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RESUMO: Com o objetivo de avaliar diferengas nos resultados obtidos pela metodologia de recuperagio de
células injuriadas e a metodologia oficial rotineiramente aplicada na contagem de coliformes totais e coliformes
fecais, foram submetidas as respectivas metodologias 30 amostras de pescado congelado, beneficiado em
indistrias localizadas no Estado do Pard. Os resultados das anilises microbiolégicas demonstraram valores
diferentes com as metodologias empregadas, sendo que aqueles obtidos com a recuperagfio de células injuriadas
foram significativamente superiores aqueles obtidos com a metodologia oficial rotineira, a qual ndo apresentou
nenhum resultado de contagem de coliformes fecais diferente de < 1,0 x 10! UFC / gest.; 13,33% das amostras
apresentaram-se fora do padrio microbiolGgico para coliformes fecais, quando submetidas 2 metodologia de
recuperacgdo de células injuriadas.

TERMOS PARA INDEXACAO: Recuperagdo de Células Injuriadas, Contagem de Coliformes Totais e
Fecais, Condig¢oes Higiénico-Sanitdrias de Pescado.
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ABSTRACT: 30 frozen fish products collected from local industry plants were submited to surveilance
analyses by the methods of repair of injured cells and enumeration of total and fecal coliforms. The injured
cells repair technique showed the best results with UFC data statiscally superior to the official methodology,
which did not present any result different from < 1,0 x 10" UEC / g. 13,33% of the samples analysed were out
of microbiologic standard by the coliform enumeration technique as compared to the injured cells repair
methodology.
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Sanitary Characteristics of Fish Products.
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1 INTRODUCAO

Em todas as regides do mundo, o
pescado faz parte, desde hd muito, da dieta
alimentar e representa, em alguns paises, a
principal fonte de proteinas de origem
animal. Atualmente, um nimero cada vez
maior de pessoas dd preferéncia a esse
alimento como uma alternativa sauddvel a
carne vermelha.

Neste contexto, o Estado do Para
destaca-se como produtor e exportador de
pescado, sendo que os produtos de maior
significancia na exportagdo sao represen-
tados por: “wholler fish”, filé e posta de
piramutaba (Brachyplatystoma vaillantii),
filé e posta de dourada (Brachyplatystoma
flavicans), camarao rosa (Penaeus subtilis)
e pargo (Pagrus pagrus) eviscerado.

Imediatamente apds a captura, a
microbiota do pescado apresenta-se restrita
ao muco superficial, guelras e trato
intestinal, com virtual auséncia no tecido
muscular. A intensidade e a variagdo da
contaminacdo dependem de indimeros
fatores, entre os quais temperatura, grau de
polui¢do das dguas e reple¢do das visceras
(Leitdo et al, 1988, 1994); mas, ap6s a
captura, devido ao manuseio, transporte €
processamento, a microbiota do pescado
pode sofrer sensiveis alteragdes, com a
eventual introdugio de patégenos de habitat
ndo restrito ao ambiente aquético.

Para testar a inocuidade do pescado,
o servico de inspegio federal (Brasil, 1992)
utiliza rotineiramente a enumeracdo de
coliformes totais e coliformes fecais,
germes indicadores da qualidade higiénica
dispensada no manuseio, conservagao,
transporte e processamento do produto,

38

através da técnica de contagem, expressando
o resultado em unidades formadoras de
colénia por grama (UFC/g).

Para Silva & Junqueira (1995), o
grupo coliformes totais compreende
bastonetes Gram negativos ndo esporo-
génicos, aerébios ou anaerdbios facul-
tativos, capazes de fermentar a lactose com
produgiio de géds, em 24 a 48 horas a 35 C.
O grupo inclui cerca de 20 espécies, dentre
as quais se encontram tanto bactérias
origindrias do trato gastrintestinal de
humanos e outros animais de sangue quente,
como, também, diversos géneros e espécies
de bactérias nio entéricas, como por
exemplo Serratia € Aeromonas.

