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Resumo

Este trabalho teve como objetivo verificar a qualidade microbioldgica da pré-mistura de gelado
de chocolate isento de lactose a base de farinha de inhame, sob tratamento a vacuo durante
sessenta dias no Laboratdrio de Técnica Dietética da Faculdade Redentor. Os contaminantes
microbiolégicos analisados foram Salmonella spp/25g, Bacillus cereus, e coliformes a 45°/g. Os
resultados obtidos mostraram auséncia de Salmonella spp/25 e Bacillus cereus, entretanto a
carga microbiana de coliformes a 45°, mesmo ocorrendo reducdo na amostra a Vvacuo,
ultrapassou os limites estabelecidos pela RDC n° 12 de 2 de janeiro de 2001. Sendo assim,
conclui-se que a embalagem a vacuo foi significante para a conservacdo do produto, sendo
necessério apenas estabelecer medidas de controle que visam diminuir a contaminacgéo inicial
da pré-mistura por coliformes a 45°/g, para que o produto possa tornar seguro e pronto para o
consumo.

Palavras-chave: Salmonella, Bacillus cereus, coliformes fecais, isento de lactose.

Abstract

This study aimed to verify the microbiological quality of pre-mix of lactose-free chocolate ice
cream with yam flour after vacuum treatment during sixty days at the Dietetic Technique
Laboratory of Faculdade Redentor, Itaperuna/RJ, to ensure proper sanitary conditions for intake
of this mixture. The microbiological contaminants analyzed were Salmonella sp/25g, Bacillus
cereus and coliforms at 45°/g. The results showed absence of salmonella sp/25 and Bacillus
cereus, however the microbial load of coliforms at 45°, even with the reduction occurring in
vacuum sample, exceeded the limits established by RDC n° 12 of January 2nd, 2001. In that
way, it can be concluded that vacuum packaging was significant for the conservation of the
product, requiring only to establish control measures to reduce the contamination of pre-mix by
coliforms at 45°/g, for the product can become safe in hygienic and sanitary quality and ready
for use.

Key-words: Salmonella, Bacillus cereus, coliforms, lactose.

Introducao

A intolerancia a lactose pode ser definida como uma incapacidade de hidrélise da
lactose, que € um dissacarideo encontrado no leite da maioria dos mamiferos, devida uma
deficiéncia da enzima lactase. A lactose ingerida ndo é degradada permanecendo no colén
intestinal, onde sofrerd processo de fermentacdo pelas bactérias da flora intestinal, produzindo
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acido lactico, metano (CH4) e gas hidrogénio (H2), levando o aparecimento de dor abdominal,
diarreia, nausea e flatuléncia [1,2].

O diagnéstico desta doenca pode ser obtido através de uma anamnese e exame fisico
do paciente, a fim de avaliar a digestao e absorcéo da lactose, outros exames também poderao
ser feitos, como pesquisa de aclcar nas fezes, determinacdo do pH fecal, teste de tolerancia
com sobrecarga oral de lactose, teste de hidrogénio expirado e bidpsia intestinal [3].

O tratamento da intolerancia a lactose pode ser feito diminuindo a ingestdo de
alimentos com alta concentracdo de lactose, como o leite dando preferéncia aos alimentos
como iogurtes, queijos, leites fermentados e pées, onde o teor de lactose se encontra reduzido
[2]. E relevante também fracionar o consumo de lactose durante o dia e sempre acompanhado
de outros alimentos. No caso de exclusdo total € necessario substituir o leite materno por
formulas infantis a base de leite de vaca isenta de lactose [4].

Sendo assim é relevante a elaboracdo de novos produtos isentos de lactose, a fim de
reduzir os sintomas caracteristicos da intolerdncia e aumentar o mercado alimenticio para os
portadores de intolerancia a lactose. De acordo com Maia et al. [5], o sorvete ou gelado é uma
excelente opcéo, pois parte de um produto que agrada aos mais variados paladares, de todas
as faixas etarias e de qualquer classe social, além de ser um dos produtos que apresenta
elevado consumo no Brasil [6].

Porém para que um novo produto possa ser introduzido no mercado, e consumido sem
causar danos a saude é necessario que esteja seguro do ponto de vista microbioldgico, pois 0s
produtos que se destinam a mercados devem obedecer aos padr6es de controle de
contaminacgdo, visto que entre os varios parametros que determinam a qualidade de um
alimento, os mais importantes séo aqueles que definem suas caracteristicas microbiolégicas [7].

