intenso (POTTER & HOTCHKISS,

1995). A qualidade fisico-quimica do sorvete ¢ determinada pelo tamanho e distribuicao
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dos globulos de gordura ndo emulsificados, cristais de gelo, células de ar e por¢des ndo
congeladas que ocorrem na mistura do sorvete (SOUZA et al., 2010).

O aumento do volume pela incorporagdo de ar, overrun, ¢ uma das etapas mais
importantes da fabricacdo de sorvetes, ja& que influencia diretamente na qualidade e
rendimento da mistura (POTTER & HOTCHKISS, 1995; SOUZA et al., 2010). Essa
incorporagao de ar no sorvete determina a densidade aparente, a qual ¢ medida pela razao
do aumento de volume do sorvete sobre o volume da mistura, e deve obedecer aos padroes
da legislagdo vigente que ¢ de 475 g/litro (BRASIL, 2003). Quanto mais rapido for o
batimento e maior for a cadeia de frio, menores serdo os cristais de gelo e maior a
quantidade de ar incorporado, o que resulta num produto de melhor qualidade (GOFF,
1997).

Estabilizantes geralmente usados em sorvetes sdo gomas como gelatina, pectina
ou derivados de carboximetilcelulose, que evitam formar cristais de gelo durante o
congelamento, o que daria ao produto uma textura grossa. Os emulsificantes ajudam a
dispersar os globulos de gordura na mistura do sorvete e evitam que eles se aglomerem
durante o congelamento e operacdo de mistura, além de melhorarem a aparéncia e textura.
Caso haja adicao de saborizantes e corantes artificiais esses ddo sabor e acentuam a cor
dos sorvetes (POTTER & HOTCHKISS, 1995). De forma geral um sorvete ideal seria
aquele que possui um sabor caracteristico, fresco, agradavel e delicado; tenha uma textura
definida e macia; derreta lentamente em forma de liquido e sem separagdes de fases; tenha
uma cor natural; possua particulas regularmente distribuidas e tenha uma baixa contagem

microbiana (SOUZA et al., 2010).

1.1.3 Mercado de sorvetes

O Brasil apresenta um grande potencial para a producdo e comercializagdo de
sorvetes, pois apresenta elevadas temperaturas e clima tropical, fatores esses que
permitem o consumo dessa sobremesa por varios periodos do ano. Apesar disso, o habito
de se consumir sorvete entre os brasileiros ainda ¢ pequeno quando comparado a outros
paises de clima frio. O consumo de sorvetes entre os brasileiros ¢ mais
comum principalmente nas estacdes de temperaturas mais altas, como o verdo, por
exemplo. Segundo a Associacdo Brasileira das Industrias de Sorvetes (ABIS) o periodo
entre setembro e marcgo registra 70% do consumo dos mais de 900 milhdes de litros
produzidos anualmente pelas empresas nacionais, sendo a época em que a procura por

sabores de fruta aumenta (ABIS, 2012). Atualmente, o mercado de sorvetes no Brasil
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movimenta R$ 2 bilhdes por ano e esta representado por cerca de 10 mil fabricantes, dos
quais 90% s3o de micro e pequenas empresas, gerando 100 mil empregos diretos
(TENDENCIAS E MERCADO, 2010).

Os sorvetes sdo, hoje, um dos principais produtos da industria de laticinios. Esses
podem ser vendidos em embalagens fechadas ou recipientes abertos a granel em
sorveterias (WARKE, et al., 2000, KANBAKAN et al.,, 2004). Os sabores mais
consumidos no Brasil sdo: chocolate (28,8%), baunilha (10,3%), morango (9%), creme
(3,8%), caramelo (3%), coco (3%), abacaxi (2,2%), passas (2,2%), maracuja (1,9%) e
rum (1,9%), o que difere um pouco da preferéncia do mercado internacional com relagdo
aos sabores de frutas (TENDENCIAS E MERCADO, 2010). Atualmente, observa-se um
crescente estimulo ao desenvolvimento do sorvete brasileiro, mais especificamente
aqueles com sabores de frutas tropicais e do cerrado (ABIS, 2012).

O crescimento no mercado de gelados comestiveis nos ultimos anos no Brasil é
notdrio. Segundo pesquisa da ABIS (2012), entre 2003 e 2010, o consumo total de
sorvetes no Brasil cresceu 63,07%, passando de 685 milhdes de litros/ano para 1117
milhdes de litros/ano, enquanto o consumo per capita teve um aumento de 3,82 para 5,77
litros/ano. Entretanto, esses valores ainda sdo considerados pequenos quando comparados
aos de outros mercados.

Segundo dados de Holm e colaboradores (2002), um americano consome em
média cerca de 24 litros de sorvete por ano, de forma que o torna um dos maiores
consumidores per capita desse alimento. O perfil de consumo de sorvete entre os
brasileiros ¢ muito discrepante em relacdo ao perfil encontrado em outros paises: o
consumo per capita no Canadd e na Australia alcanga indices de 17,80 litros de
sorvete/ano/habitante, enquanto na Italia e Franga alcancam, respectivamente, 8,20 e 5,40
litros de sorvete/ano/habitante (SOUZA et al., 2010).

Com o objetivo de estimular o consumo de gelados comestiveis, a ABIS instituiu
o dia 23 de setembro como o “dia do sorvete”, pois essa data marca o inicio do aumento
de consumo desse alimento gelado no pais. Esforcos por parte da industria sorveteira tem
sido feitos para que os brasileiros aumentem o consumo desse alimento, por meio de
campanhas de conscientizagdo popular de que o sorvete ndo ¢ apenas uma guloseima,
mas sim um alimento nutritivo e que pode fazer parte do cardapio do dia-a-dia do
brasileiro (ABIS, 2012). Além disso, varios estudos tém sido feitos para desenvolver

sorvetes com caracteristicas sensoriais agradaveis, mas que também sejam atrativos,
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nutritivos e que possam conferir beneficios a satide como, por exemplo, a adi¢dao de

probidticos (SOUZA et al., 2010).

1.1.4 Producao: etapas e avaliacdo de riscos de contaminagao

As etapas de producdo de sorvetes podem variar em consequéncia do estado
tecnologico da industria produtora que pode ser de grande, médio ou pequeno porte, como
pequenas fabricas artesanais. Mas, de forma geral, essas etapas podem ser resumidas
basicamente em: recep¢do e estocagem das matérias-primas, preparacdo da mistura,
pasteurizagdo, homogeneizacdo, resfriamento rapido, maturacdo, batimento,
acondicionamento, congelamento final e estocagem, conforme figura 1 (GOFF, 1997;

SENAI, 1999; SCHREINER, 2003; MIKILITA & CANDIDO, 2004).
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Figura 1 - Fluxograma ilustrativo das etapas de producdo de sorvetes (adaptado de

SENAL 1999).

Matérias-primas para a producao de sorvete podem sofrer variagcdes dependendo
do sabor e se esses sao feitos com produtos lacteos ou nao-lacteos (WILSON et al., 1997).

A microbiota desse alimento estd diretamente relacionada com a procedéncia dos diversos
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ingredientes utilizados para fabricagdo, entretanto, a etapa de pasteurizagdo, se realizada
corretamente, pode eliminar micro-organismos patogénicos (KANBAKAN et al., 2004).
Apesar disso, caso haja adi¢do de matérias-primas contaminadas posteriormente a
pasteuriza¢do, os sorvetes podem ser considerados ainda alimentos de risco para
veiculagdo de micro-organismos (SCHREINER, 2003; LEE et al., 2009).

De acordo com os padroes de Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
(APPCC), as matérias-primas devem seguir critérios de qualidade para que a producao se
desenvolva de forma higiénica e proporcione um produto adequado para consumo. Tendo
em vista alguns desses critérios, recomendam-se certas condi¢cdes que essas matérias-
primas devem ser submetidas, como por exemplo, a adicao de agua, frutas in natura,

polpa e/ou sucos ou leite in natura e estao descritas na tabela 1 (SENAI, 1999).

Tabela 1 - Resumo do plano APPCC com as condi¢gdes necessarias para utilizacdo de

matérias-primas do produto sorvete (adaptada de SENAI, 1999).

MATERIA-PRIMA CONDICOES NECESSARIAS

Deve ser potavel. A presenga exagerada de cloro pode

influenciar no sabor do sorvete, bem como tornara a cor

Agua menos atrativa. O reservatorio de dgua deve ser mantido

limpo e construido de material adequado para n3o causar

contaminag¢do da dgua.

A fruta deve estar perfeitamente madura, sem defeitos, tais

como: foco de parasitas, manchas estranhas ou dilaceragdes

causadas por picadas de insetos ou péassaro. A casca deve

Frutas in natura, polpa

estar perfeitamente limpa, sem pesticidas, adubos quimicos e

e/ou sucos

organicos. Frutas e sucos podem conferir sabor desagradavel

ao sorvete se as frutas estiverem deterioradas ou os sucos

fermentados.

Devera estar com a acidez maxima de 18°D e isento de

qualquer tipo de fraude. O armazenamento se dard em

Leite in natura recipientes limpos e livres de qualquer residuo de solugdes

limpeza. Devem ser armazenados em locais refrigerados e

uso maximo em 24-48 horas.
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Os sorvetes sao alimentos que possuem elevados teores de nutrientes, pH neutro
e sdo armazenados por longos periodos, caracteristicas essas que viabilizam o
crescimento microbiano, ainda que ele seja armazenado sob o estado congelado
(KANBAKAN et al., 2004; MIKILITA & CANDIDO, 2004; AHMED et al., 2009; LEE
et al., 2009). Fatores como possibilidade de contaminacdo pelo manipulador, utensilios e
equipamentos muitas vezes ndo armazenados adequadamente e sem vigilancia da
temperatura ideal de conservacao, sao outras consideragdes importantes a serem feitas
quanto a seguranga do sorvete a ser produzido e comercializado (WILSON et al., 1997;
WARKE et al.; 2000, FARIAS et al., 20006).

Fabricagdes de sorvetes de forma artesanal agravam a situagao, ja que tratamentos
térmicos para controlar a populagdo microbiana nao sao realizados ou, caso acontegam,
podem ser de forma inadequada. Nobrega (1991) relata que pequenas fabricas de
elaboragdo artesanal de sorvete em Jodo Pessoa, na Paraiba, ndo utilizavam qualquer
tratamento térmico durante a elaboracao dos seus produtos. Isso se torna um problema de
saude publica, visto que ha obrigatoriedade desse procedimento pela vigilancia sanitaria
(BRASIL, 2003).

O momento da venda do sorvete também apresenta riscos em potenciais de
contaminagdo. A agua em que a colher para servir o sorvete fica acondicionada pode
servir como uma fonte de contaminagdo, pois este ambiente contém grande quantidade
de matéria organica de varios substratos, sendo assim uma excelente fonte para
proliferacdo de micro-organismos (WILSON et al., 1997; DIOGO et al., 2002). Além
disso, o manipulador-vendedor de sorvete, se ndo estiver em condi¢des adequadas de
satde e higiene, também pode ajudar a contaminar esse alimento.

Caso os sorvetes nao sejam produzidos e comercializados dentro dos padroes da
legislacdo sanitaria especifica em vigor, podem causar surtos de Doengas Transmitidas
por Alimentos (DTA), os quais sdo os principais problemas de Satde Publica do mundo
(EL-SHAREF et al.,, 2006). Lactentes, criangas e pacientes imunodeprimidos, em
particular, sdo os mais propensos a adquirir doencas de origem alimentar (KANBAKAN
et al., 2004).

Como solugdes aos problemas encontrados quanto a qualidade de sorvetes,
sugere-se 0 uso de matérias-primas de boa qualidade, aplicacdo do sistema APPCC, uso
de novas tecnologias ¢ das Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), além da educacdo de
manipuladores para boa higiene pessoal e praticas sanitarias adequadas (EL-SHAREEF et

al., 2006; FARIAS et al., 2006).
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1.1.5 Legislagao brasileira

Segundo a resolugcdo RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria (ANVISA), o sorvete, denominado gelado comestivel, ¢ separado
em duas categorias: em gelados comestiveis e produtos especiais gelados a base de leite
e produtos lacteos (sorvetes e picolés com ou sem cobertura, sanduiche e bolo de sorvete)
e em gelados comestiveis e produtos especiais gelados, de bases ndo lacteas (agua, suco
de frutas) e similares. Os valores permitidos para cada categoria de sorvete sdo descritos

na tabela 2.

Tabela 2 - Valores de tolerancia de micro-organismos em amostras indicativas de

diferentes tipos de sorvete (adaptado de BRASIL, 2001).

Valores para amostra indicativa

Alimento Coliformes a Estafilococos Salmonella
45°C coagulase positivo sp.
Sorvetes a base de leite e Auséncia em
5x 10 UFC/ml 5 x 10> UFC/ml
produtos lacteos 25 ml

Sorvetes a base de

produtos nao-lacteos 5 x 10 UFC/ml ND

Auséncia em

(dgua) 25 ml

ND= Nao determinado

Outras duas resolugdes da ANVISA contemplam especificamente sorvetes: sao a
RDC n° 266, de 22 de setembro de 2005 ¢ a RDC n° 267, de 25 de setembro de 2003. A
RDC n°. 266, intitulada “Regulamento Técnico Para Gelados Comestiveis e Preparados
Para Gelados Comestiveis", tem por objetivo fixar a identidade e as caracteristicas
minimas de qualidade que os gelados comestiveis e os preparados para gelados
comestiveis produzidos em territdrio nacional (BRASIL, 2005). J& a RDC n° 267 dispde
sobre o “Regulamento Técnico de Boas Praticas de Fabricagdo para Estabelecimentos
Industrializadores de Gelados Comestiveis e a Lista de Verificagdo das Boas Praticas de

Fabricacgdo para Estabelecimentos Industrializadores de Gelados Comestiveis”. A RDC



22

n°® 267 contempla uma Lista de Verifica¢do para a avaliagdo das BPF, em consonéncia
com a RDC n° 275, de 21 de outubro de 2002. Visto que os sorvetes podem ser
veiculadores de doengas de origem alimentar, medidas como essa se tornam necessarias,
de forma que instrumentos de controle de vigilancia sanitdria possam assegurar a
qualidade do produto alimenticio produzido e industrializado no pais (BRASIL, 2003).

E importante ressaltar que a RDC n° 12 (BRASIL, 2001) nio contempla outros
parametros microbiologicos igualmente importantes, tais como coliformes totais, Listeria
monocytogenes ¢ bolores e leveduras para gelados comestiveis. A auséncia desses
parametros contradiz a propria legislacdo, ja que essa evidencia a necessidade de também
se avaliar as “Boas Praticas de Fabrica¢ao de Producdo de Alimentos”, no que se refere a
aplicacdo do sistema APPCC, ja que aqueles micro-organismos podem contaminar o
sorvete durante as etapas de fabricagdo (SCHREINER, 2003).

Os padrdes microbioldgicos de sorvetes vigentes no Brasil quando comparados
com outros paises da Unido Europeia, Australia e Nova Zelandia sdo considerados mais
permissivos. De acordo com o trabalho de SCHREINER (2003), para amostras
indicativas, o valor minimo permitido no Brasil se equivale ao limite maximo naqueles
paises citados anteriormente. A presen¢a de outros micro-organismos, como bolores e
leveduras, além de valores altos como limite permitido, podem ser fatores de risco para
os consumidores desses produtos alimenticios, principalmente para individuos

imunocomprometidos (FLEET, 2007).

1.1.6 Qualidade microbioldgica de sorvetes

A qualidade higiénico-sanitaria dos alimentos ¢ avaliada analiticamente pela
comparacdo com padrdes microbiologicos estabelecidos, de acordo com literatura
cientifica e com as legislagdes vigentes em cada pais. Essa depende também das
condi¢des de manipulagdo pos-producdo, bem como a eficiéncia das condi¢des sanitarias
durante o armazenamento em freezers, especialmente para sorvetes (WARKE et al., 2000;
KANBAKAN et al., 2004; AHMED et al., 2009).

A contaminagdo por micro-organismos patogénicos em alguns pontos durante a
produgdo de sorvetes ja resultou em diversos surtos de salmonelose e intoxicacao
estafilococica associados ao seu consumo em varias partes do mundo, como Asia, Europa
e América do Norte (HENNESSY et al., 1996; DODHIA et al., 1998; DANIELS et al.,
2002). Entretanto, pequenos surtos podem ndo ser comunicados a vigilancia

epidemioldgica, visto que muitas vezes pessoas com intoxica¢des ou doengas de origem
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alimentar ndo comparecem a centros hospitalares. Sendo assim, populagdes
imunocomprometidas podem dar melhores indicacoes do nimero de alimentos
contaminados, visto que esses individuos podem apresentar doengas resultantes do
consumo desses alimentos contaminados, ainda que a baixas contagens de micro-
organismos (WILSON et al., 1997).

Diversos trabalhos ja relataram a qualidade microbioldgica de gelados
comestiveis tanto no Brasil (DIOGO et al., 2002; SCHREINER, 2003; FARIAS et al.,
2006; OKURA et al., 2007; FROTA & NASCIMENTO, 2008) quanto em outros paises
do mundo (WILSON et al., 1997; WARKE et al., 2000; KANBAKAN et al., 2004; EL-
SHAREF et al.,2006; AHMED et al., 2009, ZHOU et al., 2010). Entretanto, a maioria
desses trabalhos enfatiza a qualidade microbioldgica de sorvetes a base de leite e poucos
sdo os trabalhos que avaliam sorvetes com base de agua e frutas in natura ou polpa de
frutas, especificamente. Além disso, devido ao fato da legislacdo ndo exigir a contagem
de bolores e leveduras, registros desses micro-organismos na literatura sdo escassos,
embora esses parametros também sejam evidéncias importantes da ma-producao,

armazenamento e manipulagdo de alimentos.

1.2. Micro-organismos contaminantes e indicadores de qualidade higiénico-sanitaria

Para se avaliar a qualidade higiénico-sanitaria de um determinado alimento, ndo seria
pratico analisa-lo para todos os patdogenos microbianos em potencial. Dessa forma,
convencionou-se o uso de micro-organismos chamados de indicadores de qualidade
microbioldgica (LECLERC et al., 2001, ROMPRE et al., 2002). De acordo com Franco
& Landgraf (2003), micro-organismos indicadores sdo grupos ou espécies de micro-
organismos que, quando presentes em um alimento, podem fornecer informagdes sobre
contaminag@o por matéria fecal, sobre a possivel presenca de patdgenos ou sobre o grau
de deterioracdo do alimento.

De acordo com Jay (2005), micro-organismos indicadores de seguranca em alimentos
devem possuir algumas caracteristicas intrinsecas a sua natureza, tais como:

» Ser facil e rapidamente detectavel

» Ser facilmente distinguido dos outros membros da microbiota do alimento

» Ter um historico de frequente associagdo com o patdogeno cuja presenga seja

indicada por ele

» Sempre estar presente quando o patdgeno de interesse estiver presente
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» Ser um micro-organismo cujos numeros idealmente estejam correlacionados com

as contagens do patégeno de interesse
Sendo assim, varios micro-organismos sao utilizados como indicadores de seguranca
alimentar. Dentre esses, incluem-se os coliformes totais e os coliformes termotolerantes,

em especial, a Escherichia coli.

1.2.1 Coliformes totais, coliformes termotolerantes e Escherichia coli

Os micro-organismos indicadores compreendem, basicamente, o grupo de
coliformes totais, coliformes termotolerantes e E. coli e t€ém sido usados como indicadores
de contaminagdo de alimentos (ROMPRE et al., 2002; DOGAN-HALKMAN et al.,
2003). Testes para analise da qualidade de alimentos, ingredientes e matérias-primas
utilizam a presenca desses indicadores, em parte, devido a relativa facilidade e rapidez
com que esses podem ser realizados (BLOOD & CURTIS, 1995).

Os grupos dos coliformes totais incluem bactérias na forma de bastonetes, Gram-
negativos, ndo formadores de esporos, aerobios ou anaerdbios facultativos, capazes de
fermentar a lactose em 24-48 horas com produ¢ao de gas a 35°C (SILVA et al.,1997;
ROMPRE et al., 2002). Esses micro-organismos sio comumente encontrados no meio
ambiente, incluindo o solo, em 4gua de superficie, em vegetacio e em trato
gastrointestinal de animais de sangue quente (BLOOD & CURTIS, 1995; LECLERC et
al., 2001, DOGAN-HALKMAN et al., 2003). Coliformes tipicos incluem espécies dos
géneros Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Hafnia, Klebsiella e Serratia (SILVA et
al.,1997; LECLERC et al., 2001). Ja o grupo dos coliformes fecais, ou termotolerantes,
compreendem as mesmas caracteristicas relativas as dos coliformes totais, porém, com a
diferenca quanto a capacidade de fermentar a lactose em caldo EC, com producao de gas,
a 44,5°-45,5°C em 24 horas (SILVA et al.,1997; DOWNES & ITO, 2001).