Segundo Franco & Landgraf (1997), a
definicio do grupo coliforme fecal € a mesma
de coliformes totais, porém restringindo-se
aos membros capazes de fermentar a lactose,
com produgio de gis, em 24 horas a
44,5 °C-45,5 °C. A presenga desses micror-
ganismos no alimento indica, geralmente,
uma contaminacio direta ou indireta de
origem fecal, que pode ser interpretada como
indicacio da presenca de outros microrga-
nismos patégenos, que determinam risco a
sadde piiblica (International Comission on
Microbiological Specification for Foods,
1985: Silva & Junqueira, 1995; Franco &
Landgraf, 1997).

Sabe-se que os produtos pesqueiros
sdo importantes disseminadores de agentes
patogénicos, responsaveis por enfermidades
de veiculacio hidrica (Shimomura &
Muller, 1982; Leitdo et al, 1988). Logo, o
controle de microrganismos patogénicos em
pescado é uma crescente exigéncia do
mercado, para garantia da qualidade de
alimentos industrializados.
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Conseqiientemente, as técnicas
utilizadas para enumeracio devem ser
capazes de determinar inclusive cé€lulas
microbianas que apresentam lesdes fisiol6-
gicas, estruturais ou metabdlicas decor-
rentes de processo de beneficiamento, as
quais nas técnicas rotineiras de andlise
microbiol6gica ndo sdo detectadas, mas que
podem se multiplicar de modo suficiente no
alimento, a ponto de apresentar no mesmo
um ntimero significativo de unidades
formadoras de coldnias (UFC) que o torna
inaceitivel para consumo (American
Public Health Association, 1992; Estados
Unidos, 1995).

Assim, essa falsa inocuidade do
alimento significa um risco potencial
quando € ingerido por criangas, idosos,
debilitados ou imunodeficientes, uma vez
que essa flora microbiana injuriada pode
encontrar condigdes ideais de multiplicagio
no alimento e no organismo do consumidor,
chegando a niveis capazes de causar, desde
leves indisposicdes, até graves intoxicagoes.

Objetivou-se com o presente trabalho
avaliar os resultados da contagem de
coliformes totais e coliformes fecais em
pescado beneficiado por indistrias sob
inspe¢do federal, com emprego de duas
diferentes metodologias.

2 MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 30 amostras de
pescado, compreendendo seis de camarao
rosa, quatro de “wholler fish” de
piramutaba, cinco de filé de piramutaba,
quatro de posta de piramutaba, tres de filé
de dourada, cinco de posta de dourada e trés
de pargo, oriundas de industrias
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subordinadas ao servico de inspecdo federal,
conforme o cronograma de fiscalizagdo do
respectivo servico de inspegdo junto as
mesmas.

As amostras coletadas eram trans-
portadas, em caixas isotérmicas contendo
gelo, até o Laboratério de Apoio Animal
(LAPA-Belém), onde eram submetidas a
sorteio para as andlises microbiolégicas
realizadas.

As amostras foram submetidas as
andlises microbiolégicas de contagem de
coliformes totais e contagem de coliformes
fecais, segundo as técnicas oficiais adotadas
pelo Laboratério Nacional de Referéncia
Animal (Brasil, 1992) e a técnica de
recuperacao de células injuriadas (American
Public Health Association, 1992; Interna-
tional Comission on Microbiological
Specifications for Foods,1985).

No emprego das técnicas oficiais foi
utilizado como meio de cultura seletivo o
violet red bile agar (VRBA), semeando-se
as diluicdes em profundidade e em dupla
camada.

No emprego da técnica de recuperacao
de células injuriadas foi utilizado, como
meio de cultura para recuperac¢do, o
trypticase soy agar (TSA), com semeio em
profundidade, e como meio de cultura
seletivo, o VRBA em uma segunda camada.

