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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi determinar a qualidade microbioldgica, parasitologica
e fisico-quimica de amostras de filés de tilapia Oreochromis niloticus comercializados em
diferentes estabelecimentos do municipio de Dourados/MS Brasil. Além disso avaliou-se a
técnica de Espectroscopia de Fluorescéncia e Absorcdo de UV-Vis como alternativa no
controle de qualidade microbiologica de files com a presenga do género patogénico
Salmonella spp. As 32 amostras analisadas foram coletadas em 8 estabelecimentos distintos
e pertenciam a trés marcas mais encontradas no ponto de venda. Para a qualidade
microbioldgica utilizou-se os padrdes estipulados pela RDC n° 12 de 2001 para auséncia de
Salmonella sp., enumeracao de limites de tolerancia para contagem de coliformes a 45°C e
Staphylococcus coagulase positiva; contagem padrdo de micro-organismos mesofilos e
psicotroficos além da confirmacdo de Escherichia coli. Quanto a pesquisa de coliformes a
45 °C, os resultados variaram de 4,7 a 6,6 UFC/log para amostras frescas e de 4,4 a 6,6
UFC/log para amostras congeladas. Na pesquisa de Staphylococcus spp., 0s resultados
variam de 3,0 a 3,6 UFC/log em amostras fresca e de 2,7 a 3,2 UFC/log para amostras
congeladas. Observa-se que nas trés marcas analisadas, ndo houve a presencga de Salmonella
sp. Os resultados obtidos para Escherichia coli em todas as amostras mostram-se
insatisfatério quanto a qualidade microbioldgica do alimento. Na pesquisa de mesofilos, 0s
resultados variaram de 2,8 a 3,7 UFC/log para amostras frescas e de 2,8 a 5,7 UFC/log para
amostras congeladas. Por fim os resultados de psicrotroficos variaram de 3,6 a 3,8 UFC/log
para amostras frescas e de 3,5 a 5,2 UFC/log para amostras congeladas. Os resultados
parasitologicos demostraram auséncia de parasitos dos filés estudados. Os valores de pH
estavam dentro do estabelecido pela legislagdo, variaram de 6,2 a 6,7 para amostras
congeladas e de 6,1 a 6,4 para amostras frescas. Os valores de temperatura interna dos
congelados variaram de -1,2 a -2,5 °C e dos frescos de -2,9 a -4,4 °C e temperatura externa
variam de 1,3 a 3,8 °C os congelados e 3,0 a 4,7 °C os frescos, mostrando-se dentro dos
valores estipulados pela legislacdo. Os resultados obtidos na pesquisa em que utilizou a
Técnica Espectroscopia de Absorcdo UV-Vis foram satisfatérios, pois apresentaram o
reconhecimento de semelhancas e diferencas nos comprimentos de ondas das bactérias
analisadas, bem como a confirmacdo da agua ultra-pura como controle. Os resultados
obtidos na Espectroscopia de Fluorescéncia e Espectroscopia de UV-vis demostram uma
proximidade dos valores das modulagdes dentre as espécies de Salmonella sp nos 20 ensaios
com 2 amostras cada analisadas. O comprimento utilizado foi o de 280 nm. Para o tratamento
dos resultados obtidos utilizou-se 0 método estatistico PCA (Analise das Componentes
Principais).

Palavras-chave: filé de Tilapia; qualidade; pescado;



SUMMARY

The objective of this work was to determine the microbiological, parasitological
and physicochemical quality of samples of Oreochromis niloticus tilapia fillets marketed in
different establishments in the city of Dourados / ms Brazil. In addition, the UV-Vis
Fluorescence and Absorption Spectroscopy technique was evaluated as an alternative in the
microbiological quality control of fillets with the presence of the pathogenic genus
Salmonella spp. The 32 analyzed samples were collected in 8 different establishments and
belonged to three brands most found at the point of sale. For the microbiological quality, the
standards stipulated by RDC No. 12 of 2001 were used for absence of Salmonella sp.,
Enumeration of tolerance limits for counting of coliforms at 45°C and Staphylococcus
coagulase positive; standard counts of mesophilic and psychotrophic microorganisms in
addition to the confirmation of E.coli. Regarding the coliform research at 45 °C, the results
ranged from 4.7 and 6.6 CFU / log for fresh samples and from 4.4 to 6.6 CFU / log for frozen
samples. In the Staphylococcus spp, Survey, the results range from 3.0 to 3.6 CFU / log in
fresh samples and from 2.7 to 3.2 CFU / log for frozen samples. It is observed that the three
brands analyzed, there was no presence of Salmonella sp.
The results obtained for Escherichia coli in all the samples are unsatisfactory regarding the
microbiological quality of the food. In the mesophile survey, the results ranged from 2.8 to
3.7 UFC / log for fresh samples and from 2.8 to 5.7 UFC / log for frozen samples. Finally
the results of psychrotrophic ranged from 3.6 to 3.8 CFU / log for fresh samples and from
3.5 to 5.2 CFU / log for frozen samples. The parasitological results showed absence of
parasites of the studied fillets. The pH values were within the established by the legislation,
ranged from 6.2 to 6.7 for frozen samples and from 6.1 to 6.4 for fresh samples. The internal
temperature values of the frozen ones ranged from -1.2 to -2.5 °C and the fresh ones of -2.9
to -4.4 °C and external temperature varied from 1.3 to 3.8 °C the frozen and 3, 0 to 4,7 °C
the fresh ones, being shown within the values stipulated by the legislation. The results
obtained in the research using the UV-Vis Absorption Spectroscopy Technique were
satisfactory, since they showed the recognition of similarities and differences in the
wavelengths of the analyzed bacteria, as well as the confirmation of ultra-pure water as a
control. The results obtained in Fluorescence Spectroscopy and UV-Vis Spectroscopy show
a proximity of the modulation values among the species of Salmonella sp in the 20 trials
with 2 samples each analyzed. The length used was 280 nm. For the treatment of the obtained
results the statistical method PCA (Principal Components Analysis) was used.

Key words: Tilapia fillet; quality; fish;
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1 Introducdo

O processo de urbanizagdo e industrializagdo, assim como o envelhecimento da
populacdo, o desenvolvimento da agroindUstria e mudangas nos habitos e costumes das
populagdes, induzem a grandes mudancas de comportamento, particularmente nos habitos
alimentares dos brasileiros. Tendo em vista a necessidade por uma alimentacéo balanceada,
0 pescado torna-se uma das principais opc¢des disponiveis (SANTIAGO et al., 2013).

Conforme atribuido pelo Regulamento da Inspe¢&o Industrial e Sanitéria de Produtos
de Origem Animal (RISPOA), o termo “pescado” se refere a todos os organismos aquaticos
como peixes, crustdceos, moluscos, quel6nios, anfibios, répteis e algas, destinados a
alimentacdo humana. Rica fonte de proteina e elevado teor de acidos graxos poli-insaturados.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda um consumo per capita de 12
kg/hab/ano de carne de pescados. O brasileiro consome 14,50 kg o que ultrapassa o consumo
minimo recomendado. Para aumentar ainda mais o consumo nacional, 0 governo anunciou
incentivos com o objetivo de aumentar a producdo de pescado, de forma que o Brasil alcance
3 milhdes de toneladas/ano, até 2020 (FAO, 2017).

O consumo de peixe faz parte da dieta alimentar do homem, constituindo a principal
fonte de proteina de origem alimentar em varios paises. A carne de peixe por ser um alimento
de facil digestibilidade, rico em aminoacidos essenciais e com altos niveis proteicos, tornou-
se uma 6tima fonte de acidos graxos insaturados como 6mega 3 e 6mega 6 e com baixo teor
de colesterol (GUIMARAES et al, 2017).

O pescado € um alimento suscetivel a autélise (destruicdo de tecido vivo ou morte
por enzimas e células do proprio organismo), a oxidacdo de gorduras, apresenta uma
complexa composi¢do quimica, oxidacdo de lipidios, pH préximo a neutralidade e uma
elevada atividade de agua (Aa), fatores que o tornam um alimento de facil deterioracdo e
acao bacteriana. A qualidade sensorial, microbioldgica e vida Gtil dos produtos pesqueiros
podem ser afetadas devido a grande variedade de bactérias deteriorantes e patogénicas que
podem estar presentes desde 0 momento da pesca, manuseio, processamento, distribuicéo e
comercializa¢do deste alimento (LIMA et al., 2011).

S&o muitos os fatores que influenciam a escolha do alimento, como por exemplo o
valor nutricional do produto, situacbes ambientais, preco e questdes pessoais, sociais e
culturais do consumidor. Dentre estes fatores questbes pessoais tem um peso maior

refletindo nas necessidades e preferencias decorrentes de caracteristicas fisiologicas e
12



psicologicas de cada individuo, isso modela as escolhas, desejos e preferéncia por
determinados tipos de alimentos (THONG et al., 2017).

Segundo Santos et al. (2017) o habito de consumir peixe tem passado por grandes
mudangas, visto que o consumidor procura informacgdes sobre os valores nutricionais,
seguranca alimentar, e falhas na manipulacao e higiene de equipamentos.

Tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus é uma espécie adaptada ao clima tropical,
onivora e com grande espaco de criacdo no pais, devido a 6tima relacao custo/beneficio para
0s consumidores, sua alta qualidade de carne, sabor agradavel, cor branca e textura firme
além da capacidade de cultivo em cativeiro, apresenta resisténcia a doencas, tolerancia ao
cultivo em altas densidades e em ambientes adversos e estressantes, 0 que 0 tornou
rapidamente a espécie preferida pela piscicultura brasileira (SILVA et al., 2015).

Alguns estudos propuseram o uso de fluorescéncia espectros para uma rapida
identificacdo bacteriana, o uso de espectroscopia de fluorescéncia seria de grande utilidade
na microbiologia, permitindo a selecdo do melhor comprimento de onda de excitacdo e,
consequentemente, a excitacdo seletiva da grupos moleculares, para melhor identificacdo de
espeécies bacterianas (GIANA et al., 2003).

Considerando a importancia do consumo de alimentos com elevados valores
nutricionais, fica evidenciado a necessidade de avaliar as caracteristicas fisico-quimicas,
bem como a qualidade microbiolégica e parasitoldgica de filés da espécie Tilapia
Oreochromis niloticus. Além de investigar a utilizacdo da técnica de espectroscopia de
fluorescéncia, na busca por uma metodologia alternativa de analise rapida na identificacéo

da espécie patogénica Salmonella sp.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Determinar a qualidade de filés de Tilapia Oreochromis niloticus comercializadas
em Dourados-MS. Isolar e identificar espécie patogénica por técnica padrdo e por

espectroscopia de fluorescéncia.

2.2 Objetivos Especificos

" Determinacdo da qualidade microbioldgica de filés de peixe congelados
comercializados no municipio de Dourados/MS;

. Determinacdo da qualidade parasitoldgica de filés de peixe congelados
comercializados no municipio de Dourados/MS

. Analise proximal e fisico-quimica dos filés de Tilapia;

" Utilizacdo da Escala de Mac Farland para determinar a melhor dilui¢do da
populacdo microbiana da espécie patogénica estudada;

. Utilizacdo da técnica de Espectroscopia de UV-Vis procedida da técnica de
Espectroscopia de Fluorescéncia para determinacdo das faixas de comprimentos de

ondas especificos da espécie patogénica estudada.
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3 Revisdo

Devido & composi¢do de amino4cidos essenciais, ideais para suprir as necessidades
do organismo humano, a proteina do peixe tem sido muito requerida. O peixe é um alimento
com baixo teor de gordura e rico em &cido graxo, 6mega 3, além de ter facil digestdo.
Pesquisas recentes sobre a composicéo da carne de peixe mostram que o consumo de peixe
é considerado um auxiliador no controle de doencas cardiovasculares e na reducdo do
colesterol e triglicérides (SCHULTER et al., 2017).

