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RESUMO

Os estabelecimentos de restauragdo tém sido frequentemente associados a surtos de
infecgdes alimentares. De modo a reduzir a incidéncia de tais surtos, a contaminagdo de
alimentos por perigos microbioldgicos como a Escherichia coli, Salmonella, e outros
deve ser prevenida, reduzida ou eliminada. lIsso poderd ser atingido através da
implementagdo de préaticas de seguranga alimentar eficazes. Os programas de seguranga
alimentar podem ser subdivididos em Pré-requisitos como a manutengéio, limpeza,

higiene pessoal, etc., ¢ Analise de Perigos e Pontos de Controlo Criticos.

Este trabalho teve como objectivo geral identificar possiveis pontos de contaminagio do
peixe carapau durante o seu processamento no Servigo Universitario de alimentagéo-
SELF e avaliar o grau de contaminagéio num ponto em relagiio aos outros.

O trabalho foi efectuado seguindo a um protocolo de pesquisa.

Foram efectuadas visitas ao local de estudo com o objectivo de conhecer os pontos pelos
quais o alimento passa durante o processamento até ao momento da confeccio, que

medidas de higiene sio tomadas neste local, no dmbito da preparagfio dos alimentos.

As amostras foram colhidas de forma aleatéria em 3 locais por onde o peixe passa, antes
da preparagdio final para o consumo, e destes locais foi feito zaragatoas. Foram colhidas

56 amostras.

As amostras foram analisadas no laboratério nacional de higiene de 4gua e alimentos
(LNHAA) segundo as técnicas e métodos adoptados por este laboratério. Fez- se anélisé
dos dados obtidos da qual se constatou que os niveis de contaminagdo nos momentos
anteriores @ manipulagdio sdo microbiologicamente aceitaveis segundo os limites
recomendados pelo laboratério mas, apés o passagem pela bancada de manuseiamento
verifica- se um aumento na contagem de coldnias bacterianas e pela andlise estatistica foi
possivel ver que houve diferenga significativa entre a quantidade de bactérias que

ocorrem nas mios dos maniputadores e na bancada de manuseamento em relagio ao




carro de transporte ¢ ao armazenamento frigorifico. Os resultados sugerem que o
manuseamento ¢ a etapa na qual o nivel de higiene € menor e que ndio ha um sistema de
controlo microbiolégico regular na drea de manipulagdo dos alimentos no Servigo de

Alimentag¢do da Universidade Eduardo Mondlane .




Identificagio dos pontos de contaminagdo microbioldgica do peixe carapau durante o seu processamento

I-INTRODUCAO

A qualidade higiénico-sanitaria de uma refei¢do depende, em grande parte, dos cuidados que se tem,
com os alimentos durante o seu processamento: transporte, armazenamento, conservagio, confec¢do
e distribui¢do ao consumidor. Durante o processamento existem riscos de contaminagdo, presenga
ndo intencional de qualquer material estranho nos alimentos, que constituem perigos alimentares,
que sdo qualquer propriedade bioldgica, fisica ou quimica, que possa tornar um alimento prejudicial

para consumo humano (Fernandes, 2003).

A contaminagdo dos alimentos por microrganismos frequentemente leva ao aparecimento de
toxinfecgdes alimentares quando estes s@io ingeridos em grande numero ou quando as suas toxinas
estdo presentes nos alimentos, ¢ as toxinfecgdes alimentares sdo uma das principais preocupagdes a0

nivel da Sadde Publica {Guzman, 1998),

A contaminagfio de alimentos pode ser por bactérias, fungos, virus, toxinas microbianas e outros
parasitas. Estes organismos vivem e desenvolvem-se nos manipuladores, outros ocorrem
naturalmente no ambiente onde os alimentos sdo produzidos, e podem ainda ocorrer nos locais de
armazenamento, conservagdo e de manuseiamento, e estes constituem os pontos em que se podem
aplicar medidas de controlo de modo a eliminar, prevenir ou reduz a contaminagdo a niveis

aceitaveis (Silva, 2006) .

1.1-Problema de estudo e justificagiio

Toxinfecgdes alimentares s@io uma das mais significativas causas de morbi-mortalidade em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento. A maioria € causada por agentes desconhecidos e, apesar dos
avangos na identificagdio de novos agentes, existem dificuldades epidemioldégicas em implicar o
alimento ou a dgua como veiculos da contaminag@o em muitas situagdes.

A transmissiio interpessoal também pode ser responsavel pela contaminagdo, e as pessoas sd
procuram as unidades sanitdrias quando as manifestagdes sio clinicamente sintomaticas, sendo que
nesta fase na maioria dos casos ja se torna dificil reverter a situagdo podendo se verificar infec¢Bes

cronicas como ulceras estomacals, gastrites € em casos mais graves levar a morte (MISAU, 1984).
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Estes perigos alimentares sdo mais comuns quando se trata de alimentos processados e consumidos
em locais publicos como o exemplo de refeitérios, lanchonetes, restaurantes e em particular
alimentos de origem animal, as carnes e em especial o peixe que ¢ usualmente conservado a frio, por
ser muito susceptivel a contaminagdo e facilmente putrescivel. Estes alimentos constituem um bom

meio de cultura para o crescimento de bactérias (Silva, 2006).

A identificagiio dos pontos criticos de contaminagdo no processamento deste alimento podera
contribuir para ¢ melhoramento dos cuidados a tomar com os alimentos no geral e durante todos os
processos que envolvem a preparacio destes, de modo que os mesmos nédo fiquem contaminados ¢

ndo causem problemas de satde ao consumidor.