Na execug¢do das andlises micro-
biolégicas respectivas foram empregadas
como dilui¢des de cada amostra dos
produtos estudados as dilui¢des decimais
sucessivas de 107, 102 e 10°.

Os resultados obtidos foram subme-
tidos ao tratamento estatistico, empregando-se
o teste “t”.
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3 RESULTADOS

Os resultados obtidos neste estudo

estio apresentados nas Tabelas de
namero 1 a 6.

Na Tabela 1, observa-se que as
contagens para coliformes totais em
trypticase soy agar/violet red bile agar
(TSA/VRBA) sido superiores as contagens
em violet red bile agar (VRBA), inclusive
para aquelas amostras com contagens
diferentes de < 1,0 x 10' UFC/g est. em
VRBA.

Quatorze amostras (70%), das quais
trés de filé de piramutaba, duas de “wholler
fish” de piramutaba, duas de posta de
dourada, duas de filé de dourada, quatro de
camardo rosa e uma de pargo eviscerado,
que deram resultado estimativo,
< 1,0 x 10' UFC/g est., em VRBA, para
coliformes totais, quando inoculadas em
TSA/VRBA demonstraram crescimento,
sendo que as porcentagens mdximas de
recuperagao, 100 %, ocorreram em posta €
filé de dourada e camario rosa (Tabela 2).

Vinte e quatro amostras (80%)
demonstraram resultados considera-
velmente superiores para contagem de
coliformes totais, quando semeadas em
TSA/VRBA. Filé de piramutaba, posta e filé
de dourada e camardo rosa foram os
produtos que mostraram a maior
percentagem de recuperagdo, 100%,
enquanto que o menor indikce de
recuperagido, 33,33%, ocorreu no pargo
eviscerado (Tabela 2).

Considerando-se as médias de
contagem de coliformes totais com o
emprego das duas técnicas, observa-se que
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a menor média obtida no semeio em
TSA/VRBA foi superior, em pelo menos
155 vezes, 4 maior média obtida no semeio
M YRD A, dAormonsirando que 2 CONRZLNS
em TSA/VRBA sio, portanto, superiores
(Tabela 3).

Os resultados de contagem de
coliformes, quando distribuidas por
intervalo de classe (Tabela 4), mostram que
o maior percentual em VRBA encontra-se
na classe 0 — 10 UFC/g e em TSA/VRBA
na classe 10— 10* UFC/g.

Todas as amostras semeadas em
VRBA para contagem de coliformes fecais
nao apresentaram crescimento (Tabela 5);
no entanto, quatro delas (13,33 %) foram
recuperadas quando semeadas em TSA/
VRBA, com percentagens de recuperagao
que variaram de 20% a 33% (Tabela 5 e 6)
e resultados de contagem entre 2,0 x 10
UFC/g e 3,6 x 10* UFC/g (Tabela 5).
Constatou-se, assim, que as mesmas
superaram o padrao, 10> UFC/g, fixado pela
Portaria 451 (Brasil, 1997), gracas ao
emprego da técnica de recuperagdo, o que
ndo seria possivel com a técnica oficial
empregada (Brasil, 1992).

A andlise estatistica demonstrou que a
técnica de recuperagao de células injuriadas
apresentou resultados significativos ao nivel
de 1% de probabilidade (p < 0,01), para os
produtos “‘wholler fish” de piramutaba e pargo
eviscerado, em se tratando de coliformes totais
e para filé de piramutaba, camardaorosa e posta
de dourada, para coliformes fecais. Os
resultados ndo foram significativos, em termos
de coliformes fecais, para os produtos
posta e “wholler fish” de piramutaba, pargo
eviscerado e filé de dourada.
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Tabela 1 - Contagem de coliformes totais em pescado, segundo o tipo de produto e o meio
empregado. Belém, 2000.

