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Resumo

O pescado ¢ um alimento de alta qualidade nutricional e muito importante na dieta alimentar do homem, porém é muito suscetivel a deteriorag@o
microbiana. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade microbiolégica de 50 amostras de pescado congelado distribuidas na
regido Botucatu-SP, através das contagens dos seguintes grupos de micro-organismos: aerobios mesoéfilos, aerobios psicrotroficos, coliformes
a 35 °C e a 45 °C, Staphylococcus coagulase positiva, bem como a pesquisa de Sa/monella spp. Com base nos resultados verificou-se que
100% das amostras estavam dentro dos padrdes exigidos pela ANVISA, no que se refere a quantificagio e pesquisa dos grupos bacterianos
patogénicos; sendo, portanto, comercializados em condigdes sanitarias satisfatorias. Entretanto, em algumas amostras foram aferidas altas
contagens de bactérias mesofilicas e psicrotroficas, indicando a possibilidade de rapida deterioragdo do alimento.

Palavras-chave: Coliformes. Microbiologia de Alimentos. Salmonella. Staphylococcus.
Abstract

Fish is a high nutritional quality food and very important for the human diet, but it is very susceptible to microbial deterioration. This study
aimed to evaluate the microbiological quality of 50 samples of frozen fish distributed over the Botucatu-SP, through the counts of the following
groups of microorganisms: mesophilic and psychrotrophic aerobics, coliforms at 35 °C and 45 °C, Staphylococcus coagulase-positive, and
Salmonella spp. Based on the results, it was shown that 100% of the samples were within the standards required by ANVISA, regarding the
quantification and investigation of pathogenic bacterial groups, and is therefore sold in satisfactory sanitary conditions. However, in some
samples there was a high number of psychrotrophic and mesophilic bacteria, indicating the possibility of rapid deterioration.
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1 Introducéo sangue, prevenindo doengas cardiovasculares. Além disso,

. . . o pescado ¢ fonte de minerais e vitaminas e apresenta a
O pescado desempenha, em muitos paises, importante p p
vantagem, em relagdo a outros alimentos carneos, pois possui
alta digestibilidade™>.

Ressalta-se, entretanto, que o pescado geralmente chega

papel como gerador de recursos, estando o Brasil também
inserido neste contexto. Como exemplo desta relevancia, em
2009, a produgao brasileira referente as atividades de pesca e

aquicultura foi de aproximadamente 1,25 milhdes de toneladas' 20 consumidor com carga microbiana elevada, composta por

e a expectativa é que pode situar-se em torno de 1,7 milhdes
nos proximos anos. De acordo com a Organizagao das Nagdes
Unidas para Agricultura e Alimentacdo - FAO, até 2030 o
pais podera chegar a producdo anual de aproximadamente 20
milhdes de toneladas, assumindo importancia no provimento
de pescado mundial®.

O consumidor brasileiro segue a tendéncia mundial de
consumo de alimentos mais saudaveis. Deste modo, o pescado
assume destaque pelo seu alto valor proteico e baixo teor de
gordura, sugerindo tendéncia de aumento do consumo interno.
E um alimento rico em proteinas de alto valor bioldgico
com adequado balanceamento de aminodcidos essenciais,
possui acidos graxos poli-insaturados Omega 3 que atuam

no organismo diminuindo os triglicerideos e o colesterol do
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micro-organismos tanto deteriorantes como patogénicos®.
Assim, apesar de inimeras vantagens o pescado ¢ um alimento
altamente perecivel, exigindo cuidados com seu manuseio
e processamento, desde a captura até a chegada na mesa do
consumidor. Isto porque, a sua carne deteriora-se facilmente
por autélise, atividades microbianas e/ ou oxidacdo, devido
suas caracteristicas fisiologicas e composi¢do quimica’.
Procedimentos inadequados em qualquer fase de produgao
do pescado podem propiciar a contaminac¢do da carne, como

por exemplo:

e O desembarque, no qual a manipulagdo realizada de
forma incorreta pode propiciar a ruptura da cavidade
abdominal ou exposi¢do por longo tempo a temperatura
ambiente;
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e A filetagem, na qual o manuseio se faz com utensilios
contaminados e em mesas nao higienizadas;

e Os proprios manipuladores, que entram em contato
direto com o pescado usando roupas e instrumentos
inadequados;

e O transporte sem nenhum cuidado com a manutengdo da
temperatura; €

e A falta de refrigeragdo nos pontos de comercializagao,
que acelera os processos de deterioragdo do pescado®.