2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

A qualidade microbiolégica de produtos pesqueiros depende de varios factores como a natureza do
produto, os processos de tratamento a que foram submetidos, as condig¢des sanitarias do ambiente e
do processamento pelas inddstrias e restauragdo, o tipo de temperatura a que foram armazenados, o
tempo de estocagem, tipos e estagios de crescimento dos microorganismos presentes, velocidade de

descongelamento (Reddy ef al., 1994 citados por Stori, 2000).

O musculo do pescado fresco ¢ susceplivel a deterioragdo devido aos processos enzimaticos e
actividade microbiana (Stori, 2000). O efeito da actividade enzimadtica e microbiana nas proteinas do
pescado € um pronunciado mau odor que reduz a vida util do produto. Paralelamente a isto, as

caracteristicas de sabor e textura sdo alteradas (Pereira, 1997).

A proliferagiio de microorganismos acelera a produgio de diversos metabolitos que afectam o sabor,
odor e textura, como: amdnia, aminas, indol e histamina (Pereira, 1997 e Stori, 2000). Contudo,

muitas vezes o alimento contaminado néo apresenta qualquer alteragdo (MISAU,1984).

2.1 - Grupos microbioldgicos
Ha bactérias comensais do intestino do homem e de animais. Os mais comuns sdo: Escherichia coli,
Streptococos-faecalis ¢ Clostridium perfringes, sendo excretados juntamente com as fezes. A sua

presenga indica a contaminagdo dos alimentos por matérias fecais, constituindo um grupo
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denominado por coliformes fecais. A Eschirichia coli representa 35% deste grupo. Por outro lado ha
coliformes que tém a capacidade de fermentar a lactose e produzir gas e acido lactico, esses sio
chamados coliformes totais. A sua presenga, nos alimentos, sugere mas condigdes ou mas praticas

higiénico — sanitarias durante o processamento ou estocagem (armazenamento} (Franco, 2003).

a) Coliformes totais
Este grupo é composto por bactérias da familia Emterobacteriaceae, sendo algumas capazes de
fermentar a lactose com produgdo de gés, quando incubados a 35 — 37°C, por 48 horas. S#o bacilos

gram-negativos ¢ ndo formadores de esporos (Franco, 2003).

b) Coliformes fecais

As bactérias pertencentes a este grupo correspondem aos coliformes totais que apresentam a
capacidade de continuar fermentando lactose com produgdo de gds, quando incubadas a
temperaturas de 44 — 45°C. O uso de Escherichia coli como um indicador de contaminagdio de
origem fecal foi proposto em 1892 por Teobaldo Smith, uma vez que esse microrganismo €

encontrado no contedado intestinal do homem e animais homeotérmicos (Franco, 2003).

¢) Bactérias acrobicas mesofilas
Estas bactérias como o exemplo de Staphilococcus aureus, crescem a uma temperatura que varia
entre 30 — 37°C, sua presenga nos alimentos pode significar uma carga microbiana originaria ou

contaminagio ambiental (Rodrigues, 2004).

d) Bactérias psicrotroficas
Sdo as bactérias que crescem rapidamente nos alimentos a temperaturas de refrigeragdo. Muitas
destas quando presentes em grande namero nos alimentos podem causar o aparecimento de odor

desagradavel, alteragdes na textura e sabor (MISAU,1984).

2.2 - Pontos de contaminaciio dos alimentos
Um ponto de controlo € onde se pode aplicar controlo com o objectivo de prevenir, eliminar e ou

reduzir o perigo de contaminagdo relevante a niveis aceitdveis (MISAU, 1983). vide anexo 1. Dos
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pontos a considerar, que constituem fases nas quais a contaminagio dos alimentos pode ocorrer,

inclui-se: o transporte, armazenamento € conservacio € 0 manuseamento.

Do consumo de alimentos contaminados resultam vérias doengas, como o exemplo das que se

seguem:

a) Gastroenterite por Salmonella e Febre Tiféide

A gastroenterite por Salmonella € uma intoxicagdo causada pela bactéria do género Salmonella. A
incidéncia da doenga € sazonal: 0 maior numero dos casos ocorre durante o verdo. Isto se deve,
provalveimente, a maior multiplicagdo da bactéria em alimentos a temperaturas elevadas. A febre
tifdide ¢ uma infecgdo causada de por um serotipo especifico, a Salmonella typhi (Pelczar et al.,
1997). Os seres humanos sédo infectados por salmonelas quase exclusivamente devido ao consumo
de dgua e alimentos contaminados. Seres humanos assintomaticos podem disseminar salmonelas

para outros semelhantes ao excreta-las nas fezes ¢ contaminar as mios (Pelczar et al., 1997).

Se individuos com as mdos contaminadas estdo envolvidos na prepracdo de alimentos, eles podem
inocular as salmonelas. Se o alimento for armazenado em local ndo refrigerado por muitas horas, a
bactéria pode multiplicar-se, alcancando numero suficiente para causar doenga naqueles que a

ingerirem (Fernandes, 2003 e Rodrigues, 2004).

b) Intoxicaciio alimentar estafilocécica
A intoxica¢do alimentar estafilocdcica, causada pelo Staphylococcus aureus, é um dos tipos de
intoxicagdo alimentar mais comum. Portadores humanos de §. aureus enterotoxigénico sio
responsaveis pela contaminago: eles sdo assintomaticos mas apresentam o estafilococo como flora
normal, principalmente no nariz. Entretanto, o portador pode apresentar lesdes evidentes nas méios
causadas por estafilococos, tais como furinculos (Pelczar ef al., 1997). Segundo estes autores, as
situagdes que levam a intoxicagdo alimentar estafilocdcica normalmente sio:

1. As mdos do portador ficam contaminadas com secreg¢des nasais;’

2. As mios do portador inoculam o microorganismo no alimento durante a preparagio;

3. O alimento é conservado durante muitas horas sem refrigeracio adequada. Durante esse

periodo, o estafilococo multiplica-se e produz a enterotoxina;
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4. O alimento pode ser consumido cril ou cozido. O cozimento ndo destréi a enterotoxina, ja

que esta ¢ termostavel, mantendo-se activa apds fervura por 30 minutos ou mais (Leaderer, 1991).

