N— 57 SIMPOSIO SOBRE RECURSOS NATURAIS E
SIMPAN SOCIOECONOMICOS DO PANTANAL

Avaliacao Microbiolégica do Pintado (Pseudoplatystoma corruscan) Obtido
no Rio Paraguai (Pantanal) e Conservado em Gelo
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Resumo: A carne de pescado é uma das mais susceptiveis ao processo de deterioragao, devido a
atividade de agua elevada, composi¢cao quimica, teor de gordura insaturadas facilmente oxidaveis
e pH proximo a neutralidade. O pescado pode atuar como veiculo de microrganismos patogénicos
para o homem, como as bactérias Staphylococcus coagulase positiva, coliformes, Salmonella spp,
entre outros organismos mesofilos. O objetivo deste trabalho foi identificar a vida de prateleira do
pintado conservado em gelo medindo o tempo de deterioragdo em fungdo da contagem
microbioldgica de Staphylococcus coagulase positiva, Salmonella spp., coliformes termotolerantes
(a 45°C) e contagem padrdao de mesoéfilos aerébios. A metodologia analitica foi a utilizada por
Vieira e os resultados comparados com os padrées microbiol6gicos da resolugdo RDC 12 de
02/01/2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Os resultados evidenciam auséncia de
contagem de Staphylococcus coagulase positiva e Salmonella spp até o 15% e aumento da
contagem dos coliformes a 45°C e mesofilos aerdbios a partir do 9% O consumo de pescado
conservado em gelo deve ser a realizado no méximo até o 9% pois a partir deste periodo pode
ocorrer a proliferagdo de coliformes e mesofilos aerdbios que aceleragcdo a deterioragdo do
pescado.
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Microbiological Evaluation Pintado (Pseudoplatystoma corruscan) Obtained in Paraguay
River (Pantanal) and Stored in Ice

Abstract: The flesh of fish is one of the most susceptible to the process of deterioration due to high
water activity, chemical composition, unsaturated fat easily oxidized and pH around neutrality. The
fish can act as a vehicle for pathogens for humans, such as coagulase positive Staphylococcus,
coliforms, Salmonella, and other mesophiles. The aim of this study was to identify the shelf life of
the painted on ice by measuring the decay time depending on the microbiological count of
coagulase positive Staphylococcus, Salmonella spp., coliforms (45 "C) and mesophilic bacteria
count standard. The analytical methodology was used by Vieira and the results compared with the
microbiological standards of the RDC Resolution 12 of 02/01/2001 of the National Agency for
Sanitary Surveillance. The results show no count of coagulase positive Staphylococcus and
Salmonella spp until the 15" and increasing counts of coliforms at 45 “C and mesophilic bacteria
from the ninth. Consumption of fish stored in ice should be held no later than the ninth, because
from this period may occur proliferation of coliforms and aerobic mesophilic that accelerated the
deterioration of fish.
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Introducao

Hoje, o mercado mundial vem sofrendo a expansao da cadeia do pescado, seguindo uma
onda de alimentagcdo mais equilibrada, com alto valor nutricional, neste contexto a carne de
pescado vem ganhando mercado, uma vez que tem proteinas de alto valor biolégico, aminoacidos
esséncias e lipidios, principalmente os acidos graxos poliinsaturados como os da familia dmega 3.