Dentre os coliformes, apenas E. coli tem como habitat primario o trato intestinal
humano e de animais de sangue quente, sendo a melhor indicadora de contaminagao fecal
(WINN JR et al., 2008). A E. coli também pode indicar contaminagdo pos-processamento
e deficiéncias na sanitizagdo, que sdo causadas muitas vezes por falhas higi€nicas de
manipuladores (GARCIA-ARMISEN et al., 2007).

El-Sharef e colaboradores (2006) pesquisaram E. coli em 160 sorvetes
comercializados em Tripoli, Libia, e encontraram dez amostras contaminadas com essa
bactéria, sendo que dois desses isolados eram sorbitol negativas e aglutinaram com soro

de E. coli O157:H7, um patdégeno potencialmente produtor de toxina Shiga, que pode



25

causar colites hemorrdgicas e uremia hemolitica. Em um estudo realizado em
Guadalajara, México, com quarenta € nove amostras de sobremesas vendidas em
restaurantes, sendo que seis dessas eram de sorvetes, quatro amostras foram positivas para
E. coli (VIGIL et al., 2009). J& Ahmed e colaboradores (2009) avaliaram sorvetes
produzidos artesanalmente com uso de leite cru em Gilgit, Paquistdo, e encontraram E.
coli em todas as 20 amostras coletadas.

A agua onde ficam as colheres que retiram o sorvete pode servir como um veiculo
de contaminag¢do, uma vez que apresentam grande quantidade de matéria organica
advinda do sorvete e pode servir de substrato para micro-organismos. Diogo e
colaboradores (2002) encontraram enterobactérias em 100% das amostras de agua
coletada desses recipientes armazenadores de colheres. Little e Louvois (1999)
pesquisaram 1843 amostras de sorvete e misturas, dentre as quais eram provenientes tanto
de sorveterias com ponto fixo (78%) quanto de vendedores ambulantes (22%). A presenca
de Enterobacteriaceae foi verificada em niveis insatisfatorios em 15% desses sorvetes.
Além disso, os resultados desse trabalho evidenciaram que os sorvetes coletados de
vendedores ambulantes eram inaceitdveis e/ou apresentavam qualidade insatisfatoria
(42%) em comparagdo com sorveterias de ponto fixo (22%), o que denota que a venda
fora de um ambiente com estrutura comercial compromete ainda mais a manutencao de
padrdes de niveis de higiene.

A presenca de altos niveis de coliformes fecais pode representar um risco a saude
publica, bem como uma possivel presenca e transmissdo de outros importantes
enteropatogenos. Todos esses resultados positivos para E. coli, em sorvetes, sugerem
negligéncias e falhas na sanitiza¢do durante a preparacao e/ou estocagem desses produtos,
além de também indicar manipulacao inadequada desse alimento e falta de higiene

pessoal (KANBAKAN et al., 2004; FARIAS, et al., 2006; AHMED et al., 2009).

1.2.2 Staphylococcus spp.

O género Staphylococcus € pertencente ao filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem
Bacillales e familia Bacillaceae. Esse género compreende, até o momento, 46 espécies
(EUZEBY, 2012), mas apenas 17 espécies tiveram seu genoma completamente
sequenciados, dentre essas S. aureus, S. epidermidis, S. carnosus, S. saprophyticus entre
outras (NCBI, 2012). Esta classificacao esta em constante atualizacao devido a utilizagao
de ferramentas de biologia molecular, as quais tém contribuido para a evolugdo do

conhecimento desse género.
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Os estafilococos sdo bactérias com morfologia em cocos, cujas células esféricas
podem se apresentar isoladas, em pares ou agrupadas em forma de cachos de uva, Gram-
positivas, anaerdbicas facultativas, iméveis e ndo sdo capazes de esporular (LE LOIR et
al., 2003). Os membros desse grupo, como por exemplo, a bactéria Staphylococcus
aureus, podem ser comumente encontrados na superficie da pele, maos de manipuladores
de alimentos, membranas mucosas de animais de sangue quente, além de serem isolados
também de uma variedade de alimentos e fontes ambientais como solo, areia, ar e agua
(KLOOS & SCHLEIFFER, 1986; HENNEKINNE et al., 2011, SCHELIN et al., 2011).
H4 uma alta taxa de portadores de estafilococos entre individuos saudaveis,
aproximadamente 30% a 50% desses possuem colonizagdo na pele, cabelo e
oronasofaringe (LE LOIR et al., 2003; VERAS et al., 2008), de forma que esta bactéria
pode ser disseminada no ambiente de seus hospedeiros e sobreviver por longos periodos
nestas areas (HENNEKINNE et al., 2011).

A intoxicacdo alimentar estafilococica (IAE) ¢ uma das doengas de origem
alimentar resultantes da ingestdo de enterotoxinas estafilocécicas (SE) produzidas em
alimentos por linhagens enterotoxigénicas, principalmente por linhagens coagulase
positivas (CP), com destaque a Staphylococcus aureus (DINGES et al., 2000;
IRLINGER, 2008; VERAS et al., 2008; HENNEKINNE et al., 2011; SCHELIN et al.,
2011) e apenas ocasionalmente por linhagens coagulase negativas (CN). Todas as SE
podem causar vomitos quando administradas por via oral (DINGES et al., 2000). Até o
momento ja foram descritos 21 tipos diferentes de SE de S. aureus (SCHELIN et al.,
2011) as quais formam cinco grandes classes soroldgicas, com base nas propriedades
antigénicas: SEA, SEB, SEC, SED e SEE (POCSFALVI et al., 2008), excluindo-se as
formas variantes dessa toxina. A SEA ¢ a enterotoxina mais comumente recuperada de
surtos de intoxicagdo alimentar (PINTO et al.,, 2005; HENNEKINNE et al., 2011;
SCHELIN et al., 2011).

O agente etiologico da IAE ¢ a exoproteina produzida, pré-formada ou nao
(DINGES et al., 2000; LE LOIR et al., 2003). E uma doenga comum transmissivel pela
manipulacdo inadequada e armazenamento de alimentos contaminados com estafilococos
(VERAS et al., 2008). A quantidade de enterotoxina que pode causar uma intoxicacao ¢
muito pequena. Para causar uma reagdo emética em macacos € necessario apenas de 5 a
200 pg/animal (BALABAN & RASOOLY, 2000). Estudos mais recentes indicaram num
surto de intoxicagdo estafilococica na Europa como sendo necessario apenas 90

nanogramas de SEE para causar a intoxicacdo (OSTYN et al., 2010). As temperaturas
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minimas para a produgdo de SE podem variar bastante e de forma irregular ao longo de
um intervalo entre 15 e 38°C, com temperaturas maximas de 35 a 45°C, mas também ja
foi relatado producao de enterotoxina em estudo experimental a 10°C (HENNEKINNE
etal.,2011). As bactérias enterotoxigénicas podem ser eliminadas por meio de tratamento
térmico do alimento, mas as enterotoxinas sdo muito resistentes ao calor. Assim, embora
as bactérias possam ser eliminadas, as toxinas podem permanecer e causar [AE
(SCHELIN et al., 2011).

A TAE ¢ caracterizada por alguns sintomas classicos incluindo nauseas, vomito,
colicas abdominais, diarreia duradoura de 24-48 h apds ingestao do alimento, enquanto a
completa recuperacao geralmente ocorre dentro de 1 a 3 dias (BALABAN & RASOOLY,
2000; PINTO et al., 2005; VERAS et al., 2008; HENNEKINNE et al., 2011). Estimativas
precisas da incidéncia de intoxicagdes por S. aureus ¢ de dificil obtencao, porque a
maioria dos casos ndo ¢ relatada. Apesar de ser uma doenga autolimitada e com baixa
taxa de mortalidade, ¢ considerada uma das doencas economicamente mais importantes
do mundo (PINTO et al., 2005). Além disso, representam um peso social consideravel em
termos  de despesas  hospitalares, perdasde diasde trabalho e  baixa
produtividade, acoplado com os problemas e os custos do descarte dos alimentos
contaminados envolvidos com o surto (NORMANNO et al.,, 2005). Embora o
crescimento dessa bactéria e a producdo da toxina possam ser evitados por meio do
armazenamento dos alimentos a temperaturas abaixo de 7°C, mé higiene pessoal, praticas
de manuseio e refrigeragdo inadequadas dos alimentos foram os principais fatores
identificados que contribuem para surtos de IAE (SCHELIN et al., 2011).

Alimentos frequentemente associados com intoxicagdes alimentares por
estafilococos incluem carnes, saladas, produtos de padaria (tortas, bolos, doces), produtos
lacteos (queijos, leite cru, pasteurizado e em po, manteigas e sorvetes) e sanduiches (LE
LOIR etal., 2003; STILES & KRAKAUER, 2005; SCHELIN et al., 2011). Varios desses
produtos sdo contaminados apds processamento ou cozimento quando os micro-
organismos competidores sdao eliminados. Enterotoxinas estafilococicas sao resistentes a
condi¢des ambientais como congelamento, secagem, tratamento térmico e baixo pH,
fatores esses que facilmente poderiam destruir a linhagem produtora da enterotoxina
(HENNEKINNE et al., 2011).

A espécie S. aureus € conhecida como uma das principais causadoras de
intoxicagdes gastrointestinais (LE LOIR et al., 2003; PINTO et al., 2005, STILES &
KRAKAUER, 2005). A faixa de temperatura que essa bactéria pode crescer varia entre
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7°C a 48,5°C, com 6timo entre 30° e 37°C; quanto ao pH entre 4.2 a 9.3, com 6timo entre
7a7.7(BERGDOLL, 1989; LE LOIR et al., 2003) e suporta concentragdes de cloreto de
sodio até cerca de 15%. Essas caracteristicas permitem em S. aureus cres¢a em uma
diversidade de alimentos (LE LOIR et al., 2003). Além dessas caracteristicas
competitivas, essa bactéria ¢ conhecida pela capacidade de adquirir resisténcia a
antibioticos, principalmente aos P-lactamicos, tais como a penicilina e meticilina
(STILES & KRAKAUER, 2005; KENNEDY & DELEO, 2009).

Fatores de viruléncia responsaveis por infecgdes graves podem ser encontrados
em varios géneros de Staphylococcus. Hemolisinas a, B, v e 0, leucocidina, toxinas
esfoliativas A e B, toxina da sindrome do choque toxico 1 (TSST-1) e uma familia de
superantigenos pirogénicos eméticos (BALABAN & RASOOLY, 2000; DINGES et al.,
2000; STILES & KRAKAUER, 2005). A principal funcdo destas proteinas pode ser
converter tecidos locais do hospedeiro em nutrientes necessdrios para o proprio
crescimento bacteriano (DINGES et al., 2000). Estas toxinas ja foram implicadas em
diversas intoxicacdes alimentares, alérgicas e autoimunes (NORMANNO et al., 2005;
VERAS et al., 2008; IRLINGER, 2008; ZELL et al., 2008).

Por um longo periodo acreditou-se que bactérias do género Staphylococcus,
caracterizadas como coagulase negativas, ndo seriam portadoras de genes para a producao
de enterotoxinas e que esses eram apenas bactérias comensais ou contaminantes de
espécimes clinicos (KLOOS, 1990). Hoje ja se sabe que os estafilococos coagulase
negativos também sdo capazes de produzir toxinas (PINTO et al., 2005; VERAS et al.,
2008, ZELL et al., 2008). Para a ANVISA, entretanto, a deteccdo em alimentos de
estafilococos encontra-se apenas no grupo dos estafilococos coagulase positivos
(BRASIL, 2001). Em um estudo feito por Veras e colaboradores (2008) entre os oito
estafilococos coagulase-negativo isolados de surtos alimentares, cinco possuiam genes
para enterotoxinas. Essas enterotoxinas foram detectadas por imunoensaio, o que
evidenciou a necessidade de investigar em alimentos, também, os estafilococos coagulase
negativos.

Os estafilococos sdo capazes de produzir biofilmes, tanto em superficies bioticas
quanto abioticas (PIETTE & VERSCHRAEGEN, 2009). Para a industria de alimentos,
essa capacidade dos estafilococos formarem biofilmes também representa perigo, visto
que sdo mais resistentes a agao de sanitizantes e desinfetantes, de forma que podem ajudar

a contaminar durante a fabrica¢ao de alimentos (KUMAR & ANAND, 1998).
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Farias e colaboradores (2006) verificaram que em todas as 60 amostras
pesquisadas de sorvete comercializados no Rio de Janeiro, Brasil, foram detectadas a
presenga de estafilococos coagulase positivas. Cerca 50% dessas amostras apresentavam
contagens entre 10° ¢ 10® UFC/ml, indicando préticas higiénico-sanitérias precarias dos
manipuladores, sanitizagdo deficiente dos utensilios, controle inadequado das operagdes
de pasteurizacdo e maturacdo, além do uso de matérias-primas cruas e de origem nado
confiaveis, considerando que os sorvetes analisados possuiam o leite como ingrediente
basico. Esses valores sdo preocupantes, visto que a quantidade minima de bactérias
necessarias para a produgdo de toxinas estafilococicas ¢ a partir de 10° UFC/ml
(FORSYTHE, 2002).

Kanbakan e colaboradores (2004) determinaram fontes de contaminacgao durante
a produgdo com sorvetes em Denizli, Turquia. Os autores verificaram que ao longo da
cadeia de produgdo os niveis de Staphylococcus aureus aumentavam e este micro-
organismo estava presente principalmente entre os manipuladores desse alimento,
mostrando assim a necessidade de implementacdo de boas praticas de fabricacdo e

melhoria das condi¢des higiénico-sanitarias (KANBAKAN et al., 2004).

1.2.3 Salmonella spp.

Salmonella ¢ um género pertencente ao filo Proteobacteria, classe
Gammaproteobacteria, ordem Enterobacteriales, familia Enterobacteriaceae, sendo
comumente chamadas de bactérias entéricas, assim como os géneros Escherichia e
Shigella (LAN et al., 2009; NCBI, 2012). Atualmente o género Salmonella consiste em
apenas duas espécies: S. enterica e S. bongori (BRENNER et al., 2000; PORWOLLIK

et al., 2004; TINDALL et al., 2005; LAHIRI et al., 2010; FOOKES et al., 2011; NCBI,

2012). A primeira possui 6 subsespécies: S. enterica subsp. arizonae, S. enterica subsp.
diarizonae, S. enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. houtanae, S. enterica subsp.
indica, S. enterica subsp. salamae (LAN et al., 2009; FOOKES et al.,2011; NCBI, 2012).
Apenas S. enterica subsp. enterica pode infectar animais de sangue quente, os demais tém
como hospedeiros animais de sangue frio, como répteis (BRENNER et al., 2000; LAHIRI
et al., 2010; FOOKES et al., 2011).

Para a classificacdo de sorotipos entre animais de sangue quente, Porwollik e
colaboradores (2004) afirmam que esses sao definidos pela variagao antigénica por meio
da parte exposta do lipopolissacarideo (antigeno O), de antigenos flagelares (antigeno H)

e polissacarideos capsulares (antigeno Vi). Ao todo, mais de 2500 sorotipos de
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Salmonella ja foram descritos (FOOKES et al., 2011). Os principais sorovares de
Salmonella com importancia médica sao S. enterica sorovar Typhi (S. typhi), S. enterica
sorovar Typhimurium (S. typhimurium), S. enterica sorovar Cholerasuis (S. cholerasuis),
S. enterica sorovar Paratyphi (S. paratyphi), S. enterica sorovar Gallinarum (S.
gallinarum), S. enterica sorovar Enteritidis (S. enteritidis), entre outros (LAHIRI et al.,
2010).

A salmonelose ¢ uma das principais doencas infecciosas entéricas bacterianas que
acomete populacdes humanas em paises desenvolvidos e em desenvolvimento
(BRENNER et al., 2000). Embora casos de salmonelose humana sejam frequentemente
limitadas a casos isolados ou confinados a uma familia, a lista internacional de grandes
surtos de origem alimentar dessa doenga ¢ alarmante (TIETJEN & FUNG, 1995; LAHIRI
et al.,, 2010). Um grande surto nacional de gastroenterite causada por Salmonella
enteritidis ocorreu em 1994 nos Estados Unidos devido a ingestdo de sorvete, o qual
acometeu cerca de 224.000 pessoas (HENNESSY et al., 1996). A origem desse surto se
deve a contaminagdo cruzada quando a pré-mistura de sorvete pasteurizada foi
transportada para tanques que haviam transportado ovos liquidos nao pasteurizados que
estavam contaminados com S. enferitidis, o que ressalta a possibilidade de
recontaminac¢do de um produto, ainda que o mesmo tenha sofrido algum processo térmico
anterior a sua venda.

A cada ano sdo estimados de 1,4 milhdes casos de salmonelose entre humanos nos
Estados Unidos. Cerca de 35.000 desses casos isolados de Salmonella sao sorotipados
pelos laboratorios de saude publica e os resultados sdo transmitidos o Centro de Controle
de Doengas (CDC) americano (BRENNER et al., 2000). Segundo dados do Ministério da
Saude, entre o periodo de 1998 a 2008, foram registrados 1275 surtos com Salmonella
spp. como agente etioldgico, o que correspondeu a 42,95% dos casos de DTA no Brasil
(BRASIL, 2008).

Embora muito menos comum do que a febre tifoide, febre paratiféide que ¢
causada pelo sorotipo Paratyphi A também € uma doenga significativa (LAN et al., 2009).
Salmonella Typhimurium ¢ uma das causas mais frequentes de gastroenterite de origem
alimentar em seres humanos ¢ é também responsavel pela intoxicacdo alimentar em
animais, incluindo bovinos, suinos e frangos (OHL & MILLER, 2001; LAHIRI et al.,
2010). Condigdes que favorecem o aumento do pH gastrico reduzem a dose infecciosa de

Salmonella, sugerindo que a acidez géstrica representa uma barreira significativa a

infeccdo inicial (OHL & MILLER, 2001).
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A principal forma de contaminag@o por salmonelas se dé pela ingestao de 4gua ou
alimentos contaminados, mas também ha a possibilidade de ocorrer transmissao direta de
humano para humano e de animal para humano (OHL & MILLER, 2001). Os principais
alimentos implicados como veiculos de contaminagdo sdo carnes bovinas, peru, frango,
sorvete, carne de porco, agua, produtos lacteos e ovos (TIETJEN & FUNG, 1995; OHL
& MILLER, 2001). A deteccao de patdégenos alimentares ¢ complicada, porque o micro-
organismo de interesse estd frequentemente presente em baixo ntimero. Nesse caso, a
presenga de um Unico organismo patogé€nico ja pode ser considerada significativa
(TIETJEN & FUNG, 1995).

Warke e colaboradores (2000) ndo encontraram Salmonella em 30 amostras de
sorvete analisadas de trés sabores e de quatro locais diferentes da regido metropolitana
Mumbai, na india. O mesmo resultado negativo também foi encontrado por Frota &
Nascimento (2008) quando avaliaram 41 amostras de sorvetes de coco produzidos de
forma artesanal em Sao Luis Maranhao.

Enquanto os autores anteriores ndo encontraram Sa/monella em sorvetes, Okura e
colaboradores (2007) encontraram essa mesma bactéria em uma das sete amostras de
sorvetes artesanais analisadas de Uberaba, Minas Gerais. El-Sharef e colaboradores
(2006) avaliaram 160 amostras de sorvetes vendidos em Tripoli, Libia, tanto vendidos em
embalagens fechadas quanto abertas e detectaram a presenga de Salmonella em 5% dessas
amostras. Esses isolados ainda eram resistentes aos antibidticos ampicilina, amoxicilina
- acido clavulanico e cefurexima em 75%, 50% e 38%, respectivamente, mostrando a
necessidade da aplicacdo do sistema APPCC na industria de sorvetes para melhoria da

qualidade de tais produtos fabricados na Libia.