Os alimentos mais envolvidos neste tipo de intoxicagiio sdo derivados de leite, carnes processadas
entre outros. Os sintomas aparecem | a 6 horas apds o consumo do alimento contaminado e incluem
nausea, vOmito e diarréia moderada, normalmente sem febre. Os sintomas desaparecem em menos

de 12 horas e, embora muito desagradaveis, a doenga raramente é fatal (Pelczar ef al., 1997 e
Fernandes, 2003).

2.3- Limites criticos do tempo e temperatura na qualidade dos alimentos

A temperatura de armazenamento tem um papel importante na manutengdo da qualidade do produto,
recomendando-se valores abaixo de —[8°C (Rosivalli e Baker, 1981 citados por Pereira, 1997).
Nesta temperatura, o crescimento microbiano € inibido, mas algumas reacg¢des quimicas prosseguem
a uma menor velocidade. Assim, quanto menor a temperatura, maior € o tempo de estocagem

(Pereira, 1997).

Um exemplo para a restauragdo, € o facto da cozedura dever atingir no interior dos alimentos uma
temperatura adequada e durante o tempo necessario para garantir a destruicio de bactérias
patogénicas como o E. coli O157. [sto é possivel confeccionando a pelo menos 70°C (temperatura no
centro do alimento) no minimo de 2 minutos. Se este limite critico ndo for atingido, a destruicdo de

E. coli O157 ndo pode ser assegurada (Oliveira ef al.,2000).

N
Segundo Silva, 1999 a temperatura adequada para a conservagdo por refrigeracdo deve estar abaixo

dos 4°C. A mais baixa temperatura a qual se verificou multiplicagdo microbiana € de —34 °C e a mais
alta € a volta dos 90°C. Também a atmosfera onde os alimentos sfio conservados € muito importante,
considerando-se atmosferas controladas ou modificadas quando existam concentragdes de dioxido
de carbono a volta dos 10%, com o uso destas atmosferas para aumentar o periodo de conservacdo
de carnes, sdo inibidas bactérias Gram- negativas e passam a dominar os Lactobacillus, e para o

peixe esta atmosfera ¢ eficaz (Ferreira, 1998).
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A tabela n° | resume a temperatura Optima de algumas bactérias implicadas na contaminagio

alimentar segundo Silva (2006).

‘Perigos microbiologicos Temperatura

i

Minima Maxima
Yersinia enterolitica -1 42
Listeria monocytogenes 0 45
Salmonella ' 47
Bacillus cereus 35
Staphtlococcus aureus 48
Vibrio cholerae 10 43
Clostridium perfringens 12 50

Fonte: FDA, 2001; ICMSF, 1980; ICMSF; (Silva, 2006).

O peixe estd sujeito a processos variados de deterioragdo, envolvendo a actividade de
microorganismos presentes na sua superficie, guelras e trato intestinal (Leitdo, 1988).

Durante 0 manuseio, facilmente pode ocorrer contaminagio do produto por microorganismos, tanto
os responsaveis pelas doengas e infecgdes, como os que podem se multiplicar em baixas

temperaturas ¢ induzir alteragdes acima referidas (Leitdo, 1976 citado por Pereira, 1997).

Para que haja desenvolvimento e multiplicagdo, € necessario que no meio se encontrem elementos
nutritivos e condigdes fisico — quimicas favordveis aos microorganismos tais como: oxigénio, pH
Optimo (para a maioria de bactérias varia entre S e 8), humidade (as bactérias necessitam de dgua
para os processos biossintéticos}) e temperatura (3 medida que a temperatura diminui, o

desenvolvimento dos microorganismos torna-se lento (Silva, 1999).

O peixe apresenta uma microflora natural, relativamente uniforme, composta principalmente por
bactérias psicrofilas e psicrotréficas que agem a temperaturas do refrigerador, entre as quais
destacam-se: Pseudomonas, Achromobacter, Moraxella, Acinetobacter e Flavobacterium, apesar de
apresentar uma temperatura 6ptima entre 20 e 37°C. Ha um desenvolvimento selectivo de algumas
bactérias, principalmente do género Pseudomonas e Alteromonas, capazes de répida utilizagdo de

aminodcidos e consequente alteragdo pronuncida de odor (Pereira, 1997).

Zita Jorge Sidumo Trabalho de Culminagio do Curso




Identificagdo dos pontos de contaminagéo microbioldgica do peixe carapau durante o seu processamento

A tabela abaixo apresenta indicadores de contamina¢do e os limites maximos permitidos de

contaminagfio para pescados marinhos e seus produtos, usados em vérios paises:

Tabela n® 2 — limites maximos permitidos dos indicadores de contaminagéo

Pescado ¢ produtos

In natura

Cru e congelado
Seco/salgado

Defumado

Salmonella
(auséncia em)
25 gramas
25 gramas
25 gramas

25 gramas

Coliformes‘s fecais

(NMP méxinio)
10° por grama
10 por grama
10? por grama

10? por grama

Staphylococcus
(ufc maximo) i
10° por grama
10° por grama
10° por grama

10° por grama

Pré-cozido/fempanado 25 gramas 10? por grama 10’ por grama

Fonte: FDA, 2001; ICMSF, 1980; ICMSF; (Silva, 2006).

