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Resumo. O trabalho objetivou avaliar a
presenga ou auséncia de microrganismos do
grupo Coliformes, da espécie
Staphylococcus coagulase positiva e do
género Salmonella spp em empanados e
biscoitos processados com e sem glaten
elaborados no laboratério de nutricdo da
UNIJUI. Verificou-se a auséncia de todos os
patégenos analisados, confirmando a
qualidade dos produtos.

Palavras-chave: Microbiologia. Alimentos.
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1. INTRODUCAO

O pescado é um alimento que se destaca
pelo valor nutricional, pela quantidade e
qualidade das suas proteinas, bem como pela
presenca de vitaminas e minerais e,
principalmente, por ser fonte de &cidos
graxos essenciais (SARTORI & AMANCIO,
2012). De acordo com MACIEL (2012), o
interesse pelo pescado esta vinculado ao seu
valor nutricional e seus beneficios a saude,
como a reducdo dos niveis de colesterol,
assim como menores incidéncias de
acidentes vasculares cerebrais e de doencas
cardiacas.

Uma forma de incentivo ao consumo é a
elaboracédo de alimentos diferenciados a base
da carne de peixe, especialmente carpas,
uma vez que o Rio Grande do Sul produz em
torno de 17 mil toneladas por ano da espécie
(IBGE, 2015). Nos produtos processados a
base de pescado ha a necessidade de atender
a legislacdo vigente (BRASIL, 2001) e néo
colocar em risco a satde dos usuarios com a
veiculacdo de microrganismos patogénicos.
Para isto deve ser realizada a anélise
microbioldgica, a fim de avaliar a presenca
de microrganismos, bem como as condigdes
de higiene envolvendo a etapa de
manipulacdo em que o alimento foi
preparado. (FRANCO & LANDGRAFF,
1996).

A Salmonella spp é uma das principais
bactérias envolvidas em surtos de doencas de
origem alimentar, como a febre tifoide
entérica e enterocolites (SHINOHARAI, N.
K. S. et al.,2008). Staphylococcus coagulase
positiva é uma bactéria gram-positiva,
apresentando-se na forma de cocos, que faz
parte da microbiota humana, mas que pode
provocar doencas infecciosas consideradas
simples, como espinhas e furdnculos, até as
mais graves, COmo pneumonia, meningite,
endocardite, entre outras (SANTOS et al,
2007). A ingestio de  alimentos



contaminados com bactérias do grupo dos
coliformes pode originar infeccBes do trato
digestivo. Os sinais caracteristicos de
infeccdo por esta bactéria intestinal incluem
diarreia, colicas estomacais, nauseas e
vomitos (SAUDE E FITNESS, 2017).

Um problema que também afeta a salde
publica é a doenca celiaca, caracterizada pela
intolerdncia permanente ao gluten e
consequentemente a ma absorcdo de
nutrientes (SDEPANIAN, 2001).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a
qualidade dos produtos elaborados, através
da analise microbioldgica, avaliando a
presenca de  coliformes  totais e
termotolerantes, Staphylococcus coagulase
positiva e Salmonella spp em biscoitos e
empanados processados com e sem glaten a
partir de filé de Carpa Hungara.

2. MATERIAIS E METODOS

As amostras da espécie Carpa Hungara
foram fornecidas por cooperados associados
a Cooperativa dos Produtores de Ajuricaba e
Nova Ramada (COPRANA). Os filés foram
triturados e armazenados sob refrigeracdo a
-18 °C. A partir dos filés foram preparados
0s biscoitos e empanados, com e sem gliten
pelo grupo de bolsistas e pesquisadores do
curso de nutricdo no laboratério de nutricdo
da UNIJUI. Os produtos produzidos foram
estocados em recipientes adequados, sob
refrigeracdo, para posterior realizacdo das
andlises no laboratério de analises
microbiologicas da Central Analitica -
UNIJUI, seguindo a metodologia descrita na
instrucdo normativa 62 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento -
MAPA, que dispde sobre 0s métodos
analiticos oficiais para analises
microbioldgicas para controle de produtos de
origem animal (BRASIL, 2003).

2.1 Preparo das amostras de empanados
e biscoitos para a andlise microbiolégica

De cada recipiente foram escolhidos
assepticamente aproximadamente 25 g de

empanado e biscoito com e sem gluten,
transferidos cada qual para um saco esteéril
com 225 mL de agua peptonada 1 % (v/v)
estéril e homogeneizado com auxilio de
BAGMIXER®. O mesmo procedimento foi
repetido utilizando-se agua peptonada estéril
0,1 % (v/v). Estas diluicdes correspondem a
uma proporgéo 1:10 ou 10™.

2.2 Determinacao de Coliformes

Para a determinacdo de coliformes totais
(CT) e termotolerantes (CF) foi utilizada a
técnica de tubos multiplos pelo nimero mais
provavel (NMP/g) a partir da diluicdo 10™.
Para a diluicdo 102 foi retirado 1 mL da
diluicdo inicial e colocado em 9 mL do
diluente. Para a diluicdo 107 foi pipetado
uma aliquota de 1 mL da diluicio 107 e
colocado em 9 mL do diluente. Para todas as
diluicbes utilizou-se agua peptonada na
concentracdo 0,1% (v/v) como diluente. Para
as analises foram adicionados 10 mL da
diluicdo 10 em trés tubos contendo o caldo
lauril sulfato de sodio estéril na concentracéo
dupla e 1 mL da diluicdo 10" e de cada
diluicdo posterior em 3 tubos de ensaio
contendo o caldo lauril sulfato de sodio na
concentragdo simples. As amostras foram
incubadas a 36 °C durante 24 e 48 horas.