De acordo com ANVISA, a Resolugdo 12/2001 [8] que estabelece padrbes
microbiolégicos e sanitarios para alimentos, os ensaios microbiol6gicos necessarios a serem
analisados para o produto em questdo sdo Salmonella sp/25, Bacillus cereus e coliformes a
45°/g. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo verificar a qualidade microbiol6gica da
pré-mistura de gelado de chocolate isento de lactose a base de farinha de inhame elaborada e
armazenada a vacuo durante sessenta dias no Laboratério de Técnica Dietética da Faculdade
Redentor de Itaperuna/RJ, a fim de assegurar condi¢des sanitarias adequadas para o consumo
de gelado.

Material e métodos

Desenvolvimento da receita

Para producéo da pré-mistura do gelado de chocolate isento de lactose a base de
farinha de inhame, foram utilizados 100 g de farinha de inhame, 50 g de aclcar refinado, 30 g
de cacau em pg, 0,6 g de emulsificante e 0,6 g de liga neutra.

Coleta de amostras

Foram coletadas 50 g de amostra da pré-mistura do gelado de chocolate isento de
lactose a base de farinha de inhame para andlise da Salmonella sp, Bacillus cereus e
coliformes a 45°. As amostras foram divididas em duas partes de 25 g, onde uma parte foi
acondicionada a vacuo e a outra sem vacuo em embalagem plastica ndo esterilizada em
temperatura ambiente, por um periodo de dois meses, no Laboratério de Técnica Dietética da
Faculdade Redentor.

Diluicdo das amostras

A metodologia utilizada se baseou na instrucdo normativa n® 62/2003 [9]. Para realizar
a diluicdo das amostras, foi adicionado 25 g da amostra a vacuo e sem vacuo em 225 ml de
solucdo salina peptonada 0,1%, formando uma diluicio 10" A Eartir da diluicdo 10, com
auxilio de pipetas estéreis, foram preparadas as diluicdes 107 e 10™.
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Isolamento, identificacdo e quantificagdo dos microrganismos
Salmonella spp

Apbs diluicdo de 25 g da amostra de pré-mistura do gelado de chocolate a base de
farinha de inhame isento de lactose em solucdo salina peptonada 0,1%, foram semeados 0,1
ml das diluicdes nas placas de Petri contendo Agar SS, e encubados na estufa com 36°C por
24 horas. As colbnias tipicas que cresceram no meio Agar SS foram repicadas para o Caldo
BHI, a fim de se proliferarem, visto que € um meio nutritivo que auxilia no crescimento de
coldnias [10]. Tendo sido feita a primeira etapa de sele¢éo, foi realizada a coloracdo de gram e
os testes para identificacdo bioquimica. Uma algada destes cultivos contidas no Caldo BHI foi
semeada nas placas contendo Agar Verde Brilhante. As col6nias que apresentaram morfologia
colonial caracteristica de Salmonella, foram repicadas para o0 meio Agar Triplice A¢lcar Ferro
(TSI) e MR VP, conforme demonstra a figura 1 [11].

Samonella
Colénias Tipicas
Coloragdo de GRAM
Bacilo gram negativo

Agar Verde Brilhante

Colonias Tipicas Colonias Atipicas
TSI
HZS st
MR VP

+ l -
Presenga de Salmonella  Auséncia de Salmonella

Figura 1 - Fluxograma dos meios de cultura utilizados para confirmagdo de Salmonella, onde
TSI = Agar Triplice Agucar Ferro e MR VP = Vermelho de Metil e Voges — Proskauer.

Bacillus cereus

Para realizar o isolamento e quantificacdo de Bacillus cereus, foram semeados 0,1 ml
das diluicBes da amostra de gelado de chocolate isento de lactose a base de farinha de inhame
nas placas de Petri contendo Agar Bacillus Cereus e armazenados na estufa a 30°C por 24
horas. As colbnias tipicas que cresceram no meio Agar Bacillus Cereus foram isoladas para o
Caldo BHI. Ap6s a etapa de selecdo foi realizado a coloragdo de gram e os testes para a
identificacdo bioquimica de Bacillus cereus. Uma alcada destes cultivos contidas no BHI foi
transferida para placas contendo Agar Sangue Base enriquecido com sangue e para tubos de
ensaio contendo Meio Teste de Motilidade. A placa de Agar Sangue que apresentou atividade
hemolitica foi submetida ao teste de catalase. Foram realizados também os teste MR VP a fim
de avaliar a producdo de &cidos e de acetoina através da fermentacdo de glicose, conforme
mostra a figura 2 [11,12].
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Bacillus cereus
Colénias Tipicas
Colorag¢io de GRAM

|

Agar Sangue (Hemolise)

