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ANALISE MICROBIOLOGICA E FISICO-QUIMICA DO GELO UTILIZADO NA

CONSERVACAO DE PESCADO EM SUPERMERCADOS DE RIO BRANCO-AC

MICROBIOLOGICAL AND PHYSICOCHEMICAL ANALYSIS OF ICE USED IN

FISH CONSERVATION IN SUPERMARKETS IN RIO BRANCO-AC

RESUMO

O gelo é fundamental para a conservacdo adequada do pescado, pois retarda o crescimento
microbiano, garantindo qualidade e frescor ao produto. No entanto, o gelo pode ser fonte de
risco para a saude dos consumidores quando fabricado sob mas condicfes sanitarias. Pontos
criticos devem ser respeitados durante a etapa de producao e armazenagem do gelo, como, uso
de agua potavel e manuseio correto. A presenca de altas populacbes de microrganismos
heterotréficos e coliformes e a ma qualidade fisico-quimica do gelo utilizado para conservacédo
de pescado pode representar um risco potencial ao consumidor, podendo ser transmissor de
doencas como Salmonelose, infeccdo por Escherichia coli e intoxicacdo por Staphylococcus
aureus, além de reduzir a vida atil do produto. Neste contexto, a realizacdo deste estudo teve
como objetivo avaliar a qualidade microbiologica e fisico-quimica do gelo utilizado na
conservacao de pescados comercializados em Rio Branco — AC. Foram analisadas 15 amostras
de gelo coletadas em trés diferentes supermercados. Foi preconizado a coleta de gelo fabricado
com maquinario proprio e que fossem utilizados na comercializacdo do pescado fresco, que
seriam expostos e resfriados em bancas de gelo no local. Foram colhidas 300g de gelo
manualmente com uso de luvas e acondicionadas em frascos de vidros esterilizados. A
qualidade microbioldgica destas amostras foi analisada pela contagem de microrganismos
heterotroficos mesofilos e psicrotroficos. Além disso, foi realizada a determinacéo do nimero

mais provavel de coliformes totais, termotolerantes e a quantificacdo do pH e cloro residual
1
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livre das amostras. Com relacdo a determinacdo de microrganismos mesofilos, foram
registrados valores entre 1,0x10* e 9,15x10% UFC/mL com amostras (60%) fora do padréo
estabelecido pela Portaria MG/MS n° 888/2021. A quantidade de psicrotréficos variou entre
1,0x10* e 89,8x10% UFC/mL. Foi registrada a presenca de coliformes totais em 6 amostra (40%)
e de termotolerantes em 4 amostras (26,66%). Portanto, foi registrado variagdo nos padroes de
qualidade dos gelos fabricados nos supermercados para conservagdo do pescado, constituindo
risco potencial para a satide dos consumidores.

PALAVRAS-CHAVE: Coliformes. Contaminacéo. Microbiologia.

ABSTRACT

Ice is essential for the proper conservation of fish, as it retards microbial growth, ensuring
quality and freshness to the product. However, ice can be a source of health risk for consumers
when manufactured under poor sanitary conditions. Critical points must be respected during the
ice production and storage stage, such as the use of potable water and correct handling. The
presence of high populations of heterotrophic microorganisms and coliforms and the poor
physicochemical quality of the ice used for fish conservation may represent a potential risk to
the consumer and can transmit diseases such as Salmonellosis, Escherichia coli infection and
Staphylococcus aureus poisoning, in addition to reducing the life of the product. In this context,
this study aimed to evaluate the microbiological and physicochemical quality of the ice used in
the conservation of fish sold in Rio Branco - AC. 15 ice samples collected from three different
supermarkets were analyzed. It was recommended the collection of ice made with its own
machinery and used in the sale of fresh fish, which would be exposed and cooled in ice stalls
on site. 300g of ice were manually collected using gloves and placed in sterilized glass bottles.
The microbiological quality of these samples was analyzed by counting mesophilic and

psychrotrophic heterotrophic microorganisms. In addition, the determination of the most
2
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probable number of total coliforms, thermotolerant and also the quantification of pH and free
residual chlorine in the samples was performed. Regarding the determination of mesophilic
microorganisms, values between 1.0x10* and 9,15x10% UFC/mL were recorded with samples
(60%) out of the standard established by Ordinance MG/MS No. 888/2021. The amount of
psychrotrophics varied between 1,0x10* and 89,8x102 CFU/mL. The presence of total coliforms
in 6 samples (40%) and thermotolerants in 4 samples (26.66%) was registered. Therefore, there
was a variation in the quality standards of ices manufactured in supermarkets for fish
conservation, constituting a potential risk to the health of consumers.