No entanto, no nosso pais, para o peixe sio usados como indicadores de contaminagdo coliformes
fecais, coliformes totais, Escherichia coli e Staphylococcus aureus e os limites maximos permitidos
de contaminagdo sdo estabelecidos pelo MISAU-LNHAA, anexo 1 (Fernandes, 2003).

As bactérias descritas na tabela n° | podem estar implicadas na ocorréncia de doengas e infecgbes
transmitidas pelos alimentos como a cdlera, disenteria bacilar, febre tiféide, febre paratifoide,
gastroenterites e diarreia infantil (FAQ & WHO, 1993). Define-se intoxica¢do alimentar ao
conjunto de sinais e sintomas decorrentes da ingestdo de uma toxina microbiana acumulada num

determinado alimento.

Infecgdo alimentar, ao contrario da intoxicagdo, refere-se ao conjunto de sinais e sintomas
decorrentes da ingestdo de microorganismos que se multiplicaram dentro do paciente (Fernandes,

2003).

2.4 - Métodos de analise microbiolégica de alimentos

No estudo dos métodos de analise microbiolégica de alimentos, a obtengéio correcta das amostras,

seu transporte para laboratorio e sua preparagiio para analise sdo etapas fundamentais para o sucesso
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da analise. Da execugdio correcta dessas trés etapas depende a exactidio dos resultados obtidos
(Franco, 2003).

A primeira etapa ¢ a da amostragem onde no momento da obten¢do de uma amostra para anilise,
todas as precaugdes devem ser tomadas para que a amostra obtida seja representativa do produto

como um todo. Como regra geral, toda amostra deve ser analisada até 36 horas apds sua obtengio
(Franco, 2003).

A segunda etapa € a preparagdo da amostragem, onde técnicas correctas de preparagdo de uma
amostra para analise sdo indispensaveis. Técnicas assépticas devem ser utilizadas em todas as
etapas. Uma vez que a distribuigio dos microrganismos nos alimentos ndo é uniforme, uma
homogencizagdo prévia de toda a amostra € indispensédvel. A escolha do diluente para

homogeneizagio depende do tipo de produto e dos microrganismos a serem pesquisados (Franco,
2003).

2.4.1- Contagem de microrganismos psicroéfilos e termofilos
Essas contagens avaliam o grau de deterioragfio de alimentos refrigerados ou daqueles submetidos

a tratamento térmico (Franco, 2003).

2.4.2- Contagem total de microrganismo mesdéfilos aerdobios

Esta contagem detecta, num alimento, o numero de bactérias aerobias e/ou facultativa e mesofilas

(35 - 37° C), presentes tanto sob a forma vegetativa quanto esporulada (Cunha, 2006).

O nimero de microrganismo aerébios e mesdfilos (contagem em placa) encontrado em um alimento
tem sido um dos indicadores microbiologicos da qualidade dos alimentos mais comunmente
utilizados, indicando se a limpeza, a desinfecgéio ¢ o controle da temperatura durante o processo de
tratamento, transporte e armazenamento foram realizados de forma adequada. Esta determinagio
permite também obter informagéo referente a alteragdo incipiente dos alimentos, sua provavel vida
atil, e a falta de controlo no descongelamento dos alimentos ou desvios na temperatura de

refrigeracdo estabelecida (Franco, 2003).
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2.4.3- Contagem em placas

O método de contagem de microrganismos em placas ¢ um método geral, que pode ser utilizado
para contagem de grandes grupos microbianos, como aerdbios, mesofilos, aerébios psicrofilos,
termofilos, etc variando o tipo de m‘eio, a temperatura € o tempo de incubagio (Franco, 2003).

Por este método, amostras de alimentos sdo homogeneizada, diluidas em séries, em diluente
apropriado, plagqueadas com ou sobre um meio de agar apropriado e incubadas, apds o que todas as
colbnias visivets sdo contadas o procedimento se baseia na premissa de que cada célula presente em
uma amostra ird formar uma coldnia separada e visivel, quando fixada com meio que lhe permita

crescer (Franco, 2003).

2.4.4 -Técnica do Niumero Mais Provavel

A técnica do Numero Mais Provavel, também chamada de técnica dos tubos multiplos, é outra
maneira bastante utilizada pelos laboratdrios de microbiologia de alimentos para estimar a contagem
de alguns tipos de microrganismos, como coliformes fecais, coliformes totais, F.coli e
Staphylococcus aureus (Franco, 2003).

Na técnica do Nimero Mais Provavel, o produto a ser analisado, apos homogeneizagio, ¢
submetido a pelo menos trés dilui¢des decimais seriadas. De cada uma dessas diluigdes, aliquotas
iguais sdo transferidas para trés ou para cinco tubos contendo o meio de cultura escolhido € um tubo
colector de gas (tubo de Durhan). Todos os tubos sdo incubados, e em seguida, os positivos sdo
identificados. Pelo numero de tubos positivos em cada uma das dilui¢gdes empregada determina-se o

Namero Mais Provavel por grama de produto (Franco, 2003).

O namero mais provavel (NMP) ¢ estimado de respostas onde resultados sdo relatados como
positivo e negativo em uma ou mais diluigdes decimais da amostra. Por esta técnica pode-se obter
informagdes sobre a populagdo presuntiva de coliformes (teste presuntivo), sobre a populagdo real
de coliformes (teste confirmativo) ¢ sobre a populacdo de coliformes de origem fecal (coliformes

fecais) (Franco, 2003).
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3 -OBJECTIVOS

Para orientagdo na prossecu¢do do trabalho idealizado, foram propostos os seguintes objectivos e
hipdteses

a) Geral:

Identificar pontos de contaminagio microbioldgica do peixe carapau durante seu processamento no

servigo de alimentagdo da Universidade Eduardo Mondlane.
b) Especificos:
- Identificar a etapa de processamento na qual pode ocorrer a contaminago;

- Identificar o ponto de processamento do peixe no qual o nivel de higiene seja menor;
4 -HIPOTESES:

Ho- O peixe carapau ¢ contaminado durante o seu manuseiamento na restauragio ;

Hi- O peixe carapau niio ¢ contaminado durante o processo de manuseiamento na restauragfo.