Logo, as caracteristicas microbioldgicas do pescado ao ser
adquirido pelo consumidor refletem as condigdes higiénicas e
sanitarias de todo o seu processamento’.

Visando garantir a satide e o bem-estar do consumidor,
o presente estudo teve como objetivo avaliar a qualidade
microbiologica de amostras de filés de peixe congelados
distribuidos na regido de Botucatu-SP, a fim de conhecer
as condi¢des com que estes produtos chegam a mesa do
consumidor e 0s riscos aos quais estes estao sujeitos.

2 Material e Métodos
2.1 Coleta e preparo das amostras

Foram analisadas 50 amostras de filés de peixe congelados
de diversas marcas comercializadas no municipio de Botucatu
— SP. Logo apds a coleta, as amostras foram acondicionadas
em recipientes isotérmicos e enviadas ao Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnica da Universidades Estadual Paulista
- UNESP, Campus de Botucatu para o inicio das analises
microbiologicas.

A metodologia de pesagem e diluigdo seguiu o preconizado
pela Instru¢do Normativa do Ministério da Agricultura,

Pecudria e Abastecimento'.

2.2 Analises microbiologicas

Apos o preparo e dilui¢do das amostras, foi realizada a
contagem de micro-organismos mesofilos aerobios estritos e
facultativos vidveis; de micro-organismos psicrotroficos; de
coliformes a 35 °C e a 45 °C; e de Staphylococcus coagulase
positiva e pesquisa de Salmonella. Toda a metodologia das
analises seguiu o preconizado pelo Ministério da Agricultura,

Pecuaria e Abastecimento'®, conforme descrito a seguir:

2.2.1 Contagem de micro-organismos mesofilos aerébios
estritos e facultativos vidveis

A partir das diluigdes, transferiu-se 1 mL para placas
de Petri estéreis, adicionando 15 mL de agar padrao para
contagem (PCA), previamente fundido e mantido aquecido a
45-50 °C. As placas foram homogeneizadas e incubadas a 36
°C por 48 horas. Apos esse periodo, realizou-se a contagem
das coldnias. O numero de coldnias contadas foi multiplicado
pelo fator de diluig@o correspondente, e o resultado obtido foi
expresso em unidades formadoras de colonia por g (UFC/g).
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2.2.2 Contagem de micro-organismos psicrotroficos

A partir das diluigdes obtidas, foi realizada a contagem de
psicrotroficos pela técnica de semeadura em superficie spread
plate, adicionando 0,1 mL das diluigdes em placas de Petri
previamente preparadas com PCA. As placas foram incubadas
a7 °C/10 dias.

2.2.3 Contagem de coliformes a 35 °C e 45 °C

Em placas de Petri previamente esterilizadas, foi semeado
1 mL das diluicdes e adicionado aproximadamente 15
mL de agar cristal violeta vermelho neutro bile (VRBA),
previamente fundido. As placas foram incubadas a 36 °C/48
horas. Apos a contagem das coldnias, foi realizada a prova
confirmativa para coliformes a 35 °C e 45 °C, utilizando-se
para isto, tubos contendo os caldos verde brilhante bile 2%
lactose (incubados a 35 °C/48 horas) e EC (incubados a 45
°C/48 horas), respectivamente. A presenca de coliformes a
35 °C e 45 °C foi confirmada observando-se a formagao de
gas dentro do tubo de Durhan. Respeitando as diluigdes,
contagens e confirmagdo, o resultado de foi expresso em UFC
de coliformes a 35 °C e 45 °C/g.