Nimero da | Contagem em VRBA | Contagem em TSA/VRBA
e amostra " (bFcry) (UFClg)
Piramutaba em posta 1 <1,0x 10* (0) <1,0x 10" (0)
2 <1,0x 10" (0) <1,0x 10" (0)
3 2,0 x 10° (2000) 7.4 x 10* (7400)
4 2,0 x 10° (2000) 6,2 x 10* (6200)
Piramutaba em “wholler fish” 5 <1,0x 10" (0) <1,0 x 10" (0)
6 <1,0x 10" (0) <1,0x 10" (0)
7 <1,0x 10" (0) 1,5x 10° (1500)
8 <1,0x 10" (0) 4,7 x 10° (4700)
Piramutaba em filé 9 <1,0x 10" (0) 6,0 x 10° (6000)
10 <1,0x 10" (0) 4,1 x 10° (4100)
11 <1,0x 10" (0) 3,5x 10* (3500)
12 5,0 x 10* (500) 4.4 x 10° (4400)
13 1,3 x 10> (130) 5,5x 10° (5500)
Pargo eviscerado 14 <1,0x 10" (0) <1,0x 10" (0)
15 <1,0x 10" (0) <1,0x 10" (0)
16 <1,0x 10" (0) 6,6 x 10° (6600)
Camario rosa 17 <1,0x 10" (0) 5,6 x 10° (5600)
18 <1,0x 10" (0) 3,4x 10° (3400)
19 <1,0x 10" (0) 43 x 10° (4300)
20 <1,0x 10" (0) 5,3 x 10* (53000)
21 1,6 x 10> (160) 6,5 x 10* (65000)
22 1,1 x 10° (1100) 1,5 x 10* (15000)
Dourada em posta 23 <1,0x 10" (0) 1,9 x 10° (1900)
24 <1.0x 10" (0) 2,2x 10* (2200)
25 1,1 x 10° (1100) 3,6 x 10* (36000)
26 1,0 x 10° (1000) 6,9 x 10* (6900)
27 1,0 x 10* (1000) 1,1 x 10* (11000)
Dourada em filé 28 <1,0x 10" (0) 2,1 x 10* (2100)
29 <1,0x 10" (0) 2,4 x 10° (2400)
30 1,1 x 10° (1100) 2,5 x 10° (250000)

Nota: Para efeito de andlise estatistica os resultados de <1,0x10" UF(C/g est. foram considerados como zero.
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Tabela 2 - Contagem de coliformes, segundo o produto, as percentagens € quantidades de
amostras recuperadas em trypticase soy agar/violet red bile agar (TSA/VRBA). Belém, 2000.

Nimero de
Amostras
Nimero de | Amostras recuperadas em
Produto amostras recuperadas Yo TSA/VRBA para %
analisadas | em TSA/VRBA amostras com
leitura de <1,0x10!
est. em VRBA
Piramutaba em posta B 2 50,00 - -
Piramutaba em filé 5 5 100,00 3 60,00
Piramutaba em “wholler fish” 4 2 50,00 2 50,00
Dourada em posta 5 5 100,00 2 100,00
Dourada em filé 3 3 100,00 2 100,00
Camarao rosa 6 6 100,00 4 100,00
Pargo eviscerado 3 1 3333 1 33,33

Nota: Sinal convencional utilizado:
- Dado ndmerico igual a zero ndo resultante de arredondamento.

Tabela 3 - Médias de contagens de coliformes, segundo o produto, meio empregado e a
quantidade de amostras recuperadas. Belém, 2000.

Numero de amostras Contagem (UFC/g)
i— analisadas VRBA TSA/VRBA
Piramutaba em posta - 1000 3400
Piramutaba em filé 5 126 4700
Piramutaba em wholler fish 4 <10 1550
Dourada em posta 5 620 11600
Dourada em filé 3 366,06 84833,3
Camario rosa 6 210 243833
Pargo eviscerado 3 <10 2200

Tabela 4 - Classes de contagens de coliformes totais, segundo 0 meio empregado,
percentagem e quantidade de amostras recuperadas. Belém, 2000.

