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Resumo

O gelo é obtido através do congelamento da dgua potavel e pode ser utilizado de forma direta em bebidas ou na refrigeracéo de
alimentos para conservacdo. Quando produzido em condicdes higiénico-sanitarias inadequadas pode veicular microrganismos
causadores de doencas, tornando-se importante a avaliacdo da sua qualidade microbiolégica. Os objetivos do presente estudo
foram verificar se o gelo de trés marcas diferentes, fabricado e comercializado na cidade de Itabuna-BA, em maio e junho de
2016, estava de acordo com os padrdes microbioldgicos para consumo humano, através da determinacdo de microrganismos
aerébios mesofilos pela técnica de plagueamento em profundidade e de coliformes totais, termotolerantes e Escherichia coli pela
técnica do nimero mais provavel. Os resultados para microrganismos aerébios mesdfilos variaram de 95 UFC/mL a >500 UFC/
mL, sendo que quatro amostras (44,4 %) apresentaram valores acima do padrdo. Das nove amostras analisadas, 77,8% e 22,2%
mostraram-se positivas para coliformes totais e coliformes termotolerantes, respectivamente. Todas as embalagens coletadas
apresentaram-se isentas de avarias, 0 que demonstra que a contaminacao ndo ocorreu nos pontos de comercializagdo. Uma
amostra foi considerada improépria para consumo humano por conter E. coli. Esses dados revelaram que o produto pode ser um
veiculo na transmissdo de doencas quando as condicdes de producdo e/ou conservacao nao sao adequadas.

Palavras-chave: Agua potavel. Microrganismos indicadores. Coliformes.

Abstract

Ice is obtained by freezing drinking water and can be used directly in beverages or in the refrigeration of food for conservation.
When produced in inadequate sanitary conditions it can possess disease causing microorganisms, making it important to
evaluate the microbiological quality. The objectives of this study were to verify if the ice of three different brands, manufactured
and marketed in Itabuna-BA, in May and June of 2016, was in accordance with the microbiological standards for human
consumption, through the determination of mesophilic aerobic microorganisms by plating technique in depth and total
coliforms, thermotolerant and Escherichia coli by the most probable number. The results for mesophilic aerobic microorganisms
ranged from 95 CFU/mL to >500 CFU/mL, but four samples (44.4%) had values above standards. Out of nine samples analyzed,
77.8% and 22.2% were positive for total coliforms and fecal coliforms, respectively. All packages collected were free of
malfunctions, which shows that the contamination did not occur at the points of sale. A sample was considered improper for
human consumption because it contained E. coli. These data revealed that the product can be a vehicle for disease transmission
when conditions of production and/or storage are not suitable.

Keywords: Drinking water. Indicator microorganisms. Coliforms.
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Resumen

El hielo se obtiene mediante el congelamiento del agua potable y se puede utilizar directamente en las bebidas o para el
resfriamiento de alimentos. Cuando se produce en condiciones sanitarias inadecuadas puede servir para transmitir
microorganismos causadores de enfermedades, por eso es importante evaluar su calidad microbioldgica. Los objetivos de este
estudio fueron verificar si el hielo de tres marcas diferentes, fabricadas y comercializadas en la ciudad de Itabuna-BA, en mayo
y junio de 2016, estaban adecuadas a las normas microbiolégicas del consumo humano, a través de la determinacién de
microorganismos aerobios mesoéfilos por la técnica de plaguetas en profundidad y de coliformes totales, termotolerantes y
Escherichia coli por la técnica del nimero mas probable. Los resultados para los microorganismos aerobios mesofilos variaron
de 95 UFC/ ml a >500 UFC/ mL, siendo que cuatro muestras (44,4%) presentaban valores superiores al normal. De las nueve
muestras analizadas, el 77,8% y 22,2 % fueron positivos para coliformes totales y coliformes termotolerantes, respectivamente.
Todos los embalajes recogidos se presentaron libres de fallas, lo que demuestra que la contaminacion no ocurrié en los puntos
de comercializacion. Una muestra se considerd no apta para el consumo humano por contener E. coli. Esos datos revelaron
que el producto puede ser un vehiculo para la transmisiéon de enfermedades cuando las condiciones de produccion y / o
almacenamiento no son adecuados.