Os peixes destacam-se nutricionalmente de outros alimentos de origem animal, por
apresentarem grandes quantidades de vitaminas lipossollveis, como vitaminas A e D e
minerais como célcio, fosforo, ferro, cobre e selénio. A carne do pescado é um alimento
fonte de minerais, proteinas e &cidos graxos monoinsaturados e poli-insaturados (NOLETO
etal., 2017).

O peixe representa 6,5% da ingestdo de proteina animal no mundo, ndo possuem
elevado teor de gordura saturada, sdo ricos em &cidos graxos essenciais, estes de cadeia longa
desempenham importantes fungdes para o metabolismo humano, sua ingestdo tem sido
relacionada com diversos beneficios a salde, principalmente a prevencdo de doencas
cardiovasculares (SUEMITSU, 2018).

Estas caracteristicas expostas acima tornam ou fazem o peixe ser uma fonte de
proteina animal mundialmente requerida, considerando a necessidade de consumo de
alimentos que ndo apenas fornecam nutrientes, mas, que tragam beneficios a satde da
populacdo. O Brasil segue uma tendéncia mundial, e nos ultimos anos a cadeia produtiva de
pescado, especialmente a producdo de peixes de agua doce tem sido incentivada através de
alguns incentivos propostos pelo governo federal, estadual e municipal, onde tem-se a
preocupacdo em disponibilizar a populagdo uma carne mais saudavel e que mantenha o alto
valor proteico (RIBEIRO et al., 2011).

Observa-se que o consumo de pescado aumentou no mundo, dentre as hipoteses que
justifique este aumento estdo a conscientizagdo do consumidor em relagcdo ao consumo de
alimentos mais saudaveis bem como a busca por diversidade e alternancia entre os alimentos
(Dutra, 2014).

Segundo Carlucci et al (2015) autoridades de salde publica tem um grande interesse

em dar impulso ao consumo de pescado para uma melhoria na satde publica, com isso torna-
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se importante o conhecimento dos consumidores com relagdo aos fatores que influenciam o
consumo em grande escala de peixe.

Com esse crescente aumento do consumo, houve um aumento nas avaliagdes da
qualidade da mesma, desde a forma como o pescado € manuseado no momento da captura
podem influenciar sua qualidade, 0 manuseio exige um cuidado absoluto e procedimentos
padrdes que assegurem a qualidade final do produto (SOARES et al., 2012).

Quando comparado com outras carnes a deterioracao do pescado ocorre mais rapida,
isso pode ser explicado pelo maior estresse antes do abate do que em outros animais, com
isso hd uma maior liberacdo de enzimas autoliticas em seus tecidos musculares
intensificando a deterioracdo enzimatica pds o abate, o pH neutro dos musculos de peixes
sdo fatores que auxiliam no crescimento microbiano e intensifica a deterioracdo
(SUEMITSU, 2018).

Os produtos da pesca sao muito pereciveis quando comparados com outros produtos
de origem animal, este fato pode ser explicado ndo sé pelas caracteristicas intrinsecas, mas
também pelo habitat natural dos peixes. O tipo de proteinas, a presenca de elevada
quantidade de dgua, bem como o baixo teor de tecido conjuntivo e a natureza psicréfila da
microbiota bacteriana, determinam a ocorréncia de um conjunto de alteracbes que
ligeiramente contribuem para a rejeicdo/desvalorizacdo do produto (SOARES et al., 2012).

Segundo a RDC ANVISA n°12/01, as DTA’s (Doencas Transmitidas por Alimentos)
sdo causadas pela ingestdo de alimentos contaminados por agentes infecciosos especificos
ou pela ingestdo da toxina por eles formada (BRASIL, 2001).

Pelo fato da carne de peixe apresentar uma alta susceptibilidade ao processo de
contaminacgédo, torna-se fundamental a obtencdo do pescado sob condicdes higiénico-
sanitarias satisfatdrias, adotando-se as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), bem como a
Anadlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), além dos produtos estarem em
baixas temperaturas para sua conservacdo (DAMASCENO, 2009).

A qualidade do peixe comercializado € determinada pela presenca de algumas
espécies patogénicas como Salmonella sp ou pela quantidade em log de micro-organismos
na carne como Staphylococcus sp, juntamente com a intensidade da agdo enzimatica,
evidenciando a importancia de serem aplicadas as BPF e a manutencdo de baixas
temperaturas logo apds a captura ou despesca. Contudo, sempre necessario controlar a

temperatura de estocagem para que ndo ocorra grandes oscilagbes e atentar-se quanto a
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temperatura onde o produto é mantido no varejo, bem como no transporte pelo consumidor
(DAMASCENO, 2009).

Topicos como a seguranca e a qualidade dos produtos alimentares se tornaram
importantes na atualidade, evidenciando que devido ao crescente nimero de leis que exigem
a qualidade dos alimentos nas Vvérias etapas da cadeia de producdo, tornou-se rigorosa as
avaliacOes durante todos os processos. Em grande parte, a qualidade dos produtos da pesca
é determinada pelo grau de frescor (SOARES et al., 2014).

Por meio da ingestdo de agua e alimentos contaminados que podem ocorrer surtos de
DTA’s aos consumidores, contaminagdo esta que pode ser desencadeada por uma vasta
quantidade de micro-organismos (SCAPIN, 2011).

Segundo Miguel et al (2017) a qualidade do pescado pode ser influenciada por
diversos fatores dentre eles: superficies contaminadas, equipamentos e utensilios nédo
higienizados podendo ocasionar um ambiente Umido, com acumulo de agua, permitindo a
formacdo de vérias populacBes de micro-organismos que podem contaminar direta ou
indiretamente a carne do peixe. Levando em conta os inimeros surtos de doengas veiculadas
por alimentos, fica evidenciada a necessidade de investimentos em qualidade higiénico-
sanitaria de produtos alimenticios. Qualidade esta que pode ser influenciada de forma direta
através do transporte, manipulacdo e armazenamento inadequados (JUNIOR et al., 2017).

Segundo Arbex et al., (2017) é de extrema importancia conhecer a disponibilidade
dos recursos locais, principalmente quando se refere a alimentos regionais e padrdes
culturais para compreender como se da os padrbes de consumo e habitos alimentares dos
consumidores. Entretanto, aspectos econémicos e culturais como por exemplo renda do
consumidor, oferta do pescado e preco podem interferir diretamente no consumo (FORNARI
etal., 2017).

O aumento das DTA’s tornou-se um importante interesse da salde publica,
principalmente porque a epidemiologia dessas doengas tem mudado, ndo somente devido ao
aumento na suscetibilidade dos seres humanos, mas também pela mudanca nos habitos
alimentares da populagcédo (BRASIL, 2011). Segundo Pereira et al., (2016) um dos fatores
que podem justificar o crescente numero de pessoas com doengas causadas pela ingestéo de
alimentos com algum tipo de inadequacéo é a falta de conhecimento e interesse por parte
dos envolvidos.

Levando em consideracdo a gravidade do problema e o nimero de pessoas

imunodeficientes ou imunocomprometidas, que sdo as mais suscetiveis a essas doencas, ha
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uma preocupacao em relacdo a qualidade dos alimentos e, principalmente, ao conhecimento
das condices higiénico-sanitérias durante sua producéo (FERREIRA et al., 2014).

Segundo Miguel et al. (2017) o controle de qualidade ¢ um sistema de protecao
importante ao produto e ao consumidor. Tem como objetivo principal assegurar a fabricacéo
de alimento de qualidade, propiciando ao consumidor, produtos em condi¢Ges de consumo.
Dentre os itens das diligéncias de inspecdo estdo a &gua de utilizacdo da fabrica, os
equipamentos da linha de producdo, a matéria-prima, os sistemas de higiene, limpeza e
sanitizacdo e o controle do produto final.

Desde o processamento até a comercializagdo do peixe a manipulacéo é fundamental
na garantia da qualidade dos mesmos, determinando a intensidade com que se desenvolvem
as alteracdes, que obedecem a trés causas principais: enzimatica, oxidativa e bacteriana. O
tempo com que se desenvolvem cada uma dessas alteracGes depende de como foram
aplicados os principios basicos da conservacdo, assim como 0s métodos de captura e da
espécie (SOARES et al., 2012).

A resolucdo RDC n° 216 de 15 de setembro de 2004 delimita locais de contaminacéo
indicando o uso do anexo Il da RDC n° 275 de 21 de outubro de 2002 para diversos
procedimentos de BPF para produtores de alimentos a fim de garantir as condi¢fes
higiénicas sanitarias do alimento produzido (BRASIL, 2002).

Manipuladores, muitas vezes carecem de informagdes basicas. Alimentos artesanais
sdo amplamente consumidos, algumas a¢6es poderdo auxiliar na manutencao da qualidade,
evitando disseminacdo de DTA’s (SCAPIN, 2011). Essa tendéncia de se consolidar um
mercado consumidor mais exigente na escolha por produtos ou servigos, induz as empresas
a adotarem novas estratégias com finalidade do cumprimento de todas as normas e regras
que visam a qualidade do produto em todas as fases de processamento e comercializacao
(MANGAS et al., 2016).

O pescado pode ser adquirido em diversos tipos de estabelecimentos comérciais.
Mercados sdo o0s principais pontos de vendas de pescado, contudo, possui maior
susceptibilidade em comercializar produtos deteriorados, muitas vezes o pescado é mantido
em condicGes totalmente desfavoraveis impossibilitando a seguranga efetiva e
comprometendo totalmente a qualidade da carne (MOURA, 2017).

Mato Grosso do Sul esta situado em uma das maiores bacias hidrograficas do Brasil,
a Bacia Hidrografica do Parana, aqui a piscicultura tornou-se uma das alternativas para a

diversificacdo econdmica dos produtores rurais, isso se deu pelo fato do estado estar situado
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em uma area rica em recursos hidricos e o crescente cultivo de peixes em cativeiro (TORRES
etal., 2017). Em 2018, a aquicultura continuou produzindo nacionalmente, com um valor de
producdo de 485,25 mil toneladas, a producdo de Tilapia Oreochromis niloticus tem
aumentado quando comparada aos outros anos, com um valor de 283,25 mil toneladas no
ano, cerca de 58,4% da piscicultura nacional (IBGE, 2018).

Vale ressaltar que diversos fatores como 0s socioecondmicos, os padrdes de consumo
alimentar, caracteristicas pessoais e estado de saude podem influenciar o consumo de
pescado (SARTORI et al., 2012).