1.2.4 Micro-organismos psicrotroficos

Diversos autores propuseram definigdes para o termo psicrotroficos desde a
primeira observacdo por Forster (1887) durante a andlise de conservas de peixe.
Entretanto, uma definicdo geral feita em 1976 pela International Dairy Federation
conceitua os psicrotroficos como micro-organismos que podem crescer a 7°C ou menos,
ou seja, a temperatura de refrigeracdo, independentemente da temperatura 6tima de
crescimento (KRAFT, 1992). Para Downes & Ito (2001) o termo psicrotrofico pode ser
considerado um subgrupo dos mesoéfilos e esta definido como aqueles micro-organismos
que mostram crescimento visivel a 7° = 1°C entre 7 a 10 dias cuja temperatura 6tima de

crescimento € cerca de 20°C. Apesar de esses micro-organismos crescerem e deteriorarem



32

alimentos que estdo sob refrigeracdo, crescem melhor em temperaturas na faixa
mesofilica.

Os micro-organismos bacterianos psicrotroficos podem ser aerdbios, anaerobios
facultativos ou anaerdbios estritos, formadores ou nao formadores de esporos, bactérias
moveis ou ndo-moveis, bacilos, cocos ou vibrides (KRAFT, 1992). Dentre os géneros
Gram-negativos citam-se: Achromobacter, Aeromonas, Alcaligenes, Chromobacterium,
Enterobacter, Flavobacterium, Klebsiella, Pseudomonas e Serratia. Ja para bactérias
Gram-positivas destacam-se os géneros Bacillus, Corynebacterium, Clostridium,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Microbacterium e Streptococcus (BARBANO
et al., 2006; PINTO et al., 2006; DENIS & IRLINGER, 2008).

Leveduras podem ser encontradas normalmente em leite cru e pasteurizado a 10'
a 10° UFC/ml. Entretanto, o crescimento desses fungos ¢ limitado, uma vez que bactérias
psicrotroficas sdo prevalentes e crescem mais rapidamente durante o periodo de
refrigera¢do. O leite ¢ um excelente substrato para o crescimento das leveduras e, na
auséncia de competicdo bacteriana, essas prontamente desenvolvem populagdes de 10% a
10° UFC/ml (ROOSTITA & FLEET, 1996).

Na area alimenticia perdas econdmicas devido a presenca de micro-organismos
psicrotroficos sdo frequentemente relatados, ja que estdo envolvidas na degradagdo de
produtos lacteos durante o armazenamento refrigerado. Essas perdas devem-se a acao
deterioradora desses micro-organismos, principalmente por causa da producdo de
proteases, lipases e fosfolipases que hidrolisam, respectivamente, a proteina e a gordura
do leite (ARCURI et al., 2008). Além disso, podem causar alteracdo no sabor, odor e
outras propriedades fisico-quimicas do leite e derivados (BARBANO et al., 2006).

Os micro-organismos psicrotroficos ndo sdo exclusivamente encontrados em
alimentos de origem animal. Oliveira e colaboradores (2010) encontraram psicrotroficos
em alfaces orginicas e convencionais com contagens médias de 5,8 e 5,4 logio UFC/g’!
respectivamente. Essas populagcdes microbianas no alimento vegetal também sdo
indesejaveis, visto que psicrotréficos podem produzir enzimas pectinoliticas que causam
a quebra de polimeros pépticos em células vegetais, trazendo assim, prejuizos.

A presencga de psicrotroficos em amostras refrigeradas pode ser indicativa de
potencial deterioragdo, ma qualidade de armazenamento ou seguranga inadequada do
alimento (DOWNES & ITO, 2001). Como muitas vezes podem ocorrer problemas no
armazenamento de produtos congelados sob climas tropicais, ha chances de temperaturas

desreguladas ocorrerem durante o transporte e distribui¢do de sorvetes. Sob tais condi¢des
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micro-organismos psicrotroficos podem proliferar, de forma a ocasionar surtos ocasionais
de intoxicagdao alimentar (WARKE et al., 2000; KANBAKAN et al., 2004). Warke e
colaboradores (2000) encontraram para embalagens fechadas e abertas de sorvetes
comercializadas em Mumbai, India, micro-organismos psicrotroficos como Listeria spp.
em 53% e 100% respectivamente das amostras, enquanto a detec¢do de Yersinia spp. foi

de 33% e 40%.

1.2.5 Leveduras

As leveduras sdo fungos unicelulares, do grupo dos ascomicetos e basidiomicetos
que se dividem assexuadamente por brotamento ou fissdo. O tamanho das células
individuais pode variar de 2 a 3 um até 20 a 50 um de comprimento e de 1 a 10 um de
largura. Por serem eucariotas, as leveduras se reproduzem mais lentamente que a maioria
das bactérias, portanto, ndo competem em situacdes favoraveis para o crescimento
bacteriano como pH neutro ou em altas temperaturas (PITT & HOCKING, 2009).

A capacidade de isolar, enumerar e identificar leveduras em niveis de género e
espécie ¢ fundamental para a compreensdo da ocorréncia e importincia em alimentos
destes micro-organismos (FLEET, 2007). Por muitos anos a identificacdo de leveduras
tem sido baseada nas propriedades reprodutivas, bioquimicas, morfoldgicas e fisiologica,
mas esse tipo de identificagdo apresenta algumas desvantagens. Os testes fisiologicos
utilizados na rotina laboratorial compreendem, principalmente, fermentacdo e
crescimento em fontes de carbono, crescimento em fontes de nitrogénio, crescimento a
diferentes temperaturas e em meios com altas concentracdes de agucar ou cloreto de
sodio, resisténcia a antibidticos e requerimento de vitaminas (KURTZMAN et al., 2011).
Esses testes auxiliam somente no agrupamento de leveduras, ndo sendo suficientes para
identificagcdo em nivel de espécie.

Com o advento de técnicas de biologia molecular a taxonomia das leveduras tem
passado por uma revolucao devido a descoberta de espécies novas ou uma reclassificagao
de espécies que eram, muitas vezes, identificadas erroneamente. Uma dessas técnicas
moleculares € a andlises de microssatélites, que correspondem a regioes de comprimento
variavel, repetidas em tandem, encontradas em grande quantidade e de forma aleatoria no
genoma, utilizando os iniciadores (GTG)s (LIECKFELDT, 1993).

O sequenciamento de regides ribossomais, os dominios D1 e D2, encontrados na
subunidade maior do gene que codifica para o rRNA, também tém sido amplamente

utilizados. O sequenciamento dos dominios D1/D2 permite identificar a levedura,
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comparando a sequéncia obtida com aquelas j& depositadas em bancos de dados
(KURTZMAN & ROBNETT, 1998) e esses dominios sdo conhecidos para todas as
espécies de leveduras descritas.

Bolores e leveduras podem sobreviver sob diferentes condi¢des ambientais, tais
como pH 2-9, temperaturas de 5°-35°C e com atividade de dgua igual ou menor que 0,85.
Como indicadores de qualidade alimentar sdo usados para garantir a aceitacao de
ingredientes, caracteristicas organolépticas, estabilidade e periodo de conservagdo do
produto. (TORTORELO, 2003). Como parte da vida cotidiana, os seres humanos
consomem grandes populagdes de leveduras, porém, sem impacto negativo na sua satude.
Ao contrario de bactérias e virus, leveduras sdo raramente associadas a surtos de
gastroenterite de origem alimentar ou outras infeccoes (FLEET, 2007). Bolores e
leveduras sdo conhecidos como sensiveis ao tratamento térmico. Porém, esses micro-
organismos podem contaminar a pré-mistura do sorvete por meio de ingredientes frescos
ndo pasteurizados como frutas, utensilios ou o ambiente durante a produgao
(KANBAKAN et al., 2004).

Apesar das diversas caracteristicas benéficas desempenhadas por esses micro-
organismos, muitos deles podem resultar em perdas econdmicas significativas durante a
producio e conservagio de alimentos e bebidas (RATON, 2004). Muitos organismos, em
particular bactérias e fungos (bolores e leveduras) acidéfilos ou acido-tolerantes, podem
usar frutas como substrato e causarem deterioragdo, produzindo alteragdes
organolépticas, descoloragao do produto, além de odores (TOURNAS et al., 2006). A
seguranca alimentar e a ligacao entre dieta e saude sdo questdes de grande preocupacdo
para o consumidor moderno, sendo que as leveduras apresentam importancia emergente
neste contexto (FLEET, 2007).

Leveduras osmofilicas s3o usualmente causadoras de degradacdo de sucos com
alto teor de agucares, incluindo geleias, mel, concentrado de frutas, balas de chocolate.
Normalmente ndo sdo significativos do ponto de vista de saude publica, mas sdo
importantes do ponto de vista econdmico para a industria alimenticia (BAROOS, 2001).
Mas, como agtcares e xaropes de acticar também podem ser usados como ingredientes
em sorvetes, deve-se ter cuidado quanto a contaminagdo microbiologica, ainda que rara,
quando os ingredientes sdo indevidamente preparados, processados e armazenados.
Apesar disso, leveduras osmofilicas sdo capazes de crescer nestes xaropes € os bolores

podem crescer na superficie, de modo que testes de detec¢ao de leveduras devem ser
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realizados a fim de minimizar a contaminacdo do sorvete a partir desses ingredientes
(KAMBAMANOLI-DIMOU, 2003).

De forma geral as leveduras ndo causam doencas em pessoas sds, mas sao
considerados patdgenos oportunistas que podem causar uma série de reacdes
mucocutaneas, cutaneas, respiratorias, sistema nervoso central e infec¢des de 6rgdos, bem
como fungemia geral (RATON, 2004; FLEET, 2007; SKOVGAARD, 2007). Linhagens
de S. cerevisiae tém sido utilizadas para fabricagdo de paes e na producao de bebidas
alcodlicas, como cerveja e vinho. Nas ultimas décadas, no entanto, tem sido implicada
em um grande numero de infecgdes humanas como um patégeno oportunista, incluindo,
pneumonia, endocardite, fungemia, peritonite e vaginite (SKOVGAARD, 2007).

A relagdo entre alimentacao e saude ¢ uma questdo de grande preocupagao para o
consumidor moderno, e a presenca de leveduras em alimentos sdo consequéncias
emergentes neste contexto. Existem dois aspectos com relagao as leveduras: sob um ponto
de vista positivo ha um crescente interesse na utilizagao de leveduras como probioticos,
agentes de controle bioldgico e, também, para enriquecimento de alimentos. Porém, sob
um aspecto negativo, alimentos associados com leveduras podem ser uma fonte
subestimada de infec¢des e outras respostas negativas para a saide humana (FLEET,
2007).

Sob certas circunstancias, ndo ¢ possivel distinguir entre leveduras indcuas das
potencialmente perigosas tornando-se extremamente dificil adotar medidas preventivas
para evitar casos de elevados niveis de contaminagdo (LOUREIRO & QUEROL, 1999;
LOUREIRO, 2000). Sendo assim, a seguranga alimentar torna-se desejavel tanto para
consumidores, quanto para profissionais da area da satde. Entretanto, a atual legislacdo
brasileira ndo apresenta padrdes microbioldgicos para bolores e leveduras em sorvetes
(BRASIL, 2001). Analises microbiologicas desses alimentos que facam deteccdao de
leveduras ou bolores, ao nivel de espécies, sdo raras ou inexistentes na literatura. Os
trabalhos existentes, em sua maioria, apenas fazem contagem de bolores totais (WARKE
et al., 2000; DIOGO et al., 2002; KANBAKAN et al., 2004; OJOKOH, 2006; FROTA &
NASCIMENTO, 2008).

1.2.6 Sensibilidade de leveduras a antifingicos
Durante os ultimos 20 anos, a incidéncia de infecg¢des fungicas em humanos tem
aumentado consideravelmente. Dois fatores importantes estao associados com o aumento

dessas infecgdes: o crescimento da populacao de pacientes imunodeprimidos € o aumento
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da utilizag@o de dispositivos médicos invasivos e implantes, como, por exemplo, cateter
venoso central e proteses de valvulas cardiacas, respectivamente (FRANCOIS et al.,
2005). Além desses, cancer, AIDS, pacientes hospitalizados e em tratamento com drogas
imunossupressoras, antibioticos de largo espectro, radio e quimioterapia também
contribuem para o aumento de infec¢des por fungos oportunistas (FLEET, 2007).

Fleet (2007) conecta a ingestdo de leveduras a desordens de origem
gastrointestinal, de pele, respiratdria e enxaquecas resultantes da ingestdo frequente
desses micro-organismos em alimentos, inclusive linhagens de Saccharomyces cerevisiae
em individuos imunocompetentes. Outras leveduras também encontradas em alimentos,
como Candida krusei (anamorfo de Pichia kudriavzevii), C. famata (anamorfo de
Debaryomyces hansenii), P. anomala (sinbnimo de Wickerhamomyces anomalus) e
Rhodotorula spp., também foram implicadas como agentes de infec¢des fiingicas. Sendo
assim, deve-se admitir que a possibilidade de leveduras em alimentos, deterioradoras ou
nao, possam ter alguma importancia em certos casos de doengas, ainda que esses casos
relatados sejam raros na literatura (LOUREIRO & QUEROL, 1999).

A resisténcia a drogas antifngicas ¢ normalmente quantificada por meio da
determinacdo da concentragdo inibitdria minima (CIM), na qual o crescimento do fungo
na presenca de uma gama de concentragdes da droga ¢ medido durante um periodo
definido, de acordo com um protocolo padrio (LASS-FLORL et al., 2010). A andlise da
concentragdo inibitéria minima (CIM) é definida pela concentragdo mais baixa que um
agente antimicrobiano pode impedir crescimento visivel de um micro-organismo no teste
de sensibilidade em &gar ou em caldo. A concentracdo da droga que resulta em uma
reducdo significativa ou a completa falta de crescimento do micro-organismo ¢
considerada a CIM. Cada antimicrobiano possui sua concentracao definida por meio de
métodos padronizados pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) ou pelo
European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing (EUCAST). Os valores de
interpretacdo no teste de sensibilidade in vitro das espécies clinicas do género Candida,
segundo dados da CLSI (2002), estdo descritos na tabela 3.

Os antifungicos utilizados para o tratamento de infecgdes fungicas sdo separados
de acordo com o mecanismo molecular de acdo. Esses grupos compreendem as drogas
que inibem as macromoléculas (DNA e RNA), como as flucitosinas; as que inibem a
sintese de ergosterol, como as alilaminas, tiocarbamatos, azdis ¢ morfolinas; as que
alteram a fun¢do de barreira da membrana, como os polienos; as que inibem os

microtubulos mitéticos como a griseofulvina e as que tém as paredes celulares como alvo,
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as equinocandinas (FRANCOIS et al., 2005; MARTINEZ, 2006; LASS-FLORL et al.,
2010).

Tabela 3 - Diretrizes de Interpretacdo dos Testes de Sensibilidade /n Vitro das espécies

clinicas do género Candida.

Sensibilidade Dose-
Antifingico Suscetivel (S) Resistente (R)
dependente (S-DD)
Fluconazol <8 ug/ml® 16-32 pg/ml® >64 pg/ml®
Itraconazol <0.125 pg/ml® 0.25-0.5 ug/m1® >1 pg/ml®
Anfotericina B - —-- >1 ug/ml®

(a) Pontos de corte estabelecidos para isolados clinicos do género Candida (CLSI,

2002).

O espectro de acdo dos imidazolicos e triazolicos abrange os agentes de diversas
infecgdes fungicas. Entretanto, os triazolicos, como fluconazol, itraconazol, voriconazol
e posaconazol, mostram afinidade cem vezes maior com enzimas fingicas do que com as
enzimas humanas, de forma que a toxicidade ¢ muito menor do que os imidazdis, podendo
ser administrados em doses mais elevadas (CUENCO-ESTRELLA, 2010). A maioria das
espécies de Candida mostra susceptibilidade aos azolicos, embora C. krusei (anamorfo
de Pichia kudriavzevii) e C. glabrata sejam menos susceptiveis. O itraconazol atua contra
Aspergillus fumigatus e diversas outras espécies desse género, sendo uma alternativa a
anfotericina B no tratamento de pacientes com aspergilose, além de ser o principal recurso
na terapia antifingica de pacientes com micoses sistémicas endémicas. O fluconazol
apresenta boa acdo e¢ ¢ um dos mais indicados para o tratamento de pacientes com
infeccoes por espécies sensiveis de Candida, além de ser utilizado na criptococose e nas
infecgdes urinarias e do sistema nervoso central por fungos susceptiveis (MARTINEZ,
2006). Além disso, ele apresenta atividade contra leveduras e fungos patogénicos
primarios (CUENCA-ESTRELLA, 2010).

A anfotericina B ainda ¢ considerada o padrao ouro para o tratamento da maioria
infeccoes fungicas e foi descoberta no inicio dos anos 1950 (FRANCOIS et al., 2005).
Esse antifungico foi licenciado em meados do século XX como uma droga para uso
clinico, apesar da sua toxicidade e baixa solubilidade, foi o primeiro tratamento eficaz e

quase Unico para as infec¢des fungicas sistémicas (CUENCO-ESTRELLA, 2010). O uso
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de anfotericina B, entretanto, ¢ limitado devido aos efeitos adversos e necessidade de
aplicacdo endovenosa, sendo, entdo, mais empregada apenas em casos de infecg¢des
fingicas invasivas, particularmente em imunossuprimidos, na doenca disseminada em
imunocompetentes € em situagdes especiais, como neuromicoses ou na auséncia de outra
droga eficaz (MARTINEZ, 2006). Varios trabalhos tém mostrado a sensibilidade de
isolados clinicos de Cryptococcus nao-neoformans, Geotrichum spp., Pichia anomala
(Wickerhamomyces anomalus), Rhodotorula spp. € S. cerevisiae a anfotericina B, porém
Candida lusitaniae pode desenvolver resisténcia secundéria, enquanto anfotericina B
mostrou auséncia de atividade fungicida frente a Trichosporon spp. (MICELI et al.,
2011).

A presenca de leveduras potencialmente patogénicas em bebidas e resistentes a
antifingicos ja foi relatada por alguns trabalhos (PEREIRA, 2010; PILO, 2010).
Entretanto, trabalhos que detectem esse mesmo risco em alimentos congelados, como
sorvetes, sao inexistentes. A pesquisa da sensibilidade de leveduras potencialmente
patogénicas presentes em alimentos a antifungicos faz-se necessaria, uma vez que existe
a possibilidade de infec¢des flngicas decorrentes da ingestdo de alimentos contaminados
por leveduras e que sejam resistentes a antifungicos, visto que dentro de uma populacao
pode existir uma parcela de individuos imunocomprometidos e sensiveis a esses micro-

organismos.
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2. JUSTIFICATIVA

Os sorvetes, ou gelados comestiveis, sdo alimentos saborosos ¢ completos do
ponto de vista nutricional, por serem ricos em vitaminas A, B1, Bz, Bs, C, D, E, K, célcio,
fosforo e outros minerais. S3o consumidos tanto em paises frios quanto em paises
tropicais, ainda que nesses ultimos o consumo seja pequeno frente ao potencial comercial
e predominantemente no verdo. Sobre o aspecto fisico, os sorvetes sao considerados
emulsdes produzidas a partir de um processo de congelamento sob agitacdo continua da
calda e incorporagdo de ar, de forma a produzir uma substincia cremosa e agradavel ao
paladar.

A microbiota do sorvete estd diretamente relacionada com a procedéncia dos
diversos ingredientes utilizados para a fabricagdo, somado a procedimentos aplicados
durante a manipulagdo e armazenamento desse alimento. Além disso, a adicdo de
matérias-primas sem adequada higienizac¢do e apds o tratamento térmico pode adicionar
micro-organismos contaminantes ao produto. Surtos de salmonelose e enterotoxinas de
S. aureus ja foram relatados em sorvetes pela literatura, fato que gera preocupagao, uma
vez que doencas de origem alimentar s3o um dos grandes problemas de saude publica
mundial.

Ha diversos trabalhos nacionais e internacionais sobre a tematica sorvetes,
baseando-se, sobretudo, na identificagdo dos principais micro-organismos indicadores de
qualidade higiénico-sanitdria e de bactérias potencialmente patogénicas. Entretanto,
quanto ao pardmetro leveduras esse limita-se apenas a contagem total, sem identificagdo
de espécies. A presenca de leveduras em sorvetes pode indicar alteragdes nas
propriedades sensoriais, como sabor e odor, tornando-o pouco agradavel ao consumo,
resultado da deterioracdo causada por esse grupo microbiano. Além disso, leveduras em
alimentos pode ser um fator de risco para o crescente nimero de populagdes de pessoas
imunodeprimidas na atualidade.

