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AVALIACAO DA QUALIDADE MICROBIOLOGICA DO GELO UTILIZADO NA
CONSERVACAO DE PESCADO

RESUMO - O gelo € um excelente meio de prolongar o frescor do peixe e na industria
alimenticia tem um dos mais importantes papéis, uma vez que retarda a multiplicacédo
bacteriana e, se fabricado sob méas condi¢cdes sanitarias pode se tornar um fator de
risco para os consumidores. Sendo assim, este estudo objetivou avaliar a qualidade
microbioldgica do gelo utilizado na conservagdo do pescado por meio da quantificacéo
de microrganismos heterotroficos mesofilos e psicrotréficos viaveis, coliformes totais e
termotolerantes, além de investigar a presenca de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Salmonella spp. Para tal, foram colhidas 63 amostras de gelo de seis
estabelecimentos, sendo cinco hipermercados e uma peixaria, situados no municipio de
Ribeirdo Preto/SP. Os resultados obtidos mostraram populacées de microrganismos
heterotréficos meséfilos variando entre 1,0 x 10 e 3,0 x 10* UFC.mL™ e psicrotréficos
variando entre 1,0 x 10 e 1,0 x 10° UFC/mL, sendo que 19,05% das amostras contendo
microrganismos mesofilos encontravam-se com popula¢gdes acima do permitido pela
legislacao vigente. Ja 22,22% das amostras foram positivas para coliformes totais e
9,52% para coliformes termotolerantes. A presenca de Staphylococcus aureus foi
confirmada em trés amostras, E. coli e Salmonella spp. ndo foram encontradas.
Portanto, a avaliagdo da qualidade microbiologica do gelo, neste experimento, permitiu
concluir que a agua utilizada na fabricacdo de gelo utilizado para conservagédo de
pescado comercializado nos estabelecimentos pode ser contaminada por manuseio
inadequado e seu incorreto acondicionamento, o que é um fator de risco para a saude

do consumidor uma vez que o gelo em contato com o peixe pode contamina-lo.

Palavras-chave: pescado, gelo, qualidade microbiolégica, bactérias patogénicas.
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EVALUATION OF THE MICROBIOLOGICAL QUALITY OF THE ICED USED IN THE
CONSERVATION OF SEAFOQOD

SUMMARY - The ice is an excellent way to prolong the freshness of the fish and in the
food industry has one of the most important roles, since it slows the bacterial growth,
and if it is manufactured under poor sanitary conditions could become a risk factor for
consumers. So, this study had as objective to evaluate the microbiological quality of the
ice used in the seafood conservation by counting of mesophilic and psychrotrophics,
total and thermoresistant coliforms and to investigate the presence or not of Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e Salmonella spp. For such, sixty-three samples of ice were
collected from five supermarkets and one fish market located in the municipality of
Ribeirdo Preto/SP. The results showed populations of mesophilic heterotrophic
microorganisms ranging from 1,0 x 10 to 3,0 x 10* UFC/mL and psychrotrophics ranging
from 1,0 x 10 to 1,0 x 10° UFC/mL, being 19,05% of the samples containing mesophilic
microorganisms above the allowed by the current legislation. It was found that 22,22%
of the samples were positive for total coliforms and 9,52% for thermoresistant. The
presence of Staphylococcus aureus was confirmed in three samples and E. coli and
Salmonella spp. were not found. So, the evaluation of the microbiological quality in this
study permitted to conclude that though there is a specific legislation about water quality,
the unpotable water still in use in the ice manufactured utilized in the seafood
conservation commercialized in food stores, what is a risk factor to the consumers

health since the ice in contact with the fish can contaminate it.

Key-words: seafood, ice, microbiology, pathogenic bacteria.



1. INTRODUCAO

As doengas de natureza infecciosa ou toxica, devido a ingestao de alimentos ou
agua contaminados, ocorrem ha tempos e sdo responsaveis por grandes surtos de
toxinfecgcdes alimentares, sendo as criangas, idosos e 0s imunodeprimidos mais
acometidos. Porém, esses surtos sado pouco relatados, visto que o diagnostico dessas
doencas é dificil, devido as raras investigacoes.

Em relagdo ao pescado, o baixo consumo indica menores registros de surtos
alimentares quando comparados as aves, laticinios e outras carnes. Porém, o aumento
que se tem observado no seu consumo, devido a beneficios como, por exemplo,
reducdo de doencas cardiacas, tem implicado também no aumento da sua producao.
Entretanto, é bastante perecivel, sua captura até o consumo exige condi¢cdes sanitarias
adequadas, pois além da rapida deterioracdo autolitica, microrganismos podem estar
presentes.

Dessa forma, a conservacdo desses produtos requer um controle de qualidade e
uma manutencao da cadeia de frio mais rigorosos. A correta utilizacdo do gelo tem a
funcdo de manter o frescor do pescado, o qual deve permanecer sob temperaturas
proximas de 0°C, e, a agua utilizada na sua fabricacdo deve estar de acordo com os
padrbes de potabilidade preconizados na Portaria n°518/2004/MS, tais como, auséncia
de coliformes termotolerantes em 100mL e contagem de microrganismos heterotroficos
mesoéfilos de até 500 UFC.mL™ (BRASIL, 2004).

Tendo em vista o exposto realizou-se o presente trabalho que tem como

objetivos o0 que se segue.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral:

- avaliar a qualidade microbiolégica do gelo utilizado na conservagao do pescado.

2.2. Objetivos especificos:

- quantificacdo de microrganismos heterotréficos mesofilos e psicrotroficos viaveis;

- quantificacdo de coliformes totais, termotolerantes e Escherichia coli;

- quantificacdo de Staphylococcus aureus;

- determinacéo da presenca de Salmonella spp;

- determinacédo das concentracdes de cloro residual livre e o valor de pH;

- avaliar as caracteristicas microbiologicas de gelo frente aos padrdes legais de acordo
com a Portaria n°518/2004/MS (BRASIL, 2004).



3. REVISAO DA LITERATURA

As doencas transmitidas por alimentos (DTAs) sdo conhecidas desde épocas
muito remotas. No ano 2000 a.C. Moisés determinou algumas leis sobre os alimentos
que poderiam ser ingeridos e aqueles que deveriam ser rejeitados, bem como métodos
de preparacao e a importancia da limpeza das maos antes de ingeri-los, entretanto, sua
contaminacdo estava relacionada com seu estado de putrefacdo. Hoje, sabe-se que os
alimentos contaminados por microrganismos patogénicos podem ter aspecto, odor e
sabor normais (BRASIL, 2005).

As DTAs sao definidas como doencas de natureza infecciosa ou téxica causadas
pela ingestdo de alimentos ou agua contaminados e s&do responsaveis por
aproximadamente 90% dos casos de diarréia que ocorrem nos paises em
desenvolvimento (WHO, 2004).

Atualmente, mais de 250 tipos diferentes de DTAs tém sido descritas e as mais
conhecidas séo: colera, febre tiféide, botulismo, salmonelose, estafilococose e
colibacilose. A suscetibilidade € maior em criancas, idosos e imunodeprimidos e o
periodo de incubacdo varia conforme o agente etioldgico podendo durar de horas a
meses (BRASIL, 2005).

A incidéncia global é dificil de estimar, mas ha relatos que 1,8 milhdo de pessoas
morreram pelo agravamento devido a doencgas diarréicas no ano de 2005, sendo que
grande parte desses casos pode ter sido atribuida a contaminacdo de alimentos ou
agua, além disso, pesquisas mostram a diarréia como uma das principais causas de
desnutricdo em lactantes e criancas (WHO, 2011). H& indicacdo que a ocorréncia
destas doencas vem aumentando gradativamente e que s&o responsaveis por centenas
de mortes e milhares de hospitalizacbes (GERMANO & GERMANO, 2001).