Os peixes de maior procura e, consequentemente, consumo em Dourados sdo 0 pacu
Piaractus mesopotamicus e o pintado Pseudoplatystoma corruscans, com 19,9% e 19,0%,
respectivamente. Na escala de preferéncia dos consumidores douradenses, a Tilapia se
apresenta em terceiro lugar 16,6%. Na regido de Dourados a producdo de peixe abrange um
namero consideravel de produtores e com isso, tem se destacado entre as pesquisas e estudos
elaborados no meio académico. A comercializacdo de peixe se desenvolve, principalmente,
em peixarias, hipermercados, supermercados e pesque-pague. Quanto aos comerciantes
varejistas, ainda ndo ha um grande volume de venda do pescado, isso pode ser explicado
pelos altos custos na producdo e demais fatores que torna o produto caro para 0 mercado
local. Em Dourados ainda se preserva habitos muito especificos, como a resisténcia no
consumo, devido a falta de costume e a preocupacao por ndo encontrar peixes de qualidade

no que diz respeito ao consumo da carne e derivados do peixe (DUTRA, 2014).
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3.1 Legislacbes em vigor Referentes a Peixe

Levando em consideragcdo a legislacdo que rege sobre os fabricantes e

comerciantes de peixe, 0 quadro a seguir traz algumas leis, suas descri¢oes e referéncias

sobre os padrbes que devem ser seguidos no que diz as caracteristicas, condicoes,

controle, verificacdo, avaliacdo e critérios para comercializa¢éo e consumo do peixe.

Quadro 1: Leis sobre os padrBes a serem seguidos por fabricantes, comerciantes e consumidores de

pescado. Fonte: o autor.

LEGISLACAO DESCRICAO REFERENCIA
Define-se por peixe fresco, o produto
obtido de espécimes saudaveis e de
qualidade adequada ao consumo
humano, convenientemente lavado e
) que seja conservado somente pelo
Portaria n° 185, de 13 de )
) resfriaimento a uma temperatura
maio de 1997, o| 5
L proxima a do ponto de fusdo do gelo. | (BRASIL,
Ministério da )
_ Quando examinado, segundo os | 1997).
Agricultura e do| | _
_ métodos adequados de colheita de
Abastecimento — MAPA . )
amostras e analise, o produto devera
estar isento de micro-organismos
patogénicos e parasitos que possam
representar perigo para a saude do
consumidor.
) Aprova o Regulamento Técnico sobre as
Portaria n° 368 de 04 de ) o .
condi¢cbes Higiénico-sanitarias e de
setembro de 1997, do N o
L Boas Praticas de Fabricagdo para | (BRASIL,
Ministério da )
_ . estabelecimentos 1997).
Agricultura Pecuéria e ) o
) elaboradores/industrializadores de
Abastecimento )
alimentos
Portaria n® 46, de 10 de | Esse sistema €é uma abordagem
_ o _ . (BRASIL,
Fevereiro de 1998, o | cientifica e sistematica para o controle 1098)
Ministro de Estado da | do processo, elaborado para prevenir a '
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Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento, institui o
Sistema de Analise de
Perigo e Pontos Criticos
de Controle — APPCC a
ser implantado pelas
industrias de produtos de
origem animal sob o
regime do Servico de

Inspecéo Federal — SIF

ocorréncia de problemas, assegurando
que os controles sdo aplicados em
determinadas etapas no sistema de
producdo de alimentos, assegurando que
0s produtos sejam elaborados sem
perigos a Saude Puablica, tenham
padrdoes uniformes de identidade e

qualidade e atendam as legislacdes.

do

Departamento de

(@) Diretor

Inspecdo de Produtos de

Procedimentos de verificacdo dos

Programas de  Autocontrole em

estabelecimentos de Pescados e

) ) derivados.  Esses  programas de
Origem  Animal - 3
Autocontroles estdo fundamentados na | (BRASIL,
DIPOA estabelece | 3 ] _ .
] .| inspecdo continua e sistematica de todos | 2009).
através do Oficio
] os fatores que de alguma forma, podem
Circular GAB/DIPOA | . ] ] .
interferir na qualidade higiénico-
25, de 13 de novembro o
sanitaria dos produtos expostos ao
de 2009 )
consumo da populacéo.
Aprova o Regulamento Técnico de
Avaliacéo de Matérias Macroscopicas e
Microscopicas Prejudiciais a Saude
Humana em Alimentos Embalados,
definindo os parasitas como umas das
RDC n° 175, de 08 de . o
) .| matérias prejudiciais a satde humana. A
julho de 2003 da Agéncia . o (BRASIL,
) _ ... | presenca de matéria prejudicial a saude
Nacional de Vigilancia 2003).

Sanitaria — ANVISA

humana detectada macroscopicamente
torna o produto/lote avaliado improprio
para 0 consumo humano e dispensa a
determinacdo  microscopica.  Para
avaliagdo de matérias macroscopicas e

microscopicas podem ser utilizadas a
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observacao direta e/ou observagdo com

auxilio de instrumentos dpticos,
devendo ser utilizados os métodos de
analise adotados e/ou recomendados
pela Food and Drug Administration
(FDA), pela Association of Official
Analytical
(AOCAC),

Organization for Standardization (ISO),

Chemists  International

pela International
pelo Instituto Adolfo Lutz e pela
Comisséo do Codex Alimentarius e seus

comités especificos.

A RDC n°12, de 02 de

janeiro de 2001,
determina  os Padrdes
Microbiologicos

Sanitérios para

Alimentos e os critérios
para a Conclusdo e
Interpretacédo dos
Resultados das Analises
Microbiol6gicas de
Alimentos Destinados ao

Consumo Humano

Leva em consideracdo a definicdo de
critérios e padrdes microbioldgicos para
alimentos, indispensaveis para a
avaliacdo das Boas Praticas de Producéo
de Alimentos e Prestacdo de Servigos,

da aplicacdo do Sistema de Anélise de

Pontos  Criticos  de
Controle (APPCC/HACCP) e da

qualidade microbioldgica dos produtos

Perigos e

alimenticios, incluindo a elucidacdo

de Doencas  Transmitidas  por

Alimentos (DTA)

(BRASIL,
2001).
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https://blog.neoprospecta.com/doencas-transmitidas-alimentos/
https://blog.neoprospecta.com/doencas-transmitidas-alimentos/

3.2 Tilapia-do-nilo, Oreochromis niloticus

Segundo a Pesquisa Pecuaria Municipal do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica o (IBGE), a espécie mais cultivada em todo o0 mundo repete a hegemonia no
Brasil. A tilapia correspondeu em 2017 a 58,4% de todas as espécies cultivadas na
piscicultura brasileira, o que equivale a 283,2 mil toneladas, um aumento de 18% em
relagdo as 239 mil toneladas de 2016. De acordo com o IBGE, Aparecida do Taboado
localizada no Mato Grosso do Sul (MS) estd dentre os cinco maiores municipios no
ranking de despesca da espeécie (IBGE, 2017).

E a espécie mais produzida no Brasil atualmente, por apresentar
caracteristicas genéticas, reprodutivas e, principalmente, mercadoldgicas, que faz com o
a espécie seja encontrada em todo o territério nacional. E um peixe que apresenta elevado
valor nutritivo, constituido por proteinas de valor significativo (MONTEIRO et al., 2012).

A tilapia-do-nilo, Oreochromis niloticus, € uma espécie bem apreciada pelos
consumidores, pois apresenta textura firme, sabor agradavel, carne branca e possui
“espinha em Y”, podendo ser utilizada fresca, em filés ou no preparo de varios produtos
semiprontos. E uma espécie de habito alimentar fitoplanctéfago, que aceita também
alimentos artificiais, alimentam-se dos niveis primarios da cadeia trofica, consomem uma
variedade significativa de alimentos e respondem com a mesma eficiéncia a ingestao de
proteinas tanto de origem animal como vegetal, caracteristicas que conferem vantagens
produtivas a espécie. O file € o principal produto de sua industrializacdo, com uma 6tima
aceitacdo no mercado por ser uma carne de primoroso sabor e qualidade (DUARTE et al.,
2017).
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3.3 Contaminagé@o microbioldgicas em filés de Tilapia Oreochromis niloticus

A carne de peixe apresenta um alto valor nutritivo e uma excelente fonte de
proteina, porém, possui alta perecibilidade, caracteristicas que torna necessaria condi¢oes
sanitérias ideais durante toda a producdo para que o produto final disponibilizado ao
consumidor seja um produto de boa qualidade e seguro (JUNIOR et al., 2017).

Dentre as condi¢Oes ideais para a deterioracdo do pescado estdo: pH proximo a
neutralidade, elevada quantidade de atividade de &4gua, rapida acao destrutiva das enzimas
enddgenas e exogenas, alto teor de nutrientes, elevado teor de A&cidos graxos
polinsaturados, estrutura muscular com menor barreira fisica de protecdo, baixa
quantidade de tecido conjuntivo e estresse significativo no momento da captura
(SOARES, 2014).

A (RDC) Resolucdo da Diretoria Colegiada n° 12, de 2 de janeiro de 2001 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) determina que pescados in natura
resfriados ou congelados ndo consumidos cru devem apresentar os seguintes padrbes
microbioldgicos: auséncia de Salmonella em 25g e tolerancia de até 102 NMP (Técnica
do Numero Mais Provavel) de estafilococos coagulase positiva/grama de alimento e
Coliformes a 45°C/g em até 102 chegando até a confirmagdo do maior representante
Escherichia coli.

a fim de que sejam considerados préprios para o consumo (BRASIL, 2001).

Os peixes possuem uma microbiota natural, derivados dos micro-organismos
presentes no ambiente em que vivem. A quantidade e diversidade de bactérias presentes
no ambiente influenciam diretamente na decomposicdo do pescado, micro-organismos
deterioradores que apresentam habilidades quantitativas e qualitativas. A qualidade
sanitaria da matéria-prima é muito importante para a industria e para 0 consumidor em
virtude da possibilidade de contaminacGes durante seu processamento. Impedir a
multiplicacdo desses micro-organismos na matéria-prima é de extrema importancia, visto
que sdo importantes causadores de DTA’s (MOURA, 2017)

Levando em consideracdo a legislacdo vigente RDC ANVISA n°12/01, que
estabelece quais espécies de bactérias sdo consideradas patogénicas ao ser humano
quando presente no alimento e suas respectivas concentracdes no pescado foram

analisadas as seguintes espécies:
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Salmonella sp, bactéria entérica, com formato bastonetes, gram-negativos, ndo
formadores de esporos, anaerobios facultativos, moveis em sua grande maioria (flagelos
peritriquios) e apresentam bom crescimento a uma temperatura que varia entre 5°C e
46°C. Muitas vezes sendo responsavel por infeccdes alimentares graves advindas da
ingestdo de alimentos contaminados. Muito irradiada, estd presente no ar, no solo, na
agua, nos animais, nos seres humanos, nos alimentos e nas fezes. Seu habitat natural € o
trato intestinal dos seres humanos, entre outros mamiferos. Apresenta grande capacidade
de contaminacdo de alimentos que possuem proteinas e carboidratos e um alto teor de
umidade. A maioria dos sorotipos de Salmonella sp sdo patogénicas para 0 homem
(FERREIRA et al., 2016).

Escherichia coli é considerada a representante do grupo dos coliformes fecais,
bactéria gram-negativa, anaerobia facultativa, ndo esporulada, fermentativa, em sua
maioria movel (flagelos peretriqueos) e apresentam um bom crescimento a uma
temperatura de 18°C a 44°C. A espécie metaboliza uma grande variedade de substancias
como lipidios, carboidratos, proteinas, aminoacidos e acidos organicos. Suas colonias
podem apresentar aspecto grosseiro e com contornos irregulares, aspecto liso com
colbnias lisas, convexas, brilhantes e com bordos regulares. E. coli tem como habitat
principal o trato intestinal dos seres humanos e de outros animais homeotérmicos (MELO,
2015).