+ 4 l -
Catalase
i |
Teste de Motilidade

Bacilo gram positivo

MR VP
+ -
Presenca de Auséncia de
Bacillus cereus Bacillus cereus

Figura 2 - Fluxograma dos meios de cultura utilizados para confirmagéo de Bacillus cereus,
onde MR VP = Vermelho de Metil e Voges — Proskauer.

Coliformes termotolerantes

A analise de coliformes foi realizada com a técnica dos tubos mdltiplos para
enumeracdo do numero mais provavel (NMP) de coliformes a 44,5°C (Termotolerantes). O
teste presuntivo foi realizado adicionando 1 ml das diluicbes da amostra de gelado de
chocolate isento de lactose a base de farinha de inhame em trés baterias de trés tubos
contendo Caldo Lauryl Triptose e tubos de Durham invertido. A presenca de coliformes foi
identificada pela retencdo de gas nos tubos de Durham, visto que os coliformes produzem
acidos e gés através da fermentagéo da lactose [13].

Para o teste confirmativo apenas os tubos com positividade no teste presuntivo foram
utilizados. Com auxilio da al¢a bacterioldgica, foi transferido o contetido dos tubos positivos da
etapa anterior para os tubos de ensaio contendo caldo EC e estes foram encubados em banho-
maria a 44,5°C por 24 horas. Transcorrido o tempo de incubacéo, os tubos foram verificados
guanto a presenca de gés e turvacao.

O numero de tubos positivos foi anotado e quantificado utilizando-se a técnica do
namero mais provavel (NMP) e os resultados foram expressos em NMP/g com intervalo de
seguranca de 95%. [14].

Analise da qualidade microbiolégica

Os resultados encontrados na analise microbiolégica de Salmonella, Bacillus cereus e
coliformes a 45° FORAM comparados com os valores estabelecidos pela ANVISA, Resolugéo
12/2001 no item 3 (raizes, tubérculos e similares) letra c (secas, desidratadas ou liofilizadas) [8].
Este parametro foi escolhido devido a presengca nos ingredientes farinha de inhame,
manufaturada com inhame seco, ja que ndo foi encontrado nenhum item especifico para

gelado a base de farinha de tubérculos.

Resultados

Conforme demonstra a tabela |, onde estao representados os meios de cultura para
andlise da presenca de Salmonella, no meio Agar SS houve crescimento de col6nias tipicas de
Samonella, com caracteristica de incolor com centro negro [10], tanto nas diluicdes a vacuo
quanto na sem vacuo. Na coloracdo de gram foi confirmado a presenca de Bacilo negativo, nas
diluicdes a 10-1 da amostra a vadcuo e sem vacuo, assim como no meio Agar Verde Brilhante,
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houve crescimento de coldnias caracteristica de Salmonella spp, de coloragao rosada. Porém,
tanto no TSI e MR VP, que séo testes usados para confirmacdo de Salmonella, as reacdes
demonstraram auséncia dessa bactéria no produto.

Tabela | - Andlise microbioldgica de Salmonella spp na pré-mistura de gelado de chocolate.

Tipo de tratamento

Vacuo Convencional
Teste Diluicdo Diluicdo Diluicdo Diluicdo 10™  Diluicéo Diluicéo
10" 10 10° 107 10°
Agar SS T T T T T T
Coloracédo T - - T - -
de Gram
AgarVerde T - - T - -
brilhante
TSI - - - - - -
MR VP - - - - - -
T = colbnias tipicas; - = col6nias atipicas; TSI = Agar Triplice Acucar Ferro; MR VP = Vermelho de metil e Voges —
Prosauker.