KEY-WORDS: Coliforms. Contamination. Microbiology.

INTRODUCAO

As doencgas transmitidas por alimentos (DTA’s), incluindo Salmonelose, infec¢do por
Escherichia coli e intoxicacdo por Staphylococcus aureus, tém grande ocorréncia. No mundo
48 milhdes de pessoas ficam doentes, ja no Brasil sdo notificadas em média, por ano, 700 surtos,
com envolvimento de 13 mil doentes. Desde os tempos mais remotos as DTA’s sdo
responsaveis por grandes surtos de toxinfec¢cfes alimentares, principalmente idosos, criancas e
individuos imunodeprimidos (WHO, 2004; BRASIL, 2005).

O aumento do consumo de pescado, que sdo 0s peixes, crustaceos, moluscos, anfibios
entre outro, foi registrado nos dltimos anos, segundo levantamento feito, entre os anos de 1996
e 2020 o brasileiro come 10,19kg/ano de pescado. Diversos fatores influenciam este aumento,
como a presenca de vitaminas e proteinas que contribuem para a reducao de doencas cardiacas
(SOUSA, 2020).

No entanto é bastante perecivel. Os principais fatores da deterioracdo dos peixes sao:

rapida instalacdo do “rigor mortis”, microrganismos e autélise (VIEIRA, 2004). As reagdes de

3
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deterioracdo do pescado resultam em autdlise devido a acdo de proteases proprias do musculo
(catepsinas e calpainas) e de exopeptidases de origem microbiana (BEATO, 2002).

Dessa forma, a comercializagdo do pescado exige condi¢des sanitarias adequadas a partir
do momento da captura até o consumo, como, gelo de boa qualidade e em quantidade suficiente
para a cobertura total do pescado fresco, higienizagdo da infraestrutura, equipamentos e
utensilios de apoio, e manipuladores conscientes quanto a higiene pessoal (ANVISA, 2004).

O gelo consiste no principal produto utilizado para conservacdo do pescado durante o
processo de armazenamento. Este produto, quando utilizado corretamente, tem a fungéo de
manter o pescado fresco com temperaturas proximas a 0°C. Além disso, a agua utilizada para
producdo do gelo deve estar de acordo com os padrdes de potabilidade recomendados pela
Portaria MG/MS n° 888/2021 que incluem auséncia de coliformes termotolerantes em 100mL
e contagem de microrganismos heterotroficos mesofilos de até 5x102 UFC/mL (BRASIL,
2021).

Quando estas medidas higiénico sanitarias ndo sdo garantidas, o gelo pode se tornar um
meio de transmissdo de microrganismos patogénicos. No Brasil, a baixa qualidade da agua
utilizada e a manipulacédo incorreta do produto favorece a ocorréncia de contaminac¢es. Em
uma pesquisa feita em Sao Paulo/SP observou-se a baixa qualidade do gelo utilizado na
conservacado do pescado, constatando-se a presenca de grandes quantidades de microrganismos,
os resultados obtidos indicaram uma contagem padrdo em placas de 5,3 x 10% a 1,6 x 10° no
gelo antes de adicionado ao pescado (PIMENTEL e PANETTA, 2003a).

Portanto, a fabricacdo do gelo designado a manutencdo do pescado demanda um rigoroso
controle de qualidade, fazendo usado de agua potavel, garantindo que haja higienizacdo e
manutencdo adequada das maquinas, uso de EPI’s por parte dos funcionarios, e monitoramentos

continuos, devido aos riscos a saude publica. Neste contexto, a realizacdo deste estudo teve
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como objetivo avaliar a qualidade microbioldgica e fisico-quimica do gelo utilizado na

conservacédo de pescados comercializados em Rio Branco, AC.