As DTAs veiculadas por pescado ocorrem em menor propor¢do quando
comparadas as transmitidas por meio de aves, laticinios e outras carnes. A dieta da
populagdo em busca de um alimento saudavel e a forma de preparo do pescado, muitas
vezes crus ou mal-cozidos, séo fatores determinantes da importancia desse alimento

como veiculo de transmissao de patdégenos (HUSS et al., 2000). Segundo a Secretaria



de Vigilancia em Saude, no Brasil foram registrados 3.737 surtos de doencas
veiculadas por alimentos entre os anos de 1999 a 2004, sendo que 37 foram causados
pelo consumo de pescado contaminado (BRASIL, 2005).

A producdo de pescado no Brasil teve um aumento de 7,3%, passando de
1.156.423 toneladas em 2008 para 1.240.813 toneladas em 2009. O consumo per
capita no pais em 2009 foi de 9,03 Kg/habitante/ano, apresentando um crescimento de
8% em relacdo ao ano anterior. No entanto, ainda abaixo dos 12 kg/habitante/ano
recomendados como consumo minimo pela Organizacdo Mundial da Saude. Nas
regides Sul e Sudeste que concentram 57% da populacdo brasileira sdo observados
indices muito abaixo do esperado 1,78 e 2,17 kg/habitante/ano, respectivamente, com
predominio de pescado de agua salgada e somente na regido norte do pais o consumo
fica proximo ao ideal. (BRASIL, 2008/2009).

Conforme o Decreto n°30.691/1997 define-se pescado como um termo genérico
que compreende 0s peixes, crustaceos, moluscos, anfibios, quelénios e mamiferos de
adgua doce e salgada usados na alimentacdo humana e é classificado como: (1)
pescado fresco, aquele que nao sofreu processo de conservacao, exceto a acao do
gelo; (2) resfriado, quando acondicionado em gelo e mantido em temperaturas entre
-0,5°C a -2°C; e (3) congelado, o tratado por processos adequados de congelacdo em
temperatura ndo superior a -25°C (BRASIL, 1997).

O amplo crescimento da aquicultura no Brasil chama atencdo para suas
consequéncias a saude do consumidor devido, principalmente, ao consumo de produtos
na forma de “sushi”, “sashimi”, ostras ou pelo cozimento inadequado de peixes (VIEIRA
& SAKER-SAMPAIO, 2004).

O pescado trata-se de um alimento rico em proteinas, responsaveis pelo alto
valor nutritivo com um balanceamento de aminoacidos essenciais, em especial a lisina,
e lipideos, que servem como fonte energética e de acidos graxos polinsaturados,
ressaltando-se o 6mega trés (o3) que apresentam efeitos redutores sobre os teores de
triglicerideos e colesterol sanguineo, reduzindo os riscos de doencas cardiovasculares.
Além disso, o pescado pode ser também uma excelente fonte de vitaminas e minerais
(OGAWA & MAIA, 1999).



Embora seja considerado um alimento saudavel, o seu consumo no Brasil,
considerado baixo segundo a OMS, pode estar relacionado a comercializacdo mal feita
e a ma qualidade do produto disponivel ao consumidor. Dessa forma, cabe aos
responsaveis pela qualidade do pescado: autoridades governamentais, pescadores,
aquicultores, transportadores da matéria-prima, industrias processadoras, atacadistas e
varejistas, desempenharem seus papé€is quanto a correta captura, manipulacdo e
conservacdo para que se possa fazer do pescado um alimento de exceléncia
nutricional, confidvel sob o ponto de vista do consumidor, de qualidade e em
concordancia com os parametros exigidos pela legislacdo vigente (GALVAO, 2006).

Nesse contexto, PIMENTEL & PANETTA (2003) analisaram 80 amostras de gelo
para conservacao de pescado no municipio de Sao Paulo e encontraram popula¢des de
microrganismos heterotréficos que variaram de 3,0 x 10° a 8,4 x 10* UFC.mL™,
concluindo que os resultados encontrados acima do permitido pela legislacdo séo
devido as praticas inadequadas de higiene e a ma qualidade da agua utilizada para sua
fabricacéo.

Ja ALMEIDA FILHO et al. (2002), ao avaliarem a qualidade microbiol6ogica do
peixe pintado (Pseudoplatystoma fasciatum) comercializado no municipio de
Cuiaba/MT, observaram altas populacbes de microrganismos psicrotroficos em
amostras colhidas em feiras livres e supermercados. Os resultados caracterizaram a
presenca de grande carga microbiana como falhas na cadeia produtiva que,
provavelmente, ocorreram desde a captura, passando por manipulacdo, estocagem,
transporte e comercializagdo o que colocou em risco a integridade dos produtos.

Um ponto importante a ser abordado é a conservacao desses produtos com
rigoroso controle de qualidade dando maxima atengdo a manutengéo da cadeia de frio,
de forma que sejam mantidos em locais limpos e sob temperatura controlada (ALVES et
al., 2002). Desta forma, o gelo tem sido usado como um excelente meio de prolongar o
frescor do pescado, uma vez que as baixas temperaturas séo utilizadas para retardar
reagbes quimicas e a agao das enzimas, além de minimizar ou parar a atividade dos
microrganismos no alimento (VIEIRA et al., 1997; SCHERER et al., 2004; VIEIRA &
SAKER-SAMPAIO, 2004).



Cada microrganismo apresenta uma temperatura minima para 0 Seu
desenvolvimento, abaixo da qual nao tera condi¢cdes para se multiplicar, por outro lado,
guando submetidos a temperatura 6tima para seu desenvolvimento, podem provocar
mudancas no aspecto, sabor e, as vezes, no odor do substrato afetado. Sendo assim,
temperaturas de resfriamento que envolvam gelo ou refrigeracdo mecanica sao
indicadas, tanto como o principal método de conservagcdo, quanto numa preservacao
temporaria até que outro processo seja aplicado (VIEIRA & SAKER-SAMPAIO, 2004).

A industria brasileira utiliza gelo em cubos ou em escamas, 0s quais devem ter
no maximo um cm? com uma relacdo gelo/pescado na proporgéo de 1:4 a 1:1. Além
disso, o excesso de pescado que nao for imediatamente processado na industria ou
varejo deve ser conservado em caixas de policloreto de vinila (PVC) rigido com
camadas intercaladas e armazenado em camaras refrigeradas por até trés dias
(SCHERER et al., 2004; GALVAO, 2006).

O gelo pode conter microrganismos patogénicos quando uma fonte de agua
contaminada é utilizada na sua producdo ou se houver falhas de higiene no seu
manuseio. Como exemplo, na Tailandia (2005), um surto de Hepatite A afetou
aproximadamente novecentas pessoas ap6s o0 consumo de gelo produzido numa
fabrica na provincia de Chiang Rai proveniente de pocos artesianos contaminados
(FEHD, 2005).

Os resultados para microrganismos heterotroficos em amostras analisadas por
VIEIRA et al. (1997) evidenciaram populacées acima da permitida na legislagdo em
supermercados de Fortaleza/CE. Esses autores relataram que o uso de agua
contaminada durante o processamento e/ou transporte resultou em ma qualidade do
gelo. No mesmo municipio, ALBUQUERQUE et al. (2006) observaram Staphylococcus
aureus em amostras de gelo utilizado na conservacédo de camarao em feiras livres.