Dentre os produtos de origem animal, o pescado é um dos mais susceptiveis ao processo de
deterioracdo, devido a atividade de agua elevada, composicdo quimica, teor de gordura
insaturadas facilmente oxidaveis e pH préximo a neutralidade. Entre os processos que podem
levar a deterioragdo do pescado ha a acdo de enzimas autoliticas, a autoxidacdo lipidica e a
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atividade bacteriana. De todos, os microrganismos constituem os principais responsaveis pelo
surgimento das alteragées. O pescado pode atuar como veiculo de microrganismos patogénicos
para 0 homem, como as bactérias Staphylococcus coagulase positiva, Escherichia coli, Salmonella
sp., Clostridium perfringens, entre outros organismos meséfilos (RIBEIRO et al. 2009). A presenca
desses microrganismos evidencia deficiéncias em algumas etapas do processamento ou na
conservagao do produto final, que comprometem a qualidade e o grau de frescor, podendo causar
sérios danos a saude do consumidor, que vao desde uma simples intoxicagdo até a morte. Uma
fonte de contaminagao importante é a manipulagédo do pescado, desde 0 momento da captura, até
sua destinacdo final, apds passar por inUmeras fases de processamento e transporte e a
deficiéncia no processo de sanitizagdo dos equipamentos de processamento. Qutro fator que afeta
a qualidade do pescado sao os préprios pescadores e empresarios que negligenciam o aspecto
higiénico sanitario de produgao e comercializagdo do pescado e da agua utilizada para a produgao
do gelo. A refrigeracdo adequada dos produtos pesqueiros € essencial para controlar o
crescimento de micro-organismos.

No Brasil, a Agéncia Nacional da Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 6rgdo que regulamenta os
padrdes microbiolégicos em alimentos, através da Resolugdo RDC n. 12, de 2 de janeiro de 2001,
preconiza que o pescado “in natura”, resfriado ou congelado e que ndo sera consumido cru, deve
apresentar-se livre de Salmonella sp em 25 g e limita em 103 o nimero de Stapylococcus
coagulase positiva/g do pescado (BRASIL, 2001).

O objetivo deste trabalho foi identificar a vida de prateleira do pintado conservado em gelo
medindo o tempo de deterioracdo em fungdo da contagem microbiolégica de Staphylococcus
coagulase positiva, Salmonella spp., coliformes termotolerantes (a 45°C) e contagem padrao de
mesofilos aerdbios, para mapear a situagao microbiolégica do pescado na cidade de Corumba-MS
e implementar melhorias na qualidade dos produtos comercializados ou fabricados.

Material e Métodos

Foram coletados por pescadores artesanais da cidade de Corumba-MS, seis pintado
(Pseudoplatystoma corruscan) no Rio Paraguai durante o periodo de pesca (margo a outubro),
dentro das medidas permitidas pela legislacao de pesca. O sacrificio dos animais foi realizado de
acordo com o costume local (atordoamento) e logo em seguida os animais foram eviscerados,
lavados com &agua potavel e armazenados em gelo tipo escama produzido no Laboratério de
Analise de Carnes (LAC).

Os peixes foram armazenados em um freezer horizontal, desligado, e mantidos submerso
em gelo tipo escama durante 15 dias. Foram retiradas amostras para analise microbiolégica nos
dias: 0, 3, 9 e 15 apds o sacrificio. De cada peixe foram coletadas duas amostras de 25 g em cada
um dos dias de anadlise. Todo o material que entrou em contato direto com as amostras (facas,
tabuas de corte, frascos) foram previamente esterilizado.

Analises micobioldgicas:

A metodologia analitica utilizada por Vieira (2004) e os resultados comparados com 0s
padrdoes microbiolégicos da resolugdo RDC 12 de 02/01/2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA). A unidade analitica de 25 g foi transferida assepticamente para uma
embalagem pléstica previamente esterilizada com 6xido de etileno. Todas as amostras foram
homogeneizadas durante 1 minuto em homogeneizador de alimento modelo MA 440\CF da marca
Marconi.