Tendo em vista a escassez de trabalhos envolvendo sorvetes que contenham frutas
ou polpa de frutas tropicais, os quais contém sabores bastante apreciados pela populagdo
brasileira, faz-se necessaria a pesquisa dos grupos microbianos prevalentes preconizados
pela legislacdo brasileira, além da presenca de bolores e leveduras e microrganismos
psicrotroficos no produto em estudo. Somado a isso, a verificagdo das condigdes do

estabelecimento comercializador de sorvete pode também refletir a forma que esse
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alimento esta sendo manipulado pré e pds venda, a fim de avaliar a qualidade dos sorvetes

comercializados em Belo Horizonte — Minas Gerais.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Determinar os niveis de micro-organismos indicadores de qualidade higiénico-sanitario,
micro-organismos psicrotréficos e leveduras em sorvetes preparados com frutas ou polpa

de frutas tropicais comercializados em Belo Horizonte — Minas Gerais.

3.2. Objetivos especificos

Verificar se as condi¢cdes do estabelecimento comercial estio adequadas a venda de
sorvetes sob determinados parametros de qualidade por meio de uma lista de verificagcdo
adaptada dos critérios definidos pela RDC n°267, de 25 de setembro de 2003 da
ANVISA/MS;

Verificar as densidades de bactérias pertencentes aos grupos coliformes totais, coliformes
termotolerantes e Escherichia coli em amostras de sorvetes com frutas ou polpa de frutas
tropicais;

Quantificar por meio de metodologia convencional e confirmar por PCR a presenca de
bactérias do género Staphylococcus spp. isoladas das amostras de sorvete com frutas ou
polpa de frutas tropicais;

Determinar a presenca ou auséncia de Salmonella spp. nas amostras pesquisadas;
Enumerar os micro-organismos psicrotroficos presentes no sorvete;

Isolar, quantificar e identificar espécies de leveduras presentes nas amostras de sorvetes
com frutas ou polpa de frutas tropicais utilizando métodos bioquimicos-fisioldgicos e
moleculares;

Determinar a concentragao inibitoéria minima das leveduras isoladas prevalentes em cada
amostra com crescimento a 37°C frente aos antifingicos fluconazol, itraconazol e

anfotericina B;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Amostragem

A amostragem foi realizada em 14 diferentes sorveterias, tanto de producdo
artesanal quanto industrial, do municipio de Belo Horizonte — MG que comercializavam
sorvetes preparados com pedacgos de frutas ou polpa de frutas tropicais. No total foram
analisadas 51 amostras indicativas de cinco sabores diferentes: 12 amostras de abacaxi,
11 de acai, cinco de goiaba, nove de manga e 14 de maracuja, entre os meses de Julho de
2010 e Janeiro de 2011. As amostras de sorvetes foram coletadas em embalagem
fornecida pelo proprio estabelecimento e acondicionadas em caixas isotérmicas. No
momento da coleta também foi preenchida uma lista de verificacdo, baseada na RDC
n°267, de 25 de setembro de 2003, estabelecida pela ANVISA/MS (anexo 1) para analisar

as condi¢des higi€nico-sanitarias, conforme descrito no item 4.6 dessa dissertacao.

4.2. Processamento das amostras

Apbs a amostragem, os recipientes contendo as amostras de sorvete foram
identificados e acondicionados em caixas isotérmicas, com gelo, desde o local da coleta
até a chegada ao laboratério. As amostras foram transportadas e processadas, em no
maximo 12 horas, no Laboratorio de Taxonomia, Biodiversidade ¢ Biotecnologia de
Fungos do Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da

Universidade Federal de Minas Gerais.

4.3. Preparacio das dilui¢oes

Para a realizagdo das analises foi retirada assepticamente de duas a trés porcdes
congeladas de sorvete e essas transferidas para um recipiente esterilizado até que a total
liquefagdo da amostra ocorresse sob temperatura ambiente e de forma homogénea
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). Para a etapa de pré-enriquecimento para a
deteccao de Salmonella spp., uma aliquota de 25 ml de sorvete foi adicionada a um frasco
contendo 225 ml de 4gua peptonada tamponada 1% esterilizada e incubada em estufa a
37°C por 24 horas. Para os demais testes, uma aliquota de 10 ml de sorvete foi adicionada

a 90 ml de 4gua peptonada 0,1% esterilizada, correspondendo a dilui¢do 107!, Para as
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demais dilui¢des decimais (10~ e 10~%) foram utilizados tubos de ensaio com 9 ml de 4gua
peptonada 0,1%. Todos os frascos foram homogeneizados por agitagdo manual por dois

minutos. As analises microbioldgicas foram realizadas em triplicata.

4.4. Analises microbiologicas dos micro-organismos indicadores de qualidade

higiénico-sanitaria

As analises microbiologicas foram realizadas conforme metodologia descrita no
Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods (DOWNES &
ITO, 2001). Algumas metodologias alternativas foram também utilizadas e as mesmas

estao descritas com suas respectivas referéncias ao longo dessa dissertagao.

4.4.1 Quantificag¢ao de coliformes totais e coliformes termotolerantes

Para a quantificacdo de coliformes totais e de coliformes termotolerantes foi
utilizada a técnica dos tubos multiplos empregando-se uma série em triplicata de trés
tubos de meios seletivos para cada dilui¢do. Para o teste presuntivo foram utilizados tubos
com 10 ml de Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST, Himedia, India) e adicionado 1 ml
proveniente das diluigdes das amostras. Esses tubos foram incubados em estufa
bacteriologica a 35° + 0,5°C por 24 a 48 + 2 horas. Resultados considerados positivos
foram aqueles em que foi observada turvagdo do meio e produgdo de gas no interior de
tubos de Durham contidos nos tubos de ensaio. Os resultados positivos para o teste
presuntivo foram, entdo, repassados ao teste confirmativo de coliformes totais. Uma
algcada retirada de cada um dos tubos positivos dos caldos LST foi repassada para tubos
de ensaio contendo 10 ml de Caldo Verde Brilhante 2% (BGB, Himedia, India) e
incubados a 35° + 0,5°C por 48 + 2 horas. A turvacdo do meio e a produgdo de gas no
interior de tubos de Durham também foram considerados confirmativos para a
enumeragdo de coliformes totais. Uma alcada de todos os tubos considerados positivos
em caldo LST também foi repassada a caldo EC (EC, Himedia, India) e incubadas em
banho-maria a 45,5° + 0,2°C por 24 + 2 horas. A produg¢do de gas no interior de tubos de
Durham foi considerada confirmativa para a enumeragdo de coliformes termotolerantes.

Todos os resultados foram expressos em Numero Mais Provavel por mililitro (NMP/ml).

4.4.2 Pesquisa de Escherichia coli
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Para pesquisa de E. coli, uma algada de todos os tubos positivos do caldo EC
(Himedia, India) que apresentavam turvacdo do meio e gas no interior dos tubos de
Durham de cada tubo foi estriada em agar Eosina Azul de Metileno (EMB, Himedia,
india) e incubados aerobicamente em estufa bacteriologica a 35° + 0,2°C por 18 a 24
horas. As coldnias tipicas foram aquelas que apresentavam centro negro, com ou sem
brilho metalico, de forma que foram consideradas indicativas da presenca de E. coli no

sorvete.

4.4.3 Confirmagao de E. coli

Para a confirmagao de E. coli, as colonias tipicas isoladas em agar EMB foram
submetidas a provas bioquimicas em meio Rugai (Laborclin, Brasil) modificado
(PESSOA & SILVA, 1972). Este teste consiste de uma série bioquimica em um unico
tubo de ensaio contendo todos os substratos para: desaminagdo de L-triptofano,
descarboxilacdo de L-lisina, fermentacao de glicose, fermentagcdo de sacarose, hidrolise
de uréia, motilidade, producao de gas, produgao de H>S e produgdo de indol. Resultados

positivos foram interpretados conforme instrugdes do fabricante.

4.4.4 Isolamento, quantificagdo e identificacdo de Staphylococcus spp.

Para o isolamento de Staphylococcus spp. 0,1 ml das amostras diluidas foram
inoculadas em meio Agar Baird-Parker (BP, Himedia, India), suplementado com gema
de ovo e telurito de potassio, por meio da técnica de plaqueamento em superficie. As
placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 35°C por 48 + 2 horas e, apos esse
tempo, foram isoladas cinco colonias tipicas e cinco coldnias atipicas, caso houvesse esse
numero presente na amostra. As contagens microbianas foram expressas em UFC/ml.

Para a preservagao dessas colonias, cada morfotipo isolado foi crescido em caldo
Infusdo de Coragéio e Cérebro (Brain Heart Infusion - BHI, Himedia, india) ¢ incubado
em estufa bacteriologica a 35°C por 24 horas. Apods esse periodo, 0,1 ml de glicerol estéril
a 15% foram adicionados a 1 ml do caldo BHI com crescimento e acondicionados em
criotubos para congelamento em freezer a — 20°C. Essas amostras criopreservadas foram
utilizadas nos testes bioquimicos e moleculares para a confirmac¢do da presenga de
Staphylococcus spp. nas amostras de sorvete.

Todas as colonias isoladas, tanto tipicas quanto atipicas, foram testadas quanto

aos seguintes testes: caracteristicas morfo-tintoriais por meio da coloracao de Gram, teste
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de catalase, teste da coagulase, producdo de termonuclease, sensibilidade ao antibiodtico

furazolidona, conforme descrito por Winn Jr. e colaboradores (2008).

4.4.4.1 Extracao de DNA de Staphylococcus spp.

Para a realizacdo de testes moleculares foi feita a extracdo de DNA dos isolados
tipicos e atipicos de Staphylococcus spp. a partir de uma adaptacdo do método descrito
por HOFFMAN & WINSTON (1987). Uma al¢ada das colonias previamente isoladas em
agar BHI foram ressuspendidas em 100 puL de TE (Tris-HCL 10 mM, EDTA 1 mM, pH
8). A seguir, adicionou-se 100 pL de fenol:cloroférmio:alcool-isoamilico (25:24:1) ¢ 0,3
gramas de pérolas de vidro a essa suspensao. Os tubos contendo essa mistura foram entao
levados ao vortex (Velp Scientifica, EUA) por trés a quatro minutos e centrifugados a
13000 rpm por cinco minutos. Apds esse periodo de homogeneizacdo, retirou-se o
sobrenadante, transferindo-o para um novo tubo. Foi adicionado a esse tubo um volume
de etanol 96% correspondente ao volume de sobrenadante recuperado (volume/volume).
Ap0s esse procedimento, esses tubos foram homogeneizados por inversao e centrifugados
a 13000 rpm por dois minutos. A fase liquida foi descartada e o sobrenadante que continha
o DNA foi ressuspendido em 100 pL de TE e armazenado em freezer -20°C até a

utilizagao.

4.4.4.2 Identificagdo molecular de Staphylococcus spp.

Para a confirmacao de Staphylococcus spp. presentes nas amostras de sorvetes foi
realizado uma  PCR  utilizando-se 0s iniciadores 16S1 5 -
GGACGGGTGAGTAACACGTGG - 3%) e 16S2 (5 -
TCCCGTAGGAGTCTGGACCGT - 3°), os quais anelam uma regido conservada do
rDNA 16S de Staphylococcus spp. (BARON et al., 2004). Para cada reacdo foi preparado
uma mistura que continha 2,5 pL de tampao 10X (Fermentas, EUA), 2,0 uL de dNTP
0,05 mM (Invitrogen, EUA), 2,0 uL. de MgCl2 1,5 mM (Fermentas, EUA), 0,125 pL do
iniciador 16S1 10 umol-1 (Invitrogen, EUA), 0,125 uL do iniciador 16S2 10 pmol-1
(Invitrogen, EUA), 0,3 pL de taq DNA polimerase 1,25 U (Fermentas, EUA), 1 uL do
DNA extraido de cada isolado e o volume final da reagdo foi completado com agua
deionizada totalizando um volume final de 25 pL.

O programa utilizado no termociclador Vapo Protect ™ (Eppendorf, EUA)
apresentou as seguintes condigdes: desnaturacao inicial a 95°C por cinco minutos, 30

ciclos de desnaturagdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por 30 segundos e
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extensdo a 72°C por 30 segundos, seguidos de extensdo final a 72°C por sete minutos.
Para controle positivo da reagao de PCR foi utilizada a linhagem S. aureus ATCC 29213.
Os amplicons foram aplicados em gel de agarose (Pronadisa, Espanha) a 1,5% em tampao
TBE 0,5% (54 g de Tris Base, 27,5 g de 4cido borico, 20 ml de EDTA 0,5 M, pH 8,0) a
100 V para a visualizac¢do do fragmento de banda esperado que era de 252 pares de bases
(pb). Os géis foram corados com solugdo de Gelred (Biotium, EUA) e visualizados sob
luz ultravioleta (UV) por meio de um sistema de captagdao de imagem (Vilber Lourmat,

Franca).

4.4.5 Pesquisa de Salmonella spp.

Para a pesquisa de Salmonella spp., as etapas de identificagdo foram divididas em
trés: fase de pré-enriquecimento nao-seletivo, fase de enriquecimento seletivo e fase de
plaqueamento em agar seletivo e diferencial. A fase de pré-enriquecimento nao-seletivo
visou restaurar células injuriadas a uma condi¢do fisiologica estavel, conforme descrito
no item 4.3 dessa dissertacao.

Durante a etapa de enriquecimento seletivo 1,0 ml do meio de enriquecimento
apos o periodo de incubagdo foi inoculado nos caldos Selenito Cistina (Acumedia, EUA)
e Rappaport-Vassiliadis (Acumedia, EUA), simultaneamente, e incubados a 35°C e 42°C
por 24 horas, respectivamente. Para a etapa de plaqueamento seletivo, algadas dos caldos
SC E RV foram inoculadas sobre os meios agar Salmonella-Shigella (SS, Himedia, india)
e agar Hektoen Entérico (HE, Himedia, india) e as placas incubadas a temperatura de
35°C por 24 horas. As coldnias consideradas tipicas foram inoculadas em meio Rugai
modificado (PESSOA & SILVA, 1972) e incubados a 35°C por 24 horas. O resultado

desse teste foi interpretado conforme descrito pelo fabricante.

4.4.6 Quantificacdo de micro-organismos psicrotroficos

A quantificacdo de micro-organismos psicrotroficos foi feita por meio da técnica
de plaqueamento em superficie. Para isso, foi utilizado o 4dgar Padrao para Contagem
(PCA, Himedia, india). As placas foram incubadas invertidas a 7°C por 10 dias ¢ as
contagens foram expressas em Unidades Formadoras de Colonia por mililitro de sorvete

(UFC/ml).

4.4.7 Isolamento e quantificacao de leveduras
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O isolamento de leveduras foi realizado pelo método de plaqueamento em
superficie, inoculando-se 0,1 uL das diluigdes seriadas com auxilio de uma alca de
Drigalsky sob o Agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC, Himedia, india).
As amostras foram semeadas em triplicata e incubadas a 25°C de trés a cinco dias. Apos
o crescimento das colonias foi realizada a contagem total de leveduras, além da
caracterizacdo e contagem de cada morfotipo diferente. As leveduras isoladas em agar
DRBC de cada morfotipo foram congeladas, para posterior identificagdo, em caldo
GYMP (glicose 2,0%, extrato de levedura 0,5%, extrato de malte 1% e fosfato de sddio
monobasico 0,2%) a 25°C por 24 horas. Apos o crescimento, 0,1 ml de glicerol 15%
estéril foi adicionado a uma aliquota de 1 ml da cultura obtida em caldo GYMP e, entdo,

preservadas em freezer a — 80°C.

4.4.8 Identificagdo de leveduras — testes fisiologicos e moleculares

As leveduras foram agrupadas, inicialmente, de acordo com o perfil
macromorfoldgico das colonias (tamanho, borda, superficie, relevo e padrao de cores) e
posteriormente, de acordo com a similaridade nos testes bioquimico-fisiologicos,
segundo Kurtzman e colaboradores (2011). As leveduras de isolados com perfis
bioquimico-fisioldgicos idénticos foram confirmados molecularmente utilizando a
técnica de PCR fingerprinting. Esta caracterizagao objetivou agrupar as leveduras a partir
dos perfis moleculares, para posterior identificagdo utilizando o sequenciamento da

regido D1/D2 da subunidade maior do gene do rRNA.

4.4.8.1 Extracdo de DNA de leveduras

O DNA total das leveduras foi extraido utilizando cloroférmio-alcool isoamilico.
Para isso, as leveduras foram inoculadas em Agar Sabouraud Dextrose (Sb, Himedia,
india) e uma algada das coldnias isoladas foram ressuspendidas em 100 uL de tampao de
lise (SDS 10%; NaCl 5 M; Tris-HC1 1 M; EDTA 0,5 M pH 8.0) e incubadas a 65 °C por
30 minutos. Apo6s esse periodo foi acrescentado 200 pL de cloroférmio-alcool isoamilico
(Sigma-Aldrich, EUA) nessa suspensdo, a qual foi homogeneizada. Os tubos com essa
solugdo foram centrifugados por 10 minutos a 14800 rpm e apds esse periodo o
sobrenadante foi retirado e transferido para um tubo novo. Em seguida, foi adicionado ao
tubo, volume por volume, isopropanol (Sigma-Aldrich, EUA) por 15 minutos, de forma
que ocorresse a precipitacio do DNA. Posteriormente, esses tubos foram novamente

centrifugados por 10 minutos a 13200 rpm e o sobrenadante descartado por inversao.
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Sobre o precipitado foi adicionado 200 pL de etanol 70% (Sigma-Aldrich, EUA) e
centrifugado por 10 minutos a 13200 rpm, de forma que apds esse processo o
sobrenadante foi mais uma vez foi descartado e o etanol residual foi evaporado overnight.

Concluida essa etapa, o DNA foi ressuspendido em 50 L. de TE e armazenado em freezer

a-20°C.

4.4.8.2 Impressao digital de DNA (PCR fingerprinting)

O oligonucleotideo utilizado para a PCR fingerprinting foi o EIl (BARROS-
LOPES et al., 1998). Para essa reagdo, foi utilizado 2,5 pL de tampao 10X (Fermentas),
1 uL de NTP 0,05 mM (Invitrogen, EUA), 1,5 uL de MgCl; 1,5 mM (Fermentas, EUA),
2 uL do iniciador EI1 a 10 umol™! (Invitrogen, EUA), 0,2 pL de taq DNA polimerase 1,25
U (Fermentas, EUA) e 1 uLL do DNA extraido. O volume final da reagdo foi completado
para 25 pL com 4agua deionizada. A reagdo de PCR foi realizada em um termociclador
Vapo Protect ™ (Eppendorf, EUA) sob as seguintes condi¢des: desnaturacdo inicial a
94°C por trés minutos, 33 ciclos de desnaturacdo a 94°C por um minuto, anelamento a
45°C por dois minutos e extensdo a 74°C por um minuto ¢ meio, seguidos de extensio
final a 72°C por cinco minutos.

Os produtos amplificados foram aplicados em gel de agarose (Pronadisa,
Espanha) a 1,5% e corados com solu¢ao de Gelred (Biotium, EUA). Para a corrida, sob o
gel foi adicionado um tampao TBE 0,5% a 80 V para a obten¢do de bandas de
eletroforese. Os géis foram visualizados sob luz ultravioleta (UV) por meio de um sistema
de captagdo de imagem (Vilber Lourmat, Franca) e analisados. A comparacao das bandas
de eletroforese indicou a similaridade entre os morfotipos das leveduras isoladas entre as

diferentes amostras de sorvete.

4.4.8.3 PCR com os iniciadores NL1 e NL4 para sequenciamento

A partir do perfil fisiolégico e molecular obtido por meio da técnica de
fingerprinting, um 1isolado de cada morfotipo foi selecionado e submetido ao
sequenciamento da regido D1/D2 da subunidade maior do gene do rRNA (LACHANCE
et al.,1999). Para essa reagcdo de PCR, foi utilizado um par de iniciadores, a saber, NL1 e
NL4. Esses iniciadores possuem as seguintes sequéncias: NL1 (5°-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) e NL4 (5°-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’). Os testes foram realizados utilizando-se 5 pL de
tampao 10X (Fermentas, EUA), 1 uL de dNTP 0,05 mM (Invitrogen, EUA), 3 uL de
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MgCl, 1,5 mM (Fermentas, EUA), 1 uL do iniciador NL1 10 umol™! (Invitrogen, EUA),
1 pL do iniciador NL4 10 pmol™! (Invitrogen, EUA) 0,2 puL de taq DNA polimerase 1,25
U (Fermentas, EUA) e 1 uL de DNA. O volume final da reagdo foi completado para 50
pL com 4gua deionizada. A reagdo foi incubada em um termociclador Vapo Protect ™
(Eppendorf, EUA) e apresentava as seguintes condi¢des: desnaturagdo inicial a 95°C por
dois minutos, trinta e cinco ciclos de desnaturagdo a 95°C por 15 segundos, anelamento
a 54°C por 25 segundos e extensdo a 72°C por 20 segundos, seguidos de extensao final a
72°C por 10 minutos.