Palabras clave: Agua potable. Microorganismos indicadores. Coliformes.

INTRODUCAO

Com o desenvolvimento da sociedade e a maior necessidade do individuo realizar varias atividades durante o dia, houve
um aumento na industrializacdo de alimentos com a finalidade de apresentar produtos prontos para consumo direto, sem
necessitar de outro tipo de processamento por parte do consumidor®. Além disso, os individuos passaram a se alimentar cada
vez menos no ambiente domeéstico, frequentando, na maioria das vezes, bares, restaurantes e lanchonetes para realizarem suas
refeicdes. O gelo é utilizado no preparo de muitas bebidas servidas nesses locais, sendo responsabilidade do estabelecimento
garantir a sua qualidade a fim de fornecer alimentos que n&o oferecam risco a satide dos consumidores®.

Quando a agua propria para consumo humano é submetida ao processo de congelamento, continua sendo classificada
como alimento, s6 que em seu estado sélido®. O gelo resultante desse processo pode ser ingerido diretamente ou usado para
refrigerar bebidas e alimentos como o pescado, por exemplo. E de grande importancia que o gelo, independente da forma
de utilizagdo, apresente boas caracteristicas quimicas e microbiolégicas a fim de ndo contaminar os alimentos em que entra
em contato!”. Deve-se atentar para a forma de armazenamento do produto para que ndo ocorram contaminacoes cruzadas.
Observa-se em varios locais que o gelo é armazenado nos mesmos refrigeradores que as carnes, os peixes e outros alimentos®.

A &gua, matéria-prima exclusiva na fabricacdo de gelo, quando contaminada, é uma das principais responsaveis na
veiculacao de doencas transmitidas por alimentos. No processo de fabricacédo, devem ser adotadas as normas de boas praticas
de fabricacédo e higiene a fim de evitar a presenca de microrganismos patogénicos®. Quando potavel, a 4gua deve ser isenta de
microrganismos patogénicos e livre de coliformes, que sdo um grupo de bactérias tradicionalmente aceitas como indicadoras das
condicbes higiénico-sanitarias. A principal representante desse grupo de bactérias chama-se Escherichia coli, que é indicadora
de contaminacao de origem fecal®.

Informacdes da Organizacao Mundial da Saude (OMS) revelam que as doencas diarreicas com origem nos alimentos e
na agua lideram as causas de doencas e morte nos paises menos desenvolvidos, causando o ébito de 2,2 milhdes de pessoas
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anualmente, das quais 1,9 milhdes sao criancas?”. Desta forma, a melhor maneira de reduzir a morbidade e a mortalidade é
através do consumo de 4gua tratada ndo contaminada.

A fim de garantir a integridade e seguranca do gelo fabricado para consumo humano, é importante a implantacao do
manual de boas praticas de fabricacdo. Este manual é um documento em que todas as operacdes realizadas pela indUstria
fabricante sao descritas, inclusive os requisitos sanitarios dos edificios, a maneira adequada de manipulacao do alimento, as
normas para manutencao e higienizacao de instalacoes e equipamentos, o procedimento para controle de pragas, o controle e
garantia de qualidade de matérias-primas e produto acabado. Essas normas sao indicadas para todas as empresas fabricantes
de alimentos®.

A presenca de microrganismos no gelo pode ter véarias causas, como a utilizacdo de matéria-prima de qualidade
duvidosa, recipientes e utensilios contaminados usados na manipulacao e/ou fabricacdo do produto, violacdo de embalagem,
armazenamento inadequado, entre outros.

Mediante tal importancia, frente a crise hidrica sofrida na regido de Itabuna-BA e a escassez de trabalhos cientificos
sobre a qualidade microbiolégica do gelo para consumo humano, houve a necessidade de verificar se os parametros higiénico-
sanitarios do gelo fabricado por trés empresas e comercializado em lojas de conveniéncia, supermercados e postos de gasolina
desta cidade cumprem com os parametros microbiolégicos de dgua potdvel exigidos pela legislacao vigente.