Contagem, isolamento e identificacao de Sthaphylococcus coagulase positiva: utilizaram-se
aliquotas de 25g de cada amostra de peixe, as quais foram adicionados 225 mL de solugao salina
peptonada 0,1% (diluicio 10"). Fez-se a homogeneizagio e prepararam-se as diluicées decimais.
Foi semeado sobre superficie de agar Baird-Parker (BPA) e inoculadas aliquotas de 0,1; 0,3; 0,3 e
0,3 mL somando 1mL da diluicéo 10" e 0,1 mL, em duplicata, das diluicoes 10° e 10*. O
espalhamento do inéculo foi realizado com alga de Drigalski. Apds a inoculagao as placas foram
incubadas invertidas em estufa a 37°C por 48 h. Apés a incubacdo, colbnias tipicas pequenas,
pretas, brilhantes, lisas, convexas e com halo transparente foram contadas e submetidas as provas
de produgéo das enzimas catalase e coagulase. O resultado foi expresso em UFC.g™.
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Pesquisa de Salmonella: foram homogeneizadas 25 g da amostra em 225 mL de Caldo
Lactosado (diluicao 10'1) e incubado a 37°C por 24 h com a finalidade de pré-enrequecimento.
Para o enrequecimento seletivo, foi inoculado 0,1 mL do meio de pré-enrequecimento em 10 mL do
meio Caldo Rappaport-Vassiliadis € 1 mL em 10 mL Caldo Tetrationato/lodo lodeto e colocado em
banho-maria a 42 ou 43°C por 24 + 2 h. Para o isolamento, foram realizadas estrias em Agar
Sulfito de Bismuto, Agar Xilose Lisina Desoxicolato e Agar Entérico Hektoen e incubada a 35°C
por 24 + 2 h. Foram transferidas trés coldnias tipicas para Agar Triplo Sugar Iron (TSI) e Lisine
Iron Agar (LIA) por picagem em profundidade e estrias superficiais, incubando-as a 35 °C por 24
horas. A partir dos tubos com identificagao presuntiva, em TSI formagao de gas, base amarelada e
produgcao de H,S (preto) no local da picada, em LIA, meio violeta e produgdo de H,S (preto) no
local da picada, procedeu-se a sorologia O e H, considerando esta positiva quando da aglutinagdo
em ambos.

Estimativa da populacdo de Coliformes totais e fecais (termotolerantes a 45 °C) e
Escherichia coli através do numero mais provavel: foi realizada apds feitas as diluicbes
seriadas de base 10 (10'1 a 10'10) e semeado 1mL de cada diluicdo em série de 3 tubos da amostra
em caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) com tubos de Durhran, e incubado a 37°C por 48 h. A
positividade foi indicada pela turvagdo do meio, formagao de gas nos tubos de Durhan. Para
confirmacgao de coliformes totais e fecais, os tubos que apresentarem formacgao de gas e turvagao
do meio foram passadas aliquotas para tubos de caldo bile lactosado verde brilhante (VB) e caldo
de E. coli (EC) através de uma alga e foram incubados,respectivamente, a 37°C por 24 h e 44,5°C
por 24-48h. Para a confirmagao de E. coli sera realizado a prova completa dos tubos positivos em
EC. A positividade foi indicada pela turvagdo e formagdo de gas nos tubos de Durhan. Os
resultados foram obtidos na tabela de Numero Mais Provavel — NMP.

Contagem padrao em placas de microrganismos mesoéfilos aerobios: aliquotas de 1 ml das
diluices 10" a 10® foram inoculadas, em duplicata, em placas de Petri e em seguida, foi
adicionado o PCA (Plate Count Agar). Apés a homogeneizagdo e completa solidificagdo do meio
de cultura, as placas foram incubadas invertidas em estufa a 37°C por 48 h. Os resultados foram
expressos em UFC. g

Resultados e Discusséao
Tabela 1. Resultado das andlises microbiol6gicas do filé de pintado (Pseudoplatystoma corruscan)
armazenado em gelo pelo periodo de 15 dias apés o abate.