Meio de cultivo Meio de cultivo
%};Stsaegse?; VRBA TSA/VRBA
Numero de amostras % Numero de amostras %

Até — 10! 20 - 66,6 6 20
10t — 10? . = o B
102 — 10° 5 16,6 = -
10° — 10¢ 5 16,6 18 60
104— 10° - - 5 16,6
10— 10° - - 1 3,3

Nota: Sinal convencional utilizado:
- Dado numérico igual a zero ndo resultante de arredondamento
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Tabela 5 - Contagem de coliformes fecais em pescado, segundo o tipo de produto, meio
empregado e os resultados obtidos. Belém, 2000.

Drisdiite Nimero da | Contagem em VRBA | Contagem em TSA/VRBA
amostra (UFC/lg) (UFC/g)
Piramutaba em posta 1 <1,0x 10" (0) <1,0x 10" (0)
2 <1.,0x 10" (0) <1,0x 10" (0)
3 <1,0x 10" (0) <1,0x 10" (0)
4 <1,0x 10" (0) <1,0x 10" (0)
Piramutaba em “wholler fish” 5 <1,0x 10" (0) <1,0x 10" (0)
6 <1,0x 10" (0) <1,0x 10" (0)
7 <1,0x 10" (0) <1,0x 10' (0)
8 <1,0x 10" (0) <1,0x 10" (0)
Piramutaba em filé 9 <1,0x 10" (0) <1,0x 10" (0)
10 <1,0x 10' (0) <1,0x 10" (0)
11 <1,0x 10! (0) <1,0x 10" (0)
12 <1,0x 10" (0) <1,0 x 10" (0)
13 <1,0x 10" (0) 2,2 x 10* (2200)
Pargo eviscerado 14 <1,0x 10" (0) <1,0x 10" (0)
15 <1,0x 10" (0) <1,0x 10" (0)
16 <1,0x 10" (0) <1,0x 10" (0)
Camario rosa 17 <1,0x 10" (0) <1,0x 10" (0)
18 <1,0 x 10" (0) <1,0x 10" (0)
19 <1,0x 10" (0) <1,0 x 10" (0)
20 <1,0x 10! (0) <1,0x 10" (0)
21 <1,0x 10" (0) 1,0 x 10* (10000)
22 <1,0 x 10" (0) 2,1 x 10* (21000)
Dourada em posta 23 <1,0x 10" (0) <1,0x 10" (0)
24 <1,0x 10" (0) <1,0x 10" (0)
25 <1,0x 10" (0) <1,0 x 10" (0)
26 <1,0x 10" (0) 3,6 x 10* (36000)
27 <1,0x 10" (0) <1,0x 10" (0)
Dourada em filé 28 <1,0x 10" (0) <1,0x 10" (0)
29 <1,0x 10" (0) <1,0x 10" (0)
30 <1,0x 10' (0) <1,0x 10" (0)

Nota: Para efeitos de andlise estatistica os resultados de < 1,0 x 10" UFC/g est. foram considerados como zero.

Tabela 6 - Recuperagdo de coliformes fecais em trypticase soy agar (TSA), segundo o
produto, quantidade e percentagem de amostras. Belém, 2000.

Numero de amostras

Amostras recuperadas

Produto analisadas em TSA/VRBA %
Piramutaba em filé 5 1 20,00
Dourada em posta 5 1 20,00
Camarao rosa 6 33,33
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4 DISCUSSAO

Comparando-se os resultados da
contagem de coliformes totais em TSA/
VRBA, com os de outros autores, conclui-se
que Hoffman et al (1995) obtiveram resultados
inferiores em filé de pescada branca
(Cynoscion virescens), enquanto que Dams et
al (1996), ao contrdrio, obtiveram valores
superiores em filé e pescadinha (Cynoscion
leiarchus) inteira, em ambos os trabalhos com
a técnica do niimero mais provavel.