Os produtos de amplificacdo foram aplicados em gel de agarose (Pronadisa,
Espanha) a 1,5% em tampao TBE 0,5% (54 g de Tris Base, 27,5 g de 4cido borico, 20 ml
de EDTA 0,5 M, pH 8.0) com solugdo de Gelred (Biotium, EUA) a 80 volts por cerca
uma hora e trinta minutos para a obtencdo de bandas (de aproximadamente 600 pb) e
visualizados sob luz ultravioleta (UV) por meio de um sistema de captacdo de imagem

(Vilber Lourmat, Franga).

4.4.8.4 Purificacdo dos produtos de PCR (amplicons)

Os produtos de PCR (amplicons) obtidos na PCR com os oligonucleotideos
NL1/NL4 foram purificados para posterior identificagdo molecular dos isolados. Sendo
assim, 11,25 uL de EDTA 125 mM e 135 pL de etanol absoluto (Sigma-Aldrich, EUA)
foram adicionados aos tubos que continham 45 pL. do produto de PCR NL1/NL4. Essa
mistura foi centrifugada por 25 minutos a 13000 rpm, em temperatura ambiente. Apos
centrifugagdo, o sobrenadante foi retirado cuidadosamente e em seguida foi adicionado
120 pL de etanol 70% (Sigma-Aldrich, EUA) para lavar o sedimento retido nos tubos.
Posteriormente, esses tubos foram homogeneizados por inversao e centrifugados por 10
minutos a 13000 rpm. O sobrenadante foi descartado e apds evaporagao do etanol residual
por cerca de 30 minutos a estufa a 37°C o DNA foi eluido em 10 pL de 4gua ultrapura
estéril. O contetdo de DNA foi dosado em NanoDrop ND 1000 (Thermo Scientific, EUA)

e enviado para reacao de sequenciamento.

4.4.8.5 Reacdo de sequenciamento
As reagdes de sequenciamento foram realizadas utilizando-se o kit DY EnamicTM
(Amersham, Biosciences, EUA) em combinagdo com o sistema de sequenciamento

automatico MegaBACE ™ 1000. O sequenciamento foi realizado no Niicleo de Analise
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de Genoma e Expressdao Génica (NAGE) do Departamento de Bioquimica e Imunologia
(ICB/UFMQG).

Os testes foram realizados utilizando-se 4 pL. do ET-Kit (Amersham, Biosciences,
EUA), 1 uL do iniciador NL1 ou NL4 a 10 umol™! (Invitrogen, EUA) e 1 uL de DNA. O
volume final da reagdo foi completado para 10 pL. com &gua deionizada esterilizada. A
reagdo foi incubada em um termociclador Vapo Protect ™ (Eppendorf, EUA) e
apresentava as seguintes condi¢des: desnaturagdo inicial a 95°C por vinte e cinco
segundos, anelamento a 50°C por 15 segundos e extensdo a 60°C por trés minutos, com
trinta e seis repeticdes desse ciclo. Para a andlise das sequéncias foi utilizada a versdo
2.2.25 do programa BLAST nucleotideo-nucleotideo (Basic Locus Alignment Search
Tool) disponivel no portal NCBI (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) para a

comparagdo com as sequéncias genomicas ja depositadas no GenBank.

4.4.9 Teste de sensibilidade a antifingicos das leveduras com crescimento a 37°C

As leveduras mais prevalentes de cada amostra de sorvete que exibiram
crescimento a 37°C foram testadas quanto a sensibilidade aos antifungicos fluconazol
(Sigma-Aldrich, EUA), itraconazol (Sigma-Aldrich, EUA) e anfotericina B (Sigma-
Aldrich, EUA), por meio da técnica de microdiluicio em meio liquido, segundo o
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST/AFST) EDef 7.1
(2008). As solugdes estoque das drogas foram preparadas em dimetilsulféxido (DMSO)
para anfotericina B e itraconazol e em &agua destilada, para o fluconazol, também
conforme técnica descrita pelo EUCAST/ AFST (2008).

As dilui¢des das drogas foram realizadas na propor¢ao de 1:2, de forma que a
concentragao final dos antifungicos foi de 64 pg/ml para o fluconazol e 16 pg/ml para o
itraconazol e para a anfotericina B. Para a prepara¢do dos inoculos, as leveduras foram
crescidas em agar Sabouraud (Himedia, india) a 37°C por 24 horas. Com o auxilio de
uma alca descartavel estéril uma massa de células foi recolhida e ressuspendida em tubos
de ensaio contendo 5 ml de salina 0,85% estéril e homogeneizados em vortex (Velp
Scientifica, EUA). Esta suspensdo de células foi ajustada a transmitancia de 75-80% em
espectrofotometro SP-22 (Biospectro, Brasil) sob comprimento de onda de 530 nm. Apos
a producdo dessa suspensdo de leveduras, a mesma foi diluida 1:10 em meio RPMI de
modo a produzir um indculo contendo entre 0,5 x10° a 2,5 x10° UFC /ml.

Um volume de 100 pL do indculo de cada levedura foi adicionado as placas de

microdilui¢do. Os testes foram realizados em duplicata e posteriormente as placas foram
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incubadas a 35°C em estufa por 24 horas. A concentragao inibitéria minima (CIM) para
a anfotericina B correspondeu a concentragdo onde houve reducao de 90% do
crescimento, enquanto que para os antifingicos fluconazol e itraconazol as CIMs
corresponderam as concentragdes com reducdo de, aproximadamente, 50% do
crescimento. A leitura da inibicdo de crescimento foi feita em espectrofotometro
VersaMax (Molecular Devices, EUA) com absorbancia de 525 nm através do software
SoftMax versdo 5.3 Ink. Para os controles de crescimento 100 pL de ino6culo de cada
amostra, mais 100 uL. de meio RPMI foram inoculados na 11* coluna de cada linha da
placa de microdilui¢do, enquanto que na 12* coluna dessa mesma linha foi inoculado
apenas 200 pL de meio RPMI para controle de esterilidade do meio.

Os valores de referéncia para caracterizagao de sensibilidade ou resisténcia das
leveduras aos antifingicos testados seguiram o padrao do documento M-27-A2 da CLSI

(2002) para leveduras do género Candida para todos antifiingicos testados.

4.5 Medida do pH das amostras
A analise fisico-quimica de pH foi determinada pelo método potenciométrico
utilizando-se um pHmetro T-1000 (Tekna, Brasil), a temperatura ambiente, em triplicata,

conforme descrito pelo Instituto Adolfo Lutz (2008).

4.6 Lista de verificacio das condicdes de higiene do estabelecimento comercializador

de sorvete

Um questionario adaptado a partir da RDC n°® 267, de 25 de setembro de 2003, foi
utilizado para avaliar as condi¢des higiénico-sanitarias dos estabelecimentos
comercializadores dos sorvetes no momento da coleta de amostras. Esse questionario
continha uma lista de verificacdo para avaliacdo das instalagdes da area da sorveteria,
equipamentos, moveis, utensilios e dos manipuladores desse alimento (anexo 1). O
estabelecimento foi classificado como adequado ou inadequado, dependendo das
condig¢des higiénico-sanitarias que estavam de acordo ou nao aos parametros esperados

na legislacao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise das Boas Praticas de Fabricacao (BPF)

A lista de verificacao das BPF foi aplicada nas 14 sorveterias analisadas. Os itens
verificados compreenderam trés quesitos: area fisica da sorveteria, exposicao a venda do
sorvete e o vendedor-manipulador do sorvete, conforme questiondrio em anexo (anexo
1). Cada sorveteria recebeu um codigo e os dados foram contabilizados, de forma que a
analise desses resultados gerou uma figura com as relagdes em percentagem de adequacao
ou inadequacao aos quesitos verificados (figura 2), segundo os parametros baseados na

RDC n°267, de 25 de setembro de 2003, estabelecida pela ANVISA/MS.
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Figura 2 - Adequagdo ou inadequacdo aos itens analisados nas sorveterias avaliadas de
acordo com a resolugao.

Cerca de 67% das sorveterias analisadas no quesito “area fisica”, foram
consideradas adequadas segundo o questionario. Por esse parametro foi possivel verificar
se a area onde os sorvetes eram comercializados apresentava piso, teto e paredes sem
rachaduras e em adequado estado de conservacdo, além de observar se méveis e utensilios
apresentavam desenho de facil higienizagdo. Embora a maior parte das sorveterias
analisadas tenham sido consideradas adequadas nos itens desse pardmetro, 32,9% foram
consideradas inadequadas porque apresentavam algum tipo de irregularidade em
luminarias, rachaduras no teto ou forros de madeira e pisos de dificil higienizagao.

Milikita (2002) realizou um levantamento das condi¢des higiénico-sanitarias e de
processamento das fabricas de gelados comestiveis na regido metropolitana de Curitiba,

Parand, por meio de verificacdo visual ¢ documental nos locais de fabricagdo nas



53

edificacdes, instalacdes, equipamentos, maquindrios, moveis e utensilios, manipuladores
e outros requisitos. A autora verificou inadequagdes em 67,5% das industrias analisadas,
pois apresentavam luminarias ndo protegidas contra quedas ou explosdes. Embora o
presente trabalho tenha verificado apenas a area externa das sorveterias, pode-se sugerir
que as condig¢des externas e visiveis do estabelecimento comercial podem refletir o modo
de preparo e armazenamento dos alimentos que ali s3o comercializados uma vez que um
estabelecimento ofereca servicos de alimentacao ao publico ¢ desejavel que as condi¢des
fisicas desse local sejam apropriadas a tal finalidade.

Com relacdo a area de “exposi¢do a venda”, em 57,7% das sorveterias foram
observadas inadequacdes com relagdo aos equipamentos de conservacdo dos sorvetes
(como refrigeradores, congeladores e outros), pela falta de termdmetros em locais visiveis
para manutencdo da temperatura ideal, além disso, a d4gua do recipiente onde as colheres
de servir o sorvete ficavam armazenadas estavam sujas e com baixa frequéncia de troca.
A maior parte das sorveterias atendia aos critérios de presenga de pias na area de
manipulagdo com agua corrente e lixeiras tampadas proximas aos freezers. Milikita
(2002) ao analisar a area interna de uma fabrica de sorvetes contabilizou que 82,5% das
mesmas estavam inadequadas quanto a auséncia de equipamentos de conservagao dotados
de termOometros. Apesar de algumas falhas encontradas nas sorveterias analisadas de Belo
Horizonte, 42,3% dessas apresentavam-se em conformidade, o que ainda sugere a
necessidade de se investir em novas praticas e readequacao a legislagdo brasileira quanto
a forma de comercializar o sorvete.

No quesito “vendedor-manipulador” foi verificado que em 80,7% das sorveterias
analisadas os vendedores ndo utilizavam touca protetora ou uniforme de trabalho
apropriado, muitos ndo apresentavam asseio pessoal (unhas sujas, uso de brincos, anéis,
pulseiras) e foi comum a manipulagdo de dinheiro apds servir o sorvete ao cliente, sem
que antes esse manipulador pudesse higienizar corretamente as maos. A presenga do
servico do tipo “self-service” também foi comum durante a observacdo, fato esse que
pode facilitar a contaminag¢do microbiologica do produto final, uma vez que permite a
manipulag¢do do alimento por diversas pessoas. Esse foi o quesito com o maior indice de
inadequagdo entre os parametros analisados nas sorveterias.

A manipula¢do inadequada dos alimentos pode ser um fator que, caso ndo seja
gerenciado e controlado com cautela, pode provocar contaminagdes € comprometer a
seguranca dos alimentos. As principais ndo conformidades verificadas podem resultar na

perda da qualidade microbioldgica do sorvete comercializado nestas condigdes e
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desencadear surtos de enfermidades transmitidas por alimentos (MILIKITA, 2002). Além
de trazer prejuizos tanto para a imagem do estabelecimento, quanto para a saude dos
consumidores devido a possibilidade de toxinfec¢des decorrentes da ingestao de algum
alimento contaminado, ¢ necessario que o estabelecimento comercial cumpra com as
exigéncias legais da vigilancia sanitaria. Para Mitchell e colaboradores (2007), o
treinamento dos funcionarios e fiscalizagdo sao as intervengdes primarias que devem ser
usadas para promover a seguranca dos alimentos no ambiente de servicos em
alimenta¢do. Andlises dos resultados do presente trabalho sugerem que o uso das boas
praticas de fabricagdo, por meio da promog¢do de treinamento adequado e qualificacdo
técnica aos funcionarios, sejam estratégias que possam ser utilizadas pelas empresas
comercializadoras desses alimentos. Além disso, sugere-se a reformulagdo do espago
fisico interno e externo da sorveteria para que fontes de contaminagdes microbioldgicas

sejam as menores possiveis.

5.2 Quantificacao de coliformes totais, coliformes a 45 °C e Escherichia coli

Foram analisadas 51 amostras de sorvetes de frutas tropicais, das quais trinta e
seis amostras (70,6%) apresentaram coliformes totais, enquanto dessas vinte e duas
amostras (43,1%) foram também positivas para coliformes a 45 °C (termotolerantes). E
importante ressaltar que quanto maior for a populagdo de bactérias coliformes num
alimento, provavelmente mais deficientes terdo sido as condi¢des de higiene e de
processamento do mesmo e, consequentemente, menor sera a vida 1til deste produto e
maiores os riscos a saude dos consumidores. A presenca de coliformes totais nas amostras
de sorvete de frutas tropicais analisadas apresentou alta porcentagem, sugerindo que a
contamina¢do dos sorvetes pode ter ocorrido ter ocorrido por meio de matérias-primas
pré-contaminadas, processamento insatisfatorio e falta de higiene no que diz respeito ao
manuseio dos equipamentos de producao (FARIAS et al., 2006).

A legislagdo da Comunidade Europeia (CE) exige a pesquisa de
Enterobacteriaceae para sorvetes que contenham ingredientes lacteos com limite de até
100 UFC/ml (para um plano de amostragem de cinco amostras), ¢ sugere que sejam
adotadas medidas de higiene na producdo, caso sejam detectados valores insatisfatorios
(Regulamento da Comunidade Europeia, 2005). Se tal critério fosse adotado no Brasil,
das 34 amostras positivas para Enterobacteriaceae encontradas nesse trabalho, 43,13%

das amostras analisadas seriam consideradas insatisfatorias nesse parametro, uma vez que
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22 amostras sdo a base de leite e apresentaram contagens maiores que o permitido pela
CE. De acordo com Schreiner (2003), a legislacao brasileira de alimentos ¢ considerada
mais permissiva quando comparada a legislagao de outros paises.

A legislacao brasileira exige apenas a pesquisa de coliformes a 45°C e apresenta
como valor maximo permitido de 5 x10 NPM de coliformes/ml de sorvete (tabela 2). No
presente trabalho, cinco amostras apresentavam niveis de coliformes termotolerantes
acima do permitido pela RDC n°12 (BRASIL, 2001). Sendo assim, 9,8% do total de
amostras analisadas, foram consideradas insatisfatorias em consequéncia dos niveis de
coliformes termotolerantes, com contagens variando entre 75 a 1100 NMP/ml de sorvete
(tabela 4). Esse valor ¢ semelhante ao encontrado por Milikita (2002), ja que a mesma
encontrou a presenga de coliformes termotolerantes em 7,4% das amostras quando
analisou a produgdo de sorvetes em pequenas fabricas da regido Metropolitana de
Curitiba.

Um estudo realizado por Kanbakan e colaboradores (2004) analisou varias etapas
da producdo de sorvetes e verificou que o nivel de coliformes, tanto totais quanto por
termotolerantes, aumentava desde a pré-mistura até alcancar valores bem mais altos no
produto final, o qual era vendido em sorveterias locais de Denizlei, Turquia. Alguns
fatores importantes que contribuem para a presenga de patdgenos em alimentos foram
quantificados por Reij & Aantrekker (2001) e sdo: higiene precaria (1,6%), a
contaminagao cruzada (3,6%), processamento ou armazenamento em
locais inadequados (4,2%), contaminagdo de equipamentos (5,7%), contaminac¢do por
manipuladores (9,2%), dentre outros fatores.

A bactéria E. coli foi confirmada em apenas uma amostra de sorvete de frutas
tropicais sabor maracuja (S.47), representando apenas 1,96% das cinquenta e uma
amostras analisadas. Esse valor foi baixo, podendo ter ocorrido falhas durante o
isolamento dessa bactéria no sorvete. El-Sharef (2006) encontrou E. coli em duas das 160
amostras de sorvete analisadas em Tripoli, Libia. Essas duas amostras foram capazes de
aglutinar com antissoro de E. coli O157:H7 sendo entdo o primeiro relato na literatura de
um isolado de E. coli em sorvetes potencialmente capaz de causar colite hemorragica e
sindrome hemolitico-urémica em humanos. Assim, a presenca dessa bactéria em sorvetes
pode representar um risco em potencial, uma vez que essa linhagem de E. coli ja
ocasionou surtos de contaminagdo alimentar em outros tipos de alimentos (CDC, 2011).
Embora outras bactérias do grupo coliforme, como Klebsiella e Enterobacter, também

sejam consideradas indicadores de contaminag¢do por matéria de origem fecal ou de
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origem ambiental, a E. coli apresenta-se at¢é o momento como o melhor indicador de
contaminagao fecal recente em alimentos.

Entre os varios tipos de sobremesas que Vigil e colaboradores (2009) estudaram
em Guadalajara, México, e no Texas, Estados Unidos, as que levavam sorvete como seus
ingredientes foram mais frequentemente contaminados com E. coli. Das seis amostras
que tinham sorvete, quatro dessa foram positivas para E. coli. Além disso, resultados
positivos para E. coli, em sorvetes sugerem negligéncias e falhas na sanitizacao durante
a preparagdo e/ou estocagem desses produtos, além de também indicar manipulagdo
inadequada e falta de higiene pessoal (KANBAKAN et al., 2004; FARIAS et al., 2006;
AHMED et al., 2009). Embora nao seja possivel definir a origem da contaminagao dos
sorvetes de frutas tropicais analisados no presente trabalho, a anélise geral dos resultados
de coliformes, um dos principais indicadores de qualidade higiénico-sanitario, indica que
possivelmente as sorveterias apresentavam condig¢des nao higiénicas, as quais podem ter
ocorrido durante a distribui¢do ou venda nas sorveterias, onde os produtos eram
comercializados. Além disso, como muitos dos estabelecimentos visitados adotavam o
servigo “self-service”, a falta de higiene poderia advir, também, da manipulagcdo dos
proprios consumidores, quando estdo servindo o sorvete.

Para auxiliar numa produg¢ao segura do ponto de vista microbioldgico as empresas
produtoras e comercializadoras de sorvetes de frutas devem promover a implementacao
da Analise de Perigos em Pontos Criticos de Controle (APPCC) durante a produgao desse
alimento, visto que essa técnica visa assegurar o menor risco possivel de contaminagao
por patogenos em alimentos prontos para consumo, como sorvetes (LITTLE &
LOUVOIS, 1999; WARKE et al., 2000; FARIAS et al., 2006). Boas praticas de
fabricagdo e atencdo a qualidade higi€nico-sanitarias pds-processamento também sao
igualmente importantes e precisam ser aplicadas pelas sorveterias e pelos proprios
consumidores (uma vez da existéncia de servigos do tipo “self-service”) e fiscalizados de

forma efetiva pelas autoridades sanitarias locais.
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Tabela 4 - Quantificacdo de coliformes totais, coliformes termotolerantes, Staphylococcus spp., micro-organismos psicrotroficos, leveduras e valor

de pH das amostras de sorvetes de frutas tropicais comercializados em sorveterias de Belo Horizonte, Minas Gerais.