Dia Sthaphylococcus coagulase Salmonella  spem Coliformes a 45 °C Mesdfilos aer6bios
positiva (UFC.g™) 259" (NMP.g™" (UFC.g™"
0 ausente ausente 2,1 x 10 1,8x10°
3 ausente ausente 5x 10° 1,8x10°
9 ausente ausente 2x 10’ 2,5x10*
15 ausente ausente 1,9x 10’ 2,5x10*

A Resolugdo RDC n. 12, de 2 de janeiro de 2001, preconiza que o pescado “in natura”,
resfriado ou congelado e que ndo sera consumido cru, deve apresentar-se livre de Salmonella sp
em 25 g e limita em 103 o numero de Stapylococcus coagulase positiva/g do pescado (BRASIL,
2001).

Na analise de Staphylococcus nao foram constatadas colbnias tipicas em placa de Agar
Baird Parker (BP), indicando que o procedimento de limpeza e filetagem no pescado “in natura”
foram feitos de forma adequada, e a sua auséncia no pescado durante o periodo de analise,
demonstrou a adogao de bons procedimentos de higiene no processo como um todo, uma vez que
o Staphylococcus é geralmente transmitido pelo manipulador principalmente através da saliva e
secregoes.

Na analise de Salmonella sp nao foi encontrada a sua presenga, estando de acordo com o
preconizado pela legislacdo para carne “in natura” refrigerada, mostrando que a manipulagdo do
pescado durante o periodo de estocagem obedeceu aos principios de higiene.

A contagem de coliformes a 45 °C e mesofilos aerébios ndo sédo solicitados pela Resolugao
RDC n. 12, porém a International Commission on Microbiologycal Spec:f/catlons for Foods (ICMSF)
estabelece o padrao para avaliagdo de coliformes 45 °C de no maximo 10° NMP. g-1 para o
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pescado “in natura” refrigerado a 4 °C ou congelado a -18 °C. O acompanhamento destas bactérias
durante um longo periodo de avaliagdo serve para monitorar problemas de higiene e de
manipulacdo do pescado durante o periodo de estocagem com a proliferagao de bacterlas
deteriorantes. Nossos resultados de coliformes a 45 °C observamos o aumento do NMP. g ,
saindo da casa decimal 10" no dia 0 e chegando a 10" no dia 152 apés o abate. Nos tubos houve
formagao de gas nas dilui¢cdes, indicando que o peixe ndo foi manuseado corretamente logo apos
a captura, pois, mesmo adotando medidas eficazes de higiene durante a retirada de amostras,
houve um crescente aumento na contagem de coliformes. Durante o processo de evisceragdo no
rio, provavelmente ocorreu rompimento das visceras, o que levou a migragdo dos coliformes do
intestino para o musculo do peixe. Nas amostras de pescado foi observado o odor de carne putrida
com o avancgo do periodo de estocagem.

Os dados de mesoﬂlos aeroblos também evidenciam um aumento de 1,8 x 10° UFC. g do
dia 0 passando para 2, 5x10* UFC. g a partir do 9% apds o abate, o que indica a proliferacdo de
bactérias, provavelmente deteriorantes. A importancia dessa analise, apesar de a legislagao atual
nao estabelecer valores limitrofes, baseia-se na reconhecida capacidade de alguns
microrganismos deteriorarem o pescado por meio de processos proteoliticos, mesmo em
temperaturas de congelamento, o que reduziria sua V|da de pratelelra Agnese et al. (2001) relatam
que valores de mesdfilos aerdbios superiores a 10° UFC ol ' de carne de peixe sao considerados
criticos com relagao ao seu frescor. Entretanto, Lira et aI (2001) observaram que alguns pescados
que apresentaram mesdfilos aerdbios superiores a 10° UFC g ndo estavam com seus caracteres
sensoriais alterados, enquanto que outros com numero inferior, na andlise sensorial eram
desclassificados.

Conclusées
Os resultados microbiol6gicos mostram que o consumo de pescado conservado em gelo
deve ser a realizado no maximo até o 92, pois a partir deste periodo pode ocorrer a proliferagéo de
coliformes e mesdéfilos aerdbios que aceleragdo a deterioragado do pescado.
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