As médias de contagem de coliformes
totais em TSA/VRBA (Tabela 3) também
foram superiores aos resultados obtidos por
Ribeiro et al (1984 a, b) em pele e misculo
de sardinha (Sardinella aurita), com a
mesma técnica recomendada pelo 6rgédo
oficial (Brasil, 1992), mesmo que se
considere as condi¢des do experimento
realizado por esses autores, que consistiram
na andlise dos produtos imediatamente apOs
a pesca e no desembarque.

Na contagem de coliformes fecais em
TSA/VRBA, 13,33% das amostras de
piramutaba em filé, dourada em posta ¢
camario rosa (Tabela 6) apresentaram
contagens superiores a 100UFC/g, o que
mostra que a técnica oficial empregada
rotineiramente ndo foi capaz de detectar a
presencga de coliformes fecais nas amostras
analisadas; foi o que ocorreu, provavel-
mente, nos trabalhos de Hoffman et al

(1995), Silva & Divino (1995) e Dams ‘et al ;
(1996), que nio constataram a presenga de:

coliformes fecais, respectivamente, em
amostras de filé de pescada branca, pirarucu
(Arapaima gigas) e em filé e pescadinha
inteira, ao empregarem a técnica do nimero
mais provavel.

44

Do mesmo modo, os réesultados
obtidos por Aquino et al (1996), 73,4% de
amostras de pescado com coliformes fecais,
obtidos com a mesma metodologia
empregada pelos autores citados acima,
provavelmente teriam sido mais elevados se
tivessem empregado a técnica de
recuperagdo de células injuriadas.

Diversos autores, entre os quais
Muratori (1991), Muratori et al (1994),
Soares & Muratori (1993) e Araujo (1997),
obtiveram diferentes percentuais de
amostras, respectivamente, 20,5%, 20%,
53,3% e 55%, excedendo os padrdes
regulamentares para coliformes fecais, isto
é, 100/g (Brasil, 1997), com o emprego da
técnica do namero mais provavel.

Sabe-se que essa técnica ¢€
recomendada para produtos com baixa
concentragdo de microrganismos, portanto,
que sofreram a¢do de determinados
tratamentos higiénicos (American Public
Health Association of Foods, 1992;
International Comission on Microbiological
Specifications for Foods, 1985);0s
resultados desses autores teriam sido,
provavelmente, superiores, se tivesse sido
empregada por eles a metodologia de
recuperacio de células injuriadas.

Comparando-se os resultados obtidos
neste trabalho com aqueles determinados
por Speck et al (1975), Ray (1979) e
Hackney et al (1979), que também
empregaram a técnica de recuperagdo de
coliformes totais e fecais em sorvete de
creme de leite comercial e diversos produtos
marinhos, observa-se que, no geral, esses
autores obtiveram taxas de recuperagao
semelhantes as alcancadas no presente
estudo. No entanto, quando se considera,
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isoladamente, o produto camardo, observa-
se que os resultados obtidos nesta pesquisa
para coliformes fecais (Tabela 6) foram
superiores aos determinados por Hackney
et al (1979) e Ray (1979), respectivamente,
22,4% e 28,16%.

5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos com a técnica
de recuperacdo de células injuriadas foram
superiores aqueles determinados com a
metodologia oficial rotineiramente adotada.
Por outro lado, a técnica de recuperacio de
células injuriadas permitiu detectar 13,33%
de amostras excedendo o padrao micro-
bioldgico para contagem de coliformes
fecais. Finalmente, a diferenca entre os
resultados obtidos com o emprego das duas
técnicas demonstra que a técnica oficial
utilizada na rotina para a enumeragio de
coliformes totais e coliformes fecais nao é
capaz de promover recuperacdo de células
que sofreram lesdes fisiologicas, estruturais
ou metabdlicas; conseqiientemente, o
resultado obtido pode ndo ser significativo
para questionar a qualidade higi€nico-
sanitdria do produto e a falsa inocuidade
resultante, significando, assim, um risco
potencial para o consumidor.
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