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Resumo

Introducdo: O gelo é composto por apenas agua, um fator primordial de
dispersdo de micro-organismos. Se a agua utilizada para a producdo do gelo
estiver contaminada com bactérias, o processo de congelacdo ndo as elimina,
permitindo a transferéncia do seu conteudo para os alimentos e bebidas,
potencializando-se num veiculo de infeccbes. Objetivo: Avaliar a qualidade
bacteriologica do gelo utilizado para consumo em estabelecimentos
alimenticios de Caruaru-PE, quanto a presengca de coliformes totais,
termotolerantes e contagem de bactérias heterotroficas. Método: Foi realizado
um estudo exploratorio, transversal, no qual foram coletadas amostras de gelo

de 20 estabelecimentos no periodo entre agosto a setembro de 2018. Para
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andlise da presenca de coliformes, foi realizada a técnica dos tubos multiplos.
Para contagem de bactérias heterotroficas foi feita a técnica de Pour Plate.
Resultados: Na analise morfologica 30% das amostras apresentaram
caracteristicas alteradas. Na contagem de bactérias heterotroficas em UFC/mL,
nenhuma das amostras apresentou resultado superior a 500 UFC/mL, porém,
as trés amostras que apresentaram as maiores contagens apresentaram
caracteristicas morfolégicas alteradas. A contagem de coliformes totais e
termotolerantes mostrou que apenas 20% das amostras estdo dentro dos
padrées de consumo. Conclusdes: Pdde-se concluir que 80% das amostras

foram consideradas impréprias para consumo.
Palavras-chave: Gelo; Agua; Coliformes; Bactérias Heterotroficas.
Abstract

Introduction: Ice is composed of only water, a primary dispersion factor of
microorganisms. If the water used to produce the ice is contaminated with
bacteria, the freezing process does not eliminate them, allowing the transfer of
their contents to food and beverages, becoming a vehicle for infections.
Objective: To evaluate the bacteriological quality of ice used for consumption in
food establishments in Caruaru-PE, regarding the presence of total coliforms,
thermotolerant bacteria and heterotrophic bacteria count. Method: A cross-
sectional study was carried out in which ice samples were collected from 20
establishments during the period from August to September 2018. A multi-tube
technique was used to analyze the presence of coliforms. For the counting of
heterotrophic bacteria, the Pour Plate technique was used. Results: In the
morphological analysis, 30% of the samples presented altered characteristics.
In the counts of heterotrophic bacteria in CFU/mL, none of the samples
presented results higher than 500 CFU/mL, but the three samples that
presented the highest counts had altered morphological characteristics. The
total and thermotolerant coliform counts showed that only 20% of the samples
were within consumption patterns. Conclusions: It was concluded that 80% of

samples were considered unfit for consumption.

Keywords: Ice; Water; Coliforms; Heterotrophic Bacteria.
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Introducéo

O gelo é de grande utilidade e pode ser usado de diversas formas,
conservando os alimentos para evitar a sua contaminacao e a proliferacao de
micro-organismos ou usado no resfriamento de bebidas de forma direta ou
indireta (1). O gelo para consumo humano pode ser produzido em grande
escala a nivel industrial ou em estabelecimentos de restauragdo e bebidas para
consumo direto dos seus proéprios clientes (2).

Segundo Lateef et al. (2006), se a agua utilizada para fabricacdo do gelo
estiver contaminada, 0s micro-organismos patogénicos podem estar presentes
e sobreviver ao congelamento. Isto significa que eles podem estar viaveis e
capazes de causar infeccdo em quem o consumir (3). Por conseguinte, a
relacdo entre a agua contaminada e doencas humanas enfatiza a importancia
de um estudo para obter informacdes sobre as condicbes de higiene do gelo

comercial.

Além da agua, ha também outras fontes de contaminacdo a serem
consideradas, como, por exemplo, 0s equipamentos e utensilios utilizados, o
ambiente, contaminagdo cruzada durante o armazenamento do produto ou
mesmo e, principalmente, a manipulacdo do mesmo antes da embalagem ou
depois da abertura da mesma (4). O pH, a turbidez, a condutividade,
alcalinidade e a concentracdo de nitratos na agua utilizada para produzir o gelo
séo fatores ou indicativos de sua contaminagéo e podem influenciar a presenca

de micro-organismos e o sabor do gelo (5).