MATERIAIS E METODOS

Foram coletadas trés amostras em dias e pontos de venda diferentes de cada uma das trés empresas (A, B e C) fabricantes
de gelo na cidade de Itabuna-BA, totalizando nove amostras, nos meses de maio e junho de 2016. Apds a coleta, as amostras
foram transportadas em caixas isotérmicas até o Laboratorio de Pesquisa Clinica | da Faculdade do Sul — FACSUL, Unime
[tabuna-BA, para imediato processamento e andlise, onde foram submetidas a higienizacdo com élcool a 70% e transferéncia
de quantidade suficiente de material para frascos de vidro previamente esterilizados em autoclave e devidamente identificados.
As andlises foram realizadas em ambiente asséptico e com material estéril.

AVALIACAO DAS EMBALAGENS

No momento da coleta, as embalagens foram inspecionadas visualmente a fim de evitar a aquisicdo do produto com
embalagem furada, rasgada ou com qualquer tipo de avaria. Esse tipo de dano poderia propiciar a contaminagdo cruzada do
gelo, visto que haveria contato com o ambiente externo. Apds a retirada das amostras em ambiente asséptico, o gelo restante
foi descartado e adicionou-se dgua nos sacos a fim de certificar sobre a presenca de furos na embalagem pléstica.

TESTE PRESUNTIVO UTILIZANDO A TECNICA DO NUMERO MAIS PROVAVEL (NMP)®

Foram adicionadas 20 mL da amostra em cinco tubos contendo 10 mL de Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST), em
concentracao tripla e com tubos de Durhan (de fermentacao) invertidos. Os tubos foram submetidos a incubacdo a 35°C
em estufa bacteriolégica, sendo as leituras realizadas apds o prazo de 24 a 48 horas, observando se houve desenvolvimento
microbiano, caracterizado pela turvacdo do meio, com a presenca de gas no interior dos tubos de Durhan. Para os tubos
positivos, prosseguiu-se para a etapa de confirmagao de coliformes totais, coliformes termotolerantes e E. coli.
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TESTE CONFIRMATIVO PARA COLIFORMES TOTAIS, COLIFORMES TERMOTOLERANTES E ESCHERICHIA
COLI®

Para a confirmacao de coliformes totais foram transferidas alcadas para tubos de ensaio contendo 10 mL de Caldo
Lactosado Bile Verde Brilhante (BVB) a 2% com tubos de Durhan invertidos, submetendo-os a incubacao por 48 horas em estufa
bacterioldgica a 35+0,5°C. E para a confirmacao de coliformes termotolerantes, foram transferidas alcadas para tubos de ensaio
contendo 10 mL de Caldo Escherichia coli (EC) com tubos de Durhan invertidos, submetendo-os a incubacdo por 24 horas em
banho-maria a 44,5+0,5°C. Apds esse periodo, os tubos de BVB e EC que apresentaram turvacdo do meio e presenca de gas
no interior dos tubos de Durhan foram considerados positivos e a quantidade de coliformes totais e termotolerantes foram
determinadas utilizando a tabela de NMP.

Para a confirmagdo da presenca de E. coli, foram transferidas alcadas para tubos de ensaio contendo cinco mL de Caldo
Triptona 1%, submetendo-os a incubagao por 24 horas em banho-maria a 44,5+0,5°C, adicionando apés o periodo de
incubacao, 0,5 mL de Reagente de Kovacs em cada tubo para teste de indol, considerando positivos para a presenca de E. coli
os tubos que formaram um anel vermelho violeta na superficie do meio de cultura.

QUANTIFICAGAO DE MICRORGANISMOS AEROBIOS MESOFILOS®

O método utilizado para determinacdo de microrganismos aerdbios meséfilos foi o plagueamento em profundidade,
transferindo aliquotas de um mL, em duplicata, de cada amostra para placas de petri esterilizadas. Em seguida, foram
transferidos aproximadamente 25 mL de Agar Contagem Padrdo (Plate Count Agar), previamente autoclavado, fundido e
aquecido a 43-45°C, realizando movimentos suaves em forma de oito com a placa fechada. Apés a homogeneizacéo e
solidificacao, as placas foram incubadas invertidas, a fim de evitar a condensacdo na superficie do dgar, em estufa bacteriolégica
a 35°C por 48 horas. A contagem das colonias foi realizada com o auxilio de um contador de col6nias. Para o resultado, foi
considerada a média do nimero de col6nias contadas para cada amostra, expressando os resultados em Unidades Formadoras
de Colénias por mL de gelo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo a portaria n° 2.914 de 2011 da ANVISA, Ministério da Salde, a 4gua é considerada potavel para consumo
humano quando estiver em conformidade com o padrao microbiolégico: auséncia de Escherichia coli em 100 ml de amostra
de agua®'o.