Staphylococccus sp apresentam células esféricas, gram-positivas, sao imoveis e
ndo esporuladas, anaerdbias facultativas, quimiorganotroficas com metabolismos
fermentativo e respiratorio. Sdo encontradas isoladas, aos pares ou em agrupamentos
irregulares, e apresentam um bom crescimento a uma temperatura que varia entre 30°C e
37°C. Dentre as espécies patogénicas para 0 ser humano e outros animais esta
Staphylococcus aureus, por produzirem toxinas extracelulares. Seu habitat é amplo
tornando sua presenca largamente distribuida na natureza, onde sobrevive muito bem.
Entretanto, a espécie ¢ também integrante da microbiota da superficie e da mucosa
humana, por isto a contaminag&o pela bactéria em alimentos muitas vezes esta relacionada
com a manipula¢do humana. Surtos de intoxicagao de origem alimentar muitas vezes tém
como responsavel a S. aureus, pois a mesma produz enterotoxinas que sdo liberadas
durante sua multiplicacdo no alimento, tornando-se um risco para a saude publica
(MELO, 2015).
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Bactérias Mesdfilas sdo micro-organismos que apresentam um bom crescimento
em temperatura que varia entre 30°C e 45°C. Sua quantificagdo demonstra a qualidade
higiénica e sanitaria na qual esse alimento foi processado, estando relacionada com a
avaliacdo da seguranca e qualidade microbioldgica dos alimentos. A contagem elevada
pode indicar a deterioracdo e, consequentemente, reduzir a vida de prateleira do alimento
(MOURA et al., 2017).

Bactérias Psicotroficas sdo micro-organismos que sdo capazes de crescer a 7°C ou
temperaturas inferiores. Utilizar temperaturas baixas como método de conservacdo de
alimentos faz com que ocorra o retardamento do crescimento microbiano, pois o fator
temperatura influencia diretamente nas taxas de catalise, contudo, esse grupo de bactérias
tornou-se extremamente importantes na cadeia de processamento do pescado, pois
permitem seletivo crescimento de micro-organismos psicrotréficos (MOURA et al.,
2017).
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3.4 Contaminacdo parasitologicas em filés de Tildpia Oreochromis niloticus

comercializados em Dourados/MS

Dentre as preocupacfes por parte da vigilancia sanitaria, uma delas esta na
ocorréncia de parasitos na carne de peixe, 0s mesmos podem ter potencial zoonético e
com isso causar grande repugnéncia ao consumidor sendo condenados pela fiscalizagéo
sanitaria, ocasionando perdas econémicas significativas para a cadeia do peixe. Contudo,
fica evidenciado a necessidade sobre o conhecimento dos parasitos que podem estar
presentes no pescado no momento de inspe¢do, uma vez que a ingestdo de peixe cru,
principalmente, é a principal forma de entrada e sobrevivéncia dos parasitos e
consequentemente o desenvolvimento de diferentes patogenias nos seres humanos, as
quais ocorrem por ac3o espoliativa, toxica ou mecanica (GUIMARAES et al, 2017).

No ambito federal, estadual e municipal a inspecdo de pescado visa a seguranga
do consumidor. Nos ultimos anos tem sido reforcada a importancia da inspecéo sanitaria
dos pescados para a saude publica devido relatos de parasitos com potencial zoondtico
infectando pescados comerciais (TAIRA, 2011).

N&o obstante, o artigo 445 do Regulamento da Inspecéo Industrial e Sanitaria de
Produtos de Origem Animal (RIISPOA) define como impréprio para consumo o pescado
que apresente infestacdo muscular macica por parasitos que possam prejudicar ou ndo a
salde do consumidor (BRASIL, 1952). Dentre os parasitos de peixes mais comuns estdo:
anisaquiose, a eustrongilidose, a fagicolose, a clonorquiose e a adifilobotriose entre
outras. Os parasitos causadores destas zoonoses podem ser encontrados em diferentes
formas desde introduzidos na musculatura do peixe, até a forma de metacercarias
infectantes ou larvas plerocercoides (SOUZA et al., 2012).

Os mesmos podem ser extremamente patogénicos aos peixes, pois costumam
invadir diversos orgdos como figado, gonadas e musculatura corporal, sua patologia pode
ser extensa quando ha um grande nimero de parasitos presentes (RODRIGUES et al.,
2017).
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3.5 Composicdo Proximal e Fisico-quimica em filés de Tilapia Oreochromis niloticus

comercializados em Dourados/MS

A carne de peixe se destaca entre outros alimentos por suas caracteristicas
nutricionais, logo estd associada com a qualidade de vida, isso induz cada vez mais a
valorizacdo do pescado em todo mundo (ARBEX et al, 2017).

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA),
existem varias provas fisico-quimicas para avaliar o frescor e a qualidade do pescado
resfriado, dentre elas, a mensuracdo da temperatura, a determinacao de pH, amonia, gas
sulfidrico, (BVT) bases volateis totais, bases volateis terciarias e histamina (BRASIL,
1952).

O pescado € um alimento altamente perecivel, ou seja, deteriora-se rapidamente
se estocado, processado ou distribuido inadequadamente, tornando-se muitas vezes
inseguro para o consumidor devido ao crescimento microbiano, que pode alterar as
caracteristicas sensoriais do filé reduzindo assim seu tempo de prateleira (FERREIRA et
al., 2014).

Segundo Souza (2017) a composicdo quimica do pescado pode ser altamente
variavel de espécie para espécie, principalmente, o baixo conteldo de gordura e a elevada
quantidade de proteinas. A &gua pode representar uma média de 80% da por¢do
comestivel do pescado, sendo o constituinte que apresenta as maiores variagdes, podendo
ser encontrada na forma livre ou ligada a proteinas e carboidratos.

Com o grande aumento do consumo de pescado in natura pela populagdo tem
causado preocupacdes com relacdo a qualidade inicial, as etapas de preparo, e em especial
a atencdo das autoridades sanitarias para garantir a qualidade do produto final
(RODRIGUES et al, 2012).

A porcdo mais importante e comestivel do peixe é a carne, constituida de tecido
muscular, tecido conectivo e gordura. Sua composic¢ao quimica é de extrema importancia
qguando se fala de qualidade sensorial, capacidade de armazenamento, propriedades
guimicas e valor nutritivo. Idade, sexo, habitat, estado nutricional, maturidade sexual,
época do ano e tipo de musculo amostrado séo fatores que podem variar a composi¢do

quimica de uma espécie de peixe (SOUZA, 2017).
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3.6 Espectroscopias de Fluorescéncia e Absor¢do na regido do UV-Vis de filés de Tilapia

Oreochromis niloticus

Define-se espectroscopia como o estudo da interacéo de qualquer tipo de radiacéo
eletromagnética com a matéria, em funcdo do comprimento de onda ou frequéncia
(FIGUEIRO, 2016).

E crescente a demanda por alta qualidade e seguranca na producéo de alimentos,
contudo, exige padrdes elevados para controle de qualidade e processo, que por sua vez
requer ferramentas analiticas apropriadas para investigar alimentos. A espectroscopia é
uma técnica analitica cuja teoria e metodologia tém sido amplamente exploradas para
estudos, a mesma tornou-se bastante popular como uma ferramenta em ciéncia
relacionada a tecnologia de alimentos (KAROUI et al, 2017).

Segundo Michels et al, 2017 dentre a diversidade de técnicas oOpticas, a
espectroscopia de fluorescéncia vem se destacando para fim de monitorar on-line e in situ
pois a mesma pode fornecer informagdes rapidas, precisas e baixo custo.

Muitas técnicas e métodos para avaliacdo e detec¢do da qualidade e seguranca dos
alimentos sdo considerados tradicionais, demorados, tediosos e trabalhosos. As técnicas
espectroscopicas superaram algumas destas desvantagens, podendo suplementé-las ou
substitui-la. Caracteristicas como alta especificidade, custo-efetivo, ndo invasivo,
conveniéncia, ndo destrutivo e resposta rapida explicam o crescente interesse por técnicas
espectroscopicas que vem mostrando grande potencial para a deteccdo de patdgenos,
contaminacdo externa, alteragdes na estrutura proteica e oxidacdo lipidica, e para
monitoramento de deterioracdo em peixes, a fim de confirmar a seguranga para consumo
e comércio (CHENG et al, 2013).

A fluorescéncia ocorre em uma molécula ap6s a incidéncia de luz, onde a energia
luminosa é absorvida pela estrutura eletronica elevando assim a energia dos elétrons da
molécula a estados quanticos menos estaveis e excitados, 0 mesmo ao retornar ao nivel
fundamental de energia gera a emissdo de uma radiacéo eletromagnética de acordo com
as caracteristicas da molécula (MAZZUCATO, 2013).

A espectroscopia de absorcéo na regido do ultravioleta e visivel UV-Vis é uma
analise baseada na medida de absorbancia ou transmitancia de solugdes contidas em
células transparentes com caminho oOptico de comprimento especifico, da ordem de cm.

Quando um feixe (monocromatico) de radiagdo com intensidade incide sobre a cubeta
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contendo uma determinada solucdo, alguns fendmenos podem ocorrer, como reflexdo, ou
mesmo o espalhamento pelas paredes da cubeta (caso o meio ndo seja transparente e
homogéneo). Porém, o efeito mais significativo ocorre quando parte da radiacdo é
absorvida pelo meio que esta sendo analisado (FIGUEIRO, 2016).
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DETERMINACAO DA QUALIDADE MICROBIOLOGICA,
PARASITOLOGICA, COMPOSICAO PROXIMAL E FISICO-QUIMICA DE
FILES DE TILAPIA OREOCHOMIS NILOTICUS COMERCIALIZADOS NO
MUNICIPIO DE DOURADOS/MS
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Resumo

Este trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade de Filés de Tilapia Oreochromis
niloticus comercializados no municipio de Dourados/MS Brasil, quanto a qualidade
microbiologica, parasitolégica, a composicdo proximal e fisico-quimica dos filés,
baseadas em metodologias padrdes. Os resultados obtidos revelaram que algumas das
amostras analisadas foram consideradas impréprias para 0 consumo quanto a qualidade
microbioldgica, pois alguns resultados ultrapassaram os valores estabelecidos pela
legislacdo vigente. Quanto a pesquisa de coliformes a 45°C, os resultados variaram de 4,4
a 6,6 UFC/log nas marcas analisadas. Na pesquisa de Staphylococcus spp., 0s resultados
variam de 2,7 a 3,6 UFC/log nas marcas analisadas. As trés marcas analisadas, ndo houve
ocorréncia de Escherichia coli, e Salmonella sp, mostram-se insatisfatério quanto a
qualidade microbioldgica do alimento. Na pesquisa de mesoéfilos, os resultados variaram
de 2,8 a 5,7 UFC/log nas amostras analisadas. Por fim os resultados de Psicrotroficos
variaram de 3,5 a 5,2 UFC/log. Os resultados parasitologicos demostraram auséncia de
parasitos dos filés estudados. Os valores de pH variaram de 6,28 a 6,55. Os valores de
temperatura interna dos congelados variaram de -1,11°C a -2,90°C e temperatura externa
variam de 1,61 a 4,08°C. As amostras analisadas foram classificadas como imprdprias
para 0 consumo quanto a qualidade Microbioldgica.