O gelo em si, apesar de ndo ser um meio propicio a proliferacdo de
micro-organismos, age como um veiculo de contaminag¢do pois quando em
contato direto com outro alimento de temperatura mais elevada, funde-se,
transferindo o conteddo de seu interior e de sua superficie para o mesmo,

podendo ser a causa de infec¢Oes alimentares ao consumidor (2).

A RDC n°® 274, de 22 de setembro de 2005, aprova o "Regulamento
Técnico de Aguas Envasadas e Gelo" que define que o gelo deve ser
preparado a partir de agua cujos parametros microbiolégicos, quimicos e
radioativos atendam & Norma de Qualidade da Agua para Consumo Humano
(6). De acordo com a Portaria n° 2.914 de 2011, do Ministério da

3
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Saude/ANVISA, a agua é considerada potavel quando ha auséncia de
coliformes totais e termotolerantes em 100mL de amostra de agua (7).
Também é recomendavel, nessa legislacdo, a contagem de bactérias
heterotroficas, que ndo devem exceder de 500 Unidades Formadoras de
Colbnia por mililitro (UFC/mL) (7).

Diante dos riscos que a contaminagdo da agua e seus riscos a saude,
observa—faz-se necessaria um ampliar a discussdo sobre a procedéncia e
qualidade do gelo, que estando contaminado pode causar enfermidades, como
gastroenterites, entre outras. Espera-se com este artigo evidenciar a
necessidade do seguimento de boas praticas de manipulacdo de alimentos
durante a fabricacao, a distribuicdo, a estocagem e o ato de servir o gelo, a fim
de permitir sua chegada ao consumidor de forma mais higiénica possivel
evitando a proliferacdo de micro-organismos e proporcionando melhor saude

ao consumidor.

O objetivo desta pesquisa foi avaliar a qualidade bacteriolégica do gelo,
quanto a presenca de coliformes e bactérias heterotroficas e os parametros
morfolégicos de qualidade do gelo, tais como sinais de congelamento e
descongelamento anteriores, ja que alguns estabelecimentos tem o habito de
desligar os freezers ou diminuir a sua temperatura o que pode acarretar a

proliferacdo de micro-organismos presentes no gelo.

Método

Foi realizado um estudo exploratorio, transversal, laboratorial
quantitativo. Foram coletadas 30 amostras de gelo de estabelecimentos de
alimentacdo (bares, restaurantes e lanchonetes) da cidade de Caruaru- PE,
selecionados aleatoriamente. O periodo de coleta das amostras e sua analise
bacteriol6gica e morfoldgica foi de agosto a setembro de 2018, no municipio de

Caruaru-PE.

Os estabelecimentos que fizeram parte da pesquisa obedeceram aos
seguintes critérios de inclusao: servir gelo aos clientes para pér em bebidas e
que funcionem durante o horario de funcionamento do laboratorio de

Tecnologia de alimentos e de Microbiologia de Alimentos Asces-Unita.

4
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Estabelecimentos a mais de uma hora de distancia do laboratério de
Tecnologia de alimentos e de Microbiologia de Alimentos Asces-Unita foram

excluidos da pesquisa.

Foram adquiridas porcbes de gelo em quantidade suficiente para
preencher um saco plastico esterilizado (35 x 45 cm) e transportado em caixa
isotérmica com baterias de gelo suficientes para impedir o descongelamento.
No laboratorio, o gelo foi pesado e fotografado dentro do saco de coleta para
sua preservacao, e foi mantido sob refrigeracdo até sua fusdo, apds a qual foi
submetido as demais andlises. As coletas das amostras nos estabelecimentos
foram realizadas nas segundas e tercas, no periodo da manha, entre as 11 e

12 horas.

A morfologia do gelo foi analisada quanto a presenca de aglomerados e
quanto a falta de simetria. Sinais de quebra foram desconsiderados. Foram
consideradas apenas deformidades decorrentes do descongelamento e

recongelamento.