5- AREA DE ESTUDO (Caracterizagio)

Esta pesquisa foi efectuada no Self Service, restaurante universitario da UEM, sito na Cidade de
Maputo, avenida Amilcar Cabral n® 1254. O restaurante possui um corredor situado entre o
refeitério e as retretes destinadas aos trabalhadores do servigo alimentar. Este corredor une o local
de recepgdo dos alimentos (passeio frontal do restaurante) e o local de pré — preparo (junto as duas

cdmaras de frio, nomeadamente, o refrigerador e congelador).

O servigo possui dois compartimentos de conservagdo: um de cereais e frutas € outro para produtos
de prateleira como 6leo alimentar e caldos. No refrigerador sdo estocados os legumes,
nomeadamente, tomate, cenoura, pepino, pimenta e por vezes as frutas como magd. O congelador
estd destinado & estocagem de alimentos de origem animal estocados ao congelamento, como

pescado e carnes, principalmente a bovina.
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O refeitorio possui uma capacidade de 64 lugares (16 mesas de 4 lugares). O acesso a este ponto é
efectuado por um corredor - bancada de distribui¢io das refei¢gdes com duas saidas: uma para a
cozinha e outra para o exterior. O assoalho em todos locais descritos acima € feito de betdo, a

excepgdo do refeitdrio que possui parquetes.

A cozinha estd equipada de um fogdo, forno, panelas - caldeiras, Serrotes todos eléctricos. O ponto
de pré — preparo e preparo possui mesas de inox para o retalho das carnes ¢ pescado. Os legumes sdo
preparados em utensilios de material diverso, desde plasticos de polietileno até inox. Os alimentos

prontos a servir sdo colocados em covetes de inox cobertos de material tipo isotermo.

O efectivo encarregue pelo servigo trabalha em turnos de 14 servidores cada. O vestuario protector
existente ¢ obsoleto e insuficiente para os turnos. A limpeza e desinfecgdo sdo feitas a base do sabio
liquido, desengordurador, raramente hipoclorito de sddio (Sr.Martins Dlavane, comunicagfo

pessoal).

6- MATERIAIS E METODOS

6.1- Material

a) Material para a colheita das amostras
Zaragatoas

Suportes para tubos

Tesouras

Sacos plasticos

Colemann

Etiquetas

Espatulas

Tubos de ensaio

Algodio
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b) Equipamentos

Estufa

Geleira

Autoclave

Misturador vortex (agitador)
Bico de bunsen
Banho-Maria a 45°C
Balanga analitica

Incubador a 37°C

Incubador a 44°C

Agitador magnético

¢) Mcios e reagentes
Agar MaCconcky
Agua peptonada tamponada 0.1%
Alcool a 70%
Solugdo KOH 40%
Caldo Lauryl triptose
Caldo Bilis Verde Brilhante
Nutriente Agar
Caldo Ringel
Indicador vermelho de Metil
Agua oxigenada
Bacteriological peptone

d) Material de laboratorio
Placas de petri (vidro) 15%100mm
Tubos de ensaio (20x200mm) e (16x160mm)
Pipetas graduadas de 1.0ml
Pipetas graduadas de 10ml
Pipetas de Pasteur

Conta gotas
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6.2- Metodologia

a) AMOSTRAGEM

A amostragem foi feita entre 0 més de Setembro e Novembro de 2007, numa frequéncia quinzenal,
consistindo em zaragatoas de substrato e de peixe carapau em 4 pontos, nomeadamente, o carro —
transportador (ponto 1), no congelador ou armazenamento (ponto 2), nas bancadas de retalho (ponto
3) e nas méos dos manipuladores (ponto 4). Em cada ponto foram colhidas 4 amostras de cada vez,

totalizando 8 de zaragatoas e 8 de peixe carapau.

Para estes procedimentos, foi observada a assépsia dos materiais (zaragatoas e plasticos estéreis). As
amostras de peixe eram colhidas com uso de uma faca e tesoura e colocadas nos plasticos, as
zaragatoas eram colocadas em tubos de ensaio contendo caldo Ringel e tapadas com algodio, e
todas amostras eram rapidamente levadas num coleman para o laboratério do LNHAA do MISAU.
Contudo, nem sempre era possivel processar as amostras apds a recepgdo. Para minimizar o
desenvolvimento microbiano pos recolha, as amostras eram armazenadas em refrigeragiio

{temperaturas que variavam de 4 a 8°C).

6.3 - Anilises microbiolégicas

As andlise microbioldgicas foram efectuadas de acordo com a metodologia recomendada pelo
LNAA (1997) disponivel no MISAU, dentre as quais, contagem padrio das bactérias aercbicas
mesdfilas (contagem de Staphylococcus aureus), NMP de coliformes fecais, NMP de coliformes

totais, e Escherichia coll.

Contagem de Bactérias Aerdbicas Mesofilas

Pesou- se assepticamente 10g de amostra (peixe) ou retirou- se 10ml para um frasco contendo 90ml
de agua peptonada 0.1%, de acordo com a natureza da amostra (peixe ou zaragatoa em caldo de

Ringel), fez- se a sua homogenizagdo e 3 diluigdes.