Palavras-chave: pescado; contaminacéo; higiene.
Abstract

The objective of this work was to evaluate the quality of Fillets of Tilapia Oreochromis
niloticus commercialized in the city of Dourados / MS Brazil, regarding the
microbiological, parasitological, proximal and physicochemical quality of the fillets,
based on standard methodologies. The results showed that some of the analyzed samples
were considered unfit for consumption in terms of microbiological quality, since some
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results exceeded the values established by current legislation. Regarding the research of
coliforms at 45°C, the results ranged from 4.4 to 6.6 UFC / log in the analyzed brands. In
the study of Staphylococcus spp., The results ranged from 2.7 to 3.6 CFU / log in the
analyzed brands. The three analyzed brands, there was no occurrence of Escherichia coli,
and Salmonella sp, are unsatisfactory regarding the microbiological quality of the food.
In the mesophilic survey, the results ranged from 2.8 to 5.7 UFC / log in the analyzed
samples. Finally the results of Psrotrotrophic ranged from 3.5 to 5.2 UFC / log. The
parasitological results showed absence of parasites of the studied fillets. The pH values
ranged from 6.28 to 6.55. The internal temperature values of the frozen ones ranged from
-1.11° Ct0-2.90 ° C and external temperature ranged from 1.61 to 4.08 ° C. The analyzed
samples were classified as unfit for consumption as Microbiological quality.

Keywords: fish; contamination; hygiene.

1.0 Introducéo

O consumo de carne de peixe
atingiu um recorde no mundo, cerca de
18,6 kg per capita/ano. Contudo, apesar
do consumo de peixe ter aumentado,
ainda existe uma insuficiéncia no que diz
respeito as informacdes necessarias por
parte dos consumidores quanto a
gualidade dos produtos e sua
importéncia nutricional [16].

A carne do peixe é altamente
perecivel, justificado pelas propriedades
intrinsecas do produto e atividade
microbiana que é formada por diversos
fatores, como temperaturas inadequadas
de armazenamento, contaminacdo
microbiana inicial e condi¢bes de
embalagem. O  crescimento e
metabolismo  microbiano sdo  as
principais causas da deterioracdo do
pescado, levando a uma qualidade
inaceitavel do produto [20].

Fonte de acidos graxos poli-
insaturados, rico em proteinas de baixo
valor caldrico, faz com que a carne de
peixe esteja em pesquisas/estudos que
associam seu consumo com a reducéo de
enfermidades como, por exemplo,

doencas inflamatérias e doencas
cardiovasculares aumentando ainda mais
a procura do alimento [24].

O controle de pH e temperatura
sdo essenciais para obtencdo de agua da
criagao destes animais que,
consequentemente, estdo ligados com a
manutencdo do equilibrio sanitario dos
mesmos. Ha& uma grande variedade de
espécies de peixes, logo, existe também
uma enorme quantidade de patégenos
que englobam virus, bactérias, parasitos
e fungos. Peixes sdo organismos
extremamente parasitados por entrarem
no ciclo de alguns patégenos tanto como
hospedeiros definitivos quanto como
hospedeiros intermediarios [27].

Levando em consideracdo o
aumento significativo do consumo da
carne de peixe, a grande quantidade de
patogenos que fazem dos peixes
organismos significativamente
parasitados e a insuficiéncia de estudos
quanto a qualidade microbioldgica,
parasitoldgicas, e avaliacdo dos valores
nutricionais de filés comercializados no
municipio de Dourados/MS esta
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pesquisa teve por objetivo informar o
consumidor quanto a qualidade dos filés

2.0 Metodologia

A pesquisa foi realizada em oito
estabelecimentos, sendo duas peixarias,
quatro supermercados e dois atacadistas
no municipio de Dourados/MS.
Coletaram-se trés amostras de trés
marcas distintas em trés repeticdes
totalizando vinte e sete amostras. Foram
analisas também cinco amostras de trés
marcas que ndo se repetiam nos locais de
comercializacao, totalizando 32
amostras de filés de peixes da espécie
Oreochromis niloticus, popularmente
conhecidos como Tilépia.

As amostras embaladas foram
adquiridas inteiras, mantidas dentro da
propria embalagem como recomenda a
RDC n°12 de janeiro de 2001,
acondicionadas dentro de uma caixa
isotérmica com gelo eutético e
transportadas até a Universidade Federal
da Grande Dourados (UFGD). Para
realizacdo das analises microbioldgicas,
parasitoldgicas e fisico-quimicas as
amostras  foram levadas até o
Laboratorio de Pesquisa em Ciéncia da
Saude (LPCS) da UFGD.

Para as analises microbioldgicas
utilizou  Metodologia  Padronizada
conforme apresentado no [3]. A
qualidade microbioldgica foi avaliada
pela analise da presenca/auséncia de
Salmonella  spp. enumeragdo de
coliformes a 45°C e Escherichia coli,
quantificacdo de Staphylococcus spp.,
contagem padrdo de mesofilos e

e alertar sobre possiveis riscos a saude
publica.

psicotroficos aerdbios, de acordo com as
recomendag0des da Instru¢cdo Normativa
n° 62, de 26 de agosto de 2003, do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (BRASIL, 2003). Como
controle uma placa aberta contendo Agar
Muelller Hinton era mantinda sobre a
bancada durante todo o experimento e
depois levada para estufa a 37° por 24
horas para analise da pureza do
ambiente.

Nas analises parasitoldgicas,
foram realizados cortes finos, e através
de uma inspecdo macroscopica com
auxilio de lupa manual os filés foram
analisados [25]. As estruturas com
morfologia combinante com formas
parasitarias foram analisadas em
microscopio Optico e/ou lupa para
esclarecimento [24].

Para as analises de Composicao
proximal utilizou-se a [4,19]. A
temperatura do peixe foi aferida apds
coleta das amostras utilizando o Digital
Thermometer, introduzido na
musculatura do pescado e a temperatura
externa com termometro infravermelho
mira laser. Para a determinacdo do pH
(potencial hidrogenidnico) devidamente
calibrado com solucdes tampédo de pH
7,0 e 4,0, foi utilizado o equipamento da
marca Hannainstruments®,
pH/temperature meter.

Foi feito um tratamento dos
resultados obtidos com o método
estatistico PCA (Analise das
Componentes Principais).
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3.0 Resultados e Discussao

Na coleta das amostras houve sazonalidade e valores de

uma dificuldade significativa quanto a comercializacdo. Apos a analises dos
padronizacéo das repeticdes com relacéo dados de Salmonela sp as amostras
amarcas e aos locais de comercializagéo, foram classificadas em conforme e ndo

seguindo assim a disponibilidade de conforme  segundo a
brasileira, RDC n° 12 de 02 de janeiro de

2001 (Tabela 1).

legislacdo
oferta do produto para o mercado

consumidor que se baseia em

Tabela 1: Resultados das anélises de trés repeticGes obtidas da média e desvio padrdo de triplicatas de
Coliformes a 45°C (C — 45°), Staphylococcus coagulase (+) (S.C), Contagem Padrdo de Mesdfilos e
Psicotréficos Aerdbios (C.P.M e P), Presenca/Auséncia de Salmonella sp (S) e confirmagdo de Escherichia
coli (E.C) em 25g de amostra de filés de tilapia (Oreochromis niloticus), adquiridas em estabelecimentos

de Dourados — MS, marcas (A, B, C) conforme RDC n° 12 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001).

Repeticoes S* EC* C-45° S.C C.P.M CP.P

das
marcas

A -+ - 44+3,6 31+11 4+24 3,637

1 B ++ - 47+1,1 3,6+0,1 3,7+£0,9 3,8+04

C +-- 59+0,1 2,7+11 39+1,7 39+11

A --+ + - - 54+1,1 2,7+15 4+17 35+15

2 B -+ + 6,6 + 3,7 3,5+0,3 3,3+3 3,6+3,

C -+ + -+ + 47+15 2,9+3,3 5,7+3,2 52+3,8

A +++ -+ + 58+0,1 32+1,0 6+05 48+1,6

3 B -+ - +++ | 54+21 30+15 28+14 36+1,1

C +-- +-+ 6,6 +0,5 3,2+0,8 5,0+0,2 50+0,7

* Valores expressos — auséncia, + presenca obtidas em trés amostras por locais de comercializacéo.

Tabela 2. Resultados das Contagens de Coliformes a 45° (C — 45°), Contagem Padrdo de Mesdfilos e
Psicotréficos Aerdbios (C.P.M e P) e S. coagulase (+) (S.C), das marcas A, B, C em amostras de filés de
Tildpia Oreochromis niloticus comercializadas no municipio de Dourados — MS.

A B C EPM P
C-45° 5,1333 5,6033 5,9722 0,2684 NS
C.P.M. 4,7277A 3,2444B 5,3388A 0,2705 0,01254
CP.P 4,2555AB 3,2611B 4,9778 0,2638 0,04435
S.C 4,0111 3,3277 4,1556 0,2701 NS

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. (EPM = Erro Padrdo da Média P <0.05).

Observa-se natabela 1 que as trés
marcas analisadas, ndo apresentaram
predominancia da ocorréncia de

Salmonella sp, comprovando que a

presenca desta especie de bactéria
patogénica depende das condicdes de
manuseio higiénico do abate e/ou, das

condicbes  higiénico-sanitarias  da
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comercializacdo, tendo o  fator
temperatura como limitante do controle
da  multiplicagdo.  Entretanto, a
ocorréncia foi observada nas repeticdes 2
e 3, mas como dito anteriormente,
independe de um padrdo de ocorréncia.
A confirmagdo da presenca de
Sallmonella sp em 25g de amostra
analisada, segue conforme indicacao
analitica da Resolucéo vigente [6].

A tabela 2 traz as médias dos
resultados da analise microbioldgica das
marcas A,B e C, onde atraveés do teste de
Tukey 5%, ficou evidenciado a
diferenciacdo dos resultados obtidos.
Porém a presenca de Salmonella sp em
algumas repeticGes torna o alimento
improprio para comercializagéo.

Segundo [24] a presenca de
Salmonella sp em pescado pode estar
relacionada com a contaminacdo
cruzada, destacando aguas poluidas, ou
pelas mdos dos manipuladores
assintomaticos infectados previamente
com a bactéria, bem como por contato
fezes de animais, insetos e ou aves.

Ao estudarem Enterobacteriaeae,
[5] avaliaram Salmonella sp também em
amostras de agua de cultivo (n = 20),
tegumento e trato gastrintestinal (n = 20)
e filés frescos de tilapias (n = 20)
coletados em um sistema de producao

aqlicola de agua doce localizado em

Lavras, Minas Gerais, Brasil, porém nédo
houve a presenca de Salmonella sp nas
amostras. Neste experimento, porém
houve a confirmacdo de pelo menos 1
amostra dentro das 3 repetiches
realizadas. O mesmo ocorreu com [28],
num estudo envolvendo a
comercializacdo do mesmo alimento,
avaliando 10 estabelecimentos e 30
amostras frescas e congeladas.