MATERIAL E METODOS

Caracterizagao dos locais de colheita e das amostras utilizadas (BALDIN, 2011).

As amostras foram coletadas em 3 supermercados (A, B e C), situados no municipio de
Rio Branco-AC. Neste estudo, foram selecionados estabelecimentos com fabricacdo de gelo
com maquinario préprio e que utilizavam este produto para comercializagdo dos pescados
frescos, expostos e resfriados em bancas de gelo.

As coletas foram realizadas entre 04 de maio e 22 de junho de 2021 mesmo. A cada
semana, foi coletada uma amostra de gelo com aproximadamente 300g em cada
estabelecimento. As mostras foram retiradas das maquinas antes de entrarem em contato com
0 pescado, e o gelo foi retirado do local manualmente com a utilizacdo de luvas para evitar a
contaminagdo externa.

Foram colhidas 15 amostras, sendo 5 de cada estabelecimento. As amostras foram
acondicionadas em frascos de vidros esterilizados e transportados em caixas de material
isotérmico diretamente para a Unidade de Tecnologia de Alimentos (UTAL), localizada no
campus da Universidade Federal do Acre — UFAC. Inicialmente ocorreu o degelo das amostras
de maneira asseptica em temperatura ambiente. As analises microbioldgicas foram realizadas e

em seguida determinou-se o pH e teor de cloro das amostras.

Preparo das diluicdes das amostras
Primeiramente, foram preparadas as diluicGes das amostras. Foi transferindo para um

frasco tipo Erlenmeyer, contendo 225 mL de dgua peptonada 0,1% esterilizada, 25 mL de cada

5
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amostra correspondendo a diluicdo 10, A partir desta diluicdo foram produzidas diluicoes

sucessivas até 107, Metodologia oficial segundo Brasil (2018).

Contagem padrdo em placas de microrganismos heterotréficos aerobios ou
facultativos, mesofilos e psicrotroficos (APHA, 2001).

Para a determinacdo de microrganismos mesofilos e psicrotréficos 1 mL de cada dilui¢do
foram depositados, em triplicatas, no fundo de placas de Petri esterilizadas. Em seguida, foram
adicionados de 15 a 20 mL de &gar padrdo para contagem (APC) fundido e resfriado a
temperatura em torno de 45°C. Apos a homogeneizacao e solidificacdo do agar em temperatura
ambiente, um conjunto de placas em triplicata 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 coldnias, preferencialmente em placas
com 25 a 250 unidades formadoras de col6nias (UFC). A media do nimero das UFC contadas
nas placas em triplicata, multiplicado pelo fator de dilui¢éo das placas correspondentes forneceu

0 numero de microrganismos heterotroficos mesoéfilos e psicrotroficos por mililitro da amostra.

Determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais (APHA, 2001).

No teste presuntivo, diluicdes de 10"t a 10 foram inoculados com 1 mL, respectivamente,
trés tubos de caldo laurel sulfato triptose com tubo de Durham invertido. Apo6s a inoculacao
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 producéo de gas.

No teste confirmativo, a partir de cada tubo positivo no teste presuntivo foi transferida,
com alcas estéreis descartaveis, uma alcada da cultura para tubos correspondentes contendo

caldo lactose-verde brilhante-bile a 2% com tubo de Durham invertido. A incubacdo foi
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realizada a 37°C por 24 a 48 horas e considerados positivos 0s tubos que revelaram a presenca

de multiplicacdo bacteriana e producéo de gas. O resultado foi expresso como NMP/100 mL.

Determinagdo do NMP de coliformes termotolerantes (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 al¢a, tubos correspondentes
contendo caldo EC e tubo de Durham invertido. A incubacéo foi realizada em banho-maria a
45,5 + 0,2°C por 24 £ 2 horas e considerados positivos os tubos que se revelaram com
multiplicacdo bacteriana e presenca de gas. Os resultados foram obtidos por comparagédo dos

numeros de tubos positivos com os dados da tabela de Hoskins.