Preparou- se 2 placas de petri esterilizadas para a amostra de peixe e 2 para a zaragatoa;
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De cada diluiggo tirou se assepticamente com uma pipeta estéril 1ml e deitou- se na placa de petri

correspondente;

Deitou- se 12ml meio fundido (PCA — caldo de agar) e arrefecido a 45°C, mexendo a placa
rotativamente para dispersar uniformemente o indculo no meio. Depois da solidificagdo, incubou- se
as placas invertidas a 37°C, durante 48 horas. Apés a incubagfio contou -se as coldnias das placas
com a conta colonias, ndo se considerou as placas que apresentaram zonas de crescimento em

profundidade.
Pesquisas de colonias fecais

Pesquisa de Escherichia coli

A pesquisa de E.coli fez - se apartir dos tubos positives de BVB -caldo de bilis verde brilhante 2%
da prova de coliformes fecais. Com ansa de platina transferiu- se o inoculo de tubo positivo de BVB

para a placa de L-BEM agar (ou endo agar), fazendo estrias para se obterem coldnias isoladas.

[ncubou — se as placas invertidas a 37°C /24 horas.

Depois da incubagéo, verificou- se a existéncia de coldnias tipicas de Escherichia coli (colonias

nucleadas com o centro escuro ¢com ou sem brilho metalico).

Passou- se cerca de duas coldnias tipicas com ansa de platina para uma placa de nutriente agar ou

PCA, fazendo estrias. Incubou- se a 37°C por 24 horas.

Estes sdio os métodos usados no LNHAA para a pesquisa de indicadores de contaminagio do peixe.

Dados colhidos:
-Tipo de microorganismo presente em cada amostra;

-Numero mais provave! de colénias de bactérias por grama do peixe.

6.4- Analise de dados

Calculou - se a média do nimero dos microorganismos presentes, para cada tipo de amostra ( peixe

retirado de cada ponto), a partir do nimero de amostras colhidas para cada amostragem.
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Para avaliar o grau de diferenga no nivel de higiene de cada ponto de processamento por onde o
peixe passa, e associar 3 quantidade (contagem total- NMP) de bactérias encontradas no peixe
retirado apds passar por cada local, foi feita anslise de variincia (ANOVA), e comparagio de
médias pelo teste T de Student, a um nivel de significéncia de 5%, pelo pacote estatistico SAS.

7- RESULTADOS E DISCUSSAO
O gréfico abaixo mostra que nas amostras do peixe retirado da bancada de manuseamento houve

uma contagem média maior de bactérias relativamente aos outros pontos, anexc 3.

35

30
25
20
15

gcCarmo
B Armazem
D Bancada

10

il I i1l

S.aureus C.lotais C fecais E.coli

Quantidade de colonlas contadas/gr

Bacterlas observadas nas amostras de
peixe retiradas de cada local

Figura 1. Relagdo entre a quantidade média de bactérias presente nas amostras de peixe retirada de cada ponto (local).

Resultados das andlises dos locais (pontos) por onde o peixe passa (zaragatoas)

Staphylococcus aureus

De uma manecira geral o Staphylococcus aureus ocorre em todos pontos por onde passa o peixe
carapau. As bancadas e as mdos dos manipuladores apresentam maior ocorréncia de bactérias, a
anélise estatistica mostra ndio haver diferenga significativa na ocorréncia de S.aureus no
armazenamento frigorifico, bancada e mios mas hé diferenga na ocorréncia desta bactéria no carro

de transporte em relagdo aos 3 pontos acima referidos (tabela 3). No entanto a figura n® 2 mostra que
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h& um crescimento assinaldvel deste grupo microbioldgico no armazenamento frigorifico em relagéio

as outras bactérias.

Coliformes totais

A semelhanga de S. aureus, os coliformes totais também ocorrem em todos os locais, sendo a maior
ocorréncia nas m3os dos manipuladores (figura 2). Na tabela 3, verifica- se que hd diferenca
significativa na ocorréncia deste grupo nas méos em relagfo a0 carro, bancada ¢ armazenamento
frigorifico.

Coliformes fecais
Os resultados sugerem que os fomecedores tém algum controlo para os coliformes fecais. Ao nivel
do restaurante universitdrio o peixe ¢ contaminado durante o manuseamento o que € evidenciado

pela presenga elevada deste grupo microbiolégico no peixe retirado da bancada de manuseamento

(figura 1).

Eschirichia coli
Esta bactéria ocorre em todos os pontos, porém em quantidades significativamente inferiores em
relaglo aos outros grupos microbiolégicos, ndo havendo também diferenca estatisticamente

significativa de sua ocorréncia em todos os locais (pontos) (tabela 3).

Grupos microbiolégicos observados

]
(=]

165 2
N Nl

e
19,1

0 S.aureus
C. totais
acC. fecais
g E.coli

gramas de carapau
Qo O o

N° médio de colénias por 10

Figura n°® 2 — Namero médio de bactérias observado nas amostras dos pontos de processamento do peixe carapau no

Self Sevice..
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Tabela 3. Comparagiio das médias (anilises de amostras de zaragatoas feitas dos pontos de
processamento do peixe).

Ponto S. aureus C.totais C.fecais E.coli

Carro 94 +0.32 30000 b [00£0.00 ¢ 28+ 0.70

Armazém 9.9 £ 0.00 30+ 000 b [3+0.00 bec |3.0+£0.00

a
a
Bancada 10+ 0.48 11.3+9.9 ab|1131+£993 a (3.0+£021 a
Mios 10+ 0.00 163+94 a (97286 ab |32:+028 a

Nota: Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna, significa que a contaminagdo pelo respectivo perigo
microbiologico nio ¢ significativamente diferente.

As letras a, b e c correspondem 4 categorias de comparagdo das médias e os n(imeros a direita o desvio padrio.