[17] estudando saladas e demais
alimentos, detectou a presenca de
salmonella sp na salada de atum,
incluindo a possibilidade de ocorréncia
do microrganismo no pescado avaliado,
mas também podendo ter como fonte de
contaminacdo a manipulacdo durante a
elaboragédo do alimento, assim descreve
que a fonte de contaminagdo do micro-
organismo deve-se ndo somente pela
contaminacdo da matéria prima, mas
também da contaminacdo cruzada que
ocorre durante a elaboracdo dos pratos.
O autor destaca que independente da
fonte de contaminacdo, a simples
confirmagéo do microrganismo
classifica-o como improprio para o
consumo em amostra indicativa,
avaliada de 25 gramas. Os autores
avaliaram também a resisténcia do
micro-organismo aos agentes
antibioticos usados comumente em

surtos envolvendo  essa  espécie
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Salmonella spp, e encontrou resistencia
aos seguintes antibidticos, penicilina
(69%), erythromycina (38%),
gentamicina (36%), tetracyclina (36%)
neomycina (33%), ampicillina (33%),
amikacina (33%), vancomycina (33%),
streptomycina (29%) cefotaxima (9%)
and oxacilicina (9%). Além do alerta
quanto a patogenicidade, os autores
enfatizaram que surtos envolvendo a
espécie podem ser de dificil tratamento
devido & elevadas taxas de resisténcia
aos medicamentos disponiveis, e
realciona o risco do consumo dos peixes
sem sofrerem cocgé&o.

A [14] estd cordenando acdes e
esforcos internacionais além de ajudar os
estados membros afim de uma deteccao
e respostas rapidas aos surtos de DTA
através da rede de autoridades dos
estados membros, para diminuir 0s
impactos na satde publica causado por
microrganismos com resisténcia
antimicrobiana, destacando a
preocupacdo com a Salmonella sp [31].

As amostras de coliformes
termotolerantes foram avaliadas com
relacdo ao valor maximo permitido pela
legislagdo vigente que é de 3 NMP/g
(valor expresso em Log NMP/g). Os
resultados desta pesquisa apresentaram
todos os valores em inconformidade com

o limite permitido pela legislacao.

Este trabalho corrobora com [12]
que em algumas de suas amostras
analisadas apresentaram inconformidade
com o0 padrdo de coliformes
termotolerantes segundo a RDC n° 12 de
02 de janeiro de 2001 [9]. Dentre as
possiveis causas desta contaminagao
estdo a contaminacéo cruzada, falhas nas
boas praticas de manipulacdo ou
temperatura inadequada durante o0
transporte, processamento ou
armazenamento no supermercado.

Os resultados obtidos para
Escherichia coli mostram-se
insatisfatorio em todas as amostras
quanto a qualidade microbioldgica do
alimento como mostra a tabela 1. Dentre
0S micro-organismos indicadores de
contaminagéo fecal a maior
representante & Escherichia coli, a
presenca da espécie indica que em
alguma fase do processamento desse
alimento (captura ou manipulagdo) as
condicdes higiénicas estavam
inadequadas com alto indice de
contaminacéo bacteriana.

Diferente de [22] que ao analisar
a microbiologia de filés comercializados
em Dracena e regido 100% das amostras
analisadas para a presenca de coliformes
totais e termotolerantes estavam de
acordo com o padrédo estabelecido pela

legislagdo e a auséncia de E. coli, isso
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indica uma manipulacdo correta no
alimento além da aplicacdo de boas
praticas de fabricacdo. A legislacdo ndo
apresenta, muito menos estipula limites
para Escherichia coli em alimentos, esta
analise estd diretamente relacionada a
indicacdo de contaminacdo de origem
fecal e a qualidade higiénica.

Segundo [1] ha muito tempo a
Escherichia coli vem sendo associada a
DTA e surtos em todo o mundo, isso
representa um risco a seguranca
alimentar mundial e a satde publica. E.
coli comumente associadas a doenga

entre  diferentes faixas etarias e

localizagbes  geograficas  incluem
enteropatogénica (EPEC),
enterotoxigénica (ETEC),
enterohemorragica (EHEC),

enteroagregativa (EAEC), difusamente
aderente (DAEC) e enteroinvasivos
(EIEC).

A forma de desenvolvimento da
microbiota contaminante se da sob a
superficie do alimento, logo, a
abundancia de individuos ali presente se
torna significativa e com isso a
capacidade de contaminacdo s6 aumenta
paralelamente ao  desenvolvimento
microbiano. Bactérias guando
organizadas em  estruturadas de

biofilmes apresentam uma capacidade

significativa de resisténcia
antimicrobiana.

Em pesquisa sobre Biofilmes
de uma e varias espécies por Escherichia
coli,  Staphylococcus  aureus e
Salmonella spp isolado de peixe cru e
uma unidade de processamento de peixe
[13] mostrou que E. coli apresentaram a
melhor capacidade de formacgdo de
biofilme isolada dos alimentos podendo
ser uma grande fonte de contaminagéo,
isso mostra que fato da mesma nao se
adaptadar ao ambiente de superficie ndo
significa que elas ndo possam formar
biofilmes rapidamente, com este
resultado fica evidenciado a importancia
das préticas de higiene.

O valor limite estabelecido pela
legislagdo vigente é de 2,7 UFC/g (valor
expresso em log) para pescado
refrigerado ou  congelado  para
Staphylococcus coagulase positiva [8].
Das amostras avaliadas para a
quantificacdo de Staphylococcus
coagulase  negativa sete  médias
apresentaram valores superiores ao
padrdo estabelecido por legislagdo. A
legislacdo [6] classifica apenas para
Staphylococcus coagulase positiva como
patogénico, porém  sabe-se  que
Staphylococcus  coagulase  negativa
também € patogenico e 0 mesmo néo

sera negligenciado neste trabalho.
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Segundo [24] a contaminag&o por
Staphylococcus coagulase negativa pode
ser oriunda do local onde o produto é
comercializado, falha na manipulacao
e/ou  estocagem incorreta  e/ou
contaminagdo cruzada, visto que esta
bactéria habita com frequéncia a
nasofaringe do ser humano. Segundo a
legislacdo a enumeracao de estafilococos
coagulase positiva tem por objetivo
substituir a determinacgéo de
Staphylococcus. A determinacdo da
capacidade de producéo de
termonuclease e quando necesséria a de
toxina estafilococica das cepas isoladas
podem ser realizadas a fim de se obter
dados de interesse a saude publica [7].

O Staphylococcus € um dos
géneros mais pesquisados na
microbiologia alimentar, a intoxicacao
alimentar estafilocécica, gastroenterite
com emese, muitas vezes acompanhada
de diarreia, com curto periodo de
encubacdo (de 2 & 4 hrs), decorrente da
ingestdo de enterotoxinas pré-formadas,
nem todas espécies sintetizam as
enteroxinas, porem sabe-se que a maioria
é secretora [10].

Patogénicos resistentes a
antimicrobianos tornou-se um grande
problema mundial. Dentre os fatores que
justificam o mecanismo de resisténcia

estédo as mudancas na permeabilidade da

parede e modificacbes enzimaticas do
farmaco ou remocdao de antimicrobianos
dependente de energia via bombas de
efluxo ligadas a membrana, em pesquisa
sobre a resisténcia antimicrobina do
Staphylococcus 0 mesmo se apresentou
resistencia ou alta resisténcia a uma
grande variedade de antibioticos tornado
mais dificil a erradiacdo e aumentando a
incidéncia. Staphylococcus é atualmente
classificado com o terceiro agente
causador de DTA na atualidade por
consumo de peixe ou seus derivados
[23].

Intoxicagao alimentar
estafilocdcica apresenta seus sintomas
duas horas depois do consumo do
alimento contaminado. Acredita-se que o
nimero de casos registrado de
intoxicacao causada pelo
Staphylococcus seja muito maior do que
a quantidade de registrado, visto que
muitos casos séo descritos erroneamente.
A ingestdo de enterotoxinas
estafilocdcicas (SEs) pré-formadas no
alimento por espécies patogénicas
envolve um risco significativo a saude
[26].

A presenca de Staphylococcus
em peixe indica que em alguma fase pds-
abate houve uma contaminacao
decorrente da auséncia de boas préaticas

de fabricagdo, Staphylococcus ndo faz
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parte da microbiota natural do peixe,
com isso sua presenca sempre estara fora
dos padroes. Dentre as toxinas
produzidas pelo Género Staphylococcus
estdo as enterotoxinas, toxina da
sindrome do choque toxico, toxinas
esfoliativas e leucocidina de Panton-
Valentine [30].

Andlises de Mesofilos e
Psicotroficos consistem numa
enumeracao total da microbiota presente
na amostra estudada, ndo tem como
objetivo identificar espécie. Os valores
encontrados abaixo trazem uma Visdo
geral da microbiota presente nas
amostras analisadas. Com a atualizacao
da Portaria N° 185 de 97, paraRDC n°® 12
de 2001 a analise de mesotfilos e
psicrotroficos  deixaram  de  ser
obrigatdrias, substituidas por analises de
micro-organismos patogénicos.

Segundo [28] a legislacédo
brasileira ndo estabelece limites
méaximos tolerdveis para esse grupo de
micro-organismos, porém foram
utilizados os valores estabelecidos pela
[18].

Existe uma microbiota especifica
que resiste a baixas temperaturas e sao
capazes de se multiplicar nesta condicéo,
as baixas temperaturas retardam, mas
ndo eliminam determinados micro-

organismos. Analise de psicotroficos foi

feita levando em consideragéo o fato de
0 alimento estudado ser mantido em
refrigeragdo/congelamento durante a
etapa de comercializagdo, temperaturas
estas em que este grupo de micro-
organismos apresentam alta taxa
metabolica e reprodutiva.

A andlise parasitologica néo
apresentou nenhuma estrutura
caracteristica de parasito nas amostras
analisadas. Com isso do ambito
parasitologico os filés analisados séo
considerados proprios para consumo, de
acordo com a legislacéo vigente, que traz
como improprio para consumo o pescado
portador de lesbes ou doencas
microbianas que apresente infestacdo
muscular maci¢ca por parasitos que
possam prejudicar ou ndo a salde do
consumidor, entre outras especificaces
[7].

A grande maioria dos resultados
obtidos nas pesquisas sobre fisico-
quimica de carne de pescado traz como
base a comparacdo dos valores baseados
na diversidade, variedade e comparagédo
com relacdo a alimentagéo fornecida aos
peixes, dieta na forma de racéo.
Comparar composi¢cdo proximal da
carne de peixe sem relacionar a dieta
fornecida ao animal torna-a

desnecessaria neste contexto.
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Neste estudo da analise proximal
teve como finalidade analisar os valores
nutricionais com a justificativa de que
estes sdo fatores que influenciam
diretamente no desenvolvimento
microbioldgico, ou seja, sdo condi¢des
ideais para uma  contaminagédo
microbioldgica do alimento.

Segundo [15] a variacdo em
qualquer um dos parametros pode
ocorrer de acordo com a fase fisioldgica,
habito alimentar, época do ano e também
sobre alimentos que séo disponibilizados
para esses animais.

Quanto os resultados de
proteinas observam-se que o0s valores

estdo bem préximos aos valores da

literatura apresentados por [11] onde
relata que os valores de sua pesquisa
quanto a médias de proteina ficaram
entre 18,83 e 20,63%.