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

Para determinacdo da concentracdo de cloro residual livre nas amostras de gelo foi
utilizado o reagente HI 701-25 e colorimetro eletrénico. Inicialmente o aparelho foi zerado e a
cubeta preenchida com 10 mL de agua destilada sem o reagente HI 701-25. O resultado, que é
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. O
eletrodo foi mergulhado no frasco contendo a amostra a ser medida, foi necessario aguardar a

estabilizacdo e em seguida pode-se fazer a leitura.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relacdo a contagem de placas dos microrganismos heterotroficos mesofilos, foram
identificadas 12 amostras (60%) com populacdes acima do valor maximo permitido pela

legislacdo vigente (5,0x102 UFC/mL) (Tabela 1).
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Tabela 1. Contagem de microrganismos heterotréficos mesofilos presentes amostras de gelo

coletadas nos supermercados de Rio Branco-AC.
Contagem de Microrganismos Heterotréficos Mesofilos

Estabelecimento A

Estabelecimento B

Estabelecimento C

1° Coleta 1,22 x 103 UFC/ml 3,75 x 103 UFC/ml 1,13 x 103 UFC/ml
2° Coleta Ausente 1,2 x 102 UFC/ml 1,16 x 10% UFC/ml
3° Coleta 1,24 x 10% UFC/ml 9,15 x 10 UFC/ml Ausente

4° Coleta Ausente 1,1 x 103 UFC/ml 3,0 x 10t UFC/ml
5° Coleta 1,97 x 103 UFC/ml 1,0 x 10t UFC/ml 1,68 x 108 UFC/ml

Fonte: A autora.

Estudo prévio com 80 amostras de gelo para conservacdo de pescado no municipio de
Sé&o Paulo, SP, também identificou populacdes de microrganismos heterotroficos com variagdes
entre 3,0x10° e 8,4x10* UFC/mL (PIMENTEL e PANETTA, 2003), bem como estudo com
30 amostras analisadas em Ribeirdo Preto, SP registraram indices entre 1x10* e 1x107
UFC/mL (GIAMPIETRO e REZENDE-LAGO, 2009).

Semelhantemente, a analise de 30 amostras provenientes de supermercados de Fortaleza,
CE, também registrou desvios nos padrdes, com 13 amostras (43,3%) com populagdes acima
do permitido pela legislacdo. Outro estudo realizado na Nigéria, constatou valores de 2,9x10%
UFC/mL para contagem destes microrganismos em todas as amostras analisadas (LATEEF et
al., 2006).

Estes resultados, indicam que o gelo pode ser fonte importante de contaminacdo de
microrganismos heterotroficos mesoéfilos, sendo influenciado por préaticas inadequadas de
higiene durante ou apds a fabricacdo, além da méa qualidade da agua que pode causar sérios

riscos a qualidade do produto exposto e a satde dos consumidores (VIEIRA et al., 1997).
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Tabela 2. Contagem de microrganismos heterotroficos psicrotréficos nas amostras de gelo

coletadas nos supermercados de Rio Branco-AC.
Contagem de Microrganismos Heterotréficos Psicrotroéficos

Estabelecimento A Estabelecimento B Estabelecimento C
1° Coleta 1,0 x 10 UFC/ml 4,13 x 103 UFC/ml 2,1 x 103 UFC/ml
2° Coleta Ausente 3,47 x 108 UFC/ml 7,74 x 108 UFC/ml
3° Coleta 2,1x 102 UFC/ml 89,8 x 108 UFC/ml Ausente
4° Coleta Ausente 2,0 x 10t UFC/ml 2,0 x 10t UFC/ml
5° Coleta 2,18 x 10 UFC/ml Ausente 8,4 x 10% UFC/mlI

Fonte: A autora.

Foram identificadas 11 amostras (73%) com contagem de microrganismos heterotroficos
psicrotroficos entre 1,0x10! e 89,8x103 UFC/ml, sendo 4 amostras (26,6%) com contagem
ausente. A deteccdo destes microrganismos é fundamental para a industria de alimentos, pois
sdo produtores de enzimas deteriorantes e se desenvolvem em produtos conservados sob
refrigeracdo, mesmo em temperaturas proximas a 0°C. No entanto, a legislacdo atual nao
especifica um valor maximo para identificacdo destes agentes na dgua (JAY, 2005; BRASIL,
2021).