Para detectar a presenca de coliformes totais e termotolerantes, foi
utilizada a técnica dos tubos mdltiplos, que € uma técnica probabilistica
recomendada pela Standard Methods for the Examination of Water and

Wastewater (21st edition) (8). A técnica se divide em trés etapas:

a) Teste presuntivo

Na etapa presuntiva da técnica foram utilizados 15 tubos de ensaio,
cada um contendo um tubo de Durhan invertido para aprisionamento de gas. O
meio de cultura utilizado foi o Caldo Lactosado, sendo 5 tubos com Caldo
Lactosado de Concentracdo Dupla (CLD) e 10 com Concentracdo Simples
(CLS). Nos cinco tubos de concentracdo dupla foram inoculados 10mL da
amostra de 4gua utilizando-se uma pipeta estéril. Em 5 tubos de concentracéo
simples foi inoculado 1mL da amostra, e nos outros 5 tubos restantes, 0,1mL
da amostra. Apos a inoculacdo das amostras, os tubos foram levados a estufa
a 35,5°C por 24-48h. ApGs este tempo, a presenca de gas no interior dos tubos
de Durhan indicaram que a amostra é positiva para bactérias fermentadoras de

lactose.

b) Teste confirmativo
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Foram efetuadas a transferéncia de aliquotas com alca de platina dos
tubos presuntivos positivos para tubos preparados da mesma forma que no
anterior, porém contendo o meio Verde Brilhante Bile de Boi (VBBB) a 2%.
Todos os tubos foram, em seguida, incubados a 35°C durante 24-48h. A
presenca de gés aprisionado no interior do tubo de Durhanapds o periodo de
incubacéo indica a presenca de coliformes totais na amostra, como Escherichia

Coli, Klebsiella, Enterobacter ou Citrobacter.

c) Pesquisa de Coliformes Termotolerantes
Apés o teste confirmatério, foi feita a pesquisa de coliformes
termotolerantes, na qual ocorreu a transferéncia com uma alca de platina dos
tubos confirmatdrios positivos para outro tubo, contendo Caldo EC e um tubo
de Durhan invertido. Estes tubos foram ao banho-maria a 44,5°C durante 24
horas. A presenca de gas dentro dos tubos de Durhan indicou que a amostra

contém coliformes termotolerantes.
Contagem de bactérias heterotréficas

Utilizou-se a técnica de Pour Plate, em que se utilizaram sete placas de
Petri estéreis e 0 meio PCA (Plate Count Agar). Tal meio foi fundido e mantido
em banho-maria, antes da realizacdo da andlise. Utilizou-se uma placa
controle, contendo apenas o meio de cultura e as outras 6 placas foram
divididas em duas séries de 3 placas: na primeira série foi inoculado 1mL e na
segunda série, inoculou-se 0,1mL da amostra com o auxilio de pipetas
esterilizadas. Em seguida adicionou-se o meio de cultura a temperatura
maxima de 45°C. O conteudo das placas foi homogeneizado fazendo
movimentos em forma de oito sobre a bancada. ApGs a solidificacdo do agar,
as placas foram incubadas a 35°C por 48 horas, na posicao invertida. Apos
esse periodo, foi realizada a contagem das Coldnias, utilizando-se um contador

de colbnias.

A submissdo deste projeto ao comité de ética e pesquisa nao foi
necessaria por ndo envolver seres humanos, animais ou permitir a identificagcao

dos estabelecimentos em que as amostras foram coletadas (9).

Resultados e Discussao



187
188
189
190

191

192

193
194
195
196

197

Quanto a analise morfolégica (Figura 1), das 20 amostras de gelo, 6

(30%) apresentaram caracteristicas morfoldgicas alteradas, como mostra a

Tabela 1. Essas caracteristicas alteradas incluem deformidades no formato do

gelo e partes grudadas, caracteristico do descongelamento e recongelamento.

Tabela 1: Resultado da analise morfolégica das amostras de gelo

B

igura 1: Morfologia do Gelo. (a) Mofologia normal; (b) Morfdlogia aﬁérada;
(c) Gelo quebrado.

Caracteristica morfologica N %
Preservada 14 70
Alterada 6 30
TOTAL 20 100

O resultado da contagem de bactérias heterotréficas em UFC/mL esta

demonstrado na tabela 2. Nenhuma das amostras apresentou resultado

superior a 500 UFC/mL. Porém, as trés amostras que apresentaram as maiores

contagens (13, 14 e 15) apresentaram caracteristicas morfoldgicas alteradas.