FALCAO et al. (2002, 2004) em Araraquara/SP encontraram grande percentual
de amostras contaminadas com elevadas populagbes de microrganismos mesoéfilos e
psicrotroficos, além de Yersinia enterocolitica e Escherichia coli, inclusive com sorotipos

enteroagregativos, o que os levou a chamarem a atencdo sobre a importancia da



qualidade microbioldgica do gelo para a conservagéo de alimentos, jA que 0 mesmo, na
maioria das vezes, entra em contato direto com os produtos.

Os microrganismos heterotroficos psicrotréficos possuem a capacidade de
produzir enzimas deteriorantes e tém grande importancia em microbiologia de
alimentos, uma vez que podem se desenvolver em produtos conservados sob
refrigeracdo, mesmo em temperaturas proximas a 0°C (JAY, 2005).

LATEEF et al. (2006) ao avaliarem as caracteristicas microbiologicas do gelo
utiizado na conservacdo de alimentos e em bebidas em Ogbomoso (Nigéria)
encontraram altos niveis de contaminagdo, prevalecendo microrganismos como
Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa e Bacillus firmus, inclusive com
culturas resistentes a antimicrobianos de uso comum e entenderam que ele pode ser
considerado como um novo veiculo de disseminacdo de microrganismos.

A agua deve ser potavel, nesse contexto, GALAL-GORCHEV (1996) citado por
CASTANIA (2009), nos paises em desenvolvimento, nos quais se enquadra o Brasil,
estimou que 80% das doencas e mais de um terco das mortes estavam associadas ao
emprego e consumo de aguas contaminadas.

A relagdo dessa contaminacdo com as doencas humanas enfatiza a importancia
de estudos para obter informacdes sobre as condices higiénicas do gelo comercial,
pois a agua ndo deve apresentar microrganismos patogénicos que possam permanecer
viaveis durante a armazenagem. Segundo RIES et al. (1992), citados por FALCAO et all.
(2002), o gelo foi um dos mais importantes veiculos de transmisséo de célera durante a
epidemia que ocorreu no Peru na ultima década, o qual foi preparado a partir de agua
contaminada, misturado com xarope de groselha e vendido por vendedores
ambulantes.

A esse respeito, altas populacdes de microrganismos heterotroficos, bem como a
presenca de coliformes totais e termotolerantes, foram observadas por GIAMPIETRO &
REZENDE-LAGO (2009) em Ribeirdo Preto/SP no gelo utilizado para conservagao de
pescado, 0 que os levou a concluir que ele traz riscos ao produto armazenado e a
populacdo consumidora e que uma das formas de amenizar o problema é a orientacdo

dos manipuladores de alimentos oferecendo cursos de capacitacao.



Da mesma maneira, em S&o Carlos/SP, SERRANO & SOUSA (2006)
confirmaram a presenca de microrganismos heterotroficos, Escherichia coli,
Pseudomonas sp. e Staphylococcus coagulase positivo em gelo proveniente de bares e
restaurantes, sugerindo a contaminacdo da agua ou manipulacdo inadequada. Além
disso, por meio da aplicacdo de questionarios proprios constataram que a maioria dos
manipuladores nao reconhecia o0 gelo como potencial veiculador de doencas
alimentares.

Segundo a Portaria n°518 de 25/03/2004, o Ministério da Saude caracteriza
como agua potavel, aquela cujos parametros microbiolégicos, fisicos, quimicos e
radioativos atendam ao padréo de potabilidade com isencdo de bactérias patogénicas e
em conformidade com o padrdo microbiolégico descrito na Tabela 1. Além disso, de
acordo com a Portaria n°326 de 30/07/1997/MS, o gelo utilizado em contato direto
com alimentos ou superficies ndo deve conter nenhuma substancia que possa
contamina-lo ou ainda ser perigosa para a saude do consumidor, para tanto, deve
obedecer ao padrdo de agua potavel quanto a identidade e qualidade vigentes
(BRASIL, 1997; BRASIL, 2004).

Tabela 1. Padrao microbiolégico para potabilidade da &gua de acordo com a Portaria n° 518 de
25/03/2004/MS.

Agua Potavel

Parametro VMP*

Sistemas que analisam menos de 40
) ] amostras por més: apenas uma amostra
Coliformes totais i
podera apresentar mensalmente resultado

positivo em 100mL

Escherichia coli ou coliformes termotolerantes Auséncia em 100 mL

Microrganismos heterotréficos mesofilos < 500 UFC.mL™" **

* Valor maximo permitido

** Unidade formadora de coldnia por mililitro



O gelo, apesar de ndo ser um meio de cultivo, devido a falta de nutrientes
necessarios ao desenvolvimento microbiano, podera funcionar como um veiculo de
contaminacdo ao pescado e comprometer sua qualidade, caso seja preparado a partir
de &gua contaminada por microrganismos que suportem temperaturas proximas a 0°C
(VIEIRA & SAKER-SAMPAIO, 2004). O uso do cloro na agua destinada a sua producédo
é recomendado como ferramenta efetiva na reducédo de microrganismos no pescado, 0
que foi constatado por SCHERER et al. (2004) que ampliou em até trés dias a vida de
prateleira da carne de carpa-capim (Ctenopharyngodon idella) utilizando gelo clorado.

O cloro, considerado como um desinfetante universal para a agua na indastria de
pescado, € amplamente utilizado para a limpeza de superficies, utensilios e matéria-
prima, e a parte que permanece na agua apos periodo de acdo média de 20 minutos,
constitui o cloro livre, de grande poder desinfetante. Solu¢cdes contendo altas
concentracdes de acido hipocloroso, que é formado quando compostos clorados estéo
em solugdo aquosa, apresentam uma maior atividade bactericida. A eficiéncia do cloro
diminui com o aumento do pH da solucdo. A desinfeccdo da agua tem como objetivo
destruir bactérias patogénicas e outros microrganismos e € uma das mais importantes
medidas de saude publica, considerando que a sua pratica tem reduzido,
significativamente, doencas propagadas pela agua (DOMINGUES & LANGONI, 2001;
SCHERER et al., 2004; SILVA et al., 2009).

A Portaria n°518/2004/MS preconiza que apos a desinfeccdo a dgua deve conter
um minimo de cloro residual livre de 0,5 mg/mL, sendo obrigatéria a manutencao de 0,2
mg/mL em qualquer ponto da rede de distribuicdo, recomendando-se que a cloracéo
seja realizada em pH inferior a 8,0 e com um tempo de contato minimo de 30 minutos
(BRASIL, 2004). Em geral, a reatividade do cloro diminui com o aumento do pH, e sua
velocidade de reacdo aumenta com a elevacao da temperatura (MEYER, 1994).

PIMENTEL & PANETTA (2003) observaram pH entre 4,88 e 6,98 ao avaliarem
gelo antes do contato com o pescado em supermercados de Sao Paulo/SP, resultados
que podem favorecer a multiplicagdo bacteriana no gelo. Da mesma forma,
GIAMPIETRO & REZENDE-LAGO (2009) relataram 29 (96,6%) amostras em

desacordo quanto ao teor de cloro residual e 12 (40%) quanto ao pH em amostras de
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gelo para conservagdo de pescado em Ribeirdo Preto/SP, o que indicou riscos ao

produto armazenado neste gelo, bem como a populagdo consumidora.