Estudos semelhantes, também identificaram altos indices de contaminacgéo por bactérias
mesofilas e psicrotroficas em gelo utilizado para conservacéo do pescado (VIERA et al., 1997;
LATEEF et al., 2006; BALDIN, 2011). Estes resultando, indicam a importancia durante a
fabricacdo e manipulacdo destes produtos, que pode ser fonte de contaminacdo para diversas
doencas infecciosas.

No teste presuntivo 46,66% das amostras foram positivas (Tabela 3). Estas amostras
foram encaminhadas para o teste de coliformes totais e termotolerantes, sendo, 1 amostra do

estabelecimento “A”, 3 amostras do estabelecimento “B”, e 3 do “C” (Tabela 3).



214  Tabela 3. Numero Mais Provavel (NMP) do teste presuntivo nas amostras de gelo coletadas nos
215  supermercados de Rio Branco-AC.

Teste Presuntivo

216 Estabelecimento A Estabelecimento B Estabelecimento C
1° Coleta < 3.0 NMP/ml > 1.100 NMP/ml 75 NMP/ml
2° Coleta < 3.0 NMP/ml 9.2 NMP/ml > 1.100 NMP/mll
3° Coleta < 3.0 NMP/ml 150 NMP/ml < 3.0 NMP/ml
4° Coleta < 3.0 NMP/ml < 3.0 NMP/ml < 3.0 NMP/ml
5° Coleta 93.0 NMP/ml < 3.0 NMP/ml 45 NMP/ml
217 Fonte: A autora.
218
219 Nas Tabelas 4 e 5 mostram que foi identificada auséncia de coliformes totais e

220 termotolerantes em 8 das 15 amostras, enquanto 6 amostras (40%) foram positivas para
221 coliformes totais e 4 (26,66%) para termotolerantes (Tabela 4 e 5).

222

223  Tabela 4. Namero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais nas amostras de gelo coletadas

224 nos supermercados de Rio Branco-AC.
Coliformes Totais

225 Estabelecimento A Estabelecimento B Estabelecimento C
1° Coleta Ausente 460 NMP/ml 23 NMP/ml
2° Coleta Ausente < 3,0 NMP/ml >1.100 NMP/ml
3° Coleta Ausente 93,0 NMP/ml Ausente
4° Coleta Ausente Ausente Ausente
5° Coleta 93,0 NMP/ml Ausente 9,2 NMP/ml

226 Fonte: A autora.

227

228  Tabela 5. Namero Mais Provavel (NMP) de coliformes termotolerantes nas amostras de gelo
229  coletadas nos supermercados de Rio Branco-AC.
Coliformes Termotolerantes

230 Estabelecimento A Estabelecimento B Estabelecimento C

1° Coleta Ausente 9,2 NMP/ml 9,2 NMP/ml

10



231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

248

249

250

251

2° Coleta Ausente < 3,0 NMP/ml < 3,0 NMP/ml

3° Coleta Ausente < 3,0 NMP/ml Ausente
4° Coleta Ausente Ausente Ausente
5° Coleta 7,4 NMP/ml Ausente 9,2 NMP/ml

Fonte: A autora.

O estabelecimento “A” apresentou resultados positivos para coliformes totais e
termotolerantes apenas na ultima coleta feita, resultando em um teste positivo de cada analise
no perido de um més. Entretanto, o estabelecimento “C”, dentre os 3 estrabelecimentos, foi o
que apresentou o maior numero de analises positivas, totalizando 3 amostras positivas para
coliformes totais (60%) e 2 para termotolerantes (40%).

Pesquisadores avaliaram 8 amostras de gelo no Maranh&o e observaram que 75% das
amostras apresentavam contaminacao por coliformes totais e termotolerantes (FERREIRA et
al., 2014). Trabalhos similares encontraram em suas analises 22,2% coliformes totais e em 9,5%
coliformes termotolerantes e atribuiram o0 maior nimero de amostras advinda de
estabelecimentos onde o uso da &gua era de poco artesiano e devido a ineficiéncia da cloracao
da &gua utilizada (BALDIN et al., 2016).