De todas as amostras analisadas, sete (77,8%) apresentaram teste confirmativo para bactérias do grupo coliformes
totais, variando entre 2,6 NMP/100 mL e >8.0 NMP/100 mL (Tabela 1). A presenca de coliformes totais em dgua e/ou
alimentos nao indica a presenca de microrganismos patogénicos, mas que a agua teve contato com matéria organica em
decomposicdo, nao necessariamente de origem fecal. Contudo, demonstra a condicao sanitéria do ponto de captacao®.

Na eventual ocorréncia da presenca de coliformes totais, o ponto de coleta deve ser interditado e acbes corretivas
de higienizacdo e desinfeccdo devem ser adotadas com a intencdo de eliminar esse tipo de contaminagdo. Posterior a
esse processo, uma nova amostra deve ser coletada e analisada a fim de confirmar se os procedimentos realizados foram

satisfatorios'9.
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Em relacéo a presenca de coliformes termotolerantes, duas amostras de fornecedores diferentes mostraram-se positivas
(22,2%) (Tabela 1). Os coliformes termotolerantes sao bactérias presentes nos intestinos de animais de sangue quente. Destas
duas amostras, uma (11,1%) estava em condi¢des impréprias para consumo, pois foi confirmada a presenca de E. coli (Tabela
1). A Escherichia coli vive normalmente no intestino e algumas de suas cepas podem causar diarréia nos consumidores".

Tabela 1: Resultados das anélises microbiologicas nas amostras de gelo.

Fornecedor = Amostra  Microrganismos Coliformes totais Coliformes E. coli
aerobios meso-

filos (UFC/mL) (NMP/100 mL) Termotolerantes

(NMP/100 mL)

A 1 365 >8,0 <1,1 AUSENCIA
2 >500 >8,0 26 AUSENCIA
3 >500 >8,0 <1,1 AUSENCIA
B 1 >500 8,0 1,1 PRESENCA
2 >500 >8,0 <1,1 AUSENCIA
3 95 <1,1 <1,1 AUSENCIA
C 1 193 >8,0 <1,1 AUSENCIA
2 164 2,6 <1,1 AUSENCIA
3 135 <1,1 <1,1 AUSENCIA

Fonte: Préprio autor.

A presenca desta bactéria no gelo indica contaminacao de origem fecal, seja no ponto de captacdo, seja durante o
processo de fabricacdo do produto, visto que esses microrganismos vivem normalmente no intestino de animais de sangue
quente. O que leva também a reflexdo sobre as condicdes higiénicas do ambiente de processamento através da utilizagdo de
utensilios contaminados ou na formacao de biofilmes na superficie e interior de equipamentos®.

Rodrigues Neto et al. (2009), avaliando a qualidade bacteriolégica de 27 amostras de gelo comercializado em Recife-PE,
com metodologia semelhante, observaram que 55,5% (15 amostras) estavam fora dos padrdes estabelecidos pela legislacao
vigente, sendo que 51,8% (14 amostras) apresentaram resultados positivos para coliformes termotolerantes"”. Outro estudo
realizado com 30 amostras, revelou que 73,3% (22 amostras) de gelo de restaurantes e lanchonetes do shopping de Sao Luis-
MA mostraram-se positivas para coliformes totais, sendo 60,0% (18 amostras) positivas para coliformes termotolerantest'?.

Uma pesquisa realizada em Jaboticabal-SP analisou 63 amostras de gelo de seis estabelecimentos e nao detectou a
presenca de Escherichia coli'?, diferindo do presente trabalho. J& Mendes (2009), ao avaliar a qualidade microbiologica de 23
amostras de gelo para consumo nas zonas balneérias do Porto, em Portugal, verificou a presenca de E. coli em 4,34% (uma
amostra) das amostras analisadas™
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O gelo nédo é considerado um meio viavel para o desenvolvimento de bactérias devido a falta de nutrientes necessarios ao
metabolismo microbiano, entretanto, assume o papel de veiculo de contaminagao tanto na refrigeracao de alimentos quanto no
consumo direto"®. Para Mendes (2009), as baixas temperaturas utilizadas na formacédo e conservacdo causam a estagnagao das
atividades metabdlicas, evitando o desenvolvimento de microrganismos, mas permitindo a viabilidade da carga microbiana®.