7.1. DISCUSSAO

A partir dos resultados obtidos, pode — se verificar que o peixe retirado da bancada de
manuseamento possui maior contagem de bactérias (nimero de colonias observadas) em relagdo ao
retirade do armazenamento e do camido transportador. Das duas amostragens feitas verifica — se que
no geral a contagem de bactérias nas amostras de peixe retiradas da bancada de manuseamento ¢é
consideravelmente maior em relagfio ao retirado do armazenamento e em relagdo ao peixe retirado

do carro transportador (figura 1).

Deste modo e, com a sustentagio de que nas andlises de zaragatoas feitas das mfos dos
manipuladores existe maior numero de bactérias (NMP) em relagdo aos outros locais pode- se
concluir que o ponto no qual o nivel de higiene ¢ mais baixo ¢ a bancada de manuseamento. Do
inquérito feito foi possivel apurar que este facto estd certamente associado a factores que levam a
adi¢dio das bactérias ao peixe durante o manuseamento uma vez que algumas destas ja estavam
presentes no peixe retirado do carro e do armazenamento frigorifico, mas em nimero menor. Estes
factores sdo, a falta de habitos adequados de higiene por parte dos manipuladores como a lavagem
correcta das mdos, bem como a falta de materiais apropriados para limpeza e desinfecgdo das
mesmas, da bancada de manuseiamento e preparacio dos alimentos, falta de luvas e outros (vide

anexo 2).

Freedland et af., (2003) observou que as dietas alimentares contaminadas com Escherichia coli ou

com Stafilococcus sp. foram aquelas submetidas a uma maior manipulagdo, pois continham maior
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numero de ingredientes para mistura. Nessa situagéio, a contaminagdo pode ser atribuida tanto aos
ingredientes utilizados quanto s praticas inadequadas de manipulagdo. Uma taxa de 30% a 90% de
contaminagdo em sistemas de alimentagdo estd normalmente associada a falta de atengdo dos
manipuladores para com as técnicas de higiene adequadas, & inabilidade para sanitizar equipamentos

de preparagiio ¢ aos ingredientes aditivos ndo estéreis ou contaminados adicionados aos alimentos.

A anglise estatistica dos resultados a partir do teste T de Student para a comparagio de médias
mostra ndo haver diferenga significativa entre a contaminagfo de todos os pontos (locais) por
Escherichia coli. no entanto, ha diferenga significativa (p <0.05) na contaminagéo das mios ¢ da
bancada por coliformes totais e fecais e significa contaminagfo fecal das mios, sendo que estas por
entrarem em contacto directo com o peixe na bancada de manuseamento, passam a bactéria para o
mesmo. Embora Escherichia coli faga parte do grupo de coliformes fecais, esta ¢ tratada em
particular pois, apenas a sua presenca nos alimentos ja indica possivel presenga de

enteropatogénicos (Silva, 2006).

A contagem média de Stafilococcus aureus foi relativamente elevada nas zaragatoas das mios,
bancadas bem como no local de armazenamento (frigorifico) e a contagem no carro foi
significativamente menor. Em paralelo a contagem média do mesmo microorganismo para as
amostras do peixe retirado da bancada foi maior (11.875), seguido do armazenamento (9.875) e do
carro transportador (9.125), talvez porque a temperatura de conservagdo do peixe no armazenamento
frigorifico niio ¢ controlada, e os manipuladores podem passar esta bactéria para o peixe, uma vez

que durante o processo de manuseamento estes ndo usam luvas.

Lisboa (1997) constatou uma grande variagdo na contaminagdo de manipuladores, utensilios e
superficies de processamento de alimentos por bactérias Gram — negativas em ambiente de cozinha,
onde cerca de 80% dos contaminantes pertenciam a familia Enferobacteriaceae, incluindo
Sulmonella sp.. e Escherichia coli. Nas condi¢des geralmente adoptadas do tempo e temperatura de
administragdio, Escherichia coli pode apresentar um tempo de geragdo entre 24 e 34 minutos,

alcangando niimeros elevados, mesmo que a contaminagéo inicial tenha sido baixa (Lisboa, 1997).

Deste modo, a presenga de Escherichia coli (E.colt) nas amostras analisadas constitui um perigo,
uma vez que o procedimento posterior adoptado para este alimento por este servico de alimentagio é
a fritura e esta, ndio garante que a temperatura no interior do alimento seja adequada para eliminar

certas estirpes deste microorganismo. A cozedura deve atingir no intertor dos alimentos uma
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temperatura adequada e durante o tempo necessirio para garantir a destrui¢io da E.coli por
exemplo. a destruicio de £ coli O157 s6 é possivel confeccionando a pelo menos 70°C

(temperatura no centro do alimento) no minimo de 2 minutos (Boulos ef al., 1999).

Para além destes microorganismos, segundo Eley (1996) citado por Cuamba (2006), muitas outras
espécies patogenicas podem contaminar o peixe e se medidas adequadas de higiene no transporte,

conservagdo e manipulagéio ndo forem observadas, este pode a curto, médio ou longo prazo causar

problemas de satde ao consumidor.
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8. CONCLUSAO
-A partir dos resultados obtidos das analises conclyi — se que diferentes microorganismos ocorrem

em todos os pontos de processamento do peixe (carro transportador, armazenamento frigorifico,

bancada de manuseio) apesar de ser em diferentes propor¢des;

-Com base nas anélises de zaragatoas feitas das maos dos manipuladores pode - se concluir que o

ponto no qual o nivel de higiene ¢ mais baixo ¢ a bancada de manuseamento pois neste ponto existe

maior numero de bactérias (NMP) em relagdo aos outros pontos (locais);

-Conclui - se ainda que o manuseamento constitui um factor de contaminacio microbioldgica do

peixe no servigo de alimentacdo da Universidade Eduardo Mondlane;

-Estes resultados mostram que ndo ha um sistema de controlo microbioldgico regular na area de

manipulacdo de alimentos no servigo de alimentagdo da Universidade Eduardo Mondlane.