Os valores de lipidios variaram
de 16,0% a 13,92% resultado proximo ao
encontrado por [29] que encontrou para
Tilapia o valor de 13,60% de lipidios.

Quanto aos valores de cinza, 0s
mesmos apresentaram uma variacdo na
média de 0,96% a 0,99% [2] ao pesquisar
a composicdo centesimal de Tambaqui
Colossoma macropomum  encontrou
valores de cinzas proximo a este estudo
0,95%. Os resultados estdo apresentados

na Tabela 3.

Tabela 3: Média e desvio-padréo das triplicatas dos resultados das analises de Composic¢éo Proximal de
amostras de filé de Tilapia (Oreochromis niloticus) das marcas A,B, C em amostras de filés de Tilapia
Oreochromis niloticus comercializadas no municipio de Dourados — MS.

A B C média | Erro padrao P>F
Cinzas 0,96a | 0,97a | 0,99a 0,97 0,0089 0,0013
Proteina | 18,98a | 15,98b | 18,46a | 18,00 0,4377 0,0132
Umidade | 76,01a | 77,43a | 78,02a | 77,32 0,6370 0,2280
Lipideos | 1,60a | 1,39a | 1,31a 1,41 0,5650 0,1680

*Composicdo bromatolégica (g/100g) do filé de pescado de acordo com as marcas comerciais/As médias
seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O limite de pH estabelecido pela
legislacdo vigente para aceitacdo do
pescado para consumo humano é de no
méaximo 7,0 [9]. As amostras analisadas
apresentaram  valores  considerados
proximos aos resultados trazidos pelas

literaturas buscadas. Com os valores de

temperatura aferidas neste trabalho
foram consideradas  frescas e
refrigeradas. Sao considerados frescos
aqueles pescados que ndo sofreram
qualquer processo de conservagdo, ou
somente 0 uso de gelo, refrigerado é

aquele pescado que é acondicionado em
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gelo e mantido a temperaturas
compreendidas entre -0,2 e -0,5 °C é por
fim o pescado congelado é tratado por

processos de  congelamento em
temperatura nédo superior a -25°C [8]. Os

resultados apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Média e desvio-padrao das triplicatas dos resultados das analises de pH, temperatura

interna (T.l) e temperatura externa (T.E) das marcas A,B, C em amostras de filés de Tilapia Oreochromis

niloticus comercializadas no municipio de Dourados — MS.

A B C EPM P
pH 6,55 6,28 6,37 0,0570 0,1325
T -2,90b -1,11a -2,12ab 0,3031 0,0473
T.E 3,22a 4,08a 1,61b 0,3337 0,0436

*|etras minudsculas na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4.0 Conclusdo

As amostras analisadas de filés

de Tilapia comercializadas em

estabelecimentos no municipio de

Dourados/MS  foram  consideradas

improprias para 0 consumo quanto a
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Capitulo 11

Uso da Tecnica de Espectroscopia de UV-vis e de Fluorescéncia para Salmonella sp
isoladas e identificadas de origem hospitalar.

Use of UV-vis spectroscopy and Fluorescence for analysis of Salmonella sp isolated
and identified from hospital origin.

Maria Joyce dos Santos Silval
Kelly Cristina da Silva Brabes?

! Faculdade de Ciéncia Exatas e Tecnologia, Universidade Federal da Grande Dourados,
MS, Brasil.
2 Faculdade de Engenharia, Universidade Federal da Grande Dourados, MS, Brasil.

Resumo

A busca por metodologias mais rapidas, econémicas e de alta especialidade tem
feito pesquisadores buscar na fluorescéncia uma hipotese. Este trabalho teve como
objetivo encontrar na espectroscopia de fluorescéncia uma metodologia alternativa de
analise rapida na identificacdo de espécies patogénicas. Os resultados partiram de uma
diluicdo exata encontrada através da Escala de Mac farland. E por fim as analises de
Espectroscopia de UV-Vis e de Fluorescéncia. Os resultados obtidos na Espectroscopia
de Fluorescéncia e Espectroscopia de UV-vis demostram uma proximidade dos valores
das modulacdes dentre as espécies de Salmonella sp nos 20 ensaios com 2 amostras cada
analisadas. O comprimento utilizado foi o de 280 nm. Para o tratamento dos resultados
obtidos utilizou-se 0 método estatistico PCA (Analise das Componentes Principais).

Palavras-chave: Espectroscopia de Fluorescéncia;, Espectroscopia de UV-Vis;
lentificacdo Bacteriana; Método rapido;

Summary

The search for faster, economical and high specialty methodologies has made
researchers seek fluorescence a hypothesis. This work aimed to find in the fluorescence
spectroscopy an alternative methodology of rapid analysis in the identification of
pathogenic species. The results were based on an exact dilution found through the Mac
Farland Scale. And finally the analyzes of UV-Vis Spectroscopy and Fluorescence. The
results obtained in Fluorescence Spectroscopy and UV-Vis Spectroscopy show a
proximity of the modulation values among the species of Salmonella sp in the 20 trials
with 2 samples each analyzed. The length used was 280 nm. For the treatment of the
obtained results the statistical method PCA (Principal Components Analysis) was used.

Keywords: Fluorescence Spectroscopy; UV-Vis spectroscopy; Bacterial Identification;
Fast method,;
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1.0 Introducéo

O peixe e seus produtos oriundos
sdo compostos de proteinas, gorduras e
agua. A seguranca e qualidade do
produto final s&o influenciadas por
processos diretamente ligados ao tempo,
temperatura e formas de
armazenamento. Mudangas no sabor,
cor, suculéncia e  propriedades
bioquimicas séo fatores
importantissimos que comprometem a
avaliacdo sensorial do consumidor
quanto a qualidade e aceitacdo do
produto [5].

As buscas por novas
metodologias de processamento de
imagens resultam em grandes aplicacdes
nos aspectos da tecnologia e da ciéncia.
O processamento dessas imagens sao
ferramentas de recursos especificos que
podem ser wusados para fins de
classificagdo e de identificagdo de
espécies rapidamente e sem custo [19].

Na atualidade existem varias
técnicas e tipos de espectroscopia, cada
uma com suas compatibilidades em
aplicacbes e amostras especificas.
Processos espectroscopicos séo
basicamente a incidéncia de feixes de
ondas eletromagnéticas variando a
frequéncia sobre a amostra em analise,

que absorvem a energia em alguns

comprimentos de ondas especificos,
caracterizando  pelo  espectro de
transmissdo e absorcdo gerada por ela
[11,8].

H& diferentes formas de se
avaliar a qualidade dos alimentos e
envolvem em sua  metodologia,
conceitos em fisica, identificacdo
bioquimica, sensoriais, quimicas e
microbioldgicas, no entanto estas sdo
técnicas caras, muitas vezes demoradas e
desgastantes.  Métodos  alternativos
envolvendo diferentes tecnologias estao
em constante desenvolvimento. Técnicas
envolvendo Espectroscopia de
Fluorescéncia estdo em constante
aprimoramento e com aplicabilidade na
identificagio e na enumeragdo de
espécies microbianas nas mais diversas
amostras, e com alta correlacdo
estatisticas com técnicas convencionais
como as Bioquimicas e principalmente
as Moleculares, destacando ainda como
justificativa o tempo rapido de resposta e
por ndao serem invasivas, além de nao
afetar ou destruir as amostras.
Historicamente as técnicas podem
incluir desde as Microscopias [14], ATP
Bioluminescéncia [4] ou alguns métodos
de deteccdo, incluindo  Técnicas
Imunologicas e Técnicas Moleculares

(ELISA, PCR, etc.) [8].
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Segundo [1] desde a captura até a
comercializacdo, a carne de peixe é
exposta a uma série de fatores que
comprometem a sua integridade como
alimento. Para garantir a manutencdo da
qualidade é essencial um monitoramento
rigoroso durante todos 0s processos.
Contudo para a manutengdo da
seguranca e de boa qualidade na
producdo e comercializagcdo do pescado
e seus derivados € necessario o
desenvolvimento de novas técnicas de
inspecdo e avaliacdo da sua qualidade
[5].

Analises microbioldgicas séo
muito importantes na avaliacdo da
qualidade dos alimentos, ela fornece
informagdo espectral relevante para os
atributos microbianos, a tecnologia
espectroscopica foi  introduzida e
aplicada para avaliar a qualidade
microbioldgica de produtos alimenticios
de maneira rapida, ndo invasiva e nao
destrutiva. Analisando diferentes dados
espectrais, alguns importantes
indicadores de qualidade microbiana
podem ser potencialmente avaliados e
quantificados. Embora a tecnologia de
espectroscopia mostre seu potencial,
alguns desafios em termos de calibracéo
de modelos pré-processamento de

espectros e desenvolvimento de

instrumentos ainda sdo necessarios para
serem enfrentados. Com isso fica
evidenciado que mais trabalhos ainda
sd0 necessarios para melhorar a
estabilidade e adequacao da
espectroscopia antes da implementacéo
na industria de alimentos [7].

A bactéria Salmonella sp., ¢
titulada atualmente como principal
agente de doengas de origem alimentar
em varias partes do mundo, inclusive no
Brasil [12]. Pertencente a familia
Enterobacteriaceae (Filo Proteobacteria,
Ordem Proteobacteriales), agente gram
negativo, produtor de sulfeto de
(H2S), anaerdbico

facultativo, ndo fermentador de lactose e

hidrogénio

apresenta mobilidade pela presenca de
flagelos e fimbrias. Encontrado em
grande amplitude (solo, 4gua, alimentos,
carne, visceras de animais e matéria
vegetal) [6]. Classificada também como
uma bactéria entérica, sua presenga em
alimentos € um relevante problema de
satde publica. E de extrema importancia
ressaltar que a maioria dos sorotipos
desse género sdo patogénicos ao homem,
apresentando diferencas de
sintomatologia decorréntes da variacdo
no mecanismo de patogenicidade, além
da idade e da resposta imune do

hospedeiro [18].

56



2.0 Metodologia

As amostras de Salmonella ssp
foram obtidas do Hospital Universitario
da Grande Dourados oriunda de
pacientes da regido com sintomas de

vomitos e diarreias. Apds o isolamento e

2.1 Preparo da amostra

As Bactérias isoladas foram
suspendidas em caldo BHI dupla
concentracdo em uma temperatura de
37°C por 24 horas. Depois retirou- se 1
ml do caldo com crescimento (turvacéao)
e pela técnica de espalhamento em
superficie (spread-plate) espalhadas em

placas com o meio Agar Salmonela

2
2 Analises Espectroscépicas:

Fluorescéncia e Absorc¢édo UV-Vis [16].

As analises espectroscépicas de
fluorescéncia e absor¢cdo no UV-Vis
foram  realizadas em  ambiente
refrigerado, com um tempo de no
maximo 2 horas apés a obtencdo das
coldnias.

Para a analise espectroscopica de

absor¢cdo no UV-Vis foi utilizado o

confirmacdo do  género, alguns
exemplares foram levados o para
Laboratdrio de Pesquisa em Ciéncias da
Salde (LPCS),

Universidade Federal da Grande

localizado na

Dourados (UFGD) campus |I, para

analises moleculares/microbioldgicas.

Shiguela em uma temperatura de 37°C
por 24 horas [3].