Micro-
Coliformes Coliformes Staphylococcus  Salmonella spp. Bolores e
N°da  Identificacido organismos
totais termotolerantes spp- (Presenca/auséncia leveduras pH
amostra  da amostra psicrotroéficos
(NMP/ml) (NMP/ml) (UFC/ml) em 25g/sorvete) (UFC/ml)
(UFC/ml)

1 S.3 150 43 3,3x 10! Auséncia 4,60 x 10° 3,3x 10" 6,03
2 S.5 3 <3 1x10° Auséncia 4,83 x 10° 4,7x10* 4,25
3 S.10 93 <3 1,66 x 10* Auséncia >3x 10* 1,14x 10* 5,69
4 S.14 240 3 <100 Auséncia 1,12x 10° 243x10° 5,41
5 S.15 21 <3 6,7 x 10! Auséncia 5,00 x 10? 6,66 x 10> 4,98
6 S.19 240 <3 1,16 x 10° Auséncia 1,38 x 10° 2,11x10* 6,03
7 S.22 > 2400 <3 <100 Auséncia 7,58 x 10° 6,75x 10° 4,89
8 S.26 150 43 2,67 x 10? Auséncia 1,43 x 10° 5,99x 10> 5,86
9 S.33 > 2400 39 34x10° Auséncia >3 x10* 433x10° 495
10 S.37 240 93 @ 7,2 x 10? Auséncia 7,23 x 10° 5,53x10* 513
11 S.42 150 15 6,33 x 10? Auséncia 1,46 x 10° 433x 10> 5,57
12 S.46 > 2400 1100 ® 6,7 x 10? Auséncia >3x 10* 1,26 x 10* 4,78
13 S.4 <3 <3 <100 Auséncia <100 2,31 x 10> 4,04
14 S.12 23 <3 3,33 x 10? Auséncia 3,93 x10° 1,86 x 10° 5,40
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Coliformes Coliformes Staphylococcus Salmonella spp. Micro- Bolores e
N°da  Identificacdo organismos
amostra da amostra totais termotolerantes Spp- (Presenca/auséncia psicrotroficos leveduras pH
(NMP/ml) (NMP/ml) (UFC/ml) em 25g/sorvete) (UFC/ml)
(UFC/ml)
15 S.17 23 <3 1x 10? Auséncia 3,3x 10! 1,06 x 10° 4,65
16 S.24 240 <3 <100 Auséncia 3,66 x 10? 1,09x 10° 4,13
17 S.28 <3 <3 <100 Auséncia >3x10* 2,66 x 10> 3,45
18 S.31 1100 15 2,06 x 10° Auséncia 8,6 x 10* 5,86 x 10° 4,68
19 S.35 240 21 <100 Auséncia 3,17 x 10° 4,09x 10> 4,87
20 S.40 150 7 3,3x 10! Auséncia 8,26 x 10° 3,36 x 10° 6,03
21 S.44 150 21 6,7 x 10! Auséncia 2,3x 10° 1,23 x 10 4,67
22 S.48 240 <3 5,53 x 10* Auséncia 8,86 x 10* 5,03x10* 5,56
23 S.51 > 2400 <3 3,9 x 104 Auséncia 6,84 x 10° 49x10* 6,29
24 S.8 9 <3 3,3x 10! Auséncia 1,16 x 10° 1,99 x 10* 4,21
25 S.32 460 460 ® 5,3x 10? Auséncia 8,16 x 10* 2,29x10° 4,99
26 S.36 15 4 <100 Auséncia >3x10* 2,19x10° 4,48
27 S.41 460 4 7,67 x 10? Auséncia 2,63 x10° 499 x 10° 5,49
28 S.45 460 15 6,7 x 10! Auséncia 7,7 x 10* 1,29x 10° 4,45
29 S.2 210 75® 1 x 102 Auséncia 2,66 x 10? 2,31 x 10> 5,71
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Coliformes Coliformes Staphylococcus Salmonella spp. Micro- Bolores e
N°da  Identificacdo organismos
amostra da amostra totais termotolerantes Spp- (Presenca/auséncia psicrotroficos leveduras pH
(NMP/ml) (NMP/ml) (UFC/ml) em 25g/sorvete) (UFC/ml)
(UFC/ml)
30 S.7 <3 <3 6,7 x 10! Auséncia 5,03 x 10° 426x10° 4,34
31 S.13 <3 <3 <100 Auséncia <100 1,L13x10° 4,60
32 S.16 <3 <3 4,33 x 10? Auséncia <100 1,69x 10° 4,88
33 S.20 <3 <3 <100 Auséncia 6,96 x 10? 1,28 x 10* 4,50
34 S.23 1100 4 <100 Auséncia 5,73 x 10* 1,36 x 10° 4,30
35 S.27 240 <3 2,67 x 10? Auséncia 1,37 x 10* 3,66 x 10> 5,29
36 S.38 23 4 1,5x 10? Auséncia 2,33x10° 1,L19x 10° 4,08
37 S.47 > 2400 9 9,06 x 10* Auséncia 2,54 x 10° 4,69x 10* 4,43
38 S.1 <3 <3 6,7 x 10! Auséncia 1,66 x 10? 1,33 x10° 4,43
39 S.6 <3 <3 6,7 x 10! Auséncia <100 7,3x 10> 3,56
40 S.9 <3 <3 <100 Auséncia 2,33 x 107 1,26 x 10> 3,86
41 S.11 <3 <3 2,76 x 10* Auséncia <100 1,66 x 10> 4,35
42 S.18 <3 <3 1x10% Auséncia <100 1,66 x 10> 3,98
43 S.21 <3 <3 3,3x 10! Auséncia 6,00 x 10* 1,04 x 10* 3,32
44 S.25 93 15 <100 Auséncia 2,70 x 103 5,39 x 10* 3,76
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Micro-
Coliformes Coliformes Staphylococcus Salmonella spp. Bolores e
N°da  Identificacdo organismos
totais termotolerantes Spp- (Presenca/auséncia leveduras pH
amostra  da amostra psicrotroficos
(NMP/ml) (NMP/ml) (UFC/ml) em 25g/sorvete) (UFC/ml)
(UFC/ml)

45 S.29 460 4 <100 Auséncia <100 <100 4,09
46 S.30 <3 <3 6x10? Auséncia >3x 10* 433x 10> 422
47 S.34 <3 <3 4,33 x 10? Auséncia >3x10* 8,76 x 10> 4,27
48 S.39 43 <3 2x10? Auséncia 4x10? 1,53 x 10* 4,12
49 S.43 > 2400 1100 ® <100 Auséncia 5,43 x 10° 3,33 x 10* 4,26
50 S.49 <3 <3 <100 Auséncia 2,47 x 10° 3,86 x 10* 3,11
51 S.50 240 <3 <100 Auséncia 3,63 x10° 2,32x10* 4,28

(a) contagem acima do permitido pela RDC n°12/2001.

* Observaciio: Amostras de nimero 1 a 12: sorvetes de abacaxi, de 13 a 23: sorvetes de acai, de 24 a 38: sorvetes de goiaba, de 29 a 37: sorvetes de manga e de 38 a 51: sorvetes de maracuja
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5.3 Isolamento, quantificacio e identificacao de Staphylococcus spp.

Do total de 51 amostras analisadas foram obtidos 187 isolados em agar Baird-
Parker que apresentavam coldnias tipicas e atipicas. Todos os isolados foram submetidos
ao teste morfo-tintorial de Gram e catalase, sendo que 103 isolados, 55,08%, foram
caracterizados como cocos Gram-positivos e catalase positivos. Todos esses isolados
também foram submetidos as provas de producdo de coagulase, termonuclease e
sensiblidade a furazolidona. Dois isolados da amostra S.31 de sorvete de agai foram
positivos para a producdo de coagulase e quatro isolados positivos para termonuclease.
Dos 103 isolados testados, 72 foram sensiveis a furazolidona pela metodologia de disco-
difusdo, os quais evidenciam que esses isolados sejam possivelmente Staphylococcus spp.
Embora de acordo com Winn Jr. e colaboradores (2008), cerca de 10% das linhagens de
Staphylococcus spp. apresentem resisténcia a furazolidona, no presente trabalho o valor
encontrado foi de 30,1% dos isolados testados.

A contagem total de Staphylococcus spp. em sorvetes pode auxiliar na avaliagao
das condi¢des higiénicas de comercializagdo a qual esses alimentos estdo submetidos.
Sendo assim, a contagem de Staphylococcus spp. foi de 3,3 x 10" a 9,06 x 10* UFC/ml
dentre as 35 amostras (68,63%) que apresentaram resultados positivos (tabela 4).
Dezesseis amostras foram consideradas negativas em relacao a presenca de estafilococos,
uma vez que nao puderam ser contabilizadas nas dilui¢des empregadas e assim obtiveram
contagens com valores < 100 UFC/ml. As amostras que apresentaram as maiores
contagens sdo da ordem de 10* UFC/ml: dessas, trés amostras sdo a base de d4gua e apenas
uma de leite. Para a amostra Staphylococcus coagulase e termonuclease positiva (amostra
S.31), a contagem foi de 2,06 x 10° UFC/ml, sendo este um sorvete de acai com base de
agua. Embora a identifica¢do de estafilococos coagulase positivo nesse tipo de sorvetes
ndo seja exigido pela legislagdo, apenas essa amostra apresentou tal micro-organismo e
em contagem acima da permitida para sorvetes a base de leite, que ¢ de 5 x 10> UFC/ml
(tabela 2).

Historicamente, a preocupacao com linhagens enterotoxigénicas de estafilococos
em alimentos ¢ principalmente com aquelas caracterizadas como coagulase positivas,
uma vez que a grande maioria dos surtos descritos esta relacionada com esse grupo
(DINGES et al., 2000; NORMANNO et al., 2005; IRLINGER, 2008; OSTYN et al.,
2010). Entretanto, Veras e colaboradores (2008), ao estudarem 30 isolados

representativos de surtos de intoxicacdes estafilococicas em Minas Gerais verificaram
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que sete dos 15 isolados previamente caracterizados como coagulase negativos foram
reclassificados para coagulase positivos, ja que apresentaram amplificagao do gene coa,
o qual codifica para a produgdo da enzima coagulase. Porém, o que chamou a atengao
desses pesquisadores foi o fato de que cinco dos oito isolados coagulase
negativos apresentavam genes de enterotoxinas, ressaltando a possibilidade de também
ocorrerem surtos de intoxicagdo por linhagens de Staphylococcus coagulase negativas
(IRLINGER, 2008; VERAS et al., 2008; ZELL et al., 2008). Embora no presente trabalho
apenas uma amostra tenha sido capaz de converter o fibrinogénio do plasma de coelho
em fibrina, ndo ¢ descartado a possibilidade de haver outras amostras que, embora nio
tenham expressado genes da coagulase, possuam esses genes € sejam capazes de
expressar algum tipo de enterotoxina.

Todos os 103 isolados cocos Gram-positivos e catalase positivos foram
confirmados como pertencentes ao género Staphylococcus. Estes isolados ao serem
submetidos a reacdo em cadeia da polimerase utilizando os iniciadores 16S1 e 16S2,
geraram amplicons com peso molecular de 252 pb, iguais aquele obtido a partir da

linhagem controle (Figura 3).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 12 13

1000 pb

500 pb
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Figura 3 — Perfil de eletroforese com bandas de 252 pb para confirmagdo de
Staphylococcus spp. Canaleta 1: 100 pb DNA padrio de peso molecular; 2:
Staphylococcus aureus ATCC 29213 (controle positivo); 3: isolado SE1.2; 4: isolado
SE2.1; 5: 1solado SE3.2; 6: isolado SE8.4; 7: isolado SE16.2; 8: isolado SE18.1; 9: isolado
SE26.1; 10: isolado SE31.1; 11: isolado SE31.2; 12: isolado SE48.2; 13: controle

negativo.
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El-Sharef e colaboradores (2006) encontraram S. aureus, confirmados por teste de
aglutinacdo em latex, em 37% e 39% das amostras analisadas de sorvetes comercializados
em embalagens abertas e em embalagens fechadas, respectivamente. Os autores discutem
que esses resultados foram considerados altos quando comparados com trabalhos
realizados em outros paises, visto que Wilson e colaboradores (1997) ndo encontraram S.
aureus em nenhuma das 91 amostras de sorvete analisadas na Inglaterra. Warke e
colaboradores (2000) também compararam sorvetes comercializados vendidos na India
em embalagens fechadas e abertas e, em todas as amostras analisadas, houve contagens
de S. aureus variando de 4,5 x 10 a 3,5 x 103> UFC/ml. Considerando os resultados dos
testes bioquimicos-fisiologicos de catalase, coagulase, termonuclease e resisténcia a
furazolidona das amostras Staphylococcus spp. positivas encontradas no presente
trabalho, provavelmente apenas a amostra S.31 seja S. aureus, com contagem de 2,06 x
10°* UFC/ml.

Farias e colaboradores (2006) verificaram alta contagem de Staphylococcus
coagulase positivos em 50% das amostras de sorvetes analisadas, os quais variaram da
ordem de 10° a 10° UFC/ml. Os autores sugeriram precariedades nas praticas higiénico-
sanitarias dos manipuladores e higienizacao deficiente dos utensilios. Inadequadas
operacdes de pasteurizagdo e maturacdo, somadas ao uso de matérias-primas de origem
duvidosa, uma vez que todos os sorvetes analisados continham leite como ingrediente
basico, sdo também outras hipoteses levantadas para corroborar com os resultados
encontrados. Apesar da maioria contagens de Staphylococcus spp. nos sorvetes analisados
no presente trabalho terem sido relativamente baixas, irregularidades sanitarias como
descritas por Farias e colaboradores (2006) podem também ser a causa da presenga desses
micro-organismos nos sorvetes.

Apesar da maior parte dos isolados de Staphylococcus spp. do presente trabalho
ndo terem sido coagulase positivos, ndo ¢ excluida a possibilidade de os mesmos
apresentarem genes para a coagulase, embora ndo tenham expressado no momento. O
risco de surtos de intoxicagdes ou infec¢des causadas por estafilococos coagulase
negativas associados ao consumo de produtos lacteos também nao devem ser anulados,
uma vez que essas espécies de estafilococos isolados de leite ou produtos lacteos ja foram
envolvidas em casos de intoxicagdo por alimentos, sendo considerados, portanto,
patdgenos oportunistas em populagdes saudaveis (IRLINGER, 2008).

A falta de cuidados relativos a higiene tanto dos vendedores quanto dos proprios

consumidores, 0s quais sdo muitas vezes os principais manipuladores desses alimentos
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em sorveterias do tipo ‘“‘self-service”, pode ser atribuida pelas altas contagens de
Staphylococcus spp. nos sorvetes analisados no presente trabalho. Uma vez que estdao
associados a intensa manipulacao desses alimentos, esses manipuladores, que podem nao
apresentar as melhores condi¢des higiénicas no momento de servir o sorvete, além do uso
de utensilios ndo frequentemente limpos, podem ser as provaveis fontes de contaminacao.

Um fator importante quanto a postura dos vendedores-manipuladores dos sorvetes
foi observado pelo questionario preenchido durante a realizacao das coletas no presente
trabalho. Grande parte dos comerciantes manipulava dinheiro antes de servir o sorvete,
sem que houvesse higienizagdo prévia das maos. Além disso, alguns utilizavam adornos
nas maos e orelhas, muitos ndo utilizavam touca protetora e ndo apresentava unhas
limpas, evidenciando, assim defici€éncias quanto o asseio pessoal. Possivelmente, essas
acOes apresentam certa influéncia nos resultados microbiolégicos encontrados,
principalmente naqueles mais associados a manipulagdo de alimentos, como o caso de
Staphylococcus spp. em sorvetes.

Embora a temperatura 6tima necessaria para a producdo de enterotoxinas seja
entre 15 a 38°C, diferente da temperatura normal a qual os sorvetes s3o submetidos,
contaminagdes antes do armazenamento ndo impedem a possibilidade de surtos ou
intoxicacdes vinculados a alimentos congelados. Em um estudo desenvolvido na Italia
com a analise de diversos alimentos, dentre os quais estavam 350 amostras de sorvete,
em 23 amostras foram encontradas linhagens coagulase positivas, o que representou 6,6%
do total analisado (NORMANNO et al., 2005). Dentre essas amostras, quatro linhagens
de Staphylococcus aureus enterotoxigénicas foram confirmadas, de forma que 50% de
todas as enterotoxinas identificadas correspondiam a SEA e a SEB. Apesar do presente
trabalho ndo ter buscado identificar enterotoxinas nas amostras analisadas, o trabalho dos
autores citados anteriormente reforga a possibilidade de intoxicagdes oriundas de
alimentos congelados, tais como os sorvetes.

Torna-se necessaria a orientagdo dos vendedores-manipuladores de sorvetes para
que esses fagam a implementagao de boas praticas de higiene na comercializacao deste
alimento. Além disso, sugere-se que cartazes educativos, bem como melhoria nas
condi¢des de venda de sorvetes possam minimizar os riscos de contaminagdo desses

alimentos via manipulador, seja ele o vendedor ou o consumidor.

5.5 Pesquisa de Salmonella spp.
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Nao foi detectada a presenca de Salmonella spp. em nenhuma das amostras de
sorvetes de frutas tropicais pesquisadas. As colonias com morfologia tipica isoladas em
agar SS e agar HE foram submetidas as provas bioquimicas padroes de forma que os
isolados ndo foram confirmados como Sal/monella spp. Dessa forma, as amostras se
encontram em concordancia com a legislagdo brasileira a qual exige auséncia desse
género bacteriano em 25 gramas de sorvete analisado (BRASIL, 2001).

Também nao foram encontradas bactérias do género Salmonella em trabalhos
similares a esse, mas realizados em outras localidades brasileiras, como em Araraquara,
Sdo Paulo (FALCAO et al., 1983), Ponta Grossa, Parana (DIOGO et al., 2002), regido
metropolitana de Curitiba, Parand (MILIKITA, 2002), na “Baixada Fluminense”, Rio de
Janeiro (FARIAS et al., 2006) e em Sao Luis, Maranhdo (FROTA & NASCIMENTO,
2008). Resultados de auséncia de Salmonella spp. em sorvetes comercializados em outros
paises, como na India (WARKE et al., 2000) também foram similares aos encontrados
nesse trabalho.

Embora no presente trabalho ndo tenha sido encontrado amostras contaminadas
com Salmonella spp., Queiroz e colaboradores (2009) na cidade de Fortaleza, Ceara,
pesquisaram quatro marcas de sorvete de tapioca e encontraram Salmonella spp. em 75%
das amostras analisadas. Okura e colaboradores (2007) encontraram Salmonella spp. em
uma amostra das sete de sorvetes artesanais analisadas de Uberaba, Minas Gerais; El-
Sharef e colaboradores (2006) encontraram 5% das 160 amostras de sorvetes vendidos
em Tripoli, Libia, essa mesma bactéria. Na Turquia, um estudo verificou vérias etapas da
producdo de sorvete e encontrou Sa/monella no produto em duas das quatro empresas
produtoras de sorvete pesquisadas (KANBAKAN et al., 2004).

A auséncia de Salmonella spp. nos sorvetes ¢ desejada, uma vez que segundo a
legislacdo brasileira, a pasteurizacdo de sorvetes que tenham em sua matéria prima
produtos lacteos e ovos € obrigatoria (BRASIL, 2003). O pH e o tratamento térmico sdo
fatores importantes que podem influenciar no crescimento e sobrevivéncia de patdgenos
em alimentos. Sendo assim, com a pasteurizacdo as chances de contaminag¢do por
Salmonella diminuem consideravelmente. Entretanto, podem ocorrer surtos, devido a
possibilidade de contaminagdo apds a pasteurizagdo pela adi¢do de outras matérias primas
previamente contaminadas e que ndo sofreram qualquer tipo de processamento térmico
anterior a adi¢do no produto alimenticio, como ocorreu num grande surto de salmonelose

em 1994 nos Estados Unidos (HENNESSY et al., 1996).
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Utensilios e manipuladores com habitos higi€nico-sanitarios inadequados podem
também vir a ser umas das possiveis causas de contaminacdo ou, até mesmo,
recontamina¢do dos sorvetes (REIJ & AANTREKKER, 2004; WHO, 2008). Medidas
higiénico-sanitarias como boas praticas de fabricagdo, tratamento térmico (pasteurizagao)
correto, além de cumprimento das normas da legislagdo brasileira de alimentos sdo
importantes formas de evitar a contaminacao de alimentos por Sa/monella spp. (TIETJEN

& FUNG, 1995; BRASIL, 2005).