2.2.4 Contagem de Staphylococcus coagulase positiva

Aliquotas de 0,1 mL das diluigdes foram semeadas na pelo
método spread plate em placas contendo agar Baird-Parker
(BP) e incubadas a 35 °C/48 horas. As placas com colonias
tipicas e atipicas foram contadas e de cada placa foram
selecionadas em média trés a cinco, sendo elas transferidas
para tubos contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI). Estes
tubos foram incubados a 35 °C/24 horas para a realizacdo da
prova da coagulase. Apos o periodo de incubagdo e turvagao
dos caldos, 0,3 mL foram transferidas para tubos contendo
0,3 mL de plasma de coelho com EDTA reidratado, sendo
a incubagdo realizada em temperatura de 35 °C. A reacdo
da coagulase foi considerada positiva quando os tubos
apresentaram formagdo de um coagulo firme ap6s 6 horas de
incubacdo. O resultado foi expresso em UFC/g obedecendo
as diluigdes e proporgdes de coldnias positivas para a prova
da coagulase.

2.2.5 Pesquisa de Salmonella spp

Apos a pesagem de 25 g de amostra em sacos estéreis,
foram adicionados 225 mL de agua peptonada tamponada a
1% (APT), homogeneizados por 2 minutos em stomacher e
incubados a 35 °C/24 horas. Da mistura pré-enriquecida, foram
transferidos 0,1 mL e 1 mL para tubos contendo 10 mL do caldo
Rappaport-Vassiliadis (RV) e 10 mL de caldo Tetrathionato
(TT), respectivamente. Os caldos RV e TT foram incubados
por 24 horas a 42 °C, ambos em banho-maria. A partir dos
caldos de enriquecimento seletivo, foram realizadas estrias
em placas com agar Sulfito de Bismuto (BS) e agar Xilose-
Lisina-Desoxicolato (XLD) sendo as mesmas incubadas a 35
°C/24 horas. A partir das placas que apresentaram crescimento
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de colonias tipicas, testes bioquimicos e sorologicos foram
realizados para a confirmacao da presenga de Salmonella spp.

3 Resultados e Discussao

Apesar da legislagdo brasileira'' ndo possuir padrdes para
este tipo de produto, no que se refere a mesofilos, psicrotroficos,
coliformes 35 °C e coliformes 45 °C, tais analises foram
realizadas, pois a presen¢a desses micro-organismos indica as
condigdes higiénico-sanitarias do pescado.

De acordo com a tabela 1, para as contagens de mesofilos,
as amostras obtiveram resultados de 0 a 9,0 log UFC/g,
enquanto que as de psicrotroficos foram de 0 a 9,1 log UFC/g.
Segundo Pacheco et al.'?, contagens bacterianas mesodfilas
e psicrotroficas elevadas sdo indicativo de contaminagdo
durante a captura e beneficiamento podendo indicar condigdes
relacionadas ao frescor, levando a alteragdes organolépticas.
Quando estas alteragdes sao detectadas no alimento, este, em
geral, apresenta contagem superior a 6 log UFC/g.

Tabela 1: Contagem média + desvio padrdo, minima e maxima
em log UFC/g obtidos das analises de filés de peixes congelados
(n=50)

Micro-organismos Destif)d;l)z(:ikrﬁo Minima Maixima
Mesofilos 42+1,7 0 9,0
Psicrotroficos 45+1,7 0 9,1
Coliformes a 35 °C 0,6 £1,1 0 5,2
Coliformes a 45 °C 0,1+0,4 0 1,9
Staphylococcus <20 ) .

coagulase positiva

* Todas as amostras com contagem abaixo do limite de detecgdo da
técnica (<10? UFC/g)

Sabe-se que quanto mais alta esta contagem, mais rapida
¢ a sua deterioragdo e menor sera sua vida de prateleira’".
Assim, a observacdo de 6 amostras com resultados
superiores a 6 log UFC/g para micro-organismos mesoéfilos
e psicrotroficos indicam a baixa qualidade destes produtos
estando em desacordo com a International Commission
on Microbiological Specifications for Foods (ICMS), que
preconiza o limite de de 5 log UFC/g, como indicativo de
boa qualidade e de 6 log UFC/g, como qualidade aceitavel'.
Em pesquisa semelhante, Aquino et al.'> concluiram que
a alta porcentagem de amostras de pescado congelado
apresentando contagens acima de 6 log UFC/g para mesofilos
e psicrotroficos foi devido a condigdes higiénicas deficientes
nas etapas de processamento, empacotamento e estocagem
dos produtos.