Mattos e Silva (2002) relataram que o maior problema esté relacionado com a estrutura sanitéria deficiente, além do
manejo inadequado de dejecdes humanas que podem comprometer a integridade dos recursos hidricos!'™.

Falcao (2004), ap6s analisar 60 amostras de gelo em cubos, barras e em escamas de fabricas que utilizavam agua clorada
da rede de abastecimento e/ou de pocos artesianos em Araraquara-SP, constatou contaminacao por coliformes termotolerantes
e a presenca de microrganismos patogénicos com resisténcia a diferentes tipos de antibiéticos, inclusive com resisténcia multipla,
que pode dificultar o tratamento do individuo que tenha sido infectado por esses microrganismos, como a bactéria Yersinia
enterocolitica e a Salmonella enteritidis, que apresentaram resisténcia a varios antibioticos. A contaminacao das amostras de
gelo analisadas foi decorrente do uso de dgua contaminada durante a fase de producao, representando um perigo potencial
para a populagdo que utiliza o gelo direta ou indiretamente nos alimentos®.

Em relacdo aos microrganismos aerébios mesdfilos, quatro amostras (44,4%) apresentaram resultados superiores a 500
UFC/mL (Tabela 1). Baldin (2011) identificou em 12 amostras (19,05%) de um total de 63 amostras coletadas em Jaboticabal-
SP, que houve crescimento superior ao estabelecido (500 UFC/mL)". Vieira et al. (1997) observaram que 13 (43,3%) das
30 amostras coletadas de supermercados de Fortaleza-CE estavam com populacao microbiana acima do permitido‘®. Todos
esses resultados citados demonstraram semelhanca com o presente estudo. A ma qualidade da dgua ou as praticas de higiene
inadequadas durante e ap6s o processo fabril levam, consequentemente, a ma qualidade do gelo/34,

As embalagens também sdo importantes na avaliagdo da qualidade, uma vez que embalagens danificadas permitem a
contaminacdo do produto. Em um estudo sobre a qualidade do gelo no Recéncavo Baiano, 11 (37,93%) das 29 embalagens
avaliadas estavam danificadas!'”. Destaca-se a necessidade do uso de embalagens em condicoes higiénicas adequadas, pois
mesmo que durante a producdo do gelo as medidas higiénico-sanitarias sejam adotadas, ao se utilizar embalagens contaminadas
o0 gelo se contaminara®®.

Em nenhuma das embalagens foram encontrados dados de controle e rastreabilidade, como lote, validade e data de
fabricacdo. O peso também néo foi informado pelo fabricante B, que chegou a comercializar sacos do produto sem nenhuma
identificacdo alegando que a maquina de impressao da marca na embalagem estava quebrada. A falta dessas informacoes
contraria as exigéncias contidas na resolugdo n° 259, de 20 de setembro de 2002

Em um estudo realizado pelo Instituto de Metrologia, Qualidade e Tecnologia, no qual foram avaliadas oito marcas de gelo
de diferentes estados do pafs, cinco estavam em nao conformidade por ndo apresentarem os requisitos basicos de embalagem
que sao: denominacao de venda, contetdo liquido (kg), identificacdo de origem, identificacdo de lote e prazo de validade. O
mesmo trabalho também demonstrou que todas as amostras estavam dentro dos padrdes microbioldgicos estabelecidos®.

CONCLUSAO

Uma amostra mostrou-se em desacordo com o estabelecido na Portaria n°® 2.419, de 12 de dezembro de 2011, pela
presenca de Escherichia col.

O grau de contaminacao por coliformes totais, coliformes termotolerantes e microrganismos aerébios mesdfilos evidenciou
as mas condicoes higiénico-sanitarias do ponto de coleta e/ou fabricacdo.

Nao foram detectadas embalagens violadas, o que colocaria em questdo a possibilidade de contaminacao externa do
produto.
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