5.6 Enumeracio de micro-organismos psicrotroficos

No presente trabalho 44 amostras (86,3%) foram positivas para micro-organismos
psicrotroficos por apresentarem contagens significativas desses micro-organismos
quando incubados a 7°C, apresentando valores que variaram entre 3,3 x 10 a 7,58 x 10°
UFC/ml. Cerca de 47,4% das amostras que apresentaram micro-organismos
psicrotroficos possuiam contagens acima de 10* UFC/ml. Nesse grupo de micro-
organismos psicrotroficos encontram-se tanto leveduras quanto bactérias. As leveduras
tém uma vantagem competitiva em alimentos armazenados em baixas temperaturas em
comparagdo as bactérias psicrotroficas contaminantes, uma vez que esses fungos
apresentam crescimento relativamente lento (VILJOEN et al., 2003).

A partir dos limites padrdes aceitaveis de contagem de bactérias totais em sorvetes
na Libia, que é < 3 x 10* UFC/ml, 79% das amostras analisadas por El-Sharef e
colaboradores (2006) estavam em desacordo com os padrdes de qualidade exigidos. No
Brasil ndo ha a exigéncia e nem o limite aceitdvel desse parametro pela RDC
n°12/ANVISA (2001), tanto para micro-organismos psicrotroficos quanto para
mesofilicos. A avaliagdo do grau de deterioracdo de alimentos que sdo refrigerados ou
daqueles que sdo submetidos a tratamento térmico pode ficar comprometida na auséncia
de exigéncia legal desse parametro (FRANCO & LANDGRAF, 2003). Sendo assim, os
resultados encontrados no presente trabalho sdo importantes, uma vez que todos os
produtos lacteos, incluindo-se os sorvetes, podem ter sua qualidade microbioldgica
diminuida em virtude da presenga de micro-organismos potencialmente deterioradores,
apesar de serem alimentos refrigerados. No caso dos sorvetes essa refrigeragdo tem trés
aspectos: garantir a manutencao da consisténcia do produto, retardar a deterioragcdo
microbiologica, além de estender a vida util desse alimento. Embora Downes & Ito (2001)

considerem o grupo de psicrotroficos como sendo preferencialmente mesofilos, a
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diferenca de temperatura de isolamento pode justificar a diferenca das contagens
encontradas nesse trabalho com a de outros trabalhos que incubaram as amostras de
sorvetes a 35°C.

Farias e colaboradores (2006) quantificaram bactérias mesofilas totais a 35 °C em
60 amostras de sorvete e verificaram altas contagens variando de 2,0 x 10% a 6,9 x 10°
UFC/ml. Os autores sugerem que esses resultados indicam a ocorréncia de pelo menos
um dos seguintes fatores: matérias-primas contaminadas, processamento térmico
insatisfatorio e falta de higiene em relagdo aos aparelhos e manuseio. Uma vez que a
maioria das bactérias patogénicas ¢ mesofila, contagens elevadas desses micro-
organismos podem indicar condi¢cdes adequadas para a multiplicagdo de tais agentes
(DOWNES & ITO, 2001; FRANCO & LANDGRAF, 2003; FARIAS et al., 20006).
Sugere-se que essas mesmas falhas poderiam estar presentes também nas sorveterias de
onde as amostras de sorvetes de frutas tropicais deste trabalho foram coletadas, uma vez
que contagens chegando a 10° UFC/ml foram também observadas, apesar da temperatura
de incubagao no presente trabalho ter sido mais baixa.

Warke e colaboradores (2000) também obtiveram altas contagens de micro-
organismos mesofilos em sorvetes. Tanto para sorvetes comercializados em embalagens
abertas ou fechadas a contagem variou de 10* a 10° UFC/ml. Os autores destacam que
aqueles sorvetes comercializados em embalagens abertas obtiveram maiores contagens
desses micro-organismos. Todos os sorvetes comercializados no presente trabalho eram
servidos na hora da compra, em embalagens abertas, o que pode proporcionar, também,
maiores chances de contaminacao.

Embora os trabalhos citados anteriores tenham encontrado valores altos para
contagem total de bactérias, El-Sharef e colaboradores (2006) obtiveram contagens
maiores ainda em relago a esse pardmetro, variando entre 3 x 10 a 3,5 x 103 UFC/ml para
amostras de sorvetes comercializadas em Tripoli, Libia. Os mesmos autores também
afirmam que os maiores valores de contagem total de micro-organismos foram daquelas
amostras coletadas em periodos mais quentes do ano. Embora o presente trabalho nao
tenha realizado coletas levando em consideragdo as estagdes do ano, o periodo das coletas
se deu, principalmente, nos meses mais quentes da regido, de forma que é esperado
contagens desses micro-organismos nesses periodos do que em épocas com temperaturas

menores.
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5.7 Isolamento e quantificacio de bolores e leveduras

Cinquenta amostras de sorvetes de frutas tropicais tiveram contagens de bolores e
leveduras variando entre 3,3 x 10" a 5,53 x 10* UFC/ml (tabela 1). Em 11 amostras
(21,57%), essas contagens foram elevadas, alcangando valores da ordem de 10* UFC/ml.
Embora no presente trabalho tenham sido realizadas as contagens desses micro-
organismos em sorvetes de frutas tropicais, a legislagdo brasileira ndo estabelece limites
para a presenga de bolores e leveduras nesse alimento. Dessa forma, ndo hé parametros
legais que caracterizem conformidade ou ndo dos alimentos nos quais ¢ detectada a
presenca, ainda que em grande contagem, de bolores e leveduras.

Contagens elevadas de leveduras, considerando os sorvetes como produtos
lacteos, podem ser atribuidas a sua capacidade de crescer a baixas temperaturas,
assimilarem ou fermentarem lactose, assimilarem acidos organicos como succinico, acido
lactico e acido citrico, atividades lipoliticas e proteoliticas, resisténcia a baixa atividade
de agua, além de resisténcia a compostos de limpeza e sanitizantes (VILJOEN, 2001;
PITT & HOCKING, 2009). Todas essas propriedades provavelmente possibilitam as
leveduras sobreviverem nesses tipos de alimentos. Muitas vezes a contaminagdo tem
como origem as proprias frutas que podem ter sido mal higienizadas anteriormente a
adicao ao alimento (PITT & HOCKING, 2009).

O pH da maioria das amostras dos sorvetes desse estudo era acido (tabela 1), com
valores de pH variando de 3.11 a 6.29. Isso pode justificar a presenga de bolores e
leveduras, uma vez que esses podem ser acidofilos ou dcido-tolerantes, ja que podem usar
frutas como substrato e causarem deterioracao, produzindo alteragdes organolépticas,
além de odores (TOURNAS et al., 2006). Apesar da obrigatoriedade de pasteurizagao
para sorvetes de origem lactea e esses fungos serem conhecidos como sensiveis a
tratamento térmico, sugere-se que esses micro-organismos possam ter contaminado a pré-
mistura do sorvete por meio de ingredientes frescos ndo pasteurizados como frutas,
utensilios ou o ambiente durante a producdo, posteriormente ao tratamento térmico
(KANBAKAN et al.,, 2004). A ocorréncia de leveduras em produtos lacteos ¢
significativa, pois pode causar deterioracdo, alteracdes bioquimicas e afetar adversamente
a saude dos consumidores (FLEET, 2007). No entanto, a presenca de leveduras em
alimentos, nao necessariamente implica que essas estejam deteriorando o alimento. Para
que isso ocorra é necessario contagens a partir de 10° a 10° UFC/ml. (STRATFORD,
2000).
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Trabalhos de sorvetes com frutas tropicais e com base de 4gua sdo escassos ou
ausentes na literatura, pois principalmente em outros paises os sorvetes sao tipicamente
produtos lacteos. Das quinze amostras de sorvete de base lactea analisadas por Fleet &
Mian (1987), 20% delas apresentavam contagens entre 10° e 10* UFC/ml, ja essas
mesmas contagens chegaram a 80% das amostras no presente trabalho. Yadav e
colaboradores (2011) relataram valores bem mais elevados de bolores e leveduras,
chegando a 2,56 x 10° UFC/ml como valor médio dessa contagem nas 10 amostras de
sorvetes comercializados por vendedores de rua na india. Warke e colaboradores (2000)
obtiveram valores de bolores e leveduras entre 9 x 10' a 7 x 10° UFC/ml e verificaram
que as contagens mais elevadas eram, principalmente, de amostras de sorvetes vendidos
em embalagens abertas, quando comparadas com os comercializados em embalagens
fechadas. As amostras de sorvetes do presente trabalho, também, eram vendidas em
embalagens abertas e muitas vezes por meio de servico do tipo “self-service”. Esse tipo
de servico permite mais facilmente a contaminacdo dos alimentos por micro-organismos
presentes no ar ou em contato com manipuladores. Os resultados apontam para a
necessidade de implementagdo de medidas de boas praticas de fabricagdo, bem como
armazenamento adequado e melhorias na distribuicdo desses sorvetes, de forma que
possam garantir a seguranca microbioldgica desse alimento até a venda ao consumidor.

Kanbakan e colaboradores (2004) perceberam sensiveis aumentos no nimero de
bolores e leveduras quando analisaram o processo produtivo de diferentes fabricas de
sorvetes na India. Os autores concluiram que esses micro-organismos poderiam
contaminar o sorvete por meio das colheres para servir, dos produtos adicionados a ele
(como avela picado, pistache e nozes), além do entorno do local onde os sorvetes ficam
expostos a venda. Durante as coletas do presente trabalho foi possivel observar que os
baldes com agua onde as colheres de servir o sorvete ficavam muitas vezes estavam
descobertos e com grande quantidade de matéria organica, de forma que atraiam insetos,
como abelhas. Uma vez que os contetidos desses baldes contém substrato para o
crescimento de micro-organismos, sugere-se, entdo, que boas praticas de fabricagao
associadas a praticas sanitarias de limpeza adequadas e frequentes apos a produgdo dos
sorvetes, poderiam ser maneiras de assegurar um menor risco de contaminacdo por

agentes patogénicos nesses alimentos.

5.8 Identificacao das leveduras
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Foram obtidos 299 isolados de leveduras das 50 amostras de sorvetes positivas
para estes micro-organismos. Previamente, foi realizada a identificacdo bioquimica-
fisiologica dos isolados obtidos e aqueles com perfis fisiologicos iguais foram agrupados
molecularmente por PCR fingerprinting. Um isolado representativo de cada perfil
molecular foi submetido a sequenciamento da regido D1/D2 da subunidade maior do gene
do rRNA. Ja foram identificados 238 isolados que compreendem 27 espécies dentro de
13 géneros diferentes de leveduras e as frequéncias de ocorréncia de isolamento estdo
descritas na tabela 5. Abacaxi foi o sabor que gerou o maior numero de isolados de
leveduras, 74 ao total, dos quais 68 ja foram identificados em nivel de espécie. Os sorvetes
dos sabores acgai, goiaba, manga e maracuja tiveram, respectivamente, 66, 41, 47 ¢ 71
1solados. Cerca de 61 isolados estdo em fase de identificagao.

As espécies com maiores numeros de isolados foram Candida intermedia/ C.
pseudointermedia (58 isolados), Torulaspora delbrueckii (48 isolados) e Clavispora
lusitaniae (22 isolados). Juntas, essas espécies correspondem a 53,78% de todos os
isolados ja identificados. As linhagens de C. intermedia / C. pseudointermedia receberam
essa nomenclatura, uma vez que o resultado do sequenciamento da regido D1/D2 nao
separa bem algumas espécies sendo necessaria, posteriormente a realizacdo de
sequenciamento utilizando outras regides génicas dessas leveduras. Ja as espécies
denominadas como Candida sp.1 e Candida sp.2 receberam essa denominagao por,
provavelmente, se tratar de espécies novas. Entretanto, andlises moleculares e
filogenéticas sdo necessarias para a comprovacao desse fato.

Muitas das linhagens identificadas nesse trabalho ja foram consideradas pela
literatura como espécies deterioradoras de alimentos e bebidas. Stratford e colaboradores
(2006) reuniram as espécies de leveduras deterioradas mais significativas em alimentos e
bebidas. Relativamente ha poucas espécies de leveduras que sdo causadoras comuns de
deterioracdo de alimentos, dentre as quais estdo Brettanomyces naardenensis, Dekkera
anomala, D. bruxellensis, Hanseniaspora uvarum, Saccharomyces bayanus, Torulaspora
microellipsoides € Zygosaccharomyces rouxii. Também se incluem dentro desse grupo as
espécies C. parapsilosis, Debaryomyces hansenii, P. kudriavzevii, P. membranifaciens,
Rhodotorula mucilaginosa, S. cerevisiae, T. delbrueckii ¢ Z. bailii, as quais foram
isoladas no presente trabalho.

Os principais alimentos em que essas leveduras podem ser encontradas sao
produtos lacteos, como iogurtes, queijos, leite cru e manteigas, além de frutas, saladas de

frutas, sucos de laranja e frutas em geral, doces e geleias (FLEET & MIAN, 1987; FLEET
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& BALIA, 2006; TOURNAS et al., 2006; KURTZMAN et al., 2011). Apenas um
trabalho foi encontrado que realizou isolamento e identificagdo de 80 linhagens de
leveduras de amostras sorvetes a base de leite das 15 amostras analisadas (FLEET &
MIAN, 1987). Embora o trabalho anterior tenha isolado cinco diferentes espécies
leveduras, apenas Candida famata (= D. hansenii) e Rhodotorula rubra (= R.
mucilaginosa) foram encontradas, também, no presente trabalho. Em queijos e alguns
produtos lacteos, D. hansenii esta associada producdo de sabores e pode ser usada,
também, no controle bioldgico de doengas fungicas de frutas (KURTZMAN et al., 2011).
J& espécies de Rhodotorula, incluindo R. mucilaginosa, sao fungos ambientais e podem
ser encontrados em solo, agua, sucos de frutas e leite (MICELI et al., 2011). Levando em
consideragdo esses dados, os sorvetes preparados com leite, frutas ou sucos de frutas sdo
substratos onde a presenca dessas leveduras pode ser esperada.

Espécies do género Candida, especialmente a C. parapsilosis, além de C. diffluens
e C. famata (D. hansenii), espécies de Rhodotorula (particularmente R. mucilaginosa),
Kluyveromyces marxianus, Yarrowia lipolytica sao as leveduras deterioradoras mais
comuns em alimentos lacteos (PITT & HOCKING, 2009). Analises moleculares
revelaram que C. parapsilosis compreendia um complexo genotipicamente heterogéneo
o qual ¢ formado atualmente por trés espécies: C. parapsilosis, C. orthopsilosis e C.
metapsilosis (TAVANTI et al., 2005). As espécies desse grupo somadas tiveram 28
isolados, alcangando contagens de 4,3 x 10° para uma amostra de sabor acai. Candida
parapsilosis esta associada a lipolise e pode causar deterioracdo em produtos lacteos e
com frutas (PITT & HOCKING, 2009).

Leveduras relatadas como capazes de crescer em baixas temperaturas sao
frequentemente dos géneros Cryptococcus € Rhodotorula, mas incluem também Y.
lipolytica, T. delbrueckii e D. hansenii (PITT & HOCKING, 2009). Debaryomyces
hansenii apresenta temperatura minima de crescimento de -12,5°C (STRATFORD, 2006)
e esteve presente em quatro amostras de sorvete, com contagens de 3,3 x 10' a 1,06 x 10?
UFC/ml, enquanto linhagens de 7. delbrueckii foi uma das linhagens com maior
isolamento no presente trabalho, com contagens de 1 x 10 a 3 x 10> UFC/ml. Espécies
de Trichosporon spp. podem ser encontrados em solo e agua e podem fazer parte da
microbiota normal da pele humana e do trato gastrointestinal (MICELI et al., 2011) e no
presente trabalho foram encontrados seis isolados desse género nos cinco diferentes

sabores de sorvete. As contagens de linhagens do género Trichosporon alcangaram
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valores entre 3,3 x 10" a 1,86 x 10° UFC/ml e esses resultados sugerem que manipuladores
possam estar envolvidos nessa contaminagao.

A presenca de leveduras do género Rhodotorula nos sorvetes estudados no
presente trabalho pode ser justificada pelo fato destas espécies serem capazes de crescer
em temperaturas menores que zero. Fleet & Mian (1987) encontraram varias amostras de
sorvete positivas para essa espécie. As contagens baixas dessa levedura provavelmente
refletem a extensdo da contaminagdo a partir de matérias-primas. No presente trabalho
foi isolado R. mucilaginosa com contagem de 1 x 10> UFC/ml em apenas uma amostra
(amostra S.30 de maracujd). De acordo com Pitt & Hocking (2009), R. mucilaginosa e S.
cerevisiae sao contaminantes comuns em alimentos, enquanto Z. bailii € uma espécie
resistente a conservantes e suporta a degradacdo acida fermentativa de alguns produtos
liquidos como sucos, molhos, cidras e vinho. Essa ultima espécie foi isolada neste
trabalho apenas em duas amostras de sorvetes, com contagens variando de 1,66 x 10% a
7,66 x 10> UFC/ml.

Uma vez que todos os sorvetes amostrados tinham frutas ou polpa de frutas
tropicais como ingredientes, pode-se sugerir que na auséncia de tratamento térmico
adequado ou falta de praticas higiénicas durante a producao dos sorvetes, pode ocorrer
aumento nas contagens de bolores e leveduras. Leveduras dos géneros Aureobasidium,
Candida, Cryptococcus, Metschnikowia, Hanseniaspora, Rhodotorula, Saccharomyces e
Zygossaccharomyces sdo encontradas prevalentemente em frutas frescas, sucos e saladas
de frutas (FLEET & BALIA, 2006). Linhagens de Aureobasidium pullulans foram
isoladas em oito amostras de sorvetes no presente trabalho, porém, a baixas contagens.

Tournas e colaboradores (2006) estudaram saladas de frutas e concluiram que a
microbiota normal das frutas antes da producdo desse produto era menor que no produto
final, indicando que as leveduras foram provavelmente adicionadas durante a preparacao
e/ou poderiam crescer nas saladas durante a comercializacdo. Sendo assim, cuidados
devem ser tomados durante a colheita, limpeza, sele¢do, embalagem, transporte,
armazenamento das frutas, para que elas nao contribuam para a elevacao das contagens
de bolores e leveduras em alimentos (STRATFORD, 2006). De certa forma, essas
medidas poderiam ser empregadas para os diversos produtos que sdo adicionados aos
sorvetes, a fim de que o produto final seja um alimento com baixas taxas de contaminacao
microbiana.