Quanto aos coliformes a 35 °C, as contagens variaram de
0 a 5,2 log UFC/g e para os coliformes a 45 °C os resultados:
minimo ¢ maximo foram de 0 a 1,9 log UFC/g.
indicadores de

A deteccdo de micro-organismos

contaminagdo fecal ou bactérias do grupo coliformes a
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45 °C, em especial E. coli, indicam que os peixes foram
provavelmente capturados em ambientes com elevados
indices de contaminag@o bacteriana'. Outra hipotese cabivel,
¢ que o pescado tenha sido manipulado e/ou processado em
condigdes higiénicas inadequadas que implicaram o grau de
contaminagdo descrito na tabela 1. Como os coliformes a
45 °C tém pouca tolerancia a toxidez das dguas do mar, sua
detec¢do nesse ambiente denota uma descarga de material
fecal constante'”.

Peixes recém-capturados refletem o ambiente terrestre
proximo aos ambientes hidricos e as condigdes microbiologicas
do local de captura, assim como a qualidade sanitaria da agua.
Desta forma, peixes capturados em ambientes poluidos por
esgotos, dejetos, fezes e sujidades em geral, albergam micro-
organismos patogénicos e indicadores de poluigéo fecal como
E. coli, Salmonella sp. e Vibrio's".

Com relagdo a Staphylococcus coagulase positiva, das 50
amostras avaliadas foi verificado que todas foram negativas
(< 2 log UFC/g) e, portanto, dentro dos padrdes estabelecidos
(méaximo de 3 log UFC/g)". Esse resultado estd de acordo
com os dados relatados por Simdes et al?, embora seja
destoante de grande parte dos estudos microbioldgicos, que
indicam relevantes contagens de S. aureus em pescado fresco e
congelado provenientes da industria e comércio. Aquino ez al.’s,
por exemplo, descreve valores de até 5,7 x 10* UFC/g'*. Ja no
estudo de Hoffiman et al.*' foi reportado que 100% das amostras
estavam em desacordo com a legislagdo, com contagens de S.
aureus acima de 3 log UFC/g, sendo que o mesmo grupo de
pesquisadores descrevem situagdo similar em experimento
posterior?2, Uma explicagdo cabivel para estes dados reportados
pelo presente trabalho reside no fato de que os Stafhylococcus
nao sdo considerados bons competidores frente a outras bactérias
e, por essa razdo, raramente causam intoxicacdo quando
presentes em alimentos crus, nos quais as bactérias originais,
mais adaptadas ao substrato, ndo tenham sido destruidas®.

Para Salmonella spp. nenhuma amostra mostrou-se
positiva, atendendo ao padrao de auséncia em 25 g estabelecido
pela legislagdo!!, resultado este diferente de outros estudos
que acusaram a presenga de Salmonella spp. em amostras
de pescado, caracterizando-as assim como improprias para o
consumo®'22425_E relevante destacar-se que Salmonella nio é
um género bacteriano reconhecido como parte da microbiota
normal em ambientes aquaticos, ainda que haja evidéncias
de que certos sorotipos podem fazer parte da microbiota
enddgena em ambientes aquaticos tropicais®.

A discrepancia observada entre os dados que aferiam os
parametros higiénicos em relagdo aos pardmetros sanitarios,
também denota que embora os manipuladores da cadeia
produtiva ndo tenham sido fontes de infeccdo dos patdogenos
pesquisados, ocorrido falhas
especialmente na etapa de descamacgdo e evisceragdo, que

podem ter operacionais,

sabidamente s20 os principais pontos do fluxograma de obtengao
do pescado que expdem a carne a contaminagao bacteriana®.
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4 Conclusao

Os resultados permitem concluir que os peixes analisados

estdo em condi¢des sanitarias satisfatorias de acordo com

os padroes recomendados pela ANVISA. Entretanto, altas

contagens de micro-organismos aerdbios mesofilos e/ou
psicrotroficos revelam, ao menos pontualmente, qualidade
higiénica insatisfatoria, com possiveis reflexos na vida
de prateleira do produto e nas suas qualidades sensoriais,
penalizando o consumidor que venha adquiri-la.

Sendo assim, ¢ importante controle continuo tanto da

Vigilancia Sanitaria como da Inspegdo Sanitaria para que

o consumidor venha a adquirir um alimento com adequada

qualidade higiénico-sanitario.
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