Analises feitas a partir de dgua para conservagdo de pescado, pode confirmar que 29
(96,7%) das amostras eram positivas para coliformes totais e 22 (73,3%) para termotolerantes
e destacaram que o gelo ndo deve apresentar nenhuma substancia que possa ser perigosa para a
salde, obedecendo ao padrdo de agua potavel (GIAMPIETRO e REZENDE-LAGO, 2009).
Enquanto Vieira et al., (1997) observaram 19 (24,3%) amostras positivas para coliformes
termotolerantes o que levou a questionar a possibilidade de que nédo foi utilizado agua clorada
ou que houve contaminacdo do gelo apos sua saida da fabrica fornecedora.

Ainda que haja legislacdo especifica sobre a potabilidade da agua, a avaliacdo da

qualidade microbioldgica do gelo neste trabalho permite observar que estabelecimento B e C,
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que tiverem maior nimero de amostras positivas, ndo estavam fazendo uso de agua potavel,
causando serios riscos a saude do consumidor, uma vez que o gelo em contato com o pescado
pode contamina-lo

Com relacdo a analise do pH, os estabelecimentos A e B mantiveram-se dentro do padréo
exigido, com uma média de pH = 7,41 e pH = 6.60 para o estabelecimento A e B,
respectivamente. No entanto, o estabelecimento “C” apresentou 2 amostras (20%) com valores
abaixo do estabelecido pela legislagéo (pH entre 6,0 e 9,5).

Pesquisadores observaram pH entre 4,88 e 6,98 ao analisarem amostras de gelo antes de
entrarem em contato com o pescado em supermercados de Sdo Paulo/SP. Um trabalho
semelhante mostrou que os estabelecimentos presentes na pesquisa feita em Ribeirdo Preto/SP
apresentaram valores de pH em desacordo com o padréo estabelecido em amostras de gelo para
conservacdo de pescado. (PIMENTEL e PANETTA, 2003; GIAMPIETRO e REZENDE-
LAGO, 2009).

Das 15 amostras coletadas em trés diferentes supermercados 93,33% estavam abaixo do
recomendado, que deveria ser no minimo, 0,2 mg/L de cloro residual livre, destinada a
preparacdo e producédo de alimento e consumo humano (BRASIL, 2021).

Um estudo avaliou 29 (96,6%) amostras em desacordo com relacdo ao teor de cloro
residual e 12 (40%) em desacordo com o padrdo referente ao pH, esses resultados indicaram
que ha riscos ao produto armazenado a populacdo consumidora (GIAMPIETRO e REZENDE-
LAGO, 2009).

E inquestionavel a importancia da avaliacdo da anélise da qualidade da &gua,
principalmente quando sua finalidade estd relacionada ao consumo humano, preparacdo e
producdo de alimentos. E, através dos resultados obtidos, fica notério que determinadas
amostras analisadas a partir do gelo utilizado para conservacdo do pescado nos supermercados

de Rio Branco, demonstra que ndo € de boa qualidade, visto que, parte dos valores encontrados
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para a populagdo de microrganismos mesofilos, psicrotroficos, coliformes totais e
termotolerante, cloro residual livre e pH apresentaram resultados fora dos padrfes legais
vigentes.
CONCLUSOES

As alteracGes observadas nas amostras desse estudo poderiam ser minimizadas e/ou até
mesmo interrompidas se fossem utilizada agua de boa qualidade para a producédo do gelo, assim
como métodos higiénico-sanitarios por parte dos funcionarios durante a manipulacdo e
conservagcio do gelo. A vista disso, faz-se importante o repasse de treinamentos periodicos de
conhecimentos sobre as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), higienizacdo de maquinario que
armazena e produz o gelo, utilizacdo dos equipamentos para protecdo individual (EPI) aos

colaboradores da empresa e uma maior fiscalizacdo por parte das autoridades.
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