3.1. Coliformes Totais, Coliformes Termotolerantes e Escherichia coli

Pertencentes a familia Enterobacteriacea, predominando os géneros Escherichia
sp., Citrobacter sp., Enterobacter sp. e Klebsiella sp., os coliformes sdo encontrados no
ambiente ou no trato gastrintestinal de animais homeotérmicos e foram historicamente
utiizados como microrganismos indicadores para servir como uma medida de
contaminacado fecal e, assim, avaliar a possivel presenca de patégenos entéricos na
agua. No entanto, a presenca de bactérias desse grupo nao indica, necessariamente, a
contaminacado fecal, sendo importante a contagem de coliformes termotolerantes que
indicam as condicfes sanitarias e possivel presenca de enteropatdégenos no alimento
(FALCAO et al., 2002; FORSYTHE, 2002).

A identificacdo da Escherichia coli em alimentos € de grande valor devido a
relacdo com os surtos de gastrenterite observados, sendo os coliformes termotolerantes
capazes de fermentar a lactose em meio Escherichia coli (EC) com producédo de gas a
45,5 °C (AGNESE et al., 2001; FEHD, 2005).

As estirpes de Escherichia coli incluem varios patdgenos emergentes de
importancia para a saude publica mundial que séo classificadas de acordo com suas
propriedades e o0s sintomas produzidos no hospedeiro, tais como E. coli
enteropatogénica (EPEC), E.coli enteroinvasiva (EIEC), E.coli enterohemorragica
(EHEC), E.coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC) e E. coli de
aderéncia difusa (DAEC) (FALCAO et al., 2002).

De acordo com AGNESE et al. (2001), por néo fazer parte da microbiota normal
do pescado, a E. coli pode estar associada a contaminacgéo fecal do local de captura,
transporte e manuseio, ou mesmo do gelo utilizado e outros materiais que tenham
entrado em contato com 0 mesmo, uma vez que sua presenca indica condicdes

sanitérias insatisfatorias. Essas observacdes foram confirmadas por ALVARES et al.
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(2008) os quais encontraram E. coli em 48,9% das amostras de pescado colhidas na
grande Sao Paulo/SP.

MURATORI et al. (2007) analisaram amostras de lavados de méos de
manipuladores de piscicultura e isolaram E. coli das amostras, confirmando que esses
microrganismos podem ser veiculados por maos.

Na india, KUMAR et al. (2005) analisaram 10 amostras de gelo de diferentes
mercados de peixes frescos, sendo sete (70%) positivos para E. coli. Isso mostrou que
ele apresentava ma qualidade e serviu como veiculo de contaminacdo para 0s peixes
comercializados neste local.

Resultados acima do padrdo estabelecido pela legislagdo vigente foram
comprovados por RODRIGUES NETO et al. (2009) em 27 amostras de gelo
comercializados em Recife/PE que confirmaram 15 (55,5%) amostras positivas para
coliformes totais e, dentre essas, 14 (93,3%) positivas para coliformes termotolerantes,
identificando a presenca da bactéria Klebsiella pneumoniae, justificada pelo contato
com microrganismos em algum dos estagios de fabricagéo.

Os resultados da analise microbioldgica do gelo utilizado para refrigerar bebidas
na Irlanda, em 2002, comprovaram a presenca de 5% de E. coli e 29,5% de coliformes
totais, ndo cumprindo os critérios microbiol6gicos especificados pela legislacdo de agua
potavel daquele pais indicando que sua contaminacéo pode surgir a partir de diferentes

locais, como a fonte de agua e mas praticas de higiene alimentar (FSAI, 2002).

3.2. Staphylococcus sp.

Os Staphylococcus sp. sdo cocos Gram positivos, com aproximadamente 1 um
de didametro e que tendem a formar agrupamentos em arranjos semelhantes a cachos
de uva, o0 que determina 0 seu nome, pois as palavras gregas staphyle e kokkos servem
para designar cachos de uva e grao, respectivamente (QUINN et al., 2005).

S&o habitantes usuais da pele, das membranas mucosas e do trato respiratério
superior, destacando-se o S. aureus, um organismo coagulase-positivo, catalase-
positivo, oxidase-negativo e anaerobio facultativo (GERMANO & GERMANO, 2001).
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Sua temperatura de multiplicacdo varia de 7,0 a 48°C, sendo a temperatura de 37°C
considerada 6tima e o pH para seu desenvolvimento fica entre 4,0 e 9,8 (BARRETO,
2004).

E considerado como um dos patdgenos humanos mais importantes e, apesar de
constituir parte da microbiota humana normal, pode produzir infec¢cdes oportunistas
significativas em condi¢cdes apropriadas (KONEMAN et al., 2008). Nesse contexto,
MURATORI et al. (2007) verificaram a presenca desse microrganismo em amostras de
maos de manipuladores em pisciculturas no Piaui, refletindo a possibilidade da
veiculacdo do mesmo ao peixe e seu posterior consumo podendo provocar intoxicacoes
estafilococicas.

EVANGELISTA-BARRETO & VIEIRA (2003) confirmaram a presenca da bactéria
em 36 (60%) amostras provenientes de maos de manipuladores de alimentos em duas
industrias de pescado de Fortaleza/CE e concluiram que a auséncia de habitos
adequados de higiene pessoal justificou os altos percentuais encontrados.

As enterotoxinas produzidas por esta bactéria sdo responsaveis por frequentes
casos de intoxicacdes alimentares. Por outro lado, algumas cepas néo produtoras de
coagulase estdo envolvidas em uma variedade de infec¢cdes humanas e animais e
apesar de raramente serem implicadas em intoxicacdes alimentares podem contaminar
os alimentos e tornar os seres humanos portadores comuns desses microrganismos
(CUNHA et al., 2006).

Segundo CUNHA NETO et al. (2002), a intoxica¢do alimentar provocada pelo S.
aureus ocorre devido a ingestdo de enterotoxinas produzidas e liberadas durante sua
multiplicacdo no alimento representando um risco para a saude publica. A enterotoxina
estafilocécica termoestavel esta presente no alimento mesmo apds o cozimento e é
responsavel por aproximadamente 45% das toxinfec¢cdes no mundo.

No passado, os estafilococos coagulase negativos foram considerados
contaminantes de pouca importancia clinica. Entretanto, no decorrer das Ultimas quatro
décadas, esses microrganismos passaram a ser reconhecidos como respeitaveis
agentes de doencas humanas (KONEMAN et al., 2008).
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De acordo com LAMAITA (2003) os padrdes legais para alimentos especificam
apenas a presenca de espécies coagulase positivas e reforcam a necessidade de
revisdo da legislacao brasileira, incluindo Staphylococcus coagulase negativo, dada sua

gravidade do ponto de vista de seguranca alimentar.

3.3. Salmonella spp.

Salmonella spp. € uma bactéria pertencente a familia Enterobacteriacea, Gram-
negativa, anaerébia facultativa, ndo formadora de esporos, catalase-positiva, oxidase-
negativa, redutora de nitrito a nitrato e a maioria dos sorotipos sao moveis, com flagelos
peritriquios. Fermenta a glicose, produzindo acido e gas, porém € incapaz de
metabolizar a lactose e a sacarose. Sua temperatura de multiplicacado varia de 5°C a
46°C com temperatura 6tima de crescimento de 38°C e o pH para multiplicacdo fica
proximo de 7,0, porém valores abaixo de 4,0 e acima de 9,0 sdo bactericidas
(GERMANO & GERMANO, 2001; FORSYTHE, 2002; FORTUNA & FRANCO, 2005).