A determinacdo de coliformes totais foi
efetuada utilizando-se o caldo verde
brilhante bile 2% (v/v) e para os coliformes
termotolerantes  utilizando-se o caldo
Escherichia coli (EC broth). Apo6s a
semeadura nos dois caldos, incubou-se a 36
°C as amostras com o caldo verde brilhante
bile e as amostras repicadas no caldo EC
broth foram colocadas em banho maria sob
agitacdo mecénica a 45 °C. Ambas as
amostras permaneceram por 24 e 48 horas
nessas condicdes. A partir da leitura da
combinagdo entre 0s tubos positivos (com
crescimento e producdo de gas nos tubos de
Durham) foi determinado o NMP/g para
coliformes totais e coliformes
termotolerantes.



2.3 Determinacao de Staphylococcus
coagulase positiva

Utilizando-se a diluicdo 10" com &gua
peptonada estéril 0,1% (v/v), 100 pL foram
adicionados nas placas de Petri contendo o
agar Baird Parker. Com auxilio da al¢a de
Drigalski a amostra foi espalhada de forma
homogénea sobre a superficie do substrato.
As placas foram incubadas invertidas a
temperatura de 36 °C por 24 horas.

2.4 Determinacao de Salmonella spp

A diluicdo 10™ preparada com &gua
peptonada estéril 1% (v/v) foi pre-
enriquecida em incubadora por 24 horas a
temperatura de 36 °C. Em seguida 1 mL da
diluicdo pré-enriquecida foi colocado em
tubos contendo o caldo de enriquecimento
seletivo Selenito Cistina e 100 pL da mesma
diluicilo em tubos contendo o caldo
Rappaport-Vassiliadis. Os tubos foram
mantidos em banho maria sob agitacéo
mecanica a 45 °C. Apds 24 horas de
enriquecimento, cada caldo seletivo foi
estriado, com auxilio de uma alca de platina,
em duas placas de Petri, uma contendo o
caldo Agar Xilose Lisina Desoxicolato
(XLD) e a outra o caldo Agar verde brilhante
vermelho de fenol lactose sacarose (BPLS)
buscando dessa maneira obter colonias
isoladas.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados foram avaliados segundo a
legislacdo vigente ANVISA RDC N° 12 de
02/01/2001 (BRASIL, 2001), que estabelece
a referéncia para 0s microrganismos
investigados. Todas as analises foram
realizadas em duplicatas.

A tabela 1 apresenta os resultados das
analises microbioldgicas em biscoitos e
empanados com e sem gluten.

Tabela 1. Resultados das analises
microbiologicas realizadas.

Referéncia

Resultado [ANVISA; RDC N° 12 de
02/01/2001

Coliformes Totais NMP/g =30 10

Produto Pardmetro Unidade

Coliformes NMPig =30 10
Biscoito com |1ermotolerantes

gliten Salmonella
spp/25g
Staphylococos
coagulase positiva
Coliformes Totais MNMPig =30 10

Auséncia Auséncia

UFC/g =1.0x 102 5.0x 102

Coliformes MNMP/g =30 10
Biscoito sem |__1ermotolerantes

gliten Saimonella
spp/25g
Staphylococos 2
coagulase positiva UFCig =10x10

Coliformes Totais MNMPig =30 10

Auséncia Auséncia

50x10°

Coliformes NMPig =3,0 1o
Termotolerantes .

Saimonella
sSpp/25g
Staphylococos
coagulase positiva
Coliformes Totais NMP/g =30 10

Empanado
com glaten

Auséncia Auséncia

UFC/a =1.0x10? 5.0x 107

Coliformes NMP/g 3.0 10
Termotolerantes

Salmonella
spp/25g
Staphylococos
coagulase positiva

Empanado
sem gliten

Auséncia Auséncia

UFC/a =1.0x 102 5,0 x 102

A figura 1 demonstra alguns tubos de ensaio
contendo o caldo verde brilhante (tubos a
direita) e o caldo EC broth (tubos a
esquerda) acrescidos de amostra apos
incubacéo.

n &
Figura 1. Amostras de biscoito e empanado
em caldo verde brilhante e caldo EC broth

para determinacédo de coliformes.

A auséncia de gas no interior dos tubos
Durham nos caldos verde brilhante e EC,
evidenciam a auséncia de coliformes totais e
termotolerantes.

As colbnias tipicas de Staphylococcus
coagulase positiva sdo negras brilhantes
apresentando anel opaco, rodeado por um
halo bem claro transparente. A figura 2
demonstra algumas placas de Petri contendo
Agar Baird Parker acrescidos de amostra,
nas quais ndo foram identificadas coldnias
que caracterizem sua presenca nas amostras
analisadas.
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Figura 2. Amostras de biscoito e empanado
em Agar Baird Parker para determinagéo de
Staphylococcus coagulase positiva.

As coldnias tipicas de Salmonella spp em
Agar BPLS apresentam-se incolores ou de
cor rosada, de translucidas a ligeiramente
opacas. No substrato Agar XLD as col6nias
apresentam-se com a mesma cor do meio,
com ou sem centro escuro. A figura 3
apresenta alguns resultados dos ensaios para
a avaliacdo de Salmonella spp nos dois
meios de cultura utilizados. E perceptivel a
auséncia de caracteristicas que evidenciam
presenca de Salmonella spp nas amostras
analisadas.

Figura 3. Amostras de biscoito e empanado
em Agar BPLS e XLD para pesquisa de
Salmonella spp.

4. CONSIDERACOES FINAIS

A partir da avaliagdo dos resultados
obtidos para as analises dos biscoitos e
empanados com e sem glaten, é possivel
indicar que todos os produtos testados
atendem as recomendac0es estipuladas pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria —
ANVISA.
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