Tabela 2: Resultados da contagem de bactérias heterotréficas

AMOSTRA UFC/MI AMOSTRA UFC/MI
1 1,2 x 102 11 7,2 x10%
2 4,0 x 10t 12 2,0x10
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3 6,0 x 101 13 4,0x102
4 1,4 x 102 14 3,35 x 102
5 1,8 x 102 15 3,23 x 102
6 3,4 x 101 16 1,93 x 102
7 9,0 x10? 17 1,0x10?
8 1,8 x 101 18 1,4 x 101
9 1,58 x 102 19 9,6 x 10t
10 4,2 x101 20 1,1 x10?

Todas as amostras estavam, portanto, de acordo com a recomendagao
do Ministério da Saude, diferentemente do estudo realizado por Silva et al.,
(2009) em que foi encontrado 60% de 20 amostras com resultado superior a
500 UFC/mL (10). Essa diferenca pode estar associada a manipulacdo dos
operadores dos estabelecimentos, e a utilizacdo de utensilios contaminados,
em que bactérias oriundas do ambiente podem formar biofilmes na superficie

dos equipamentos, contaminando assim, as amostras (11).

A contagem de bactérias heterotroficas, genericamente definidas como
micro-organismos que requerem carbono organico como fonte de nutrientes,
fornece informacdes sobre a qualidade bacterioldégica da agua de uma forma
ampla. O teste inclui a deteccdo inespecifica, de bactérias ou esporos de
bactérias, sejam de origem fecal, que compunha a flora natural, da 4gua ou
resultantes da formacdo de biofilmes no sistema de distribuicdo (12). Esta
determinacao serve, portanto, como indicador auxiliar da qualidade da 4gua, ao
fornecer informacdes adicionais sobre eventuais falhas na desinfeccéao,
colonizacéo e formacgéo de biofilmes no sistema de distribuicdo (13). Apesar da
maioria das bactérias heterotréficas ndo serem patogénicas, podem
representar riscos a saude, como também deteriorar a qualidade da agua,

provocando o aparecimento de odores e sabores desagradaveis.

A determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP/100mL) de coliformes
totais e termotolerantes revelou que 16 (80%) das 20 amostras eram
improprias para consumo de acordo a portaria MS 2914 de 2011 que
estabelece a auséncia de coliformes totais e termotolerantes em 100 ml de

agua. Entre as 16 amostras improprias para consumo na pesquisa de
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coliformes encontram-se também as trés amostras que apresentaram as

maiores contagens de bactérias heterotroficas e morfologia alterada.

Tabela 3: Resultados da contagem de coliformes totais e termotolerantes

AMOSTRA | Coliformes | Coliformes Resultados
totais termotolerantes
NMP/100ml! | NMP/100ml

1 4 <2 Impréprio
2 2 <2 Impréprio
3 2 <2 Impréprio
4 2 <2 Impréprio
5 <2 <2 Proprio

6 2 <2 Impréprio
7 <2 <2 Préprio

8 2 <2 Impréprio
9 2 <2 Impréprio
10 2 <2 Impréprio
11 4 <2 Impréprio
12 2 <2 Impréprio
13 4 <2 Impréprio
14 2 <2 Impréprio
15 2 <2 Impréprio
16 6 <2 Impréprio
17 <2 <2 Proprio
18 <2 <2 Proprio
19 4 <2 Impréprio
20 <2 Impréprio

Foi feita também uma tabela de comparacéo de resultados entre outros

estudos sobre o mesmo assunto, demonstrado na tabela 4.