As infeccbes provocadas pelas bactérias do género Salmonella séo
universalmente consideradas como as mais importantes causas de doencas
transmitidas por alimentos. A cada ano, estima-se que ocorram um milhdo e 400 mil
casos de salmonelose em seres humanos nos Estados Unidos (GERMANO &
GERMANO, 2001; KONEMAN et al., 2008). Ela nédo existe originalmente no pescado,
sendo introduzida durante a manipulacéo ou por contato com aguas contaminadas, por
meio das bacias pesqueiras e descargas de efluentes de esgotos, representando uma
importante via de transmissdo dessas bactérias para 0s peixes e constituindo um
grande problema para a saude publica, devido ao seu carater patogénico. Segundo a
legislacdo vigente RDC n°12 de 02/01/2001/MS, sua pesquisa € qualitativa, pois verifica
se ha a presenca ou auséncia do microrganismo, sendo que, henhum alimento pode
conter Salmonella em 25 g de amostra (BRASIL, 2001).

Os resultados de LAGAGGIO et al. (2002) e FARIAS & FREITAS (2008)
confirmaram o exposto quanto a auséncia de microrganismos do género Salmonella em

maos de funcionarios e pescado analisados.
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FALCAO et al. (2002) isolaram uma amostra de Salmonella Enteritidis em gelo
utilizado para conservar alimentos em Araraquara/SP. Esses resultados demonstraram
ser um importante veiculo de contaminacdo por enterobactérias patogénicas
oferecendo risco ao consumidor, por isso, deve ser fabricado e mantido em condi¢gdes
higiénicas e sanitarias adequadas.

MURATORI et al. (1994) e LOURENCO et al. (2006) avaliaram as condi¢coes
higiénicas e sanitarias de amostras de peixes comercializados no mercado central de
Teresina/Pl e amostras de carne de caranguejo-uca comercializadas em S&o Caetano
de Odivelas e Belem/PA, respectivamente, e confirmaram a presenga de amostras com
Salmonella spp., resultados que demonstram a falta de higiene e a contaminacdo do
pescado.

De acordo com ALVARES et al. (2008), parte do pescado comercializado na
grande Sao Paulo foi considerada impropria para consumo, pois foram encontradas
amostras contaminadas por Salmonella spp. Da mesma forma, ALMEIDA FILHO et al.
(2002) confirmaram a presenca de Salmonella spp. em amostras de pescados
comercializados em supermercados e submetidos a refrigeracdo (gelo), apresentando-
se como alimentos produzidos sob condi¢des higiénicas e sanitarias insatisfatorias e

potencialmente capazes de causar enfermidade alimentar.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Caracterizagao dos locais de colheita e das amostras utilizadas

As amostras foram colhidas em seis estabelecimentos (A, B, C, D, E e F), sendo
cinco hipermercados e uma peixaria, situados no municipio de Ribeirdo Preto/SP. Os
principais quesitos para essa selecdo foram a fabricacdo de gelo com maquinario
proprio e sua utilizacdo na comercializacéo de pescados resfriados expostos em bancas
de gelo no local. Adicionalmente, a peixaria era a principal fornecedora para as demais
peixarias do municipio.

No periodo de novembro de 2009 a outubro de 2010, quinzenalmente, colhia-se
uma amostra de gelo de aproximadamente 500g de cada estabelecimento, obtida por
meio de funcionarios que retiravam a amostra direto da maquina, antes do produto
entrar em contato com o pescado. Foram colhidas 63 amostras, sendo 11 dos
estabelecimentos A, B, C e D, 10 do estabelecimento E e nove do estabelecimento F e
essas diferencas devem-se a auséncia de gelo em alguns locais em determinados dias
de colheita. As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos limpos oferecidos
pelos proprios estabelecimentos, com excecdo da peixaria que as colocava em sacos
plasticos esterilizados, sendo entdo transportadas em caixas de material isotérmico
para o Laboratorio de Andlises de Alimentos de Origem Animal e Agua do
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Reprodugdo Animal da
FCAV/Unesp, onde inicialmente foram determinados o pH e o teor de cloro das mesmas
e prosseguiu-se com as analises microbioldgicas.

Para isso, houve o0 degelo de maneira asséptica, retirando as amostras dos
sacos plasticos e transferindo para vidros esterilizados com capacidade de 500 mL.

Sendo assim, os resultados estao expressos em mililitro (mL) de agua de degelo.
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4.2. Metodologia empregada
4.2.1. Preparo das diluicdes das amostras

Primeiramente foram preparadas as diluicbes das amostras, tomando 25 mL de
cada uma delas e transferindo para um frasco tipo Erlenmeyer contendo 225 mL de
agua peptonada 0,1% esterilizada (diluicdo 10%). A partir desta diluicdo foram
preparadas diluicbes decimais até 107, transferindo-se 10 mL de cada diluicéo anterior

para frascos contendo 90 mL do mesmo diluente.

4.2.2. Contagem padrédo em placas de microrganismos heterotroficos aerobios ou
facultativos, mesofilos e psicrotroficos viaveis (APHA, 2001).

Para a determinacgéo de microrganismos mesofilos e psicrotréficos 1 mL do gelo
fundido e 1 mL de cada diluicdo foram depositados, em quadruplicata, no fundo de
placas de Petri esterilizadas. Em seguida, foram adicionados de 15 a 20 mL de agar
padrao para contagem (APPC) fundido e resfriado a temperatura em torno de 45°C.
Apés a homogeneizacao e solidificacdo do 4gar em temperatura ambiente, um conjunto
de placas em duplicata foi incubado a 37°C por 24 a 48 horas para a quantificacdo de
mesofilos e o outro a 7°C por 10 dias para a de psicrotroficos.

As contagens foram realizadas em contador de colbnias, segundo técnica
padrdo, preferencialmente em placas com 25 a 250 unidades formadoras de colénias
(UFC). A média do numero das UFC contadas nas placas em duplicata, multiplicado
pelo fator de diluicdo das placas correspondentes forneceu o nuamero de

microrganismos heterotroficos mesofilos e psicrotréficos por mililitro da amostra.
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4.2.3. Determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais/mL
(APHA, 2001)

No teste presuntivo, a partir da amostra de gelo fundido (10°) e das diluicdes de
10" a 10 foram inoculados com 1 mL, respectivamente, trés tubos de caldo lauril
sulfato triptose com tubo de Durham invertido. ApGs a inoculacdo estes tubos foram
incubados a 37°C por 24 a 48 horas e considerados positivos aqueles que
apresentaram multiplicacdo bacteriana caracterizado por turvacdo do meio e producgéo
de gas.

No teste confirmativo, a partir de cada tubo positivo no teste presuntivo foi
transferida, com al¢ca de niquel-cromo de 3 mm de didmetro, uma al¢ada da cultura para
tubos correspondentes contendo caldo lactose-verde brilhante-bile a 2% com tubo de
Durham invertido. A incubacéo foi realizada a 37°C por 24 a 48 horas e considerados
positivos 0s tubos que revelaram a presenca de multiplicagdo bacteriana e producéo de
gas.

Para efeito de interpretacdo dos resultados, dentro das quatro séries inoculadas
inicialmente, foram consideradas trés séries consecutivas, a partir da maior diluicdo que
ainda apresentasse os trés tubos positivos. De acordo com o niumero de tubos positivos

e, empregando a tabela de Hoskins, foi determinado o NMP de coliformes totais por mL.