Segundo a tabela Il, no meio Agar Bacillus Cereus, houve o crescimento de colbnias
com coloragéo azul caracteristicas de Bacillus cereus, em todas as dilui¢des, tanto na amostra
a vacuo quanto na sem vacuo. Na coloracdo de gram foi confirmado a presenca de Bacilo gram
negativo na diluicdo a 10-3 sem vacuo. Tanto no teste de Motilidade, Agar Sangue, Catalase e
MR VP foram detectados a motilidade das bactérias, reacdes de hemolise, degradacédo do
peréxido de hidrogénio e fermentacdo da glicose com producé@o de acetoina respectivamente
na diluicio a 10”° sem vécuo.

Tabela Il - Andlise microbioldgica de Bacillus cereus na pré-mistura de gelado de chocolate.

Tipo de tratamento

Vacuo Convencional
Teste Diluicéo Diluigéo Diluicéo Diluicdo 10"  Diluigao Diluicdo
10" 10° 10° 10° 10°
Agar Bacillus T T T T T T
cereus
Coloracdode T T T T T T
Gram
Motilidade T T T T T T
Agar Sangue - - - - - T
Catalase - - - - - T
MR VP - - - - - T

T = coldnias tipicas; - = coldnias atipicas; MR VP = Vermelho de metil e Voges - Prosauker.

De acordo com os resultados analisados na tabela abaixo, a pré-mistura de gelado de
chocolate acondicionada por sessenta dias sob tratamento a vacuo, nao atendeu totalmente a
legislacdo ANVISA — Resolugdo 12/2001 [8], pois apesar da Salmonella e Bacillus cereus nédo
ter se mostrado presente na amostra a vacuo, a contagem microbiol6égica do grupo coliformes
a 45°, constatou presenca acima do valor estabelecido pela legislacéo.

Tabela Ill - Comparacao da legislagdo com os resultados das andlises microbiolégicas na pré-
mistura de gelado de chocolate.

Tipo de tratamento

Microrganismo Vacuo Convencional RDC 12/2001
Salmonella ssp/25g Ausente Ausente Ausente
Bacillus cereus (UFC/g) Ausente 1,5x10* 103

Coliformes a 45°C (NMP/g)  1,5x102 1,1x10° 103
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Discusséo

A Salmonella tem sido reconhecida como uma importante causa de doencgas intestinais
por muitos anos e os métodos de controle esta bem estabelecida. Apesar disto, esta bactéria
permanece como a principal causa de contaminacdo de alimentos em todo o mundo
alcancando 1,3 bhilhdes de casos com trés milhdes de Obitos anualmente, causados
principalmente pela ingestdo de alimentos contaminados por Salmonella, destacando os
alimentos com alta atividade de agua e ricos em proteina, como os produtos carneos, ovos e
os laticinios [15,16].

No presente estudo, a pré-mistura de gelado, ndo apresentou contaminacdo por
Salmonella, por ser um produto que apresenta baixa atividade de agua, tornando o meio com
condicdes pouco favoraveis para o crescimento desta bactéria.

O Bacillus cereus é uma bactéria que esta largamente distribuido na natureza, sendo o
solo o seu principal reservatério natural, por esta razdo, contamina facilmente alimentos como
vegetais e cereais, podendo ser encontrado também em alimentos desidratados, como farinhas,
amidos e leite em pd, devido a presenga de esporos que lhe confere resisténcia a altas
temperaturas, secagem, sanitizantes quimicos e radiacdes ionizantes [17].

Apesar desta bactéria conseguir sobreviver nas diversas formas de tratamentos dos
alimentos, vérios estudos tem mostrado a auséncia ou quantidades tolerdveis de Bacillus
cereus em farinhas, como de mandioca, banana verde, e trigo. Quanto a farinha de inhame
ainda ndo existem dados que comprovem a auséncia ou presenca de Bacillus cereus neste
produto.

Em um estudo realizado por Chisté et al. [18], foi analisada a presenca de
microrganismo durante o processamento da farinha de mandioca e da farinha apés o preparo.
Verificou-se que a farinha apresentou contaminacdo por Bacillus cereus, porém numa
guantidade inferior ao limite estabelecido pela ANVISA — Resolugdo 12/2001 [8], estando assim
apta para o consumo.