]
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9. RECOMENDACOES E LIMITACOES

-Recomenda-se que num estudo posterior se faga pesquisas de outras bactérias patogénicas como a

Salmonella;

-Recomenda-se que se faca pesquisa discriminada de cada bactéria patogénica, ou grupo
microbioldgico, para avaliar a sua ocorréncia no peixe, possiveis causas e implicagdes na satide do

consumidor;

-Recomenda-se ao servigo de alimentagfio, uma melhoria nos cuidados higiénicos, controlo dos

produtos de limpesa e desinfecgdo usados, controlo dos locais de armazenamento dos alimentos.

Existe o sistema APPCC - Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controlo - que tem por objectivos
identificar e prevenir situagdes, locais ou acgdes em que estejam presentes perigos de contaminacio
de alimentos por patégenos. Juntamente com a implementagio do sistema APPCC, recomenda- se
um treinamento do pessoal envolvido no que diz respeito a lavagem correcta das mdos, praticas de

higiene, limpeza e desinfecgdo de recipientes e materiais que entram em contacto com os alimentos;

-Recomenda-se o controlo de temperatura adequada na conservagdo dos alimentos, 0 uso
de roupas adequadas com protectores como luvas e tocas. A adopgio desse sistema nos servicos de
alimenta¢do da Universidade Eduardo Mondlane bem como em outros sectores de alimentagio,
certanmente ird trazer grandes melhorias na qualidade e inocuidade dos alimentos preparados nesses

locats.
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Limitagdes

As dificuldades na realizacdo deste trabalho consistiram no facto de ndo haver parceria entre o
Departamento de Ciéncias Bioldgicas e o Laboratério Nacional de Higiene de Agua e Alimentos-
MISAU, o que levou a demora no inicio da colecta de amostras e analises laboratoriais. Além desta

questdo, houve dificuldades financeiras para compra do material para o trabalho.
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ANEXOS
1- Limites recomendados (FAO & MISAU)

Peixe fresco e peixe congelado.

Bactérias meséfilas aerdbias

Escherichia coli (coliformes)

Onde:

n- nimero de amostras unitarias a serem examinadas

¢- nimero maximo aceitavel de amostras com resultados entre “'m’’ e *’M”’
m- € o limite do microorganismo- teste aceitavel nos alimentos

M- é o nivel prejudicial do microorganismo- teste nos alimentos.

2- Do inquérito foi possivel apurar os dados seguintes:

Neste estabelecimento trabalham 85 pessoas no tatal;
Cada trabalhador tem sua fungdo bem definida;

Os trabalhadores que lidam directamente com os alimentos (epecialente cozinheiros,
serventes) usam um uniforme e tocas de cabe¢a, no entanto na altura desta pesquisa

ndo dispunham de calgado apropriado nem luvas .

Com relagdo 4 higiene do pessoal: Existe um local proprio para vestir o uniforme

assim que se chega ao local;
Nio existe balnearios;

Existem locais de lavagem das méos, com falta de detergentes e desinfectantes, e ndo

contém toalhas colectivas;




- Qanto 4 satde dos trabalhadores, existe no local um posto médico. Nenhum

trabalhador € permitido exercer sua fungdo se apresentar qualquer problema de satde.

J - Dados de resultados das analises laboratoriais feitas das amostras de peixe

Amostragem 1

Amostras de
peixe dos
pontos

Staphylococcus
atreus

Coliformes totais

Coliformes
fecats

Escherichia
coli

Armazenamento

9

3 |3

3

Bancada

3

46 |3

9

Carro

3

3 13

3

Amostragem 2

Amostras de
peixe dos
pontos

Staphylococcus
aureus

Coliformes
totais

Coliformes
fecais

Escherichia
coli

Armazenamento

109

3 |3

3 |3

3

Bancada

3 |3

42 |23

42 {93

11

Carro

3 13

3 |3

3 13

3

Médias da contagem das colonias de bactérias para as duas amostragens

Amostras de
peixe dos
pontos

Staphylococcus
aureus

Coliformes
totais

Coliformes
fecais

Escherichia
coli

Carro de
transporte

9.125

3

3

3

Armazenamento
frigorifico

9.875

3

3

3

Bancada de
manuseamento

11.875




4- Amostras do substracto dos locais por onde o peixe passa
(zaragatoas)

Amostragem 1

Contagem /m]
S.aureus C.totais C.fecais
Armazenam | [0 {10 | 10 3 3 3 3
Bancada 10 |10 |10 3 |3 3 3
Mios 19 9 9 36123 3.6 9.1
Carro 9999 |9 3 43 0 |0

Amostragem 2

Contagem /m]
S.aureus C.totais C.fecais
Armazenam {10 [ 9.1 | 10 3 3 3
Bancada 10 |10 |10 23 . 23 123
Maos 10 110 |10 3.6 . 3619.1
Carro 10 |9 9 3 0 0




5- Analises estatisticas

Sistema SAS

Procedimento ANOVA

armazem
3.0000000
bancada
11.2625000
carro
3.0000000
maos
16.3375000

armazem
3.00000000
bancada
3.07500000
carro
2.75000000
maos
3.15000000

Desvio padrao

9.8875000
0.00000000
10.0000000
9.93592867
9.3500000
0.00000000
10.0000000
9.36908861

Desvio padrao

3.0000000
0.00000000
11.2625000
0.21213203
0.0000000
0.70710678
9.6750000
0.27774603

Desvio padrao

0.31819805
0.00000000
0.48403070
0.00000000

Desvio padrao

0.00000000
9.93592867
0.00000000
8.60809420