4.2.4. Determinagdo do NMP de coliformes termotolerantes e Escherichia coli/mL
(ICMSF, 2000; APHA, 2001)

Para coliformes termotolerantes, a partir de cada tubo de caldo lauril sulfato
triptose com resultado positivo no teste presuntivo, foram inoculados, com uma alca,
tubos correspondentes contendo caldo EC e tubo de Durham invertido. A incubacéao foi
realizada em banho-maria a 45,5 + 0,2°C por 24 + 2 horas e considerados positivos 0s
tubos que se revelaram com multiplicagéo bacteriana e presenca de gas. Os resultados

foram obtidos por comparac¢ao dos numeros de tubos positivos com os dados da tabela
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de Hoskins, sempre considerando trés diluicbes consecutivas a partir da maior diluicdo
com trés tubos positivos.

A determinagao de coliformes termotolerantes sempre foi realizada com controle
positivo e negativo, utilizando-se cepas conhecidas de Escherichia coli e Enterobacter
aerogenes, respectivamente.

A partir dos tubos com caldo EC que apresentaram resultados positivos para
coliformes termotolerantes, foram semeadas placas de &gar eosina-azul de metileno
(EAM) que, em seguida, foram incubadas a 37°C por 24 horas. Apos a incubacdo, de
cada placa foi realizado o isolamento de uma colonia que se revelasse,
preferencialmente, de cor negra, achatada, seca e com brilho metalico, a qual foi
semeada em @&gar nutriente inclinado. Na auséncia da colbnia tipica, foi isolada uma
coldnia clara com centro escuro.

Com o crescimento em agar simples, obtido ap6s incubacéo a 37°C por 24 horas,
foram preparados esfregacos corados pelo meétodo de Gram, para verificacdo da
morfologia bacteriana. Uma vez constatada a presenca de bacilos Gram negativos, em
cultura pura, estes foram semeados em meios para a identificacdo bioquimica através
das provas do IMVIC: producdo de Indol (I), do vermelho de metila (VM), de Voges-

Proskauer (VP) e do aproveitamento de citrato (C).
4.2.5. Contagem de Staphylococcus sp. e aureus (ICMSF, 2000; APHA, 2001)

A partir da amostra de gelo fundido (10°) e das diluicbes 10" a 102 foram
retirados 0,2 mL e depositados em placas com agar Baird-Parker, em duplicata e, a
seguir, empregando-se um bastao de vidro esterilizado, em forma de “L”, foi procedida
distribuicdo do inéculo por toda a superficie do meio. Em seguida, as placas foram
incubadas a 37°C por 24 a 48 horas.

ApGs a incubacgédo, foram contadas, preferencialmente, nas placas contendo 20 a
200 UFC, separadamente, as colonias negras, brilhantes, com zona de precipitacdo ao
redor e circundadas ou ndo por halo claro e aquelas que se apresentaram somente
negras e brilhantes.
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Em sequéncia, trés a cinco colonias de cada tipo foram semeadas em tubos com
agar nutriente inclinado e estes incubados a 37°C por 24 horas. Apds a incubacgéo
foram preparados esfregacos corados pelo método de Gram e as culturas que se
apresentavam em forma de cocos Gram positivos agrupados em forma de cachos de
uva foram submetidas a prova da coagulase. Para a confirmagdo da espécie
Staphylococcus aureus, as culturas coagulase positivas foram submetidas as provas da
fermentacdo do manitol em anaerobiose e Voges—Proskauer (acetoina). Estas provas

foram realizadas seguindo metodologia descrita em MacFADDIN (1976).

4.2.6. Isolamento de bactérias do género Salmonella (ICMSF, 2000; APHA, 2001)

Na fase de pré-enriquecimento, 25 mL de cada amostra foi transferida para
frascos tipo Erlenmeyer contendo 225 mL de 4gua peptonada a 1% tamponada. Apos a
homogeneizacdo, o conjunto permaneceu em repouso por seis horas a temperatura
ambiente. A seguir, procedeu-se a incubacéo a 37°C por 18 horas.

No enriquecimento seletivo, duas aliquotas de 1 mL cada, da cultura de pré-
enriguecimento, foram inoculadas, respectivamente, em 10 mL de caldo selenito cistina
e em 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis, adicionados de 0,1 mL de uma solucéo de
novobiocina a 0,4%, originando uma concentracdo de 40ug do principio ativo por
mililitro do meio (PESSOA & PEIXOTO, 1971). Em seguida, os caldos seletivos foram
incubados a 37°C por 24 horas.

Para o plagueamento seletivo com auxilio de algca de niquel-cromo, cada cultura
em caldo de enriquecimento foi semeada, pela técnica de esgotamento, em agar verde-
brilhante e agar MacConkey, seguido de incubacdo a 37°C por 24 horas.

Na identificacdo presuntiva das culturas obtidas no plaqueamento seletivo foram
tomadas, com auxilio de uma agulha de niquel-cromo, previamente flambada, de cada
uma das placas semeadas, colbnias com caracteristicas sugestivas do género
Salmonella e inoculadas em tubos contendo meio triplice acucar ferro e agar lisina -

descarboxilase para a realizacdo da prova da descarboxilacdo da lisina. Confirmando-
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se a suspeita do género, 0 crescimento seria repicado em agar triptose inclinado, para
posterior comprovacao soroldogica.

Para a confirmagdo sorolégica do género, caso houvesse o aparecimento de
culturas caracteristicas, seria realizada através de testes soroldgicos com soros

polivalentes anti-salmonela somaticos e flagelares.

4.2.7. Determinacdo da concentracdo de cloro residual livre e do pH (HANNA,
1997).

Para determinacdo da concentragdo de cloro residual livre nas amostras de
degelo foi utilizado o reagente NN Dietil Parafenileno Diamino (DPD) e colorimetro
eletrénico (HI93710C-HANNA INSTRUMENTS). Inicialmente o aparelho foi zerado com
10 mL da amostra de &gua (gelo fundido) sem o reagente DPD. O resultado, que €&
dado em mg por litro, foi obtido apos adicdo do reagente na cubeta com os 10 mL da
amostra e homogeneizacdo da mistura. Para determinacdo do pH foi utilizado um
peagametro da marca ANALION.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados nas Tabelas 2 e 3 referem-se as contagens padréo
em placas de microrganismos heterotroficos meséfilos e  psicrotroficos,
respectivamente.

Verifica-se pelos resultados apresentados na Tabela 2 que as populacdes de
microrganismos mesoéfilos variaram de <1,0 a 3,0 x 10* UFC.mL™ de agua de degelo.
Em 24 (38,10%) amostras os resultados foram <1 UFC.mL™, indicando que ocorreu
auséncia de microrganismos mesofilos. Por outro lado, em 39 (61,90%) amostras foram
encontrados microrganismos com populacdes com até 3,0 x 10* UFC. mL™?, ou seja,
das amostras que foram encontrados microrganismos mesofilos, 12 (19,05%)
apresentaram populacdes acima do permitido pela legislacdo vigente que estabelece
como maximo 5,0 x 10° UFC.mL™ (BRASIL, 2004).

TABELA 2. Distribuicdo das amostras de gelo utilizado na conservagéo de pescado, colhidas durante o
periodo de novembro/2009 a outubro/2010, segundo as popula¢des de microrganismos

heterotroficos mesofilos.