As Unidades de Alimentacdo e Nutricdo séo locais onde se identifica grande parte de
surtos de origem alimentar, por ser um ambiente que entra em contato com diversos alimentos,
sejam eles higienizados ou ndo. Além disso, 0s processos que garantem a sanitizacdo de
areas, utensilios e equipamentos, frequentemente sdo operados de forma precéria. E relevante
ressaltar, que os esporos de Bacillus cereus tem grande afinidade para aderir ao aco inoxidavel,
que é um material encontrado em equipamentos e utensilios, contribuindo assim para a
contaminagdo cruzada dos alimentos durante preparo [19].

Mendes et al. [19], realizou um estudo a fim de avaliar a contaminag&o por Bacillus
cereus em superficie de equipamentos e utensilios em Unidade de Alimentag&o e Nutricdo, das
30 amostras analisadas, constatou-se que 38,3% apresentavam alta contamina¢&o por Bacillus
cereus, sendo consequéncia de falhas no processo de higienizagé&o.

No presente estudo, a presenca de Bacillus cereus na pré-mistura de gelado de
chocolate pode ter sido oriundo da prépria matéria prima que possui alta susceptibilidade para
a presenca de Bacillus cereus [16] e ou durante o manuseio no preparo e inoculacao da pré-
mistura, devido sanitizacdo inadequada dos utensilios.

Entretanto, apesar da amostra da pré-mistura de gelado de chocolate apresentar
contaminacgdo por Bacillus cereus no tempo zero, pode-se observar que a embalagem a vacuo
durante 60 dias foi eficiente para reduzir a carga microbiana, assegurando uma vida de
prateleira adequada do produto, apesar de Bacillus cereus ser uma bactéria aerdbia facultativa,
gque consegue sobreviver tanto na presenca e auséncia de oxigénio [20].

A embalagem a vacuo é um tipo de acondicionamento muito empregado para os
alimentos, pois tende aumentar a vida de prateleira dos produtos, diminuindo o risco de
deterioracdo e contaminacdo, visto que ocorre reducao da umidade, atividade de agua e
auséncia de oxigénio [21].

No mesmo estudo citado acima, realizado por Chisté et al. [18], foi também analisada a
presenca de coliformes a 45°, durante o processamento para obtencéo da farinha de mandioca
e do produto final. Foi constado alto nivel de contaminacdo por coliformes no inicio da
elaboracao da farinha, porém nas Ultimas etapas de processamento e no produto final, a
farinha de mandioca, houve reducdo da carga microbiana, obedecendo aos limites exigidos
pela legislagdo, ANVISA — Resolugéo 12/2001 [8].

Sendo assim pode-se confirmar que a contaminagdo da pré-mistura de gelado de
chocolate por coliformes a 45° pode ser atribuida a propria matéria prima utlizada para
elaborar a pré-mistura, devido & alta suscetibilidade da base desse produto, a farinha de
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inhame, que esta contaminada por coliformes, e ou por falhas de higiene na manipulagéo
durante a elaboracao da pré-mistura.

Porém cabe ressaltar, que apesar da pré-mistura apresentar niveis elevados de
contaminacédo por coliformes a 45°, o tratamento a vacuo por 60 dias, foi relevante para reduzir
a presenca deste indicador para niveis aceitaveis pela legislacdo vigente, sendo necessario
apenas tomar medidas que visam auxiliar na reducdo da contaminacao inicial do produto.

Os manipuladores de alimentos possuem fundamental importancia na higiene e
sanidade na elaboracdo das preparacdes, visto que a eles cabe 0 manuseio, tornando-se fonte
potencial de contaminag&o, caso ocorram falhas no processo de preparacdo, sendo assim a
educacédo e o treinamento dos mesmos as melhores ferramentas para assegurar a qualidade
de um produto [22].

Conclusao

Mediante ao estudo realizado, conclui-se que a embalagem a vacuo foi capaz de
impedir o crescimento tanto de Salmonela sp quanto de Bacillus cereus. Quanto aos coliformes
a 45°, apesar da carga microbiana no tratamento a vacuo nao atender os limites estabelecidos
pela legislacdo, ANVISA — Resolucao 12/2001[8], pode-se perceber que houve um declinio
significante de contaminagdo, sendo necessario apenas estabelecer medidas higiénico-
sanitérias nas etapas de processamento da pré-mistura, a fim de garantir uma reducéo inicial
de contaminagdo, para que assim o tratamento a vacuo possa ser relevante e atender os
limites estabelecidos pela legislagdo e tornar o produto pronto para ser comercializado e
seguro para 0 consumo.
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