Muitas das espécies isoladas nas amostras de sorvete desse trabalho ja foram

classificadas por varios autores como espécies deterioradoras de alimentos e alguns como
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patdgenos oportunistas (LOUREIRO & QUEROL 1999; TAVANTI et al., 2005;
STRATFORD, 2006). Além disso, algumas estdo relacionadas a condigdes de higiene
deficientes durante a fabricagdo, auséncia de conservantes ou em quantidades
insuficientes, inadequadas temperaturas de pasteurizagdo e/ou uso de matérias-primas de
baixa qualidade, sugerindo assim, a necessidade de maior aten¢do por parte das empresas
produtoras de sorvetes e das sorveterias em relacdo a aplicacdo das boas praticas de
fabricagdo. Visto que a refrigeracdo € parte essencial para manter qualidade fisico-
quimica e microbioldgica dos sorvetes, a manutengdo de temperaturas controladas dos
freezers somadas as medidas anteriormente citadas prolongaria, assim, a vida util do

produto e a qualidade desse alimento.
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Total de Frequéncia de ocorréncia por amostras/sabor
Contagem
Espécie isolados Abacaxi Acai  Goiaba  Manga  Maracuja
(UFC/ml)
estudados (n=12) (n=11) (n=5) (n=9) (n=14)

Aureobasidium pullulans 8 3,3x10"- 6,6 x 10 - 2 3 1 2
Candida sp.1 1 1,66 x 10? - - - 1 3
Candida sp.2 6 1,2x10%-5,33 x 10 1 - - - 1
Candida akabanensis 1 1,33 x 102 - - - 1 -
Candida etchellsii 4 1,75 x 10° - - 1 - -
Candida intermedia / 57 33x102-1,85x 10* 7 5 ) s 6
pseudointermedia

Candida orthopsilosis 7 1,66 x 10> - 4,66 x 107 2 1 - 1 1
Candida pararugosa 9 6,6 x 10'- 1,06 x 10° 2 1 - 1 3
Candida parapsilosis 7 3,3x10'-4,3x 10° - 3 3 - 1
Candida parapsilosis-complexo @ 14 1x10%-3,33x 10 1 1 2 - 2
Candida sake 1 1,26 x 10° - - - . 1
Clavispora lusitaniae 22 1x102-4,3x10° 1 5 2 2 5
Cryptococcus flavescens 2 2,33x10*-2,73x 10° - - 1 1 -
Cryptococcus laurentii 1 3,3x 10! - - - - 1




Tabela 5 — Continuagao
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Frequéncia de ocorréncia por amostras/sabor

Total de Contagem
Espécie isolados (UFC/ml) Abacaxi Acai  Goiaba  Manga Abacaxi

estudados (n=12) (n*=11) (n*=5)  (n*=9) (n=12)
Debaryomyces hansenii 7 3,3x10'-1,06 x 10° - 2 1 1 -
Meyerozyma guilliermondii 2 1,46 x 10° 1 - - - -
Pichia kudriavzevii 11 33x10'-5x 102 3 2 - 2 3
Pichia manshurica 3 3,3x10'-9,9x 10 - - - 1 1
Pichia membranifaciens 1 3,3x 10! 1 - - - }
Pichia norvegensis 3 1,13 x 10° - - - 1 }
Rhodotorula mucilaginosa 1 1 x 10 - - - - 1
Saccharomyces cerevisiae 12 1x10*-1x10° 3 2 3 1 2
Torulaspora delbrueckii 47 1x10>-3x10° 4 8 3 4 6
Trichosporon spp. 1 3,3x 10! - - - - 1
Trichosporon faecale 1 3,3x 10 - 1 - - i
Trichosporon ovoides 4 1,33 x10>-1,86 x 103 1 1 - 1 1
Zygosaccharomyces bailii 2 1,66 x 10% - 7,66 x 102 1 - - 1 )
Wickerhamomyces anomalus 1 6,33 x 107 - - 1 - ;

Total 238

*n= numero de amostras de cada sabor de sorvete

(a)= Corresponde a alguma das trés espécies do complexo C. parapsilosis (C. parapsilosis, C. orthopsilosis ou C. metapsilosis)
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5.9 Teste de sensibilidade das leveduras predominantes com crescimento a 37°C a

antifungicos

Um isolado de cada espécie de levedura prevalente de cada amostra de sorvete
que apresentou crescimento a 37 °C foi testado quanto a concentragdo inibitéria minima
(CIM) frente aos antifungicos fluconazol, itraconazol e anfotericina B. As amostras
testadas, bem como os resultados de CIM, sao mostrados na tabela 6. Ao total, cinquenta
isolados, correspondendo a 18 diferentes espécies de leveduras foram testados, sendo
Torulaspora delbrueckii e Candida intermedia/ C. pseudointermedia, as mais comuns.

Apesar dos valores de referéncia de testes de sensibilidade do CLSI (2002)
estarem estabelecidos somente para leveduras do género Candida e para a espécie
Cryptococcus neoformans, no presente trabalho foram testadas também outras leveduras
ndo pertencentes a esses grupos. Para fluconazol e itraconazol, os valores do ponto de
corte estdo bem definidos para determinar resisténcia, os quais sao de >64 ug/ml e >1
ug/ml, respectivamente. Entretanto, podem existir linhagens dose-dependente, que pode
ser definida como dose elevada de antifingico que pode gerar resposta em paciente, e
esses valores sdo de 16-32 pg/ml para fluconazol e de 0.25-0.5 pg/ml para itraconazol
(tabela 3). J& para anfotericina B, segundo o CLSI (2002), quando se obtém um valor de
CIM >1 pg/ml para Candida spp., € provavel que este isolado seja resistente a esta droga.
A partir dos parametros citados anteriormente, trés linhagens foram resistentes para
fluconazol, duas linhagens para itraconazol e trés linhagens para anfotericina B.

Das espécies resistentes a fluconazol do presente trabalho encontram-se
Torulaspora delbrueckii, Wickerhamomyces anomalus e Pichia kudriavzevii. A espécie
P. kudriavzevii (teleomorfo de Candida krusei) ¢ conhecida por apresentar resisténcia
intrinseca a antifungicos azélicos (MARTINEZ, 2006; CUENCA-ESTRELLA, 2010;
LASS-FLORL et al., 2010, MICELI et al., 2011), justificando, assim, o resultado
encontrado. As espécies que apresentaram valores de sensibilidade dose-dependente para
o fluconazol foram P. kudriavzevii e P. norvegensis (teleomorfo de C. norvegensis).
Miceli e colaboradores (2011) relatam a existéncia de trabalhos que mostraram a
crescente resisténcia de algumas espécies de Candida, como C. pelliculosa (anamorfo de
W. anomalus) frente a azolicos, enquanto Cuenco-Estrella (2010) relatou que leveduras
resistentes a fluconazol t€ém desenvolvido resisténcia cruzada ao itraconazol.

Para itraconazol os isolados resistentes foram uma linhagem de Saccharomyces

cerevisiae ¢ uma Wickerhamomyces anomalus (mesma linhagem resistente para
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fluconazol); enquanto resultados dose-dependente foram encontrados para uma linhagem
de Meyerozyma guilliermondii, duas linhagens de P. kudriavzevii e uma linhagem ainda
ndo identificada. O itraconazol tem maior espectro de a¢do que o fluconazol, pois o
primeiro ¢ ativo contra leveduras, Aspergillus e a outros fungos miceliais (CUENCO-
ESTRELLA, 2010). Infeccdes causadas por S. cerevisiae estdo sendo verificadas por
causa de sua ampla utilizagdo na industria de alimentos e infecgdes com esta levedura tém
sido relatadas também em imunocompetentes (FLEET, 2007). No trabalho de Enache-
Angoulvant e Hennequin (2005) foram encontradas 92 linhagens do género
Saccharomyces causando infec¢des invasivas em pacientes com fatores predisponentes e,
em geral, os isolados clinicos de S. cerevisiae apresentaram baixa suscetibilidade a
anfotericina B e a derivados azoélicos. Apesar de ndo ter pontos de cortes para S. cerevisiae
foi definido a CIM90 para fluconazol e itraconazol e essas foram consideradas como
estando dentro da faixa dose-dependente do intervalo de susceptibilidade definido para
C. albicans. Muitas dessas linhagens de Saccharomyces apresentam caracteristicas
probidticas e os autores sugerem que cuidados especiais devem ser tomados quanto a
utilizagdo de S. boullardii, uma vez que essa linhagem ¢ muito utilizada para fins
probidticos (ENACHE-ANGOULVANT & HENNEQUIN, 2005). Dessa forma, a
evidéncia de uma linhagem de S. cerevisiae no presente trabalho resistente a itraconazol
deve ser levada em consideragao

No teste utilizando anfotericina B, os isolados com valores de CIM >1pg/ml foram
Candida pararugosa e duas linhagens de P. kudriavzevii. Resisténcia a anfotericina B
ndo ¢ muito comum em espécies de Candida ndo-albicans. Esse problema em alguns
paises tem sido cada vez mais relatado especialmente em isolados de C. glabrata, C.
tropicalis e em C. parapsilosis, respectivamente, com a freqiiéncia para estas espécies de
44%, 6% e 5% dos numeros de isolados resistentes (MICELI et al., 2011). No Brasil,
entretanto, os mesmos autores anteriores relatam que a C. tropicalis e C. parapsilosis sao,
respectivamente, as principais espécies ndo-albicans recuperadas de isolados clinicos.

Nos ultimos anos tem aumentado o nimero de pessoas em tratamento com drogas
imunossupressoras, antibidticos de largo espectro, radio quimioterapia, cancer, AIDS e
pacientes hospitalizados e isso implica, muitas vezes, em um aumento de populagdes
imunocomprometidas (FLEET & BALIA, 2006; CUENCO-ESTRELLA, 2010, MICELI
et al., 2011). E perceptivel que quanto maior for a frequéncia de tais individuos numa
populagdo, consequentemente gera um aumento de relatérios de infecgdes fungicas.

Muitas das espécies de leveduras encontradas no presente trabalho tém sido associadas
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como patogenos oportunistas como, por exemplo, C. parapsilosis, C. orthopsilosis,
Clavispora lusitaniae e Pichia kudriavzevii LOUREIRO & QUEROL, 1999; TAVANTI
et al., 2005; FLEET, 2007; MICELI et al., 2011). Ainda que poucas tenham sido
resistentes aos antifungicos testados, mais pesquisas sdo necessarias para estabelecer
ligagdes entre o papel dos alimentos na contribui¢do de infec¢des flngicas. Além disso,
as circunstancias em que uma levedura nao patogénica, como por exemplo, a S. cerevisiae

torna-se patogénica, também exige maiores investigagdes (FLEET, 2007).
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Tabela 6 - Concentragdo inibitoria minima (CIM) de antifingicos para as leveduras predominantes isoladas das amostras de sorvetes de frutas

tropicais com crescimento a 37 °C.

Amostra/ Contagem da espécie Espécie Fluconazol Itraconazol Anfotericina B
isolado na amostra (UFC/ml) (pg/ml) (ng/ml) (ng/ml)
SL 1.2 3,3x 10! NI 1 0.031 0.031
SL 2.1 3,3x 10 NI 2 0.125 1
SL 3.2 2,31 x 10? Candida parapsilosis-complexo 2 0.125 1
SL 4.1  Jfudy356565ry1,33 x 102 Candida parapsilosis 0.25 0.062 1
SL 5.1 1,47 x 10° Meyerozyma guilliermondii 4 0.5 0.5
SL 6.6 2x10? Candida intermedia/ C. pseudointermedia 4 0.125 0.5
SL 7.2 1x10° Torulaspora delbrueckii 4 0.031 0.031
SL 8.3 1,86 x 10* Candida etchellsii 0.5 0.031 0.031
SL 9.1 1,2x 10° Candida sp.2 0.25 0.031 0.5
SL 10.3 5,83x10° Candida sp.2 0.25 0.031 0.5
SL 11.1 1,33 x 10? Candida intermedia/ C. pseudointermedia 2 0.125 0.5
SL 12.4 1,06 x 10° Debaryomyces hansenii 1 0.031 1
SL 13.1 1,13 x 10° Pichia norvegensis 32 0.125 1
SL 14.4 1,96 x 10° Candida intermedia/ C. pseudointermedia 0.5 0.062 0.5
SL 15.2 2,33 x 10? Torulaspora delbrueckii 4 0.125 0.25




Tabela 6 - Continuacao

Amostra/  Contagem da espécie Espécic Fluconazol Itraconazol Anfotericina B
isolado na amostra (UFC/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
SL 16.1 6,66 x 102 Torulaspora delbrueckii 64 0.031 0.25
SL 17.1 3,66 x 10? Candida pararugosa 4 0.031 2
SL 18.1 1,33 x 102 Candida pararugosa 8 0.062 1
SL 19.1 1,85 x 10 Candida intermedia / C. pseudointermedia 1 0.062 0.25
SL 20.1 8,96 x 10? Candida intermedia / C. pseudointermedia 1 0.125 0.5
SL 21.1 5,8x 10° Candida intermedia / C. pseudointermedia 1 0.062 0.5
SL 22.1 6,06 x 10° Candida intermedia / C. pseudointermedia 2 0.125 0.031
SL 23.1 5x 102 Pichia kudriavzevii 32 0.25 2
SL 24.3 2,66 x 102 Clavispora lusitaniae 1 0.125 1
SL 25.1 2,19x 103 Clavispora lusitaniae 0.5 0.031 1
SL 26.1 4,66 x 10? Candida orthopsilosis 2 0.062 1
SL 27.1 1,33 x 10? Pichia kudriavzevii 64 0.25 2
SL 28.1 2,66 x 102 Candida orthopsilosis 4 0.062 1
SL 30.1 4,16 x 10° Torulaspora delbrueckii 2 0.031 0.031
SL 31.1 9,66 x 102 Torulaspora delbrueckii 2 0.031 0.125
SL 32.3 6,33 x 10? Wickerhamomyces anomalus 64 1 0.25

SL 33.1 3,76 x 10° Torulaspora delbrueckii 4 0.125 0.25




Tabela 6 - Continuacao

Amostra/  Contagem da espécie Espécic Fluconazol Itraconazol Anfotericina B
isolado na amostra (UFC/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
SL 34.1 7,13 x 10° Torulaspora delbrueckii 8 0.031 0.25
SL 35.1 3,46 x 10° Torulaspora delbrueckii 8 0.062 0.062
SL 36.2 1,43 x 10° Torulaspora delbrueckii 2 0.031 0.25
SL 37.1 4,3x 10° Candida orthopsilosis 4 0.062 0.062
SL 38.1 1x10° Torulaspora delbrueckii 4 0.031 0.25
SL 39.3 6 x 10? Torulaspora delbrueckii 4 0.125 0.25
SL 40.9 1x10° Candida intermedia / C. pseudointermedia 1 0.031 0.25
SL 41.1 43x 10° Clavispora lusitaniae 1 0.031 0.25
SL 42.4 3,39 x 10° Clavispora lusitaniae 1 0.031 0.5
SL 43.1 2,06 x 10° NI 4 0.5 1
SL 44.2 7,33 x 10? Torulaspora delbrueckii 4 0.031 0.25
SL 45.2 8,33 x 107 Torulaspora delbrueckii 2 0.031 0.125
SL 46.2 8,26 x 10° Saccharomyces cerevisiae 4 1 1
SL 47.4 1,93 x 10° Clavispora lusitaniae 0.25 0.031 0.125
SL 48.6 2,06 x 103 Candida intermedia / C. pseudointermedia 0.25 0.031 0.031
SL 49.2 1,56 x 10° Clavispora lusitaniae 0.5 0.031 0.5
SL 50.1 1,76 x 103 NI 1 0.031 0.062
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Tabela 6 - Continuacao

Amostra/  Contagem da espécie Esoécl Fluconazol Itraconazol Anfotericina B
spécie
isolado na amostra (UFC/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
SL 51.2 3x 102 Torulaspora delbrueckii 4 0.062 0.5

NI= ndo identificada.
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6. CONCLUSOES

- A lista de verificagdo de boas praticas de fabricagdo (BPF) permitiu fazer um panorama
das caracteristicas fisicas da sorveteria, da forma como os sorvetes sdo expostos a venda
e armazenados, além da relacdo vendedor/manipulador do alimento, sugerindo que os
sorvetes podem ndo ter sido produzidos ou armazenados segundo as BPF. As
contaminagdes que podem ter acometido os sorvetes no presente trabalho podem ter
origem nos equipamentos e utensilios mal higienizados, com 4gua contaminada ou por
meio dos manipuladores, por higieniza¢do inadequada ou insuficiente das maos, uma vez

que a maior parte dessas sorveterias adota o sistema “self-service”.

- Cinco amostras apresentaram contagens de coliformes termotolerantes com valores
acima do permitido pela Resolu¢do RDC n°12, da ANVISA a qual estabelece como limite
5x10 NMP/ml de coliformes a 45 °C em sorvetes. Essas amostras, duas de sorvete de
abacaxi, uma de sorvete de goiaba, uma de sorvete de manga ¢ uma de sorvete de
maracuja apresentaram mais de 50 NMP/ml de coliformes termotolerantes, sendo
insatisfatorias para o consumo humano e sugerem deficiéncias nas condi¢des higi€nico-
sanitarias da sorveteria. Além disso, Escherichia coli foi confirmada por meio dos testes
bioquimicos em apenas uma amostra de sorvete, sabor goiaba, provavelmente devido a

ocorréncia de contaminacao de origem fecal.

- Apenas uma amostra de sorvete, sabor acai, apresentou contaminagdo por
Staphylococcus coagulase positiva, uma espécie com potencial enterotoxigénica. Embora
evidenciado a presenc¢a dessa linhagem numa amostra de sorvete a base de agua, nao ha
exigéncia de sua pesquisa na legislagao brasileira para esse tipo de sorvete. Apesar da
maioria dos isolados de Staphylococcus spp. encontrados no presente estudo ndo ser
linhagens do tipo coagulase positiva, a literatura evidencia a possibilidade de linhagens
coagulase negativas serem enterotoxigénicas, o que sugere a pesquisa de genes e

expressdo de enterotoxinas nessas amostras.

- Nenhuma amostra de sorvete analisada apresentou Sal/monella spp., de forma que todas
as amostras analisadas se apresentam em conformidade com a legislacao brasileira em

relagdo a esse parametro.
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- Em 44 amostras de sorvete foi detectada a presenca de micro-organismos psicrotroficos,
os quais, apesar de crescimento lento sob incubagdo a 7 °C, podem ser caracterizar
manipulacdo inadequada ao longo do processamento e conservacao do sorvete. Sugere-
se que a presenca desses micro-organismos em contagens elevadas pode servir como

indicadores da possivel falha no processamento térmico desse alimento.

- Cinquenta amostras de sorvetes frutas tropicais tiveram contagens de bolores e leveduras
variando entre 3,3 x 10" a 5,53 x 10* UFC/ml. Embora no presente trabalho tenha
detectado as contagens desses micro-organismos em sorvetes de frutas tropicais, a
legislagao brasileira ndo estabelece limites para a presenga de bolores e leveduras nesse
alimento. As espécies de leveduras Candida intermedia / C. pseudointermedia,
Torulaspora delbrueckii e Clavispora lusitaniae foram as mais frequentemente isoladas
entre as cinquenta amostras. Grande parte das espécies isoladas ¢ associada como
possiveis deterioradoras de alimentos, mas ndo ha até o momento relato dessas espécies
em sorvetes. Além disso, os valores de pH encontrados nas amostras ¢ favoravel a

presenga de leveduras nos sorvetes.

- Nos testes de sensibilidade a antifungicos, trés linhagens testadas foram resistentes para
fluconazol, duas linhagens para itraconazol e trés linhagens para anfotericina B. J& as
espécies que apresentaram valores de sensibilidade dose-dependente foram Pichia
kudriavzevii e P. norvegensis para o fluconazol; uma linhagem de Meyerozyma
guilliermondii, duas linhagens de P. kudriavzevii e uma linhagem ainda ndo identificada
para o itraconazol. E necessaria uma aten¢do maior a existéncia dessas leveduras em
sorvetes, ja que certas espécies encontradas nesse trabalho sdo classificadas como
patogenos oportunistas e algumas foram resistentes aos antifungicos testados, devido ao

aumento do nimero de pessoas imunocomprometidas.
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ANEXO 1 - Lista de verificagdo das condigdes de higiene do estabelecimento

comercializador de sorvete

LISTA DE VERIFICACAO DE BPF

SIM

NAO

1- AREA DA SORVETERIA - PISO, TETO, ILUMINACAO,
PAREDES, MOVEIS E UTENSILIOS

1.1-  Piso em adequado estado de conservacdo (livre de defeitos,

rachaduras, trincas, buracos e outros).

1.2- Teto com acabamento liso, em cor clara, impermeavel, de facil

limpeza

1.3- Teto em adequado estado de conservagdo (livre de defeitos,

rachaduras, trincas, buracos e outros).

1.4- Paredes em adequado estado de conservacao (livre de defeitos,

rachaduras, trincas, buracos e outros).

1.5- Luminarias e instalagdes elétricas com prote¢ao adequada contra

quebras e em adequado estado de conservagao

1.6- Mboveis com desenho que permita uma facil higienizagao (lisos, sem

rugosidades e frestas).

1.7-  Utensilios com material ndo contaminante, resistentes a corrosao, de
tamanho e forma que permitam fécil higienizacdo, em adequado

estado de conservagao.

2. - EXPOSICAO A VENDA DO SORVETE

2.1 - Equipamentos de conservacdo dos alimentos (refrigeradores,
congeladores e outros), com termdmetro em lugar facilmente visivel

e adequado funcionamento

2.2 - Existéncia de lavatorios na area de manipulagcdo com dgua corrente

2.3 - Aguas do recipiente das colheres de servir o sorvete estdo limpas e sdo

de fluxo continuo (troca constante)

2.4 - Presenca de lixeiras tampadas proximas aos freezers de sorvete
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ANEXO 1 - Continuagao

3.- VENDEDOR - MANIPULADOR DE SORVETE

3.2 - Asseio pessoal: boa apresentacao, asseio corporal, maos limpas, unhas
curtas, sem esmalte, sem adornos (anéis, pulseiras, brincos etc.);

manipuladores barbeados, com os cabelos protegidos.

3.3 - Manipuladores niao espirram sobre os alimentos, ndo cospem, nao
tossem, nao fumam, ndo manipulam dinheiro ou ndo praticam outros

atos que possam contaminar o alimento.

3.4 - Apenas o vendedor-manipulador serve o sorvete (auséncia de sistema

self-service)