Populacdo de microrganismos heterotréficos

. 1 N. de amostras (%)
mesofilos (UFC.mL™)*

<1,0 24 (38,10)
1,0 1--11,0 x 10 6 (9,52)
1,0 x 10 ---1 1,0 x 10° 11 (17,46)
1,0 x 10° ---1 5,0 x 10° 10 (15,87)
5,0 x 10% -1 1,0 x 10° 5 (7,94)
1,0 x 10% ---1 5,0 x 10° **1 (1,59)
5,0 x 10° ---1 1,0 x 10* **3 (4,76)
1,0 x 10* -1 3,0 x 10* **3 (4,76)

Total 63 (100,00)

*Unidade formadora de col6nia por mililitro
** Amostras fora do padrdo segundo a Portaria 518/2004 (BRASIL, 2004).
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PIMENTEL & PANETTA (2003) analisaram 80 amostras de gelo para
conservacdo de pescado no municipio de S&do Paulo e encontraram populacdes de
microrganismos heterotréficos que variaram de 3,0 x 10° a 8,4 x 10* UFC.mL™, LATEEF
et al. (2006) na Nigéria, avaliando 40 amostras, verificaram que todas estavam com
valores de microrganismos heterotréficos meséfilos na proporcdo de 2,9 x 10*UFC.mL™.
Além disso, GIAMPIETRO & REZENDE-LAGO (2009) analisaram 30 amostras em
Ribeirdo Preto/SP e todas apresentaram populacdes de meséfilos acima de 10*
chegando até 10’ UFC.mL™ e VIEIRA et al. (1997), em 30 amostras colhidas de
supermercados de Fortaleza/CE, observaram 13 (43,3%) com popula¢bes acima do
permitido pela legislacdo. Todos esses resultados citados encontram-se acima dos
verificados neste estudo, sendo que os autores chegaram a conclusédo que as praticas
inadequadas de higiene durante ou mesmo apos a fabricacédo de gelo e a ma qualidade
da agua levam a ma qualidade desse produto.

Foram encontradas 12 (19%) amostras com populagcdes acima do permitido pela
Portaria n°518/2004/MS. Considerando que a principal funcéo do gelo é a de conservar
os alimentos e ndo permitir que ocorra multiplicagcdo microbiana, os resultados obtidos
demonstraram que além de ndo proteger o referido alimento, 0 mesmo pode ser um
veiculo de contaminacdo para o pescado e contribuir para diminuicdo da vida de
prateleira.

Os manipuladores de alimentos, bem como o manuseio ou acondicionamento
incorreto do gelo, estao entre 0s principais responsaveis pela sua contaminacao devido
a falta de orientacdo quanto as boas praticas de fabricagdo. As preocupacdes de
seguranca alimentar estdo, portanto, relacionadas principalmente ao consumo de
peixes crus ou mal-cozidos, pois esses podem veicular agentes de toxinfeccOes
alimentares causando sérios riscos ao consumidor.

Os resultados apresentados na Tabela 3 referem-se as populacbes de
microrganismos heterotréficos psicrotréficos que variaram de <1,0 a 1,0 x 10° UFC.mL™
de agua de degelo, sendo que 17 (26,98%) das amostras foram <1,0 UFC.mL™,

comprovando a auséncia de microrganismos psicrotréficos. Ja em 46 (73,01%) das
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amostras os resultados obtidos foram de popula¢ées que variaram de 1,0 a 1,0 x 10°
UFC.mL™,

TABELA 3. Distribuicdo das amostras de gelo utilizado na conservagéo de pescado, colhidas durante o
periodo de novembro/2009 a outubro/2010, segundo as popula¢des de microrganismos
heterotréficos psicrotroficos.

Populacdo de microrganismos heterotréficos
] . 4 N. de amostras (%)
psicrotréficos (UFC.mL™)*

<1,0 17 (26,98)
1,0 I---11,0 x 10 8 (12,70)
1,0 x 10 ---1 1,0 x 10” 8 (12,70)
1,0 x 10 ---1 5,0 x 10° 8 (12,70)
5,0 x 10° ---1 1,0 x 10° 1 (1,59)
1,0 x 10° 11,0 x 10" 7 (11,11)
1,0 x 10* -1 1,0 x 10° 6 (9,52)
1,0 x 10° -1 5,0 x 10° 7 (11,11)
5,0 x 10° ---1 1,0 x 10° 1 (1,59)
Total 63 (100,00)

* Unidade formadora de col6nia por mililitro

Os microrganismos heterotréficos psicrotroficos possuem a capacidade de
produzir enzimas deteriorantes e tém grande importancia em microbiologia de
alimentos, uma vez que podem se desenvolver em produtos conservados sob
refrigeracdo, mesmo em temperaturas proximas a 0°C, no entanto, a Portaria
n°518/2004/MS nao especifica um valor maximo para esses microrganismos na agua
(BRASIL, 2004; JAY, 2005).

Em Ribeirdo Preto/SP, GIAMPIETRO & REZENDE-LAGO (2009) observaram a
presenca de populacbes de psicrotréficos acima de 10* até 10’ UFC.mL™. Esses
valores encontram-se acima dos 73,01% relatados nesse estudo, no entanto, como a
legislagcdo ndo contempla o valor maximo permitido, pode estar havendo a adicdo de
uma carga microbiana ao pescado que pode acelerar sua deterioracdo e

consequentemente ocasionar riscos ao produto e ao consumidor.
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Vale ressaltar ainda que temperaturas entre -0,5°C e -2,0°C sdo recomendadas
para a conservacao do pescado refrigerado e preconiza-se a propor¢ao de uma parte
de gelo para uma parte de pescado (1:1), o que nem sempre é observado no comércio
varejista podendo aumentar as chances de contaminacdo do pescado pela 4gua de
degelo (BRASIL, 1997; GALVAO, 2006).

Tendo em vista a importancia da presenca destes microrganismos na agua, 0s
resultados encontrados no presente estudo chamam a atencdo das autoridades para
uma possivel revisdo na legislacdo vigente e a inclusao de um limite maximo aceitavel
de microrganismos psicrotréficos na agua utilizada na producgéo de gelo.

A Tabela 4 apresenta os resultados da populagao de coliformes totais e coliformes

termotolerantes (NMP/mL) e o nimero de amostras correspondentes.

TABELA 4. Distribuicdo das amostras de gelo utilizado na conservagéo de pescado, colhidas durante o
periodo de novembro/2009 a outubro/2010, segundo as populac¢des de coliformes totais e

coliformes termotolerantes.

Populagéo N° de amostras (%)
(NMP.mL™)* Coliformes Totais Coliformes Termotolerantes
Auséncia 49 (77,78) 57 (90,48)
0,4 1(1,59) 2 (3,17)
0,9 1(1,59) 1(1,59)
1,5 0 1(1,59)
2,1 0 1(1,59)
2,3 2 (3,17) 0
4,3 2 (3,17) 0
9,3 1(1,59) 0
12,0 1(1,59) 0
15,0 2 (3,17) 1 (1,59)
21,0 2 (3,17) 0
110,0 1(1,59) 0
460,0 1(1,59) 0
Total 63 (100,00) 63 (100,00)

* NMP: NUmero mais provavel por mililitro
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Os dados da Tabela 4 mostram que as populacdes de coliformes variaram de 0,4
a 460,0 NMP.mL™? para o grupo dos totais e de 0,4 a 15,0 NMP.mL* para os
termotolerantes. A auséncia foi observada na maioria das amostras, tanto para
coliformes totais (49/ 77,78%) quanto para termotolerantes (57/ 90,48%). No entanto, 14
(22,22%) foram positivas para coliformes totais e seis (9,52%) para termotolerantes. De
acordo com a Portaria n°518/2004/MS, a agua utilizada para producdo de gelo (agua
tratada no sistema de distribuicdo: reservatérios e redes) poderd apresentar apenas
uma amostra mensalmente positiva para coliformes totais em 100 mL e auséncia de E.
coli ou coliformes termotolerantes (BRASIL, 2004).