Tabela 4: comparacédo entre outros estudos

Etapas Numero de | Percentual
Autores (Ano) da amostras de amostras
analise analisadas improprias
Ferreira (2013) (14) Consumo 29 93%
Mendes (2011) (15) Consumo 23 83%
Senhorinho & Carvalho (2017) (16) | Pacote 9 7%
fechado
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Candeias (2014) (2) Consumo 31 19%
Silva et al (2009) (10) Consumo 20 90%
Batista & Alves (2011) (17) Consumo 30 73%
Gerokomou et al (2011) (18) Consumo 100 37%
Facure et al (2014) (1) Consumo 22 81%
Giampietro (2009) (19) Pacote 30 40%
Fechado
Mako et al (2014) (5) Pacote 250 37%
fechado

Segundo a portaria n° 2.914 de 2011 da ANVISA, a agua é considerada
potavel para consumo humano quando estiver em conformidade com o padrao
microbiologico: auséncia de Escherichia coli em 100 ml de amostra de agua
(7). Desta forma a matéria prima utilizada para producdo do gelo deve
apresentar caracteristicas que estejam de acordo com a legislacdo e as,
amostras de gelo que apresentaram coliformes totais, ndo estdo conformidade
com a legislacdo vigente. Nenhuma das amostras continha coliformes
termotolerantes, entretanto, a presenca de coliformes totais nas amostras, ja as
torna impréprio para 0 consumo.

No estudo realizado por Silva et al., (2009) com o gelo dos
estabelecimentos de alimentacdo das Universidades Federais de PE, dentre as
20 amostras de gelo coletadas, 90% estavam contaminadas com coliformes
totais e 50% das amostras contaminadas com isolados potencialmente
patogénicos de E. coli, mostrando que o gelo pode ser um veiculo importante
de transmissdo de enteropatdgenos, e especialmente de algumas categorias
de E. coli (10).

Em conformidade com os resultados apresentados no presente trabalho,
outros estudos também evidenciam o risco do gelo como veiculo de patdégenos.
Em uma avaliacdo da qualidade microbiol6gica do gelo em restaurantes e
lanchonetes dos shoppings da cidade de Séo Luiz — MA, das 30 amostras de
gelo, 60% tinham presenca de coliformes termotolerantes e 73% de coliformes
a 35°C (17).

Gerokomou et al. (2011), em estudo realizado da qualidade fisica,
quimica e microbiolégica de gelo utilizado para refrigerar bebidas e alimentos
na Grécia, verificaram que em 100 amostras 37% apresentaram coliformes
totais, 25% apresentaram coliformes termotolerantes e 15% continham E. coli
(18).

10
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De acordo com Ferreira (2013) a presenca de coliformes termotolerantes
estd representada quase na sua totalidade por Escherichia coli, o que é
extremamente preocupante, haja vista que esse microrganismo pode acometer
desde uma simples gastroenterite, até evoluir a casos letais principalmente em
gestantes, criancas, idosos e imunodeprimidos (14).

A Resolucdo RDC n° 274, de 22 de setembro de 2005, em que foi
estabelecido o Regulamento Técnico para Aguas Envasadas e Gelo,
preconizam que o gelo deve ser preparado, a partir da 4gua cujos parametros
microbioldgicos, quimicos e radioativos atendam a norma de qualidade da agua
para consumo humano, sem oferecer riscos a saude (6).

A qualidade microbioldgica do gelo depende de uma série de fatores,
incluindo a qualidade microbiolégica da agua utilizada na sua preparacao,
associada as préaticas de higiene, manipulacdo e armazenamento, a fim de
assegurar a manutencao da sua qualidade (20).

De acordo com Shamsuddeen et al., (2010) a elevada contaminacao
constatada nas amostras de gelo indicam, provavelmente, que ocorreu
contaminacdo em alguma das etapas do processo produtivo, ou que a agua
utiizada como matéria-prima se encontrava contaminada (21). Essa
contaminacdo pode acontecer de varias maneiras seja no seu trajeto do
reservatério a fabrica, no préprio reservatério, ou ainda, por algum tipo de

manuseio inadequado da mesma, apds a saida do reservatorio.

Conclusodes

No presente estudo foi possivel apurar que o gelo servido em 80% dos
estabelecimentos alimenticios do municipio de Caruaru- PE apresentaram-se
microbiologicamente impréprias para consumo, em oposicdo com o0s padrdes
vigentes legais, mediante a presenca de bactérias coliformes totais, sugerindo

condicdes higiénico-sanitarias ineficientes.

E importante ressaltar que os estudos sobre a qualidade do gelo tém
sido realizados em diversos estados brasileiros, revelando indices de
contaminagdo elevados. Isso indica a ndo execugdo das Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF), como, armazenamento em recipientes precarios, falhas no

processo de produgéo, violagdo das embalagens e manipulagéo inadequada.

11
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