Para coletar as  colOnias
formadas, foi pipetado 1 ml de agua
ultra-pura (Mili-Q) e com uma pipeta
uma amostra inicial foi coletada (UFC +
Agua Mili-Q). Utilizou-se a escala de
Mac Farland como pardmetro para
analisar os niveis de turvacdo da amostra
inicial, utilizou-se a menor diluicdo da
escala (0,5x10°%).

espectrofotometro Cary 50 (Varian). A
analise compreendeu a regido espectral
entre 200 a 1000 nm. As amostras foram
medidas utilizando uma cubeta de
quartzo com 1 cm de caminho Optico de
4 fases polidas. Utilizou-se a agua ultra-
pura (Mili Q) como controle (branco).
Foi utilizado 0
Espectrofluorimetro  Cary  Eclipse
(Varian) para obtencdo dos espectros de

fluorescéncia. O espectrofluorimetro €
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composto por uma fonte de excitacao
uma lampada pulsada de xenénio (80
Hz), e poténcia de pico equivalente a 75
kW, dois monocromadores, um para a
selecdo do comprimento de onda de
excitacdo e outro para a selecdo do
comprimento de onda emitido pela
amostra.

A deteccdo da radiacdo emitida é
realizada por um tubo fotomultiplicador
(R928). Para a realizagdo de todas as
medidas utilizou-se uma cubeta de

quartzo com 1 cm de caminho éptico de

3.0 Resultados e Discussao

Foram realizados 20 ensaios com
2 amostras de Bactérias do Geénero
Salmonella ssp. A primeira andlise foi
realizada na Espectroscopicas de

Absorcdao UV-Vis, na busca por uma

7

4 faces polidas. Apds as analises de
absorcdo no UV-Vis a amostra foi
analisada no espectrofotometro de
fluorescéncia. A  excitagdo  para
Salmonella ssp., foi no comprimento de
onda de 280 nm.

A abertura da fenda de excitacdo
e emissao para a passagem de radiacao
eletromagnética foi ajustada em 10/10
nm respectivamente, e os filtros de
excitacdo/emisséo foram no
aberto/aberto. Utilizou-se a agua ultra-

pura (Mili Q) como branco.

determinada faixa de comprimento de
onda na qual houvesse a formacédo de
bandas (resposta) da amostra analisada
quando comparada com o controle

(branco). Conforme o gréafico 1.

3 almonella

Absaorbincia (L.a.)

e

300 400 500

T T
G

Comprimento de onda {nm})

Gréfico 1: Diferentes diluicBes da amostra inicial Salmonella sp (Isolada) + Agua Milli-Q e o Branco

(Agua Milli-Q extra pura) analisados na Espectroscépicas de Absor¢do UV-Vis.
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Os resultados obtidos na anélise
de Espectroscopia de Absorcdo UV-Vis
foram significativamente Uteis, pois o
reconhecimento de semelhangas e
diferencas nos comprimentos de ondas
das bactérias analisadas, bem como a
confirmacéo da &gua ultra-pura (Mili Q)
como branco (controle).

Quando a regido espectral usada
¢ a do UV-Vis sdo necessarios
componentes Gticos de quartzo e
detectores altamente sensiveis capazes
de detectar radiacGes nessa extensa faixa
espectral em que atua o instrumento. Os
espectrofotbmetros, em geral, contém
cinco componentes principais: fontes de
radiacdo, monocromador, recipientes
para conter as solugdes, detectores e
indicadores de sinal. A absorcdo da
radiacdo nas regides visivel e ultravioleta
depende, em primeiro lugar, do namero
e do arranjo dos elétrons nas moléculas
ou ions absorventes. Como
consequéncia, 0 pico de absor¢do pode
ser correlacionado com o tipo de ligacao
que existe na espécie que esta sendo
estudada.  Espectrofotbmetros  sdo
instrumentos com  capacidade de
registrar dados de absorbancia ou

transmitancia em funcéo do

comprimento de onda, chamados de
espectro de absorcdo ou espectro de
transmisséo, se o dado registrado for de
absorbancia ou transmitancia,
respectivamente [15].
Segundo [5]
espectroscopicas foram desenvolvidas

técnicas

significativamente na Gltima década, sdo
técnicas consideradas ndo invasivas e
ndo destrutivas, e tem sido amplamente
utilizada em diversas analises de
caracteristicas e componentes do
pescado que possam indicar qualidade e
seguranca. Pesquisas como estas tem
como objetivo a busca por uma nova
técnica com sensibilidade e rapidez.
Apés a Espectroscopia de
Absor¢do UV-Vis as amostras foram
analisadas na  Espectroscopia de
Fluorescéncia no comprimento de onda
de 280 nm por apresentarem as
modulagBes entre os comprimentos de
ondas 200 e 300 nm. Visando comparar
0s 8espectros de cada bactéria entre si e
com o controle (branco). Foi feito um
tratamento dos resultados obtidos com o
método estatistico PCA (Anélise das
Componentes Principais), conforme os

gréaficos abaixo.
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Gréfico 2: Tratamento dos resultados com o método estatistico (PCA) de amostras de  Salmonella
sp. analisadas pela técnica de Espectroscopia de Fluorescéncia. Valores abaixo da curva, indicando uma

modulagio semelhante em todas as amostras no momento maximo do pico.
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Gréfico 3: Tratamento dos resultados com o método estatistico (PCA) de amostras de Salmonella sp.
analisadas pela técnica de Espectroscopia de Fluorescéncia: Os resultados mostram o pico do meio (pico
maximo) das amostras estdo préximos da linha de tendéncia, com uma confiabilidade de 70% confirmando.
E o agrupamento dos valores de inicio de pico, pico maximo e pico final, além da area abaixo da curva

evidenciando a semelhanca das caracteristicas das amostras analisadas.
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Os resultados das analises de
Espectroscopia de Fluorescéncia para
identificagdo de  Salmonella  ssp
demostram uma proximidade dos
valores das modulagdes dentre as
espécies nos 20 ensaios com 2 amostras
cada analisadas. O comprimento
utilizado foi o de 280 nm. Para o
tratamento dos resultados obtidos
utilizou-se o método estatistico PCA
(Anélise das Componentes Principais).
Estes resultados estdo sendo pioneiros na
possivel utilizacdo da Espectroscopia de
Fluorescéncia como identificacdo de
espécies patogénica.

Essa proximidade nos valores
obtidos possibilita a afirmacéo de que as
bactérias analisadas apresentam
caracteristicas analogas. Porém ainda
ndo se sabe 0 que ou quem exatamente
expressa estes caracteres fluorescentes,
Novas analises serdo essenciais,
buscando analisar diferentes espécies
bem como maior nimero amostral afim
de comparéa-las e buscar semelhancas e
diferencas.

A Espectroscopia de
Fluorescéncia tem demonstrado oferta
direta, rapida, simples, de baixo custo e
ferramenta confiavel para a identificagdo
de bactérias, a técnica foi aplicada com
sucesso neste trabalho com uma espécie

de bactéria associada ao alimento e o

tratamento  estatistico  provou a
proximidade dos valores com base nas
semelhangas das modulagdes.

A Espectroscopia de
fluorescéncia tem sido sigificativamente
explorada para estudos de estrutura,
composicdo e caracteristica molecular.
Bactérias possuem moléculas que
reagem e produzem energia. Os
caracteres fluorescentes dessas
moléculas apresentam comprimentos de
onda, de excitacdo e emissao especificos
tornando-os caminhos muito atraentes
para deteccdo e caracterizacao bioldgica
das amostras.

A enorme extensao dos bancos de
dados espectrais, as altas correlacbes
ocorrendo entre 0s comprimentos de
onda e a similaridade de espectros
bacterianos tornam muito dificil analisar
dados. Um dos métodos quimiométricos
que € aplicado em espectroscopia de
fluorescéncia para analises de dados é a
Andlise de Componentes Principais
(PCA). O PCA permite transformar o
grande ndmero de fatores
potencialmente correlacionados em um
nimero menor de fatores ndo
correlacionados (isto é, componentes
principais), e assim reduzindo o tamanho
do conjunto de dados. Este tratamento

multivariado permite tracar graficos de
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pontuacdo das amostras que representam
0s padrdes espectrais [2].

Os dados desta pesquisa podem
ser confrontados com os apresentados
por Santos et al., 2008 que pesquisou
sobre metodologia de identificagdo de
cepas bacterianas por Espectroscopia de
Fluorescéncia, 0 mesmo concluiu que
trabalhos como este é o inicio de uma

grande pesquisa no campo da analise

4.0 Concluséao

Os resultados obtidos na
pesquisa em que utilizou as Técnicas de
Espectroscopia de Fluorescéncia e a
Espectroscopia de Absorcdo UV-Vis
foram significativamente Uteis, pois
demostram uma proximidade dos
valores das modulagdes dentre as
espécies de Salmonella sp nos 20 ensaios
com 2 amostras cada analisadas. Estes
resultados estdo sendo pioneiros na

possivel utilizacdo da Espectroscopia de
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6.0 Consideracdes Finais

Das trés marcas analisadas, ndo houve predominancia da ocorréncia da
Salmonella sp. Os resultados desta pesquisa para o grupo dos Coliformes Termotolerantes
apresentaram todos os valores em inconformidade com o limite de tolerancia para
alimentos préprio ao consumo estabelecido pela legislacdo. A maior representante do
grande grupo dos Coliformes Termotolerantes esta Escherichia coli. Das amostras
analisadas neste experimento obtivemos a confirmacéo de valores acima do preconizado
pela legislacdo, bem como a confirmagdo da espécie. Para as espécies de Staphylococcus
coagulase positiva, os valores também foram superiores ao padrdo estabelecido por
legislacdo e com relacdo a confirmacdo da prova de coagulase, todas apresentaram-se
negativas quanto a producdo da enzima, enfatizando o risco de se ignorar a presenca deste
grupo como produtores de enterotoxinas, 0 que serve como alerta de salde publica.
Analises de Mesofilos e Psicotroficos consistiu huma enumeracgédo total da microbiota
presente na amostra estudada, ndo teve como objetivo identificar espécie. A analise
parasitolégica ndo apresentou nenhuma estrutura caracteristica de parasito nas amostras
analisadas. Neste estudo da analise proximal teve como finalidade analisar os valores
nutricionais com a justificativa de que estes sdo fatores que influenciam diretamente no
desenvolvimento microbioldgico, ou seja, sdo condic¢des ideais para uma contaminacgéo
microbioldgica do alimento. Quanto ao parametro pH, as amostras apresentaram valores
dentro do limite estipulado legislagdo. Com os valores de temperatura aferidas neste
trabalho as amostras foram consideradas frescas e refrigeradas. Os resultados obtidos na
pesquisa em que utilizou a Técnica Espectroscopia de Absorcdo UV-Vis foram
significativamente Uteis, pois apresentaram o reconhecimento de semelhangas e
diferengas nos comprimentos de ondas das bactérias analisadas, bem como a confirmacao
da agua ultra-pura (Mili Q) como branco (controle). A busca por uma metodologia
alternativa de analise rapida na identificacdo de espécies patogénicas ficou evidenciada
que as técnicas de Espectroscopia de Fluorescéncia e a Espectroscopia de Absor¢do UV-
Vis foram significativamente Gteis, pois demostram uma proximidade dos valores das
modulagdes dentre as espécies de Salmonella sp nos 20 ensaios com 2 amostras cada

analisadas.
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