No presente estudo, um Uunico estabelecimento ndo atendeu o previsto na
legislacédo citada tendo em vista ter apresentado mais de uma amostra positiva para
coliformes totais por més, totalizando nove positivas para este grupo e cinco para
termotolerantes (Anexos 1 e 2). Este local utilizava, exclusivamente, poco artesiano
como fonte de abastecimento de &gua. A Escherichia coli ndo foi confirmada em
nenhuma das amostras, mas isso ndo isenta a responsabilidade do uso de agua
potavel.

GIAMPIETRO & REZENDE-LAGO (2009) em seus estudos encontraram 29
(96,7%) amostras positivas para coliformes totais e 22 (73,3%) para termotolerantes e
ressaltaram que o gelo ndo deve conter nenhuma substancia que possa ser perigosa
para a saude, obedecendo ao padrdo de agua potavel.

VIEIRA et al. (1997) obtiveram 19 (24,3%) amostras positivas para coliformes
termotolerantes o que levou a suspeita de que agua nao clorada foi utilizada ou que
houve contaminacéo do gelo apds sua saida da fabrica.

Muito embora haja legislacdo especifica sobre a potabilidade da agua, a
avaliacdo da qualidade microbiologica do gelo neste experimento permite concluir que
agua nao potavel € utilizada nos estabelecimentos, o que € um fator de risco para a
saude do consumidor uma vez que o gelo em contato com o pescado pode contamina-
lo.

A Tabela 5 apresenta os resultados da populacdo de Staphylococcus sp. e S.

aureus e o numero de amostras correspondentes.
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Verifica-se na Tabela 5 que em 25 (39,68%) amostras ocorreu a presenca de
Staphylococcus sp., com populacdes superiores a 10 UFC.mL™?, chegando a 10*
UFC.mL™. Dessas amostras foi confirmada a presenca de Staphylococcus coagulase
positivo em trés, originarias de dois estabelecimentos, sendo um deles a peixaria, que é

fabricante e fornecedora de gelo para outros locais de venda de pescado.

TABELA 5. Distribuicdo das amostras de gelo utilizado na conservagéo de pescado, colhidas durante o

periodo de novembro/2009 a outubro/2010, segundo as populacdes de Staphylococcus sp.

e S. aureus
: . 1 N. de amostras positivas para
N° de microrganimos (UFC.mL™)* N. de Amostras (%)
S. aureus

<10 38 (60,32)
10 1----10° 12 (19,05) 1
102 10° 11 (17,46) 2
10° |----10* 2(3,17) 0

Total 63 (100,00) 3

* Unidade formadora de col6nia por mililitro

Embora na legislacdo atual “Norma de Qualidade da Agua para Consumo
Humano” (BRASIL, 2004) o valor maximo permitido para Staphylococcus sp. nao seja
contemplado, ha na literatura resultados superiores ao presente estudo, como
observado por SERRANO & SOUSA (2006) que, na cidade de S&o Carlos/SP
encontraram 71% das amostras de gelo provenientes de bares e restaurantes com a
presenca de Staphylococcus sp. e 28% dessas com Staphylococcus aureus. Ja
ALBUQUERQUE et al. (2006) isolaram 11 (33,7%) estirpes de Staphylococcus aureus
em seis amostras utilizadas em feiras livres para conservacdo de pescado em
Fortaleza/CE.
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A pesquisa dessa bactéria € mais um determinante da qualidade higiénica desse
produto indicando que ndo ha adoc¢ao de boas praticas na manipulacao e classificando
as amostras dos dois estabelecimentos positivos para S. aureus como impréprias, pois
podem causar maleficios aos consumidores por serem agentes causadores de
intoxicagcOes de origem alimentar.

N&do foram isolados microrganismos do género Salmonella nas amostras
estudadas, sendo assim, conclui-se que o gelo estava dentro dos padrdes da
RDC n°12/2001 (BRASIL, 2001) quanto a auséncia para Salmonella spp., assim como
FARIAS & FREITAS (2008) que também n&o a encontraram em seus estudos. Por
outro lado, FALCAO et al. (2002), em Araraquara/SP, isolaram uma amostra de
Salmonella Enteritidis e afirmaram que o gelo pode ser um importante veiculo de
contaminacdo por enterobactérias patogénicas apresentando riscos ao consumidor,
quando obtido a partir de agua contaminada.

LOURENCO et al. (2006) detectaram 20% das amostras com a presenca de
Salmonella spp. e ALMEIDA FILHO et al. (2002) confirmaram sua presenga em cinco
amostras (16,7%) de pescados comercializados em supermercados e submetidos a
refrigeracéo (gelo), o que evidenciou as condi¢des higiénicas e sanitarias insatisfatérias.
MURATORI et al. (1994) também verificaram a presenca de Salmonella em 6,6% dos
peixes analisados, caracterizando-os como potencialmente capazes de causar
toxinfeccao alimentar, por estarem expostos a venda sem refrigeracao.

A Tabela 6 refere-se aos resultados médios dos teores de cloro residual livre e

valores de pH encontrados no gelo dos diferentes estabelecimentos.
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TABELA 6. Resultados médios dos teores de cloro e valores de pH em amostras de gelo adquiridas

durante o periodo de novembro/2009 a outubro/2010.

Estabelecimento Cloro (ppm)* pH
A 0,30 7,44
B 0,39 8,02
C 0,34 8,10
D 0,79 8,09
E 0,44 7,21
F 0,39 7,40

* parte por milh&o

PIMENTEL & PANETTA (2003) observaram pH entre 4,88 e 6,98 em sua
pesquisa, resultados que podem favorecer a multiplicagcdo bacteriana no gelo.

GIAMPIETRO & REZENDE-LAGO (2009) relataram 29 (96,6%) amostras em
desacordo quanto ao teor de cloro residual e 12 (40%) em desacordo com a legislagédo
referente ao pH, esses resultados indicaram que ha riscos ao produto armazenado,
bem como a populacdo consumidora.

De acordo com os resultados expostos, todos os estabelecimentos estavam
dentro do previsto pela Portaria n° 518/2004/MS, porém especial atencdo deve ser
dada ao estabelecimento B (Anexos 1 e 2) que, apesar de apresentar valores dentro
dos padrdes normais para os parametros analisados, confirmou a presenca de
coliformes termotolerantes o que leva a reconsiderar a quantidade de cloro utilizada,

visto que ndo houve a total diminuicdo dos patdégenos.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados nesse estudo sobre o gelo utilizado
para conservacao de pescado em seis estabelecimentos de Ribeirdo Preto/SP pode-se
concluir que:

- 0S microrganismos heterotroficos mesofilos foram encontrados em 61,90% das
amostras, sendo que 19,05% delas estavam fora dos padrfes estabelecidos pela
legislagéo;

- 0S microrganismos psicrotréficos foram encontrados em 71,03% das amostras, muitas
delas com populacbes elevadas, o0 que leva a considerar uma possivel revisdo na
legislagdo vigente, incluindo um limite maximo aceitavel para este grupo na agua
utilizada;

- a presenca de coliformes totais e termotolerantes em 22,22% e 9,52% das amostras,
respectivamente, reforca a importancia da utilizacdo de agua potavel, mesmo néo
encontrando Escherichia coli em nenhuma delas;

- a presenca de Staphylococcus aureus em trés amostras demonstra a importancia do
treinamento dos funciondarios quanto as boas praticas de fabricacao;

- muito embora ndo tenha sido verificada a presenca de Salmonella spp. e os teores de
cloro e pH apresentados com valores dentro da normalidade, os outros grupos
microbianos encontrados caracterizam o gelo como possivel veiculo de contaminacéo

para o pescado.
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